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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

Η παρούσα διατριβή εκπονήθηκε κατά το µεγαλύτερο µέρος της στο Εργαστήριο 

Μοριακής Συστηµατικής και Εξέλιξης του Μουσείου Φυσικής Ιστορίας Κρήτης και 

υποβλήθηκε στο Τµήµα Βιολογίας του Πανεπιστηµίου Κρήτης. Την επίβλεψη της διατριβής 

είχε ο Καθηγητής του Πανεπιστηµίου Κρήτης Μωυσής Μυλωνάς. Επιβλέποντες και πολύτιµοι 

καθοδηγητές στην διατριβή αυτή ήταν επίσης ο Καθηγητής του Πανεπιστηµίου Κρήτης 

Ελευθέριος Ζούρος και ο Επίκουρος Καθηγητής του Πανεπιστηµίου των Αθηνών Ευστράτιος 

Βαλάκος. Μικρό µέρος της διατριβής εκπονήθηκε στο Πανεπιστήµιο του Yale στο εργαστήριο 

“Molecular Systematics and Conservation Genetics Laboratory” υπό την επίβλεψη της Dr. 

Gisella Caccone και της Dr. Theodora Pinou. Ένα µέρος επίσης της διατριβής εκπονήθηκε 

στο Μουσείο Φυσικής Ιστορίας (NMNH) του Ινστιτούτου Smithsonian υπό την επίβλεψη του 

Dr. Kevin de Queiroz.  

Θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή µου Μωυσή Μυλωνά, ο οποίος υπήρξε 

καθοδηγητής και υποστηρικτής µου καθ’ όλη τη διάρκεια της διδακτορικής διατριβής. Τον 

ευχαριστώ ιδιαίτερα για την κατανόησή και συµπαράστασή του τις δύσκολες ώρες, για τις 

ωραίες στιγµές στις πολλές εκδροµές πεδίου και για τον ενθουσιασµό που µεταδίδει σε όσους 

δουλεύουν µαζί του. Επίσης θα ήθελα να ευχαριστήσω τον δεύτερο επιβλέποντά µου 

Καθηγητή Ελευθέριο Ζούρο για τις συµβουλές του κατά τη διάρκεια της διατριβής και τον 

χρόνο που µου αφιέρωσε. Τον τρίτο µου επιβλέποντα Ευστράτιο Βαλάκο ευχαριστώ θερµά για 

την υποστήριξή του, την καθοδήγηση σε θέµατα της διατριβής, για την διευκόλυνση στη 

συλλογή της βιβλιογραφίας µου, αλλά και για τις εποικοδοµητικές µας συζητήσεις σε θέµατα 

επιστηµονικά και µη.  

Ευχαριστώ επίσης όλα τα υπόλοιπα µέλη της εξεταστικής µου επιτροπής, την 

καθηγήτρια Μ. Κεντούρη, τον καθηγητή Χ. Λούη, τον αναπληρωτή καθηγητή Ι. Καρακάση, και 

τους επίκουρους καθηγητές Σ. Σφενδουράκη και Μ. Παυλίδη. Με τις παρατηρήσεις και τα 

σχόλιά τους συνέβαλαν αισθητά στην βελτίωση του παρόντος κειµένου. Επίσης θέλω να 

ευχαριστήσω θερµά την Χαρά Ζαφειροπούλου-Σφακιανάκη, την Βάνα Μακράκη και την 

Ελευθερία Λαρεντζάκη για την πολύτιµη βοήθειά τους και την άµεση ανταπόκρισή τους σε 

οποιοδήποτε ζήτηµα προέκυψε κατά τη διάρκεια της διατριβής 

Την Dr. Theodora Pinou, τότε ερευνήτρια στο Πανεπιστήµιο του Yale και τώρα 

Επίκουρος Καθηγήτρια στο πανεπιστήµιο Western Connecticut State, ευχαριστώ για την 

καλή συνεργασία µας και τις συµβουλές της τόσο σε επιστηµονικό όσο και σε προσωπικό 

επίπεδο. Χωρίς την βοήθειά της δεν θα ήταν δυνατή η µετάβασή µου στο Πανεπιστήµιο του 
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Yale. Στο σηµείο αυτό θα ήθελα να ευχαριστήσω και την Ava Orfanoudaki για την βοήθεια 

και προσφορά της καθ’ όλη τη διάρκεια της παραµονής µου στο Yale και την Dr. Gisella 

Caccone του Πανεπιστηµίου του Yale για την φιλοξενία στο εργαστήριο της. 

Τον Dr. Kevin de Queiroz, ευχαριστώ θερµά για το ότι έκανε δυνατή την µετακίνηση 

µου στο Μουσείο Φυσικής Ιστορίας του Ινστιτούτου Smithsonian στην Ουάσιγκτον για έξι 

µήνες. Τον ευχαριστώ ιδιαίτερα για την καθοδήγηση σε θεωρητικά και πρακτικά θέµατα της 

διατριβής µου, για τα σεµινάρια, τις συζητήσεις µας και τον πολύτιµο χρόνο που µου 

αφιέρωσε. Χωρίς αυτόν πολλά θα ήταν διαφορετικά και του είµαι υπόχρεη γι’ αυτό. Επίσης θα 

πρέπει να ευχαριστήσω τον Dr. George Zug και τον Dr. Karl Ernst από το NMNH του 

Ινστιτούτου Smithsonian, που µοιράστηκαν µαζί µου την µοναδική και πολύχρονη εµπειρία 

τους στο χώρο των ερπετών. Τον Dr. Lee Weight και τον Jeff Hunt από το Εργαστήριο 

Αναλυτικής Βιολογίας του Ινστιτούτου Smithsonian, για την προθυµία τους, την φιλοξενία 

τους στο εργαστήριο και για την πολύτιµη βοήθειά τους στην επίλυση τεχνικών θεµάτων.  

Χρωστώ την αµέριστη ευγνωµοσύνη µου στον πιστό φίλο και συνεργάτη όλα αυτά τα 

χρόνια, στον έφορο συλλογών των σπονδυλωτών του Μ.Φ.Ι.Κ. Πέτρο Λυµπεράκη. Τον 

ευχαριστώ θερµά για τα ατέλειωτες ώρες συζητήσεων, για την υποστήριξή του, για την 

βοήθειά του στις δειγµατοληψίες (πολλές από αυτές θα ήταν αδύνατες χωρίς την συνεισφορά 

του), για τις ιδέες του, για την συντροφιά του, την υποµονή του και πάνω απ’ όλα για το ότι 

ήταν και είναι πάντα εκεί σε ότι χρειαστώ.  

Τους πολύ καλούς φίλους και συνεργάτες Νίκο Πουλακάκη, Σίλια Αντωνίου, Άρη 

Παρµακέλη, πρέπει επίσης να ευχαριστήσω ιδιαίτερα. Χωρίς την πολύτιµη βοήθειά τους σε 

επιστηµονικά θέµατα όλα θα ήταν πολύ πιο δύσκολα. Τους ευχαριστώ θερµά επίσης για την 

συµπαράστασή τους σε προσωπικά µου θέµατα, την συντροφιά τους, τις συζητήσεις µας, την 

βοήθειά τους σε δειγµατοληψίες και γενικά για την άµεση ανταπόκρισή τους σε οποιαδήποτε 

έκκληση για βοήθεια (προσωπική ή επιστηµονική). Έχοντας τέτοιους φίλους και συνεργάτες 

δίπλα µου όλα ήταν πολύ πιο ευχάριστα.  

Στους καλούς φίλους και συνεργάτες Μανώλη Παπαδηµητράκη και Βασίλη 

Τσαµπουράκη χρωστώ ιδιαίτερη ευγνωµοσύνη για τις ατέλειωτες ώρες που πέρασαν στο 

πεδίο µαζί µου, και για την βοήθειά τους στην καταγραφή και στον χειρισµό των ζώων. Τους 

οφείλω ένα µεγάλο ευχαριστώ για την συντροφιά τους, το χιούµορ τους και την υποµονή τους.  

Οι καλοί φίλοι και συνεργάτες Κατερίνα Βαρδινογιάννη, Milica Ivovic, Vladimir 

Ivovic, Μανώλης Νικολακάκης, Γιώτα Σαλεµή, Αντώνης Μαγουλάς, Γιώργος Κωτούλας, 

Κώστας Τσιγκενόπουλος, Γιώργος Γουλιέλµος, Μαρία ∆ραµουντάνη, Μιχάλης ∆ρετάκης, 
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Αλεξάνδρα Καββαδία, Μίνα Τρικάλη και Στέλλα Βούρου, µε βοήθησαν πολύ, ο καθένας µε τον 

τρόπο του, για την ολοκλήρωση αυτής της διατριβής και γι’ αυτό τους ευχαριστώ πάρα πολύ.  

Η δειγµατοληψία των χελωνών δεν είναι εύκολη υπόθεση και ακόµη πιο δύσκολο 

είναι να βρεις ανθρώπους να σε συντροφεύσουν και να σε βοηθήσουν σε µια τέτοια 

«επιχείρηση». Όµως εγώ στάθηκα τυχερή και είχα πολλούς ανθρώπους που κατά καιρούς 

ήρθαν µαζί µου στις δειγµατοληψίες, µου κράτησαν συντροφιά ή µου έφεραν δείγµατα. 

Ιδιαίτερες λοιπόν ευχαριστίες για την βοήθεια στις δειγµατοληψίες και όχι µόνο, θα ήθελα να 

απευθύνω στους εξής φίλους και συνεργάτες: ∆ηµήτρη Πουρσανίδη, Θεόδωρο Ναζιρίδη, 

Σίµο ∆ηµητρόπουλο, Παναγιώτη Γεωργιακάκη, Γεωργία Μανδάλου, Sthephen Roberts, 

Κοσµούλα Γαλανάκη, Ιάσµη Στάθη.  

Χρωστώ ένα ευχαριστώ σε όλα τα µέλη του Μουσείου Φυσικής Ιστορίας Κρήτης που 

αποτέλεσαν όλα αυτά τα χρόνια πολύτιµους φίλους και συνεργάτες. Με την έµπρακτη βοήθειά 

τους σε επιστηµονικά θέµατα, αλλά και µε το γέλιο και την συµπαράστασή τους έκαναν τη 

πορεία µου ευκολότερη και πιο ευχάριστη.  

Ευχαριστώ την Ιωάννα Λιαδάκη για τη βοήθειά της σε γραφιστικά θέµατα καθ’ όλη τη 

διάρκεια της διατριβής και για την υποστήριξή της στις δύσκολες ώρες, και την Αλίκη 

Καρούσου και τη Jelena Radovic για την συντροφιά και συµπαράσταση κατά τη διάρκεια 

συγγραφής της διατριβής.  

Για τις φίλες µου Μαρία Χατζάκη, Γιούλη Κυριαζή, Πασχαλιά Καπλή ένα ευχαριστώ 

είναι λίγο… Στάθηκαν δίπλα µου σε όλη αυτή τη δύσκολη πορεία και η καθεµία µε τον τρόπο 

της βοήθησε σηµαντικά στην ολοκλήρωση της εργασίας αυτής.  

∆εν έχω λόγια να ευχαριστήσω τον σύντροφο της ζωής µου Nicholas Hogg, που µε 

εµψυχώνει σε κάθε µου βήµα και µου προσφέρει απλόχερα αγάπη και χαρά. Τον ευχαριστώ 

ολόψυχα για την υποµονή του και την συµπαράστασή του.  

Τέλος θα ήθελα να κλείσω αναφέροντας τους ανθρώπους στους οποίους χρωστώ 

περισσότερα από ότι σε οποιονδήποτε άλλο. Τους γονείς µου… Χωρίς αυτούς τίποτα απ’ όλα 

αυτά δεν θα ήταν εφικτό. Τους υπερευχαριστώ για την αµέριστη συµπαράσταση σε όλα τα 

επίπεδα.  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η γενετική δοµή των σύγχρονων ειδών και πληθυσµών διαµορφώνεται 

τόσο από ιστορικούς βιογεωγραφικούς παράγοντες όσο και από τη σύγχρονη 

οικολογία και ηθολογία των υπό µελέτη οργανισµών. Στην παρούσα διατριβή 

χρησιµοποιήθηκε µια ολιστική προσέγγιση ώστε να µελετηθεί η 

φυλογεωγραφία και η πληθυσµιακή γενετική του είδους Mauremys rivulata και 

οι σχέσεις του µε τα άλλα δυο µεσογειακά είδη του γένους.  

Όλες οι φυλογενετικές αναλύσεις µε βάση το mtDNA συγκλίνουν σε 

µία κοινή τοπολογία του γονιδιακού δέντρου για τα τρία µεσογειακά είδη του 

γένους Mauremys. Βάσει των ειδών που χρησιµοποιήθηκαν ως παραοµάδες 

και τα τρία είδη αποτελούν ένα µονοφυλετικό κλάδο. Το M. rivulata αποτελεί 

έναν καλά διαχωρισµένο µονοφυλετικό κλάδο µε υψηλή στατιστική 

υποστήριξη. Το ίδιο ισχύει και για τα άλλα δυο µεσογειακά είδη του γένους.  

Ο πρώτος κλάδος που αποχωρίστηκε από τον κοινό πρόγονο είναι 

αυτός που οδήγησε στο σύγχρονο M. leprosa, κατά το Μέσο Μειόκαινο (11-15 

εκ. χρ. πριν από σήµερα). Στη συνέχεια στο Ανώτερο Μειόκαινο (6-8 εκ. χρ. 

πριν) έγινε η διάσπαση του M. caspica από το M. rivulata.  

∆ιάφορα φυσικά ή κλιµατικά φράγµατα αποτελούν σηµαντικούς 

παράγοντες που καθορίζουν την κατανοµή και τη γενετική δοµή των 

χελωνών. Στην περίπτωση του M. rivulata στο Αιγαίο και στα παράλια της 

ανατολικής Μεσογείου, φαίνεται ότι τα φράγµατα είναι κυρίως κλιµατικά 

παρά φυσικά. Επίσης η παρουσία του ανθρώπου φαίνεται ότι επηρέασε σε 

κάποιες περιπτώσεις την κατανοµή των χελωνών. Η ερµηνεία του 

φυλογεωγραφικού προτύπου σε µια περιοχή που τόσο έντονα έχει δεχτεί 

γεωλογικές και κλιµατικές αλλαγές αλλά και ανθρωπογενείς παρεµβάσεις, 

είναι αινιγµατική και δύσκολη.  

Στην περίπτωση του M. rivulata, µε βάση αλληλουχίες του mtDNA, η 

ενδοειδική γενετική διαφοροποίηση είναι πολύ µικρή, φαινόµενο πολύ συχνό 

σε πολλά είδη χελωνών. Το γενικό φυλογεωγραφικό πρότυπο που προκύπτει 

για το είδος M. rivulata, φαίνεται να αντιστοιχεί στην κατηγορία V των 

προτύπων που αναφέρει ο Avise (2000). Αυτό το πρότυπο χαρακτηρίζεται 
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από κοινούς απλοτύπους που έχουν ευρεία κατανοµή και από κοντινούς σε 

αυτούς απλότυπους που είναι ενδηµικοί σε µια περιοχή. Το πρότυπο αυτό 

υποδηλώνει χαµηλή έως µέτρια σύγχρονη γονιδιακή ροή µεταξύ των 

πληθυσµών, οι οποίοι όµως ιστορικά είναι πολύ στενά συνδεδεµένοι.  

Για να προσεγγιστούν περισσότερο οι ενδοειδικές σχέσεις των 

πληθυσµών του M. rivulata, χρησιµοποιήθηκαν οι µικροδορυφορικές 

αλληλουχίες, οι οποίες προσφέρουν πολύ µεγαλύτερη διακριτική ικανότητα. 

Οι µικροδορυφορικές αλληλουχίες που αποµονώθηκαν και αναλύθηκαν στο 

πλαίσιο της παρούσας διατριβής αποδείχτηκαν πολύ σηµαντικοί µοριακοί 

σηµαντές.  

Όλες οι αναλύσεις συγκλίνουν στην έντονη διαφοροποίηση των 

πληθυσµών της Κύπρου και της Ιορδανίας από τους υπόλοιπους πληθυσµούς. 

Επίσης από τις περισσότερες αναλύσεις είναι εµφανής η στενότερη σχέση των 

δυο προαναφερόµενων πληθυσµών µεταξύ τους. Οι πληθυσµοί της Κρήτης 

οµαδοποιούνται όλοι µαζί, µε εξαίρεση τον πληθυσµό της Γεωργιούπολης- 

Κουρνά που οµαδοποιείται µε την Πελοπόννησο και τα ∆ωδεκάνησα. Επίσης, 

ο πληθυσµός της Γαύδου είναι αξιοσηµείωτα διακριτός παρόλο που 

οµαδοποιείται µε τους πληθυσµούς της Κρήτης.  

Από τη προκαταρκτική µελέτη του πληθυσµού του βιολογικού 

καθαρισµού της Πόµπιας προέκυψαν σηµαντικά στοιχεία τόσο για την 

ανθεκτικότητα των χελωνών όσο και για την κατάσταση του υγροτόπου 

αυτού και τη διαχειριστική του αξία. Φάνηκε ότι πρόκειται για έναν υγιή 

φαινοµενικά πληθυσµό ο οποίος όµως χρήζει παρακολούθησης σε διάρκεια 

χρόνου. Η ζεύξη του βιολογικού καθαρισµού µε σύστηµα δεξαµενών που 

λειτουργούν ως βιότοποι υπερέχει σαφώς συστηµάτων που απλώς 

παροχετεύουν το νερό (ασχέτως τελικής καθαρότητας) σε παρακείµενα 

υδάτινα συστήµατα.  

Λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατά από το mtDNA και τις 

µικροδορυφορικές αλληλουχίες, τα διαθέσιµα παλαιοντολογικά στοιχεία, την 

παλαιογεωγραφία και παλαιοκλιµατολογία της ανατολικής Μεσογείου και σε 
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σχέση µε στοιχεία της οικολογίας και της ηθολογίας του M. rivulata µπορούµε 

να διατυπώσουµε την παρακάτω πιθανή εξελικτική υπόθεση:  

Η σηµερινή κατανοµή και πληθυσµιακή γενετική του είδους έχει 

επηρεαστεί σε µεγάλο βαθµό από τις κλιµατικές αλλαγές που επικράτησαν 

κατά το Πλειστόκαινο. Οι ψυχρές περίοδοι είχαν ως αποτέλεσµα τη 

µετατόπιση των πληθυσµών του προς τα νότια και τα ανατολικά. Η µίξη των 

πληθυσµών διευκολύνθηκε από τους εύκολα προσπελάσιµους θαλάσσιους 

διαδρόµους που εµφανίστηκαν επανειληµµένα κατά το Πλειόκαινο και 

Πλειστόκαινο και από τη µεγάλη ικανότητα διασποράς του.  

Η µίξη και ανακατάταξη των πληθυσµών συνεχίστηκε και στο 

Πλειστόκαινο και το Ολόκαινο λόγω των έντονων κλιµατικών αλλαγών και 

των ανθρωπογενών επιδράσεων. Η στρωµατοποίηση των νερών της 

Μεσογείου που έλαβε χώρα αρκετές φορές κατά το Πλειστόκαινο αλλά και 

κατά το Ολόκαινο, έπαιξε σηµαντικό ρόλο στη διασπορά και τη µίξη των 

πληθυσµών του M. rivulata. Οι αναλύσεις των µικροδορυφορικών τόπων, 

αναδεικνύουν τα διαφορετικά κέντρα διασποράς και µίξης των χελωνών. 

Έτσι η Κύπρος οµαδοποιείται µε την Ιορδανία, ενώ τα ∆ωδεκάνησα 

παραµένουν διαφοροποιηµένα και δεν επηρεάζονται από τις µετακινήσεις 

των ζώων της απώτερης νοτιοανατολικής Μεσογείου. Η Πελοπόννησος, η 

Αττική, η Κερκίνη και η Λέσβος φαίνεται ότι παρουσιάζουν µέτρια έως 

µεγάλη διαφοροποίηση, αλλά η Μπεϊεσιανή ανάλυση δεν κατάφερε να 

διακρίνει διαφορετικές οµάδες πληθυσµών. Είναι πιθανό λοιπόν να είχαµε 

µίξη πληθυσµών σε όλη την περιοχή αυτή λόγω της στρωµατοποίησης των 

νερών, η οποία προς τα βόρεια ενισχύεται και από την εισροή νερών από τη 

Μαύρη Θάλασσα.  

Υπάρχει ένα πληροφοριακό κενό λόγω έλλειψης στοιχείων από τα 

παράλια της Τουρκίας. Η ανάλυση δειγµάτων από την Τουρκία ίσως µας 

δώσει νέα στοιχεία. 

Η περίπτωση του πληθυσµού Γεωργιούπολης-Κουρνά που 

οµαδοποιείται µε την Πελοπόννησο και τα ∆ωδεκάνησα, δεν µπορεί να 

εξηγηθεί µε το σενάριο της στρωµατοποίησης και µόνο. Αν ήταν αυτή η 
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περίπτωση τότε θα αναµέναµε και άλλοι πληθυσµοί της Κρήτης να 

οµαδοποιούνταν µε τις προαναφερόµενες περιοχές. Η παρατηρούµενη 

διαφοροποίηση του πληθυσµού Γεωργιούπολης-Κουρνά ίσως οφείλεται σε 

ιστορικούς παράγοντες που έχουν να κάνουν µε τις δραστηριότητες του 

ανθρώπου στη λίµνη Κουρνά, που είναι η µόνη φυσική λίµνη στην Κρήτη. Η 

σε µεγαλύτερο βάθος διερεύνηση του συγκεκριµένου πληθυσµού ίσως δώσει 

περισσότερα στοιχεία για το µη αναµενόµενο αυτό αποτέλεσµα. Σε επίπεδο 

Κρήτης είναι πιθανό µετακινήσεις ζώων να διευκολύνθηκαν από τα κανάλια 

απορροής λυµάτων κάθε χωριού κατά την αρχαιότητα. Ιδιαίτερα κατά τους 

καλοκαιρινούς µήνες που τα επιφανειακά νερά στην Κρήτη είναι πολύ πιο 

περιορισµένα δεν είναι απίθανο οι χελώνες να χρησιµοποιούσαν τα κανάλια 

απορροής ώστε να µετακινηθούν προς κάποιο πιο µεγάλο εναποµείναντα 

ποταµό ή υγρότοπο.  

Το M. rivulata περιλαµβάνεται στον κόκκινο κατάλογο της IUCN 

(2006) ως «ελάχιστου ενδιαφέροντος», στον οποίο και αναφέρεται ότι το είδος 

δεν κινδυνεύει άµεσα να εξαφανιστεί. Όµως δίνεται έµφαση στη διατήρηση 

και προστασία των περιφερειακών και νησιωτικών πληθυσµών του είδους. Τα 

αποτελέσµατα της ανάλυσης των µικροδορυφορικών τόπων υποστηρίζουν 

την οδηγία αυτή αφού πολλοί πληθυσµοί είναι γενετικά διακριτοί (Ιορδανία, 

Κύπρος, ∆ωδεκάνησα, Κρήτη, Ηπειρωτική Ελλάδα). Γενετικά 

διαφοροποιηµένοι φάνηκε να είναι και οι περιφερειακοί πληθυσµοί, όπως 

αυτός της Γαύδου, οι οποίοι χρήζουν ιδιαίτερης διαχειριστικής προσοχής 

αφού πρόκειται συνήθως για µικρούς, αποµονωµένους πληθυσµούς, που 

εντοπίζονται σε ευαίσθητους βιοτόπους.  

Καταλήγοντας, φαινόµενα διασποράς και όχι βικαριανιστικά 

γεγονότα είναι οι παράγοντες που επηρέασαν το φυλογεωγραφικό πρότυπο 

και την πληθυσµιακή δοµή του είδους M. rivulata.  
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ABSTRACT 

The genetic structure of extant species is shaped by historical 

biogeographic factors, as well as from contemporary ecologies and behaviors 

of the studied taxa. In the present study a holistic approach was used to 

investigate the phylogeography and population genetics of Mauremys rivulata 

and its relationships with the two other Mediterranean Mauremys species. 

The phylogenetic analyses based on the mtDNA converge to the same 

topology for the three Mediterranean Mauremys species, supporting its 

monophyly. M. rivulata haplotypes constitute a well defined monophyletic 

clade with high statistical support. The same is true for the other two 

Mediterranean species.  

The first to separate from the common ancestor is the clade leading to 

the extant M. leprosa. This separation took place in the Middle Miocene (11-15 

my ago), whereas the separation between M. caspica and M. rivulata took place 

during the Upper Miocene (6-8 my ago).  

Several physical and climatic barriers constitute important factors that 

influence the distribution and genetic structure of turtle populations. In the 

case of M. rivulata populations, it seems that the barriers are mainly climatic. 

In addition, in some cases human influence is evident.  

The interpretation of a phylogeographic pattern is puzzling in the 

Mediterranean area that has experienced great human influence and 

important geological and climatic changes.  

Based on mtDNA sequences, the intraspecific differentiation for M. 

rivulata is very small, a quite common case in many turtle species. The 

phylogeographic pattern for the species seems to be reflected in category V of 

the patterns described by Avise (2000). This pattern is characterized by low or 

modest contemporary gene flow between populations that are connected 

tightly in history. It involves common haplotypes that are widespread in 

addition to closely related haplotypes that are confined to specific localities.  
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The intraspecific relationships of M. rivulata are more closely examined 

with the use of microsatellite markers. The loci that are isolated in the frame 

of this thesis prove to be important molecular markers.  

All the analyses of the microsatellite loci revealed close affinity 

between the populations from Cyprus and Jordan and large differentiation 

from the populations studied in Greece. Cretan populations are grouped 

together with the exception of the Kournas-Georgioupoli population with 

groups together with Peloponissos and Dodekanissa. The population from the 

island of Gavdos is grouped together with the rest of Cretan populations but 

is notably distinct.   

The preliminary study of the population of M. rivulata inhabiting the 

biological treatment plant in Pompia revealed information about the 

resistance of the turtles, as well as the importance of such wetlands and its 

value for the conservation biology of the species. The population in Pompia 

seems to be healthy, but it needs monitoring over time to assure that loss of 

genetic diversity will not take place.   

Taking under consideration the results from the mtDNA and the 

microsatellite loci, all the available paleontological data, the paleogeography 

and paleoclimatology of the east Mediterranean and in combination with the 

ecology and ethology of M. rivulata, we can suggest the following 

evolutionary hypothesis: 

The present distribution and population genetics of M. rivulata has 

been influenced greatly from the climatic changes that prevailed during the 

Pleistocene. The cold periods resulted in a latitudinal shift of the populations 

towards the south and east. The mixing was facilitated by the easily accessible 

marine straits, which appeared in the Aegean area repeatedly during Pliocene 

and Pleistocene, and the great dispersal capacity of M. rivulata through coastal 

corridors. The rearrangements of the populations continued during the 

Pleistocene and Holocene due to the severe climatic changes and human 

impact. The stratification of the Mediterranean water which took place several 

times during Pleistocene and Holocene played an important role in the 
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dispersal and mixing of M. rivulata populations. The microsatellite loci 

analyses indicate the different distribution cores of the turtles. Thus, Cyprus is 

grouped together with Jordan, whereas Dodekanissa remain differentiated 

and do not seem influenced by the shifting of turtles in the further south –east 

Mediterranean. Peloponissos, Attiki, Kerkini and Lesvos, exhibit modest to 

great differentiation, but the Bayesian approach was not able to define 

different population clusters. Thus it is possible that a mixing of the 

populations in this area took place because of the existence of a fresh water 

(or low salinity) layer on the surface of the Aegean Sea. This layer, during the 

interglacial periods, was probably reinforced by the meltwater drained 

through the rivers into the Black Sea and into the Aegean Sea.  

There is a gap in our information due to a lack of data from Turkey. 

Including samples from Turkey may provide additional information.  

The case of the Kournas-Georgioupoli population that is clustered 

together with Peloponissos and Dodekanissa cannot be explained via the 

stratification hypothesis alone. If this was the case we would expect other 

Cretan populations to be clustered together with the previously mentioned 

populations. The observed pattern could be due to historical factors that are 

related to the long presence of humans around Kournas Lake, the only natural 

lake in Crete situated on the north-western part of the island. An in depth 

examination of the particular population may give some insight on this 

unexpected result. On the scale of Crete, it is possible that the translocations 

of turtles were facilitated by the sewage canals of each village during 

antiquity. Especially during the summer months when the surface waters of 

Crete are very restricted, it is possible that the turtles made use of the canals 

in order to move towards existing rivers or wetlands.  

M. rivulata is listed in the red list of IUCN as a “Least Concern” species. 

It is mentioned that the species is not facing any danger for immediate 

extinction. But special emphasis is given in the conservation and protection of 

island populations. Our microsatellite loci results support this directive as 

they revealed many genetically distinct population clusters (Jordan, Cyprus, 
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Dodekanissa, Crete, Mainland Greece). Peripheral island populations as the 

population of Gavdos are genetically distinct and require special conservation 

measures, since they are usually small, isolated and restricted in fragile 

wetlands.  

In conclusion, dispersal processes and not vicariant events are 

responsible for shaping the phylogeography and population structure of M. 

rivulata.  
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1 Γενικά για τις χελώνες  

Οι χελώνες (Τάξη: Chelonia) ανήκουν στην οµοταξία των Ερπετών, µια 

µεγάλη οµάδα που εµφανίστηκε στα µέσα περίπου της Λιθανθρακοφόρου 

περιόδου (~ 320 εκ. χρόνια πριν). Τα Χελώνια είναι η µοναδική αρτίγονη 

τάξη των Αναψιδωτών ερπετών. Κάποια από τα µορφολογικά τους 

χαρακτηριστικά τα τοποθετούν κοντά µε τα πρώτα Αµνιωτά στα τέλη του 

Παλαιοζωικού, αλλά από την άλλη πλευρά, τα Χελώνια είναι τόσο 

εξειδικευµένα ώστε δεν είναι δυνατόν να βρεθούν ενδιάµεσοι χαρακτήρες που 

να τα συνδέουν µε άλλα Σπονδυλωτά (Pough et al., 1989). 

Οι χελώνες κατάφεραν να βρουν έναν επιτυχή τρόπο διαβίωσης στο 

Τριαδικό (~ 230 εκ. χρόνια πριν) και από τότε εξελίχθηκαν ελάχιστα. Το 

κλειδί για την επιτυχία τους, για τη µειωµένη ποικιλοµορφία τους, αλλά και 

αυτό που κάνει τα ζώα αυτά µοναδικά και εύκολα αναγνωρίσιµα είναι το 

χέλυο (καβούκι) (Ernst & Barbour, 1989; Pough et al., 1989). Το χέλυο 

αποτελείται από δυο κύρια τµήµατα, το ραχιαίο (θυρεός ή καβούκι) και το 

κοιλιακό (επιστήθιο ή πλάστρο) (εικόνα 1.1). Τα δύο τµήµατα ενώνονται σε 

κάθε πλευρά µε µια συνδετική γέφυρα (Pough et al., 1989). Το καβούκι τους 

αποτελείται από δερµικά οστά που αναπτύσσονται σε 59 ξεχωριστά κέντρα 

οστεοποίησης (Pough et al., 1989). Τα οστά του καβουκιού καλύπτονται από 

κεράτινες πλάκες (φολίδες) επιδερµικής προέλευσης, οι οποίες δεν 

συµπίπτουν σε αριθµό και θέση µε τα δερµικά οστά. 

Οι χελώνες ζουν στη χέρσο, στη θάλασσα και στα γλυκά νερά. Οι 

χερσαίες χελώνες έχουν σχετικά σφαιρικό καβούκι, ενώ οι χελώνες των 

γλυκών νερών έχουν νωτοκοιλιακώς πεπλατυσµένο καβούκι, που τους 

προσφέρει µικρή αντίσταση κατά την κίνησή τους µέσα στο νερό, και τα 

δάχτυλά τους είναι ενωµένα µε µεµβράνη (Storer et al., 1979; Pough et al., 

1989). Στις θαλάσσιες χελώνες τα πόδια έχουν µετατραπεί σε πτερύγια  Pough 

et al., 1989). Σήµερα υπάρχουν 225 είδη ζώντων χελωνών που κατατάσσονται 

σε 12 οικογένειες και δυο υποτάξεις: τα Πλευρόδειρα (Pleurodira) και τα 
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Κρυπτόδειρα (Cryptodira). Τα Κρυπτόδειρα εµφανίστηκαν κατά την 

Ιουρασική περίοδο και µέχρι την αρχή της Κρητιδικής περιόδου αποτελούσαν 

την κυρίαρχη οµάδα χελωνών (Ernst & Barbour, 1989). Είναι οι µόνες χελώνες 

που βρίσκουµε στο Βόρειο Ηµισφαίριο. Όσον αφορά το Νότιο Ηµισφαίριο, 

υπάρχουν υδρόβια και χερσαία Κρυπτόδειρα στη Νότια Αµερική και χερσαία 

µόνο στην Αφρική, ενώ απουσιάζουν παντελώς από την Αυστραλία. Τα 

Πλευρόδειρα, που εµφανίστηκαν κατά την Κρητιδική περίοδο, περιορίζονται 

σήµερα µόνο στο Νότιο Ηµισφαίριο, παρόλο που κατά τα τέλη του 

Μεσοζωικού και τις αρχές του Καινοζωικού είχαν παγκόσµια κατανοµή 

(Ernst & Barbour, 1989; Pough et al., 1989). 

 

 
Εικόνα 1.1. Στοιχεία του χελύου των χελωνών (τροποποιηµένο από Pough et al., 
1989). 
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1.2 Κατανοµή και φυλογένεση των χελωνών της οικογένειας 

Geoemydidae 

Η οικογένεια Geoemydidae αποτελείται από 23 γένη και περίπου 73 

είδη (Spinks et al., 2004). Είναι η µεγαλύτερη οικογένεια χελωνών στον κόσµο 

και περιλαµβάνει το 25% της συνολικής ποικιλότητας χελωνών σε επίπεδο 

είδους (Iverson, 1992).  

Οι χελώνες της οικογένειας αυτής είναι κυρίως υδρόβιες (γλυκών 

νερών) και ηµι-υδρόβιες. Κατανέµονται από την Ευρώπη και τη βόρεια 

Αφρική, την Ινδία και τη Νότια Ρωσία έως την Ινδονησία και τις Φιλιππίνες. 

Πολύ συχνά αναφέροναι ως «υδρόβιες χελώνες του Παλαιού Κόσµου», όµως 

υπάρχει ένα γένος, τo Rhinoclemmys, που κατανέµεται στο Νέο Κόσµο 

(Μεξικό, ∆ηµοκρατία του Ισηµερινού, Βενεζουέλα και Βραζιλία) (Ernst & 

Barbour, 1989; Iverson, 1992). 

Η οικογένεια περιλαµβάνει ένα δυσανάλογα µεγάλο αριθµό 

κινδυνευόντων και απειλούµενων ειδών. Σύµφωνα µε τη ∆ιεθνή Ένωση για 

τη ∆ιατήρηση της Φύσης και των Φυσικών Πόρων (IUCN, International Union 

for the Conservation of Nature and Natural Resources), 12 από τα 16 είδη 

χελωνών που είναι κρισίµως κινδυνεύοντα (critically endangered) ανήκουν 

στην οικογένεια Geoemydidae. Επίσης 14 από τα 30 κινδυνεύοντα είδη και 9 

από τα 37 τρωτά ανήκουν στην οικογένεια αυτή.  

Πολλοί ερευνητές προσπάθησαν να µελετήσουν την οικογένεια 

Geoemydidae µε βάση µορφολογικά (McDowell, 1964; Bramble, 1974; 

Gaffney & Meylan, 1988) και χρωµοσωµατικά (Bickham, 1975; Carr & 

Bickham, 1986) χαρακτηριστικά, αλλοένζυµα (Sites et al., 1984), µοριακά 

δεδοµένα (Honda et. al., 2002a; Honda et. al., 2002b; Barth et al., 2003; Barth et 

al., 2004; Feldman & Parham, 2004; Spinks et al., 2004; Stuart & Parham, 2004) 

και συνδυασµό των παραπάνω (Hirayama, 1984; Yasukawa et al., 2001), αλλά 

παρόλα αυτά οι φυλογενετικές και ταξινοµικές σχέσεις µέσα στην οικογένεια 

παραµένουν αβέβαιες. Αυτό οφείλεται κυρίως στο γεγονός ότι µέχρι 

πρόσφατα οι µελέτες δεν περιλάµβαναν αρκετά ευρύ φάσµα δειγµάτων και 

κατάλληλων εξωοµάδων ώστε να εξαχθούν ασφαλή συµπεράσµατα για τις 
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ενδο-οικογενειακές σχέσεις. Επίσης, για πολλά από τα είδη υπάρχει 

στοιχειώδης έλλειψη γνώσεων όσον αφορά την κατανοµή και την οικολογία 

των φυσικών πληθυσµών (Ernst & Barbour, 1989). Τέλος το γεγονός ότι έχουν 

παρατηρηθεί υβρίδια µεταξύ ειδών ή ακόµα και διαφορετικών γενών της 

οικογένειας (Parham et al., 2001; Stuart & Parham, 2004) δηµιουργεί µεγάλη 

σύγχυση στην προσπάθεια να διαλευκανθούν τα όρια και η ταξινοµική 

κατάσταση πολλών µορφών (Feldman & Parham, 2004; Spinks et al., 2004). 

Μέχρι στιγµής η δουλειά των Spinks et al. (2004) είναι η πιο ολοκληρωµένη 

καθώς εξετάζει τη µοριακή φυλογένεση ολόκληρης σχεδόν της οικογένειας  µε 

βάση δυο µιτοχονδριακά γονίδια και το ιντρόνιο ενός πυρηνικού γονιδίου. 

Στην εικόνα 1.2 παρουσιάζεται το φυλογενετικό δέντρο στο οποίο κατέληξε η 

προαναφερόµενη εργασία.  
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Εικόνα 1.2. ∆έντρο µέγιστης πιθανοφάνειας βάσει των συνδυασµένων αλληλουχιών 
mtDNA / R35 για είδη της οικογένειας Geoemydidae (από Spinks et al., 2004). 
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1.3 Το γένος Mauremys (Gray, 1870) 

Το γένος Mauremys αποτελείται από είδη τα οποία χαρακτηρίζονται 

από άκαµπτο πλάστρο και γραµµώσεις στο κεφάλι και στο λαιµό, και είναι 

αρκετά συντηρητικά από µορφολογική και οικολογική σκοπιά (Feldman & 

Parham, 2004). Είναι ηµι-υδρόβιες χελώνες που καταλαµβάνουν τρεχούµενα 

και στάσιµα νερά τόσο σε δασωµένες όσο και σε ξηρές περιοχές στην Ασία και 

τη Μεσόγειο. Το γένος περιλαµβάνει κάποια από τα εµπορικώς 

σηµαντικότερα είδη στην Ασία. Η υπερβολική συλλογή των ζώων αυτών στην 

Ασία για τροφή και ιατρικές χρήσεις έχει οδηγήσει πολλά είδη στο 

χαρακτηρισµό τους ως κρισίµως κινδυνεύοντα. Επίσης το γεγονός ότι στις 

«φάρµες» χελωνών κρατούνται πολλά διαφορετικά είδη µαζί στην ίδια 

δεξαµενή, έχει οδηγήσει σε δηµιουργία υβριδίων που καταλήγουν στην 

αγορά και περιγράφονται ως διαφορετικά είδη (Parham et al., 2001; Spinks et 

al., 2004).  

Παρόλο που έχουν γίνει πάρα πολλές µελέτες για το γένος Mauremys, η 

συστηµατική του εξακολουθεί να είναι προβληµατική. Το γένος αποτελείται 

από έξι (Barth et al., 2004; Fritz, 2001) έως εννέα (Feldman & Parham, 2004) 

είδη, από τα οποία τρία είναι µεσογειακά και τα υπόλοιπα κατανέµονται 

στην ανατολική Ασία.  Τα τρία µεσογειακά είδη είναι το Mauremys leprosa 

(Schweigger, 1812), το M. rivulata (Valenciennes, 1833) και το M. caspica 

(Gmelin, 1774). Το M. leprosa κατανέµεται στην Ιβηρική Χερσόνησο, τη νότια 

Γαλλία και τη δυτική βόρεια Αφρική, από το Μαρόκο έως τη βόρειο-δυτική 

Λιβύη (Keller & Busack, 2001). Το Μ. rivulata κατανέµεται στην Κροατία, τη 

Σερβία και Μαυροβούνιο, την Αλβανία, τη Βουλγαρία, την Ελλάδα, την 

Κύπρο, το Λίβανο, την Ιορδανία, την Παλαιστίνη, το Ισραήλ και τα 

µεσογειακά παράλια της Τουρκίας και της Συρίας (Wischuf & Busack, 2001). 

Η κατανοµή του Μ. caspica ξεκινάει από την κεντρική Ανατολία στην 

Τουρκία και συνεχίζει, µέσω της Γεωργίας και της Αρµενίας, προς τα δυτικά 

και νότια παράλια της Κασπίας θάλασσας, τη νότια Ρωσία, το Αζερµπαϊτζάν, 

το Ιράν, το Ιράκ, το Τουρκµενιστάν, τη Συρία και καταλήγει στα νότια του 

Περσικού κόλπου περιλαµβάνοντας και το Μπαχρέιν και τη Σαουδική 
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Αραβία (Fritz & Wischuf, 1997; Wischuf & Fritz; 2001). Όσον αφορά τα είδη 

της ανατολικής Ασίας έχουµε το M. mutica που κατανέµεται στο Βιετνάµ, τη 

νότια Κίνα και τα ιαπωνικά νησιά Ryukyu. Το M. japonica εξαπλώνεται στην 

Ιαπωνία, ενώ η κατανοµή του είδους M. annamensis περιορίζεται µόνο στο 

Βιετνάµ. ∆υο νέα είδη που περιγράφηκαν στις αρχές του 1990 αποδείχτηκε 

τελικά ότι ήταν υβριδικές µορφές. Πρόκειται για το «είδος» M. iversoni 

Pritchard & McCord, 1991 που αποδείχτηκε ότι αποτελεί υβρίδιο µεταξύ M. 

mutica και Cuora trifasciata (Parham et. al., 2001; Wink et al., 2001)  και για το 

«είδος» M. pritchardi McCord, 1997 που αποτελεί υβρίδιο µεταξύ M. mutica και 

Chinemys reevesii (Wink et al., 2001). Τέλος, σύµφωνα µε τους Feldman & 

Parham (2004) και Spinks et al. (2004) το γένος Mauremys πρέπει να διευρυνθεί 

ώστε να περιλάβει και τα γένη Ocadia (µονοτυπικό) και Chinemys. Πρόκειται 

για τα είδη: Mauremys (Ocadia) sinensis (Β. Βιετνάµ, Ν. Κίνα, Ταϊβάν), 

Mauremys (Chinemys) reevesii (Ιαπωνία, Κορέα, Ταϊβάν και Κίνα) και 

Mauremys (Chinemys) nigricans (Β. Βιετνάµ, Ν. Κίνα, Ταϊβάν). Σύµφωνα µε 

τους προαναφερόµενους συγγραφείς, τα M. japonica, O. sinensis, C. reevesii και 

C. nigricans σχηµατίζουν ένα µονοφυλετικό κλάδο. Στα ίδια συµπεράσµατα 

καταλήγουν και άλλοι συγγραφείς (Barth et al., 2004) χωρίς όµως να παίρνουν 

ξεκάθαρη στάση για τη διεύρυνση του γένους Mauremys.  

Ενώ µέχρι πρόσφατα θεωρούνταν ότι τα µεσογειακά είδη σχετίζονται 

πιο στενά µεταξύ τους απ’ ό,τι µε τα είδη της ανατολικής Ασίας (Iverson & 

McCord, 1994; McCord, 1997; Fritz; 2001), τα αποτελέσµατα των τελευταίων 

µοριακών µελετών διαφωνούν µε το σενάριο αυτό, υποστηρίζοντας ότι το M. 

leprosa είναι το βασικό κλαδί στο γένος Mauremys (συµπεριλαµβανοµένων και 

των Ocadia και Chinemys) (Barth et al., 2004) (εικόνα 1.3). Οι Barth et al. (2004) 

αναγνωρίζουν τέσσερις βασικές φυλογενετικές γραµµές µέσα στο γένος: 1. M. 

japonica, Μ. sinensis, Μ. reevesii και Μ. nigricans, 2. M. annamensis και M. 

mutica, 3. M. rivulata και M. caspica, 4. M. leprosa. Τελικά καταλήγουν στο 

συµπέρασµα ότι το M. leprosa αποτελεί πιθανώς την πιο παλαιά (αρχαία) 

φυλογενετική γραµµή και ότι η διάσπασή της έγινε πολύ πριν από τη 

διάσπαση των άλλων γραµµών. Οι Spinks et al. (2004) δεν µπόρεσαν να 
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προσδιορίσουν µε ακρίβεια τη θέση του M. leprosa σε σχέση µε τα υπόλοιπα 

τάξα. Τέλος, στη µελέτη των Feldman & Parham (2004) τα M. leprosa και M. 

caspica αποτελούν έναν κλάδο, µε το M. rivulata να είναι το πιο βασικό κλαδί 

στο γένος, χωρίς όµως αυτό να έχει επαρκή στατιστική στήριξη.  

 

 
Εικόνα 1.3. ∆έντρο Μέγιστης Πιθανοφάνειας (ML) µεταξύ των ειδών του γένους 
Mauremys µε βάση αλληλουχίες του cyt b. Το ίδιο δέντρο ανακτήθηκε και µε τις 
µεθόδους Μπεϊεσιανής Ανάλυσης (BI) και Σύνδεσης Γειτόνων (NJ). Οι αριθµοί πάνω 
στους κλάδους αντιστοιχούν στις τιµές bootstrap της ML, στις εκ των υστέρων 
πιθανότητες της BI και στις τιµές bootstrap της NJ, αντίστοιχα. Τροποποιηµένο από 
Barth et al. (2004).  
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1.4 Το είδος Mauremys rivulata (Valenciennes, 1833) 

Το είδος Mauremys rivulata, που αποτελεί και τον οργανισµό µελέτης 

της παρούσας διατριβής, είναι πολύ λίγο έως καθόλου µελετηµένο στη χώρα 

µας. Μια πλήρης επισκόπηση της υπάρχουσας βιβλιογραφίας όσον αφορά 

την κατανοµή του είδους στον ελλαδικό χώρο, καθώς και µια προκαταρκτική 

οικολογική µελέτη έγιναν κατά τη διάρκεια της µεταπτυχιακής µου διατριβής 

(Μάντζιου, 2000).  

 

1.4.1 Περιγραφή 

Ο ραχιαίος θυρεός του χελύου του M. rivulata αποτελείται από πέντε 

σπονδυλικές πλάκες (vertebral), 4 πλευρικές σε κάθε πλευρά (pleural), 11 

περιφερειακές σε κάθε πλευρά (marginal), 1 αυχενική (cervical) και 2 

υπερουριαίες (supracaudal). Στο πλάστρο, ή επιστήθιο, έχει δύο λαιµικές 

(Gular), δυο βραχιόνιες (Humeral), δυο θωρακικές (Pectroral), δυο κοιλιακές 

(Abdominal), δυο µηριαίες (Femoral) και δυο εδρικές (Anal) πλάκες. Το M. 

rivulata έχει καφέ-λαδί έως λαδί-πράσινο χρώµα και το µήκος του καβουκιού 

του φτάνει περίπου τα 240mm (Wischuf & Busack, 2001; Rifai & Arm, 2004), 

µε τα θηλυκά να είναι συνήθως µεγαλύτερα από τα αρσενικά. Τα νεαρά 

άτοµα έχουν συχνά καφετί χρώµα µε κόκκινα ή κιτρινωπά σχέδια. Το 

καβούκι είναι πεπλατυσµένο και το ζώο φέρει έντονες κίτρινες γραµµώσεις 

στο λαιµό. Η ένωση του πλάστρου µε το καβούκι γίνεται µε τη γέφυρα στην 

οποία προσαρτάται µια βουβωνική πλάκα σε κάθε πλευρά (Arnold & Burton, 

1985). Τα αρσενικά ζώα έχουν πιο πεπλατυσµένο καβούκι από τα θηλυκά και 

το µήκος της ουράς τους είναι µεγαλύτερο. Το προ-αµαριαίο µήκος ουράς 

είναι επίσης πολύ µεγαλύτερο στα αρσενικά άτοµα, αφού η αµάρα (κλοάκη) 

τους είναι τοποθετηµένη πιο κοντά στο ακραίο τµήµα της ουράς, και είναι 

βασικό χαρακτηριστικό για το διαχωρισµό των δυο φύλων (Tok, 1999; 

Μάντζιου, 2000; Rifai & Arm, 2004). Η ανατοµική αυτή διαφορά υφίσταται 

για τη διευκόλυνση της αναπαραγωγικής διαδικασίας και ισχύει σε πολλά 

είδη υδρόβιων χελωνών.   
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Μέχρι πρόσφατα το M. rivulata θεωρούνταν υποείδος του M. caspica, 

µέχρι που οι Fritz & Wischuf (1997) το περιέγραψαν ως ξεχωριστό είδος µε 

βάση µορφοµετρικά στοιχεία και χρωµατικά πρότυπα στο χέλυο. Η αναγωγή 

σε επίπεδο είδους επιβεβαιώθηκε και από µοριακά δεδοµένα στη συνέχεια 

(Barth et al., 2004; Feldman & Parham, 2004; Mantziou et al., 2004; Spinks et al., 

2004). Τα χρωµατικά πρότυπα που ξεχωρίζουν το M. rivulata από το M. caspica 

περιγράφονται παρακάτω (Fritz & Wischuf, 1997). Στα νεαρά άτοµα 

υπάρχουν σε όλο το καβούκι πολύ ανοιχτόχρωµες δικτυωτές γραµµές που δεν 

περιορίζονται σε µια πλάκα, αλλά διασχίζουν τις ραφές και φτάνουν έως τις 

περιφερειακές πλάκες. Στα νεαρά άτοµα επίσης, το πλάστρο είναι πολύ 

σκούρο έως µαύρο. Η γέφυρα είναι σκούρα έως µαύρη σε όλα τα άτοµα. Στις 

υποπεριφερειακές πλάκες υπάρχουν σκούρες κηλίδες που βρίσκονται πάνω 

στις ραφές µεταξύ δυο πλακών. Στο πάνω µέρος του κεφαλιού διακρίνονται 

ξεκάθαρα στα νεαρά άτοµα ανοιχτόχρωµα δικτυωτά σχέδια. Στο ρύγχος 

µπορεί να υπάρχουν δυο λεπτές ανοιχτόχρωµες γραµµές, ενώ οι κίτρινες 

γραµµώσεις του λαιµού αρχίζουν να διαλύονται στην κροταφική περιοχή και 

δεν φτάνουν στο µάτι. Στο πίσω µέρος του πίσω ποδιού πολύ σπάνια 

υπάρχουν κάθετες γραµµές και αν υπάρχουν είναι διαλυµένες σε κηλίδες.  

 

1.4.2 Ενδιαίτηµα 

Το M. rivulata ζει σε ποικιλία ενδιαιτηµάτων από χείµαρρους έως 

λίµνες, λιµνοθάλασσες, αλυκές, φράγµατα, αρδευτικά κανάλια, βάλτους και 

νερόλακκους. ∆είχνει βέβαια ιδιαίτερη προτίµηση στα λιµνάζοντα ύδατα ή 

στα  τρεχούµενα ύδατα µε χαµηλό ρυθµό ροής (Gasith & Sidis, 1983; Arnold 

& Burton, 1985; Sidis & Gasith, 1985). Όταν ζει σε τρεχούµενα νερά κινείται µε 

µεγάλη ευκολία αντίθετα στη φορά του ρεύµατος (Μάντζιου, 2000), όπως 

άλλωστε έχει παρατηρηθεί και για συγγενικά του είδη (Meek, 1987). Οι 

χελώνες του γένους Mauremys είναι πολύ ανθεκτικές σε διάφορες συνθήκες 

ποιότητας των υδάτων. Έχουν παρατηρηθεί σε όξινα, αλκαλικά και 

υφάλµυρα ύδατα, ακόµη και σε πολύ ρυπασµένα ύδατα (Gasith & Sidis, 1983; 

Sidis & Gasith, 1985; Clark, 1996). 
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Οι χελώνες που ζουν σε ενδιαιτήµατα που είναι εποχικά και 

αποξηραίνονται το καλοκαίρι πέφτουν σε θερινή νάρκη ώστε να αποφύγουν 

τις υψηλές θερµοκρασίες που αναπτύσσονται την περίοδο αυτή. Επίσης σε 

κάποιες περιπτώσεις έχει παρατηρηθεί µετανάστευση σε άλλες µάζες νερού 

κατά τη διάρκεια µιας ξηρής περιόδου (Rifai & Arm, 2004). Στα βορειότερα 

όρια εξάπλωσής τους οι χελώνες του γένους Mauremys πέφτουν σε χειµερία 

νάρκη (Arnold & Burton, 1985; Engelmann, 1993).   

Οι χελώνες M. rivulata είναι ζώα ηµερόβια και περνούν µεγάλο µέρος 

της ζωής τους πάνω σε βράχια ή καλάµια στην όχθη όπου εκτίθενται στον 

ήλιο (Gasith & Sidis, 1985; Engelmann, 1993; Rifai & Mantziou, 2005). Είναι 

ένα είδος δύσκολα παρατηρήσιµο, αφού µόλις ενοχληθεί ή αντιληφθεί 

ανθρώπινη παρουσία, βουτάει στο νερό και θάβεται στη λάσπη του 

υποστρώµατος ή ανάµεσα σε υδρόβια φυτά. Οι Busack & Ernst (1980) 

υποστηρίζουν ότι το M. rivulata  ζει σε Μεσο- και Θερµοµεσογειακές περιοχές, 

που χαρακτηρίζονται από 0 έως 175 φυσιολογικώς ξηρές µέρες το χρόνο. Σε 

θερµοκρασίες άνω των 36οC τα ζώα παρατηρούνται να κολυµπάνε κάτω από 

την επιφάνεια του νερού, βγάζοντας µόνο το κεφάλι τους έξω κατά 

διαστήµατα, ώστε να αποφύγουν την υπερθέρµανση (Rifai & Arm, 2004).  

 

1.4.3 ∆ιατροφή 

Η M. rivulata τρέφεται όλο το χρόνο, αλλά η ένταση τροφοληψίας 

διαφέρει από χειµώνα σε καλοκαίρι, µε πτώση της το χειµώνα. Η χαµηλότερη 

θερµοκρασία στην οποία έχει παρατηρηθεί στο Ισραήλ να λαµβάνει τροφή 

είναι 13ο C. Η υψηλότερη θερµοκρασία στην οποία παρατηρήθηκαν χελώνες 

να τρώνε είναι 30,5ο C (Sidis & Gasith, 1985). Σε θερµοκρασίες άνω των 36οC 

τα ζώα κολυµπάνε κάτω από την επιφάνεια του νερού, βγάζοντας µόνο το 

κεφάλι τους έξω κατά διαστήµατα, ώστε να αποφύγουν την υπερθέρµανση 

(Rifai & Arm, 2004).  

Η τροφή της M. rivulata αποτελείται από φύκια, προνύµφες εντόµων, 

γαιοσκώληκες, µικρά αµφίβια, γυρίνους, ψάρια, φυτική τροφή, ψοφίµια και 

τρίµµατα οργανικής ύλης. Είναι, γενικά, ευκαιριακά παµφάγος οργανισµός, 
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αλλά όσο µεγαλώνουν τα µικρά σε ηλικία άτοµα γίνονται όλο και πιο 

χορτοφάγα. Βέβαια και τα ενήλικα και τα νεαρά άτοµα προτιµούν τη ζωική 

τροφή όταν αυτή είναι διαθέσιµη (Sidis & Gasith, 1985; Μάντζιου, 2000; Rifai 

& Arm, 2006).  

 

1.4.4 Αναπαραγωγή 

Για το είδος M. rivulata η αναλογία αρσενικών - θηλυκών ατόµων 

παρατηρήθηκε ότι είναι πολύ κοντά στο 1:1 (Wischuf & Busack, 2001; Rifai & 

Arm, 2004). Σε εύκρατα κλίµατα αναπαραγωγική δραστηριότητα έχει 

καταγραφεί συνεχώς από το φθινόπωρο έως την άνοιξη, µε τη µέγιστη 

δραστηριότητα να καταγράφεται τους µήνες Ιανουάριο και Φεβρουάριο  

(Gasith & Sidis, 1985; Sidis & Gasith, 1988). Γεννάνε 4 - 10 αυγά από το Μάιο 

έως τον Ιούλιο και η διάρκεια επώασης είναι από 7 - 11 εβδοµάδες (Gasperetti 

et al., 1993; Rifai & Mantziou, 2005). Τα αυγά θάβονται στο έδαφος σχετικά 

κοντά στο νερό και καλύπτονται µε λάσπη που το ίδιο ζώο φτιάχνει 

χρησιµοποιώντας τα ούρα του και χώµα. Πιθανώς γεννάνε 2 – 3 φορές το 

χρόνο, γεγονός που εξαρτάται κυρίως από τις κλιµατικές συνθήκες 

(Μάντζιου, 2000; Rifai & Mantziou, 2005).  

  

1.5 Παλαιοντολογικά στοιχεία  

Η οικογένεια Geoemydidae εµφανίζεται κατά το Ηώκαινο ή και 

νωρίτερα. Είναι πιθανό η παλαιοκαινική “Emydidae” που περιγράφεται από 

την Κίνα να ανήκει ουσιαστικά στα Geoemydidae (Fritz, 2001). Το γένος 

Mauremys είναι γνωστό στη ∆υτική Παλαιαρκτική από το Ολιγόκαινο (Fritz, 

2001) ή ακόµα και από το κατώτερο Ηώκαινο κατά άλλους ερευνητές 

(Bergounioux, 1955; Melentis, 1966). Πριν από το Πλειστόκαινο ήταν ευρέως 

εξαπλωµένο στην Ευρώπη, τη Βόρεια Αφρική και την Αραβική Χερσόνησο. 

Σύµφωνα µε τον Bergounioux (1955) υπάρχουν τρεις παράλληλες εξελικτικές 

γραµµές στη ∆υτική Παλαιαρκτική: (1) η γραµµή του M. italica που ξεκινάει 

το Ηώκαινο µε τα είδη M. italica και M. vidali και τερµατίζει µέσα στο 

Ολιγόκαινο µε το M. chainei, (2) η γραµµή του M. sophiae που αποτελείται από 
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το ολιγοκαινικό M. batalleri, συνεχίζεται στο Μειόκαινο µε τα M. batalleri και 

M. sophiae και τελικά τερµατίζει στο Πλειόκαινο µε το τελευταίο, (3) η γραµµή 

του M. pygolopha, η οποία ξεκινάει µε το M. subpyrenaica στο Ολιγόκαινο, 

συνεχίζει µε τα M. rotundiformis και M. pygolopha στο Μειόκαινο και τα M. 

romani και M. gaudi στο Πλειόκαινο. Ο Broin (1977) θεωρεί ότι τα M. romani 

και M. gaudi είναι συνώνυµα. Στην τρίτη αυτή εξελικτική γραµµή ανήκουν 

επίσης τα µειοκαινικά M. steinheimensis (Melentis, 1966) και M. sarmatica, που 

θεωρείται άµεσος πρόγονος του πλειοκαινικού M. gaudi (Kotsakis, 1980). Τα 

απολιθώµατα που είναι πιο συγγενικά µε τα σύγχρονα είδη του γένους 

Mauremys ανήκουν στην τρίτη εξελικτική γραµµή (Melentis, 1966; Kotsakis, 

1980). 

 

1.6 Παλαιογεωγραφία – παλαιοκλιµατολογία της ανατολικής 

Μεσογείου 

Η γεωδυναµική εξέλιξη της Μεσογείου καθορίστηκε κατά µεγάλο 

βαθµό από τη σύγκλιση της Ευρασιατικής και Αφρικανικής πλάκας. Η 

συνολική σύγκλιση µπορεί να εκτιµηθεί σε 400-500 km στα δυτικά, ενώ στα 

ανατολικά φτάνει µέχρι και τα 1500 km. Η σύγκλιση αυτή έδωσε γένεση στις 

Άλπεις αλλά και στο κλείσιµο της Τηθύος θάλασσας (Krijgsman, 2002).  

Μέχρι σήµερα, έχουν δηµοσιευτεί αρκετοί παλαιογεωγραφικοί χάρτες 

για τον ελληνικό χώρο, οι οποίοι, βασισµένοι στα διάφορα παλαιογεγονότα, 

προσπαθούν να αναπαραστήσουν όσο το δυνατόν ακριβέστερα τη 

γεωγραφία του ελληνικού χώρου κατά το παρελθόν (Creutzburg, 1963; 

Dermitzakis & Papanikolaou, 1981; Van Andel & Shackleton, 1982; Steininger 

& Rögl, 1984; Dermitzakis & Sondaar, 1985; Sondaar et al., 1986; Dermitzakis 

& de Vos, 1987; Dermitzakis, 1989, 1990; Anastasakis & Dermitzakis, 1990, 

Perissoratis & Conispoliatis, 2003). Συνοπτικά, η παλαιογεωγραφική εξέλιξη 

του Αιγαίου κατά τη διάρκεια του ανώτερου Τριτογενούς και του 

Τεταρτογενούς (από 17 εκατ. χρόνια έως πριν από 40.000 χρόνια) µπορεί να 

περιγραφεί από µια σειρά παλαιογεωγραφικών χαρτών, όπως αυτοί έχουν 

κατά καιρούς δηµοσιευτεί από τους γεωλόγους (εικόνα 1.4).  
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Κατά την περίοδο του µέσου Μειόκαινου (17-12 εκατ. χρόνια πριν), ο 

χώρος του σηµερινού Αιγαίου, των Βαλκανίων και η Μικρά Ασία 

αποτελούσαν ενιαία ηπειρωτική περιοχή, το νοτιότερο τµήµα της οποίας, 

ονοµάστηκε Αιγαιίδα. Στις αρχές του µέσου Μειόκαινου, η χέρσος αυτή 

περιβαλλόταν από θάλασσα, αλλά στη συνέχεια απέκτησε χερσαίες συνδέσεις 

µε την Ασία και την Κεντρική Ευρώπη, οι οποίες αποτέλεσαν ίσως και τις 

γέφυρες ξηράς, απαραίτητες για πανιδικές ανταλλαγές µεταξύ αυτών των 

περιοχών (Steininger & Rögl, 1984). 

 

 
Εικόνα 1.4. Η παλαιογεωγραφική εξέλιξη του Αιγαίου από το ανώτερο Βουρδιγάλιο 
– Λάγγιο (17 εκ. χρόνια πριν) έως το ανώτερο Πλειστόκαινο (40.000 χρόνια πριν από 
σήµερα), τροποποιηµένος από Poulakakis et al., 2005, βάσει των Creutzburg, 1963; 
Dermitzakis & Papanikoalou, 1981; Dermitzakis, 1989, 1990; Perissoratis & 
Conispoliatis, 2003.  

 

Γύρω στα 12 µε 11 εκατοµµύρια χρόνια πριν από σήµερα είχαµε 

έντονη διάρρηξη της Αιγαιίδος µε την εισχώρηση της θάλασσας στο χώρο 
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µεταξύ της σηµερινής Κρήτης και της Κάσου-Καρπάθου προς το βορρά έως 

την περιοχή του βόρειου Αιγαίου, σχηµατίζοντας το φράγµα του Αιγαίου, 

ενώ σχεδόν παράλληλα άρχισε ισχυρή βύθιση στο χώρο της Κρητικής λεκάνης 

(Creutzburg, 1963; Dermitzakis & Papanikolaou, 1981). Σε όλη τη διάρκεια 

του ανώτερου Τορτόνιου, και πιθανώς του Μεσσήνιου, υπήρχε επικοινωνία 

µεταξύ της νεοσχηµατιζόµενης Κρητικής λεκάνης και του βόρειου Αιγαίου, 

χωρίς ωστόσο να αποκλείονται κάποιες γέφυρες ξηράς, τουλάχιστον στο χώρο 

του βόρειου Αιγαίου, µεταξύ Μικράς Ασίας και Ελλάδας (Dermitzakis & 

Papanikolaou, 1981). Στις αρχές του Μεσσήνιου, γύρω στα 6,5 εκατ. χρόνια 

πριν από σήµερα, το κλείσιµο των στενών του Γιβραλτάρ προκάλεσε τη 

διακοπή της επικοινωνίας µεταξύ της Μεσογείου και του Ατλαντικού 

ωκεανού. Έτσι, η Μεσόγειος µετατράπηκε σε κλειστή θάλασσα που άρχισε 

σταδιακά να αποξηραίνεται και να µετατρέπεται σε µια σειρά από αλµυρές 

λίµνες και ερήµους, αυξάνοντας την έκταση των χερσαίων περιοχών και 

αλλάζοντας εκ νέου τη µορφή των χερσαίων συνδέσεων. Το γεωλογικό αυτό 

γεγονός έγινε γνωστό ως κρίση αλατότητας του Μεσσηνίου, η οποία δεν 

πρέπει να διήρκεσε µεγάλο χρονικό διάστηµα (Hsü, 1972; Hsü et al., 1977). 

Στο διάστηµα αυτό η Κρήτη παρέµεινε αποµονωµένη από τις Κυκλάδες, 

χάρις στα βαθιά φαράγγια που υπάρχουν στο χώρο της Κρητικής λεκάνης 

(Schüle, 1993), ενώ φαίνεται να συνέχιζε τις χερσαίες της επαφές µε την 

Πελοπόννησο στα δυτικά.  

Το κλίµα της «κενής» πλέον µεσογειακής λεκάνης ήταν ξηρό και ζεστό 

και το περιβάλλον αυτό φαντάζει αφιλόξενο για την εποίκιση από τους 

διάφορους ζωικούς οργανισµούς. Όµως, ένα δίκτυο «οάσεων» µε γλυκά νερά 

δηµιουργήθηκε είτε από ποτάµια που εισέρρεαν στη λεκάνη, είτε από 

περιστασιακές βροχοπτώσεις (Hsü et al., 1977; Schüle, 2000; Tsigenopoulos et 

al., 2003) και το οποίο χρησιµοποιήθηκε για τη διασπορά υδρόβιων 

οργανισµών (Schüle, 2000; Tsigenopoulos et al., 2003). Περίπου 5,2 

εκατοµµύρια χρόνια πριν από σήµερα, το Γιβραλτάρ ξανάνοιξε και η 

Μεσογειακή λεκάνη ξαναγέµισε µέσα σε 1000 χρόνια (Beerli et al., 1996; 

Krijgsman et al., 1999). 
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Κατά τη διάρκεια του Πλειόκαινου και εξαιτίας των έντονων 

τεκτονικών φαινοµένων, η περιοχή του Αιγαίου κατακερµατίζεται και 

αλλάζει σηµαντικά ως προς τη γεωγραφία της. Η Κρήτη αποµονώνεται 

οριστικά από την Πελοπόννησο και τις άλλες ηπειρωτικές περιοχές. Ο 

δίαυλος της Κορίνθου χώρισε την Πελοπόννησο από την ηπειρωτική Ελλάδα 

(Dermitzakis, 1989). Η Κάρπαθος, αν και ήταν αποµονωµένη κατά τη 

διάρκεια του Μειόκαινου, φαίνεται να ενώνεται µε τη Ρόδο και την Ανατολία 

κατά τη διάρκεια του κατώτερου Πλειόκαινου. Η σύνδεση αυτή διατηρήθηκε 

µέχρι το µέσο µε ανώτερο Πλειόκαινο (Kuss, 1975; Daams & Van der Weerd, 

1980), οπότε και χωρίστηκε πλέον από τη Ρόδο.  

Στο Πλειστόκαινο, η Κρήτη, η Κάρπαθος και η Ρόδος ήταν πλήρως 

αποµονωµένα νησιά. Κατά τη διάρκεια του µέγιστου των παγετωδών 

περιόδων η στάθµη της θάλασσας ήταν 200 µέτρα χαµηλότερα από σήµερα 

(Beerli et al., 1996). Ωστόσο, η θαλάσσια περιοχή µεταξύ Κρήτης και 

Κυκλάδων – Πελοποννήσου ήταν τόσο βαθιά που ήταν αδύνατο να χερσεύει, 

ώστε να είναι εφικτή η σύνδεση των εκατέρωθεν περιοχών (Schüle, 1993). 

Αντίθετα, υπήρξαν σηµαντικές συνδέσεις µεταξύ των νησιών των Κυκλάδων, 

των Κυθήρων µε τα Αντικύθηρα, ενώ και η Πελοπόννησος συνδεόταν µε τη 

Στερεά Ελλάδα. Επίσης όλα σχεδόν τα νησιά του βορειο- ανατολικού Αιγαίου 

και ορισµένα νησιά των ∆ωδεκανήσων συνδέονταν µε τη Μικρά Ασία 

(Perissoratis & Conispoliatis, 2003).  

Τέλος, στο Ολόκαινο, µε το πέρας της τελευταίας παγετώδους 

περιόδου, η στάθµη της θάλασσας ανεβαίνει και η περιοχή του Αιγαίου 

αποκτά σταδιακά τη σηµερινή της γεωγραφία. Τα νησιά του Ανατολικού 

Αιγαίου αποκόπτονται από τη Μικρά Ασία, τα νησιά των Κυκλάδων 

αποµονώνονται το ένα από το άλλο και, αντίστοιχα, τα νησιά του 

Αργοσαρωνικού από την Πελοπόννησο και την Αττική. 

Αξίζει να σηµειωθεί στο σηµείο αυτό ότι όλοι οι παλαιογεωγραφικοί 

χάρτες στηρίζονται στη σηµερινή γεωγραφία του ελληνικού χώρου, χωρίς 

αυτό να σηµαίνει ότι η θέση των περιοχών αυτών ήταν ίδια τότε και σήµερα. 

Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι οι περιοχές του Αιγαιικού χώρου, εξαιτίας 
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των διαφόρων γεωλογικών φαινοµένων κινούνται και µάλιστα µε 

διαφορετικές ταχύτητες. Για παράδειγµα, η Κρήτη κινείται προς το νότο µε 

ταχύτητα της τάξης των 30mm ανά έτος. ∆εδοµένου αυτού και της γωνίας 

µετακίνησης της Κρήτης και της Πελοποννήσου, µπορούµε να εκτιµήσουµε 

ότι η Κρήτη πριν από 5-6 εκατοµµύρια χρόνια, δηλαδή στο ανώτερο 

Μειόκαινο, ήταν πολύ βορειότερα απ’ ό,τι είναι σήµερα, δηλαδή ήταν πολύ 

κοντά στην Πελοπόννησο (εικόνα 1.5) (Meulenkamp et al., 1994, Kreemer & 

Chamot-Rooke, 2004). 

 

 
Εικόνα 1.5. Η προς τα έξω κίνηση του ελληνικού τόξου από το τέλος του µέσου 
Μειόκαινου (Meulenkamp et al. 1994).  

 

Το γεγονός ότι η Μεσόγειος είναι µια σχεδόν κλειστή θάλασσα, σε 

συνδυασµό µε τη γεωγραφική θέση που κατέχει (γεωγραφικό πλάτος), την 

καθιστά ιδιαίτερα ευαίσθητη στην καταγραφή γεωλογικών γεγονότων και 

κλιµατικών διακυµάνσεων (Krijgsman, 2002).   

Υπάρχει γενική συµφωνία µεταξύ των επιστηµόνων ότι κατά τη 

διάρκεια του ανώτερου Μειόκαινου (12-5 εκατ. χρόνια πριν), το κλίµα στη 

µεσογειακή λεκάνη ήταν υγρό και ζεστό, τροπικό ή υποτροπικό. Η βλάστηση 

ήταν πυκνή, µικτού µεσοφυτικού χαρακτήρα, όπως το κλίµα και η βλάστηση 

που επικρατούν σήµερα στη νοτιοανατολική Ασία. Κατά το Πλειόκαινο, 

καθώς το κλίµα άλλαζε σταδιακά από υγρό προς ξηρό, η βλάστηση 

εµπλουτίστηκε και µε Αρκτο-Τριτογενή στοιχεία (Velitzelos & Gregor, 1990). 
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Ουσιαστικά, το τυπικό µεσογειακό κλίµα µε τους ήπιους και υγρούς χειµώνες 

και τα ξηρά καλοκαίρια αναπτύχθηκε τα 3 τελευταία εκατοµµύρια χρόνια 

(Dallman, 1998). 

Τα τελευταία 3 εκατοµµύρια χρόνια έχουν καταγραφεί περίπου 30 

παγετώδεις περίοδοι, κατά τη διάρκεια των οποίων οι πάγοι κάλυπταν το 

µεγαλύτερο µέρος της βόρειας Αµερικής και της Ευρασίας (Van Andel, 1994). 

Οι παγετώδεις περίοδοι είχαν περιοδικότητα της τάξης των 100.000 χρόνων µε 

τις µεσοπαγετώδεις φάσεις να διαρκούν περίπου 10.000 χρόνια. Αν και οι 

σηµερινές περιοχές που έχουν µεσογειακό κλίµα δεν καλύφτηκαν από 

πάγους, η µέση θερµοκρασία τους, όπως ήταν αναµενόµενο, µειώθηκε από 2 

έως 7ο C (Dallman, 1998). Οι κλιµατικές διακυµάνσεις κατά τη διάρκεια του 

Πλειστόκαινου άλλαζαν την επικρατούσα βλάστηση από φυλλοβόλα δάση 

βελανιδιάς, κατά τη διάρκεια των παγετωδών περιόδων, σε κωνοφόρα, µακί 

και φρύγανα κατά τη διάρκεια των µεσοπαγετωδών περιόδων (Mylonas, 

1999). 

Έκτος όµως από τις έντονες διακυµάνσεις λόγω των παγετωδών και 

µεσοπαγετωδών περιόδων, ένα άλλο γεγονός επηρέασε σηµαντικά πολλούς 

ζωικούς οργανισµούς. Αυτό ήταν η στρωµατοποίηση των νερών της 

Μεσογείου που έλαβε χώρα αρκετές φορές κατά το Πλειστόκαινο αλλά και το 

Ολόκαινο. Υπήρξαν περίοδοι κατά τις οποίες στην Ανατολική Μεσόγειο 

υπήρχε επιφανειακά ένα στρώµα γλυκού νερού, ή έστω ένα επιφανειακό 

στρώµα πολύ χαµηλής αλατότητας (Por, 1989; Rossignol-Strick, 1985; Smith et 

al., 1986; Cramp & O’Sullivan, 1999; Geraga et al., 2005). Αυτό προκλήθηκε 

λόγω µεγάλης τάξης µεγέθους εισροής γλυκού νερού στη Μεσόγειο είτε από το 

λιώσιµο των πάγων κατά τις µεσοπαγετώδεις περιόδους (Por, 1989; Cramp & 

O’Sullivan, 1999; Nijenhuis, 1999; Kallel et al., 2000; Geraga et al., 2005), είτε 

λόγω υπερβολικής ροής του Νείλου την εποχή των Μουσώνων (Por, 1989; 

Rossignol-Strick, 1983; Rossignol-Strick, 1985; Cramp & O’Sullivan, 1999; 

Nijenhuis, 1999; Kallel et al., 2000; Krom et al., 2002; Geraga et al., 2005). Oι 

ισχυροί µουσώνες στην Αφρική, θεωρείται ότι αποτελούν άµεση απόκριση 

στους αστρονοµικούς παράγοντες που καθορίζουν την τροχιά της Γης και την 
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έκθεσή της στο ήλιο (Rossignol-Strick, 1983; Rossignol-Strick, 1985; Krijgsman, 

2002). Η µελέτη γύρω από αυτό το θέµα ξεκίνησε µε τη µελέτη βενθικών 

ιζηµάτων του χώρου της ανατολικής Μεσογείου, τα οποία ονοµάζονται 

σαπροπηλοί (sapropels) και χαρακτηρίζονται από πολύ µεγάλη 

περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα. Ο σχηµατισµός τέτοιου τύπου 

ιζηµάτων γίνεται κάτω από ανοξικές συνθήκες. ∆υο είναι οι βασικές θεωρίες 

για τον σχηµατισµό τους (οι οποίες δεν αλληλοαποκλείονται) και σχετίζονται 

και οι δύο µε την µεγάλης κλίµακας εισροή γλυκών νερών στη Μεσόγειο: α) 

επικράτηση ανοξικών συνθηκών στα βαθύτερα στρώµατα της υδάτινης 

στήλης λόγω της στωµατοποίησης των νερών της µεσογείου και β) αύξηση 

στην πρωτογενή παραγωγικότητα στην εύφωτη ζώνη που οδηγεί σε αυξηµένη 

ροή οργανικής ύλης προς τα βαθύτερα στρώµατα (Cramp & O’Sullivan, 1999; 

Nijenhuis, 1999; Krom et al., 2002; Weldeab, 2003; Χατζιγιάννη, 2003). Ο 

σχηµατισµός σαπροπηλών είναι το αποτέλεσµα µιας πολύπλοκης 

αλληλεπίδρασης πολλών διαδικασιών, η ένταση των οποίων ποικίλει τόσο 

χρονικά όσο και τοπικά (Nijenhuis, 1999). Με τη στρωµατοποίηση έχουµε 

αποµόνωση των χαµηλότερων στρωµάτων νερού µε αποτέλεσµα να 

δηµιουργούνται ανοξικές συνθήκες. Οι πληµµύρες του Νείλου είναι ένας 

πολύ σηµαντικός παράγοντας στην απόθεση σαπροπηλών, και αυτό 

αντανακλάται στην µεγαλύτερη διάρκεια των σαπροπηλών στο 

ανατολικότερο τµήµα της Ανατολικής Μεσογείου σε σχέση µε το δυτικότερο 

τµήµα (Nijenhuis, 1999). Η πιο πρόσφατη απόθεση σαπροπηλού (sapropel S1) 

έλαβε χώρα από 6000 έως 9000 πριν από σήµερα (Smith et al., 1986; Cramp & 

O’Sullivan, 1999; Krom et al., 2002). Κατά την απόθεση του S1 οι περισσότεροι 

ερευνητές συµφωνούν ότι το κλίµα ήταν θερµό και ότι υπήρχε επιφανειακά 

ένα θερµό στρώµα γλυκού νερού, ή έστω ένα επιφανειακό στρώµα πολύ 

χαµηλής αλατότητας (Rossignol-Strick, 1985; Smith et al., 1986; Cramp & 

O’Sullivan, 1999; Nijenhuis, 1999; Geraga et al., 2005). Καταλαβαίνουµε 

λοιπόν ότι ακόµη και µέχρι πολύ πρόσφατα (6000 χρόνια πριν) µπορεί η 

Μεσόγειος να µην αποτελούσε το θαλάσσιο φράγµα που αποτελεί σήµερα, 
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τουλάχιστον όσον αφορά τους οργανισµούς που µπορούν να διασπαρθούν 

παθητικά ή ενεργητικά µέσω του γλυκού ή του υφάλµυρου νερού.   

 

1.7 Φυλογεωγραφία 

Η φυλογεωγραφία είναι το πεδίο έρευνας που ασχολείται µε τις αρχές 

και τις διαδικασίες που καθορίζουν τα γεωγραφικά πρότυπα των 

γενεαλογικών γραµµών εντός του είδους, και µεταξύ στενά συγγενικών ειδών. 

H φυλογεωγραφία λαµβάνει υπόψη το σύνολο των ιστορικών και 

φυλογενετικών παραγόντων της χωρικής κατανοµής των γονιδιακών 

γενεαλογικών γραµµών. (Avise, 2000). 

Οι φυλογεωγραφικές µελέτες έρχονται αντιµέτωπες µε δυο βασικές 

δυσκολίες: την τυχαιότητα των γενετικών διαδικασιών και την ενδεχοµένως 

πολύπλοκη ιστορία των µελετώµενων τάξων (Knowles & Maddison, 2002; 

Knowles, 2004). Η ανάλυση και η επεξήγηση της κατανοµής των γενεαλογιών 

απαιτούν συνήθως εκτενή δεδοµένα από τη µοριακή και την πληθυσµιακή 

γενετική, την ηθολογία, τη φυλογένεση, τη δηµογραφία, την παλαιοντολογία, 

τη γεωλογία και την ιστορική γεωγραφία. Οι φυλογεωγραφικές µελέτες 

προσπαθούν να ερµηνεύσουν τον τρόπο και το βαθµό στον οποίο οι διάφορες 

ιστορικές διαδικασίες που σχετίζονται µε τη δηµογραφία των πληθυσµών, 

έχουν αφήσει τα εξελικτικά τους αποτυπώµατα στη σύγχρονη γεωγραφική 

κατανοµή των γονιδιακών γραµµών των οργανισµών (Avise, 2000). 

Η φυλογεωγραφία καλύπτει διάφορα εναλλακτικά σενάρια για την 

ερµηνεία των χωρικών διευθετήσεων των οργανισµών και των ιδιαίτερων 

χαρακτηριστικών τους. Για παράδειγµα, ο βικαριανισµός και η διασπορά 

είναι δύο ανταγωνιστικοί συχνά παράγοντες που καθορίζουν, ο καθένας µε 

το δικό του τρόπο την προέλευση του χωρικού διαχωρισµού των ταξινοµικών 

µονάδων. Υπό βικαριανιστικές συνθήκες, οι πληθυσµοί ή άλλες ανώτερες 

ταξινοµικές µονάδες διαχωρίζονται όταν λίγο έως πολύ η συνεχής κατανοµή 

της προγονικής µορφής κατακερµατίζεται από περιβαλλοντικούς 

παράγοντες, όπως φαινόµενα ορογένεσης, σπασίµατα ηπειρωτικών µαζών, 

ευστατικά φαινόµενα κλπ. (Croizat et al., 1974; Nelson & Platnick, 1981; Myers 
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& Giller, 1988). Κατά τη διασπορά, µια ταξινοµική µονάδα αποκτά τη 

σηµερινή της κατανοµή µέσω ενεργητικής ή παθητικής διασποράς από ένα ή 

περισσότερα προγονικά κέντρα προέλευσης (Briggs, 1974). Ο βικαριανισµός 

και η διασπορά είναι ιστορικά φαινόµενα, ο σχετικός ρόλος των οποίων στις 

διάφορες περιπτώσεις µπορεί να σταθµιστεί στο πλαίσιο της φυλογενετικής 

ανάλυσης.  

Ένα από τα πιο χρήσιµα εργαλεία στη διερεύνηση των φυλογενετικών 

σχέσεων που διέπουν τα τάξα, έχει αποδειχθεί ότι είναι η σύγκριση τµήµατος 

ή ολόκληρης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας συγκεκριµένων γενετικών 

τόπων, η οποία εξετάζει τις σχέσεις των τάξων µέσα από συναπωµορφίες και 

όχι µε βάση τη συνολική οµοιότητα όπως ισχύει στις φαινετικές προσεγγίσεις 

που στηρίζονται σε ποσοτικούς χαρακτήρες. Σε γενικές γραµµές, η χρήση των 

µοριακών δεδοµένων στη φυλογένεση έχει τύχει πολύ µεγάλης αποδοχής 

ακόµα και από πολύ φανατικούς οπαδούς της µορφολογίας, ιδιαίτερα στις 

περιπτώσεις όπου οι µορφολογικοί χαρακτήρες αποτυγχάνουν να δώσουν 

ξεκάθαρη εικόνα για την εξελικτική ιστορία των µελετώµενων τάξων (Lenk et 

al., 1998; Michel-Salzat & Bouchon, 2000). Από πολλούς θεωρείται ότι τα 

µοριακά δεδοµένα είναι καταλληλότερα για εξελικτικές µελέτες σε σχέση µε 

δεδοµένα προερχόµενα από τη µορφολογία ή τη φυσιολογία των 

µελετώµενων τάξων (Graur & Li, 2000), αν και υπήρξε κάποια διαµάχη 

µεταξύ των επιστηµόνων (Kluge, 1983; Patterson et al., 1993). Σύµφωνα µε 

τους Hillis & Wiens (2000), τόσο τα µορφοµετρικά όσο και τα µοριακά 

δεδοµένα έχουν διακριτά πλεονεκτήµατα όταν χρησιµοποιούνται σε 

φυλογενετικές µελέτες, αλλά ο συνδυασµός των δυο γενικά καταλήγει να µας 

δώσει την καλύτερη εκτίµηση.  

Ο µοριακός δείκτης που χρησιµοποιείται κατεξοχήν στις 

φυλογεωγραφικές µελέτες είναι το µιτοχονδριακό DNA (Avise, 2000). Την 

τελευταία εικοσαετία έχει χρησιµοποιηθεί εκτενώς σε µελέτες που αφορούν τη 

δοµή πληθυσµών και τη γονιδιακή ροή, τον υβριδισµό, τη βιογεωγραφία και 

τις φυλογενετικές σχέσεις (Moritz et al., 1987; Avise, 1994), αφού διαθέτει µια 
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σειρά από χαρακτηριστικά που το καθιστούν ιδιαίτερα χρήσιµο σύστηµα για 

την ανίχνευση γενετικών διαφορών σε διαειδικό και ενδοειδικό επίπεδο.  

Το µιτοχονδριακό DNA (mtDNA) εµφανίζει πολλά πλεονεκτήµατα 

τόσο από εξελικτική όσο και από τεχνική άποψη (Hurst & Jiggins, 2005), τα 

οποία µπορούν να συνοψιστούν ως εξής:  

α) Υπάρχει πολύ υψηλός αριθµός αντιγράφων του mtDNA στα 

κύτταρα (Futuyma, 1991).  

β) Το mtDNA είναι πολύ καλά χαρακτηρισµένο σε σχέση µε το 

πυρηνικό (Hagelberg, 1994).  

γ) Ο µητρικός τρόπος κληρονοµικότητας του mtDNA το απαλλάσσει 

από τυχόν ανασυνδυασµούς που συµβαίνουν στο πυρηνικό DNA (µε κάποιες 

εξαιρέσεις: Zouros et al., 1994; Ladoukakis & Zouros, 2001a, 2001b) και έτσι οι 

διαφοροποιήσεις που παρατηρούνται είναι καθαρά αποτέλεσµα µεταλλαγών 

(Hagelberg, 1994).  

δ) Είναι απλοειδές, οπότε δεν απαιτείται κλωνοποίηση πριν από τον 

προσδιορισµό της αλληλουχίας (Hurst & Jiggins, 2005).  

ε) Τα ψευδογονίδια και τα ιντρόνια απουσιάζουν από το mtDNA 

(Avise et al., 1987).  

στ) Ο γρήγορος ρυθµός εξέλιξης του mtDNA το καθιστά πολύτιµο 

εργαλείο για εξελικτικές και φυλογενετικές µελέτες, κυρίως σε διαειδικό ή 

ενδοειδικό επίπεδο (Avise et al.,1987).  

Βέβαια, ο ρυθµός εξέλιξης δεν είναι σταθερός για όλες τις οµάδες 

οργανισµών. Μέχρι σήµερα έχουν διατυπωθεί διάφορες υποθέσεις για την 

ερµηνεία των διαφορών που παρατηρούνται στο ρυθµό υποκατάστασης 

µεταξύ των διαφόρων εξελικτικών γραµµών. Οι παράγοντες που συχνά 

επιστρατεύονται για το σκοπό αυτό διακρίνονται σε δύο κατηγορίες: α) τους 

εξαρτώµενους από τη γενεά, όπως ο χρόνος γενεάς (Laird et al. 1969, Kohne 

1970), η ικανότητα µηχανισµών επιδιόρθωσης του DNA και β) οι ανεξάρτητοι 

από τη γενεά παράγοντες, όπως ο µεταβολικός ρυθµός (τα εξώθερµα έχουν 

χαµηλότερο ρυθµό από τα ενδόθερµα, Martin & Palumbi 1993) και το µέγεθος 

του σώµατος (Graur & Li 2000). Ο εξελικτικός ρυθµός του mtDNA στα 
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Χελώνια είναι σαφώς χαµηλότερος σε σχέση µε άλλες οµάδες Σπονδυλωτών 

(Avise et al., 1992; Lamb et al., 1994; Lenk et al., 1999). Παρόλα αυτά, όµως, 

είναι ένας ισχυρός µοριακός δείκτης, αφού συνδυάζει τη µητρική 

κληρονοµικότητα, το γρήγορο εξελικτικό ρυθµό και τον εκτεταµένο 

ενδοειδικό πολυµορφισµό (Avise et al., 1987), και µπορεί να φανεί πολύ 

χρήσιµο και πληροφοριακό σε περιπτώσεις όπου τα µορφολογικά δεδοµένα 

αποδεικνύονται αναποτελεσµατικά (Lenk et al., 1998), όπως άλλωστε 

συµβαίνει στην περίπτωση των ειδών του γένους Mauremys (Fritz & Wischuf, 

1997). Για το είδος M. rivulata δεν έχουν γίνει καθόλου µοριακές µελέτες, και 

θέλαµε να ελέγξουµε τη φυλογεωγραφία του είδους σε ένα περιβάλλον όπως 

το Αιγαίο, στο οποίο οι µέχρι τώρα µελετούµενες οµάδες έχουν δείξει πολύ 

έντονη διαφοροποίηση (Κασαπίδης, 2001; Poulakakis et al., 2005a & b; 

Parmakelis et al., 2005; Parmakelis et al., 2006a & b). 

Στα Χελώνια έχουν χρησιµοποιηθεί ευρέως σε φυλογεωγραφικές και 

φυλογενετικές µελέτες το κυτόχρωµα β (cyt b) (Lamp et al., 1994; Lamb & 

Lydeard, 1994; Lenk et al., 1998; Lenk et al., 1999; Fritz et al, 2005; Fritz et al., 

2006) και η περιοχή ελέγχου αντιγραφής του µιτοχονδρίου (control region/ 

D-loop) (Lamp et al., 1994; Norman et al., 1994; Bowen et al., 1995; Encalada et 

al., 1996; Schroth et al., 1996; Laurent et al., 1998; Roman at al., 1999; Souza et 

al., 2003; Van der Kuyl et al., 2005).  

Η εξαγωγή των φυλογεωγραφικών συµπερασµάτων βασίζεται στη 

µελέτη της αναδοµηµένης γενεαλογικής ιστορίας των γονιδίων (γονιδιακών 

δέντρων) από διαφορετικούς πληθυσµούς. Επειδή, όµως, πολλά γεγονότα 

έχουν λάβει χώρα στο παρελθόν (όπως για παράδειγµα επέκταση πληθυσµών, 

στενωποί, µετανάστευση) και πολλές γενεαλογικές γραµµές µπορεί έχουν 

χαθεί τυχαία, η ιστορία των ειδών µπορεί να µην ταυτίζεται µε την ιστορία 

του γονιδιακού δέντρου (Knowles & Maddison, 2002; Rosenberg & Nordborg, 

2002). Για το λόγο αυτόν, και για να αποφευχθούν λανθασµένα 

συµπεράσµατα, απαιτείται ο προσδιορισµός των φυλογενετικών σχέσεων των 

υπό εξέταση ταξινοµικών µονάδων να βασίζεται όχι µόνο σε ένα αλλά σε 

περισσότερα γονίδια (Graur & Li, 2000; Nei & Kumar, 2000).  
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1.8 Πληθυσµιακή γενετική 

Η πληθυσµιακή γενετική µελετάει και προσπαθεί να κατανοήσει τις 

αιτίες των γενετικών διαφορών εντός και µεταξύ των ειδών, ενώ η µοριακή 

βιολογία παρέχει πολυάριθµες τεχνικές για την αναγνώριση αυτών των 

διαφορών (Hartl, 2000). Οι γενετικές διαφορές µεταξύ των ατόµων του ίδιου 

είδους αποκαλούνται γενετικός πολυµορφισµός, ενώ οι γενετικές διαφορές 

µεταξύ των ειδών απαρτίζουν τη γενετική απόκλιση. Άρα µπορούµε να πούµε 

ότι η πληθυσµιακή γενετική είναι η µελέτη του γενετικού πολυµορφισµού και 

της γενετικής απόκλισης (Hartl, 2000). Περιλαµβάνει τη µελέτη των διαφόρων 

δυνάµεων που επιδρούν και καταλήγουν στις εξελικτικές αλλαγές των ειδών 

µέσα στο χρόνο (Hartl & Clark, 1997). Τέσσερις είναι οι βασικές δυνάµεις που 

δρουν στην εξέλιξη: οι µεταλλαγές, η φυσική επιλογή, η µετανάστευση και η 

τυχαία γενετική παρέκκλιση (Hartl & Jones, 1998; Griffiths et al., 1999). Η 

πληθυσµιακή γενετική είναι µια επιστήµη εφαρµοσµένη αλλά και θεωρητική. 

Η εφαρµοσµένη της πλευρά συνίσταται στην περιγραφή των προτύπων 

γενετικής διαφοροποίησης των πληθυσµών και παρέχει εκτιµήσεις των 

παραµέτρων που περιγράφουν τις µεταλλαγές, τη φυσική επιλογή, τη 

µετανάστευση και την τυχαία γενετική παρέκκλιση. Η θεωρητική πλευρά της 

πληθυσµιακής γενετικής συνίσταται στην πρόβλεψη της αναµενόµενης 

πληθυσµιακής δοµής και στο πώς αυτή αλλάζει όταν επιδράσουν 

διαφορετικές δυνάµεις πάνω στους πληθυσµούς (Griffiths et al., 1999).   

Η θεµελιώδης µέτρηση στην πληθυσµιακή γενετική είναι οι αλληλικές 

συχνότητες που παρατηρούνται για κάθε µελετώµενο γενετικό τόπο σε κάθε 

πληθυσµό (Hartl & Clark, 1997; Griffiths et al., 1999). Κάθε πληθυσµός έχει 

πεπερασµένο µέγεθος. Έτσι όλοι οι πληθυσµοί (ή υποπληθυσµοί) θα έπρεπε 

τελικά να καταλήξουν να είναι οµόζυγοι και εντελώς διαφοροποιηµένοι 

µεταξύ τους λόγω οµοµιξίας (inbreeding). Στους φυσικούς πληθυσµούς, όµως, 

εισάγονται νέοι πολυµορφισµοί σε κάθε πληθυσµό ως αποτέλεσµα 

µεταλλαγών ή µετανάστευσης µεταξύ των πληθυσµών µε αποτέλεσµα να 

επέρχονται αλλαγές στις αλληλικές συχνότητες των γενετικών τόπων 

(Griffiths et al., 1999). Η γενετική δοµή ενός πληθυσµού καθορίζεται από το 
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σύνολο των αλληλοµόρφων (γονιδιακή δεξαµενή) και από την κατανοµή τους 

σε γονότυπους. Εκτός από τις περιπτώσεις σπάνιων γενετικών µεταλλαγών, 

κάθε άτοµο γεννιέται και πεθαίνει µε το ίδιο σύνολο αλληλοµόρφων. Αυτό 

που αλλάζει γενετικά στο βάθος του χρόνου είναι η σύνθεση µιας οµάδας 

ατόµων που συνιστούν έναν πληθυσµό (Russell, 1998).  

Το µοντέλο που περιγράφει τις αναµενόµενες σχέσεις µεταξύ των 

συχνοτήτων των αλληλοµόρφων στους πληθυσµούς και των ατόµων µε 

διαφορετικούς γονότυπους σε αυτούς τους πληθυσµούς, είναι η ισορροπία 

Hardy-Weinberg (Wallace, 1981). Όταν ένας πληθυσµός αποκλίνει από την 

ισορροπία, δηλαδή οι παρατηρούµενες τιµές ετεροζυγωτίας είναι 

διαφορετικές από τις αναµενόµενες, τότε πρέπει να ελέγξουµε τις αιτίες της 

απόκλισης αυτής. Η απόκλιση µπορεί να οφείλεται σε χαρακτηριστικά που 

δεν λήφθηκαν υπόψη, όπως η πληθυσµιακή υποδιαίρεση, η ύπαρξη 

πληθυσµιακών στενωπών, η οµοµιξία (inbreeding) ή η σύζευξη ατόµων ενός 

πληθυσµού µε άτοµα άλλων πληθυσµών (outbreeding) (Wallace, 1981; 

Roughgarden, 1996).  

Τα είδη σχεδόν πάντα παρουσιάζουν κάποιας µορφής γεωγραφική 

δοµή. Οι οργανισµοί δεν κατανέµονται οµοιογενώς στο χώρο αλλά συνήθως 

συναθροίζονται, δηµιουργούν κοπάδια, αγέλες ή αποικίες. Η πληθυσµιακή 

υποδιαίρεση συχνά προκαλείται από την περιβαλλοντική ετερογένεια (Hartl, 

2000). Κατάλληλα ή ευνοϊκά ενδιαιτήµατα εναλλάσσονται µε περιοχές που 

χαρακτηρίζονται από ακατάλληλα ενδιαιτήµατα. Υποδιαίρεση µπορεί επίσης 

να προκληθεί λόγω της ηθολογίας κάποιου είδους (Hartl, 2000). Από τη 

δεκαετία του 1920 οι γενετιστές χρησιµοποιούσαν µετρήσεις που περιέγραφαν 

πώς κατανέµεται χωρικά η γενετική ποικιλοµορφία στα όρια της εξάπλωσης 

ενός είδους (Templeton, 1998). Με πρωτοστάτη τον Wahlund (1928) 

προσπαθούσαν, µελετώντας γενετικά δεδοµένα, να αποκαλύψουν 

πληροφορίες για την πληθυσµιακή υποδιαίρεση.  

Η πληθυσµιακή γενετική χρησιµοποιεί µοντέλα για την περιγραφή, µε 

µαθηµατικούς όρους, ενός βιολογικού ζητήµατος. Κατά την περιγραφή αυτή 

πολλά χαρακτηριστικά του προβλήµατος αψηφούνται, είτε γιατί θεωρούνται 
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επουσιώδη σε σχέση µε το επίκεντρο του προβλήµατος, είτε γιατί είναι πολύ 

πολύπλοκα ώστε να συµπεριληφθούν. Στην τελευταία αυτή περίπτωση απλώς 

υποθέτουµε ή ελπίζουµε ότι δεν είναι τόσο απαραίτητα ή ουσιώδη για την 

περιγραφή (Jayakar et al., 1984). Για παράδειγµα, δύο είναι τα βασικά 

µοντέλα που ελέγχονται όταν εξετάζεται η πληθυσµιακή υποδιαίρεση: 1) οι 

πληθυσµοί ανταλλάσσουν µετανάστες µε σταθερό ρυθµό για απείρως µεγάλο 

χρονικό διάστηµα, ή 2) οι πληθυσµοί προέρχονται από έναν κοινό προγονικό 

πληθυσµό ο οποίος διαχωρίστηκε κάποια στιγµή στο παρελθόν και έκτοτε δεν 

έχουµε γονιδιακή ροή µεταξύ τους (Nielsen & Wakeley, 2001). Όµως, τις 

περισσότερες φορές η ιστορία των πληθυσµών δεν είναι τόσο απλή και συχνά 

η αλήθεια βρίσκεται κάπου ανάµεσα στις δυο αυτές ακραίες καταστάσεις 

(Nielsen & Wakeley, 2001).  

Τα πορίσµατα της πληθυσµιακής γενετικής είναι πολύτιµα σε πολλές 

εφαρµοσµένες µελέτες όπως η διαχείριση κινδυνευόντων ειδών, ο έλεγχος των 

επιβλαβών εντόµων, η εξέλιξη των παρασίτων, η ιατρική, η βιοτεχνολογία, η 

ανθρωπολογία και η ιατροδικαστική, καθώς και η διασταύρωση ζωικών και 

φυτικών ειδών (Powell, 1983; Roughgarden, 1996; Hartl & Clark, 1997). 

Ο πιο ισχυρός µοριακός δείκτης σήµερα στην πληθυσµιακή γενετική 

είναι οι µικροδορυφορικές αλληλουχίες (Jane & Lagoda, 1996; Goldstein & 

Pollock, 1997; Schlotterer & Pemberton, 1998). Οι µικροδορυφορικοί δείκτες 

είναι αλληλουχίες που χαρακτηρίζονται από επαναλήψεις µονο- έως 

πεντανουκλεοτιδίων. Βρίσκονται σε πολύ µεγάλη αφθονία στο γονιδίωµα των 

ευκαρυωτικών οργανισµών και φτάνουν σε µήκος περίπου έως και τα 150 

ζεύγη βάσεων (bp). Οι µικροδορυφορικοί τόποι µπορεί να αποτελούνται από 

τέλειες ή από ατελείς επαναλήψεις στις οποίες η κύρια επαναληπτική µονάδα 

διακόπτεται από άλλες βάσεις. Τέλος, θεωρούνται σύνθετοι, όταν 

αποτελούνται από διαφορετικούς τύπους επαναλήψεων γειτονικές µεταξύ 

τους (Jane & Lagoda, 1996; Rosenbaum & Deinard, 1998) (εικόνα 1.6).  
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Τέλειος µικροδορυφορικός τόπος   CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG 

Ατελής µικροδορυφορικός τόπος   CAGCAGCAGΤΤCAGCAGCAGCAGCAGTTCAG 

Σύνθετος µικροδορυφορικός τόπος   CAGCAGCAGCAGTGTGTGTGTGTGTGTGTG 

Εικόνα 1.6. Παραδείγµατα των τριών τύπων µικροδορυφορικών τόπων.  
 

Οι τόποι µε ατελείς επαναλήψεις είναι λιγότερο πολυµορφικοί από 

τους τέλειους µικροδορυφορικούς τόπους, ενώ µεταξύ των τελευταίων αυτοί 

µε τις περισσότερες επαναλήψεις είναι πιο πολυµορφικοί (Jane & Lagoda, 

1996).  

Οι µικροδορυφορικοί τόποι παρουσιάζουν πολύ υψηλά επίπεδα 

πολυµορφισµού, κάτι  που θεωρείται ότι οφείλεται στο «γλίστρηµα» του DNA 

(DNA slippage). Κατά τη διαδικασία της αντιγραφής οι επαναλήψεις στις δυο 

αλυσίδες του DNA µπορεί να συνδεθούν λανθασµένα, έχοντας ως 

αποτέλεσµα την επέκταση ή τη συστολή της µικροδορυφορικής αλληλουχίας 

στη νέα αλυσίδα. Ο ρυθµός µετάλλαξης εκτιµάται σε 10-2 έως 10-5 ανά γενετικό 

τόπο/γαµέτη/γενιά αν και δεν είναι σταθερός για όλα τα είδη (Weber & 

Wong, 1993; Schug et al., 1997; Rosenbaum & Deinard, 1998; Schlotterer & 

Pemberton, 1998). Πολύ συχνά παρατηρούµε µικροδορυφορικούς τόπους µε 

πάνω από 10 αλληλόµορφα και ετεροζυγωτία πάνω από 0,60 (Goldstein & 

Pollock, 1997). Περιοριστικές δυνάµεις δρουν στον αριθµό των επαναλήψεων 

των µικροδορυφορικών αλληλουχιών (Bowcock et al., 1994; Goldstein & 

Pollock, 1997). Η πιο άµεση απόδειξη αυτού είναι η απουσία 

µικροδορυφορικών τόπων µε πάρα πολύ µεγάλο µέγεθος αλληλοµόρφων. 

∆εδοµένου των πολύ υψηλών ρυθµών µετάλλαξης και του πλήθους των 

τόπων που έχουν περιγραφεί, θα αναµέναµε, αν δεν δρούσαν περιοριστικές 

δυνάµεις, την ύπαρξη τόπων µε αλληλόµορφα πολύ µεγάλου µήκους 

(Goldstein & Pollock, 1997). Όµως, αυτό µπορεί και να οφείλεται στις 

εργαστηριακές τεχνικές που συνήθως χρησιµοποιούνται για την αποµόνωση 

των µικροδορυφορικών τόπων, οι οποίες αδυνατούν να αποµονώσουν 

µεγάλες επαναλήψεις (Rosenbaum & Deinard, 1998).   

Λόγω της πολυπλοκότητας και της ποικιλοµορφίας τους, δεν έχει 

καταστεί δυνατή η ανάδειξη των µεταλλακτικών διαδικασιών οι οποίες 
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διέπουν την εξέλιξη των µικροδορυφορικών αλληλουχιών (Rosenbaum & 

Deinard, 1998). ∆υο είναι τα βασικά εξελικτικά µοντέλα που έχουν προταθεί: 

το µοντέλο των Άπειρων Αλληλοµόρφων (IAM, Infinite Allele Model) και το 

µοντέλο των Μεταλλάξεων κατά Βήµατα (SMM, Stepwise Mutation Model). 

Το ΙΑΜ (Kimura & Crow, 1964) υποθέτει ότι κάθε νέο αλληλόµορφο που 

δηµιουργείται από µια µεταλλαγή είναι πρωτότυπο, και εποµένως 

διαφορετικό από κάθε άλλο που υπάρχει µέχρι εκείνη τη στιγµή. Το SMM 

(Ohta & Kimura, 1973) υποθέτει ότι κάθε µεταλλαγή επηρεάζει την αλληλική 

κατάσταση ενός τόπου µε αύξηση ή µείωση του αριθµού των επαναλήψεων 

κατά µια µονάδα. Το SMM είναι το πλέον αποδεκτό αφού το ΙΑΜ έχει κριθεί 

ακατάλληλο γιατί πολύ συχνά παραβιάζεται η βασική του προϋπόθεση 

(πρωτότυπα αλληλόµορφα) λόγω του πολύ υψηλού ρυθµού µετάλλαξης των 

µικροδορυφορικών αλληλουχιών (Rosenbaum & Deinard, 1998).  

Oι µικροδορυφορικές αλληλουχίες µπορούν να πολλαπλασιαστούν µε 

τηv αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR), χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο 

ελάχιστη ποσότητα DNA (Schlotterer & Pemberton, 1998). Η απλότητα, η 

ταχύτητα ανάλυσης και τα υψηλά επίπεδα πολυµορφισµού του 

µικροδορυφορικού DNA, συντέλεσαν στο να γίνει ιδιαίτερα δηµοφιλές στις 

πληθυσµιακές µελέτες (Goldstein et al., 1995). Τέλος, οι µικροδορυφορικοί 

δείκτες έχουν αποδειχθεί ότι είναι πολύ πληροφοριακοί σε πολλά είδη που 

δεν παρουσίασαν σχεδόν κανέναν πολυµορφισµό ή πολύ µικρή 

διαφοροποίηση σε άλλους γενετικούς δείκτες (Taylor et al., 1994; Menotti-

Reymond & O’Brien, 1995).  

 
1.9 Μελέτη οικολογικών στοιχείων 

Για την ερµηνεία του φυλογεωγραφικού προτύπου και της εξελικτικής 

ιστορίας κάθε οργανισµού πρέπει να ληφθούν υπόψη πάρα πολλοί 

παράγοντες, όπως η γεωλογική ιστορία της περιοχής µελέτης, οι κλιµατικοί 

παράγοντες που επικρατούσαν πριν από χιλιάδες ή και εκατοµµύρια χρόνια, 

αλλά και η δυνατότητα διασποράς του οργανισµού και οι ελάχιστες 

οικολογικές του απαιτήσεις (Avise, 2000). Για το λόγο αυτόν, προχωρήσαµε 
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στην περαιτέρω, συµπληρωµατική, µελέτη ενός πληθυσµού που εποίκισε έναν 

«ακραίο» βιότοπο, έναν υγρότοπο µε δυσµενείς συνθήκες. Επίσης 

διεξήχθησαν κάποια προκαταρκτικά πειράµατα µε χρήση ραδιοτηλεµετρίας 

για τη µελέτη της ηµερήσιας και της εποχικής δραστηριότητας ενός 

πληθυσµού του είδους M. rivulata σε ένα φυσικό υγρότοπο.  

Η κατάσταση του πληθυσµού του M. rivulata σε ένα ακραίο 

οικοσύστηµα, όπως η δεξαµενή µιας µονάδας βιολογικού καθαρισµού, σε 

συνδυασµό µε τις ραδιοτηλεµετρικές παρατηρήσεις µπορεί να δώσει χρήσιµες 

πληροφορίες για την ικανότητα διασποράς του είδους και στοιχεία για την 

ερµηνεία του φυλογεωγραφικού προτύπου των συγκεκριµένων οργανισµών, 

καθώς και για τις διαχειριστικές πρακτικές που αποσκοπούν στο να 

αποφευχθεί η εξαφάνιση πληθυσµών που κινδυνεύουν. Παρακάτω δίνονται 

κάποια εισαγωγικά στοιχεία για τη διαχείριση του είδους M. rivulata, το 

βιολογικό καθαρισµό και για τη ραδιοτηλεµετρική παρακολούθηση.  

 
1.9.1 ∆ιαχείριση του M. rivulata  

Το είδος περιλαµβάνεται στο Παράρτηµα ΙΙ της οδηγίας 92/43/ΕΟΚ 

και στην ανανεωµένη οδηγία 97/62/ΕΚ. Αυτό σηµαίνει ότι είναι είδος 

κοινοτικού ενδιαφέροντος του οποίου η παρουσία σε µια περιοχή επιβάλλει 

τον καθορισµό ειδικών ζωνών διατήρησης. Επίσης, συµπεριλαµβάνεται στον 

κόκκινο κατάλογο της IUCN (2006) ως «ελάχιστου ενδιαφέροντος» (least 

concern) (Cox et al., 2006) µε την υποσηµείωση, όµως, ότι πρέπει να δοθεί 

ιδιαίτερη προσοχή στη διατήρηση των νησιωτικών πληθυσµών, οι οποίοι 

είναι πολύ πιο ευάλωτοι. Η IUCN θεωρεί ότι είναι επιθυµητή η παρουσία του 

είδους σε αυστηρά προστατευόµενες περιοχές. Επίσης θεωρούνται ελλιπείς οι 

µέχρι σήµερα µελέτες για τα πληθυσµιακά µεγέθη, τη βιολογία και την 

οικολογία του είδους, τις πληθυσµιακές τάσεις και τη διαχείριση των 

πληθυσµών, την παρουσία σε προστατευόµενες περιοχές και την κατάσταση 

των ενδιαιτηµάτων του είδους (Global Reptile Assessment Workshop, 2006).  

Παρόλο που το είδος έχει πυκνούς πληθυσµούς σε ορισµένες περιοχές, 

πολλοί πληθυσµοί έχουν υποστεί σηµαντική µείωση τις τελευταίες δεκαετίες 
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λόγω των ανθρώπινων δραστηριοτήτων (Μάντζιου, 2000; Rifai & Mantziou, 

2005). Η όλο και πιο µεγάλη ζήτηση νερού λόγω της τουριστικής ανάπτυξης ή 

των εντατικών γεωργικών καλλιεργειών έχει οδηγήσει στην υποβάθµιση ή και 

καταστροφή πολλών φυσικών υγροτόπων στην περιοχή της Μεσογείου και 

στη Μέση Ανατολή (Μάντζιου, 2000; Rifai & Mantziou, 2005). Οι κύριες 

απειλές που αντιµετωπίζει το είδος είναι η αποξήρανση των ενδιαιτηµάτων, η 

«καναλοποίηση» υπαρχόντων χειµάρρων µε αποτέλεσµα πολλές φορές να 

µην είναι δυνατή η αναπαραγωγή των ζώων, η υπερβολική άντληση από 

γεωτρήσεις, η ρύπανση από αγροχηµικά και απόβλητα ελαιουργείων, και 

τέλος, ο ανταγωνισµός από εισαγόµενα είδη, όπως το Trachemys scripta 

(Gasith & Sidis, 1983; Μάντζιου, 2000; Rifai & Mantziou, 2005). 

 
1.9.2 Ανθεκτικότητα του M. rivulata σε επιβαρυµένα περιβάλλοντα – Η 

περίπτωση της Πόµπιας  

Οι τεχνητοί υγρότοποι που δηµιουργούνται για την επεξεργασία και 

διάθεση των υγρών αποβλήτων είναι πλέον µια τεχνική που χρησιµοποιείται 

πάρα πολύ. Μελέτη τεχνητών υγροτόπων που δηµιουργούνται µε τη ρίψη 

αστικών αποβλήτων έχει ξαναγίνει στο εξωτερικό, κυρίως όµως όσον αφορά 

την ποιότητα των υδάτων, τα φυτικά είδη που αναπτύσσονται στον 

αντίστοιχο υγρότοπο και πώς αυτά βοηθούν στην αποικοδόµηση του 

οργανικού φορτίου και στην απορρόφηση των θρεπτικών (Urbanc-Bercic, 

1996; Denny, 1997; Salmon et al., 1998; Ozesmi & Ozesmi, 1999; Shutes, 2001). 

∆εν έχουν γίνει, όµως, πανιδικές µελέτες για την κατάσταση των 

οικοσυστηµάτων αυτών και για την εξασφάλιση της βιωσιµότητάς τους. Η 

δηµιουργία αυτών των υγροτόπων είναι µια καλή εναλλακτική λύση στη 

διάθεση των αποβλήτων στο θαλάσσιο περιβάλλον στο οποίο δηµιουργούν 

πολλά προβλήµατα λόγω οργανικού εµπλουτισµού. Εξάλλου, µπορούν να 

µειώσουν σηµαντικά το κόστος διαχείρισης που απαιτεί η χρήση ειδικών 

εγκαταστάσεων, ιδίως για λύµατα µε µικρό οργανικό ή άλλο ρυπαντικό 

φορτίο. Για τους λόγους αυτούς η βιωσιµότητα των τεχνητών αυτών 

υγροτόπων είναι πολύ σηµαντική. Το σύστηµα που µελετήσαµε αποτελεί έναν 
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τεχνητό υγρότοπο-καλαµιώνα για επεξεργασία και διάθεση των υγρών 

αποβλήτων του δηµοτικού διαµερίσµατος Πόµπιας του δήµου Μοιρών στην 

Κρήτη. 

Μελετήθηκε η µακροβενθική πανίδα του υγρότοπου, αλλά κυρίως η 

χελώνα Mauremys rivulata Η χρήση των υδρόβιων οργανισµών για την 

εκτίµηση της ποιότητας του νερού ενός υδάτινου αποδέκτη είναι µια πολύ 

αξιόπιστη µέθοδος που χρησιµοποιείται ευρύτατα (Hynes, 1964; Verdonschot, 

1989, Winner et al., 1980; Βορεάδου, 1993). Το M. rivulata έχει ήδη εποικίσει 

τον τεχνητό υγρότοπο και παίζει ρόλο ρυθµιστή στο οικοσύστηµα. Οι 

υδρόβιες χελώνες βρίσκονται στην κορυφή της τροφικής αλυσίδας στον 

υγρότοπο και είναι απαραίτητες για την καλή του λειτουργία. Σκοπός µας 

ήταν η εκτίµηση του πληθυσµιακού µεγέθους και η λήψη παρατηρήσεων για 

την πληθυσµιακή κατάσταση και τις ελάχιστες οικολογικές απαιτήσεις του 

είδους, ώστε να είναι δυνατή µια περαιτέρω εκτίµηση για τις ελάχιστες 

προϋποθέσεις που πρέπει να τηρεί ένας υγρότοπος, ώστε να είναι εποικίσιµος 

από τις χελώνες. Τα στοιχεία αυτά είναι πολύ σηµαντικά για τη διαχείριση 

των πληθυσµών του είδους. 

1.9.3 Ραδιοτηλεµετρία 

Μια σχετικά καινούργια µέθοδος παρακολούθησης των ζώων είναι η 

ραδιοτηλεµετρική παρακολούθηση, ή αλλιώς ραδιοτηλεµετρία. Ο πρώτος που 

χρησιµοποίησε αυτή την τεχνική ήταν ο Murie (1941) σε εθνικά πάρκα της 

Αµερικής, µε αντικείµενο µελέτης το λύκο (Canis lupus). Έκτοτε η µέθοδος της 

ραδιοτηλεµετρίας χρησιµοποιείται πολύ συχνά για τη µελέτη της 

δραστηριότητας σε διάφορες ζωικές οµάδες. Για τις χελώνες των γλυκών 

νερών έχει χρησιµοποιηθεί πολύ στην Αµερική (Barzilay, 1980; Ross & 

Anderson, 1990; Brown & Brooks, 1991; Quinn & Tate, 1991; Rowe & Moll, 

1991; Kaufmann, 1992; Litzgus & Brooks, 1998; Bodie & Semlitsch, 2000) 

δίνοντας πολλές πληροφορίες όσον αφορά τη συµπεριφορά και την ηµερήσια 

αλλά και την εποχική δραστηριότητα των ζώων.  

Με τη ραδιοτηλεµετρία αποκτούµε πληροφορίες για ένα ζώο µέσω της 

χρήσης ραδιοκυµάτων από µία συσκευή ή προς µία συσκευή, η οποία φέρεται 
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από το ίδιο το ζώο. Ένα σύστηµα ραδιοτηλεµετρικής παρακολούθησης 

αποτελείται από ένα υποσύστηµα διαβίβασης σήµατος αποτελούµενο από 

έναν ποµπό, µία πηγή ενέργειας (µπαταρία) και µία κεραία σήµατος 

διασποράς και ένα υποσύστηµα παραλαβής σήµατος (δέκτης), το οποίο 

συνίσταται από µία κεραία,  ένα δέκτη σήµατος µε ένδειξη υποδοχής (ηχείο 

ή/και οθόνη) και µία πηγή ενέργειας (µπαταρία) (Mech & Barber, 2002). Η 

συµβατική µέθοδος ραδιοτηλεµετρίας περιλαµβάνει τη χρήση ποµπών πολύ 

υψηλής συχνότητας (VHF), η οποία έχει χαµηλό κόστος, σχετική ακρίβεια και 

µεγάλη διάρκεια ζωής (ανάλογα βέβαια µε το επιθυµητό µέγεθος του 

ποµπού). Το µειονέκτηµα της συµβατικής µεθόδου, σε αντιδιαστολή µε την 

µέθοδο της παρακολούθησης µέσω δορυφόρου, είναι ότι απαιτεί ανθρώπινο 

δυναµικό που ανά τακτά χρονικά διαστήµατα θα αναλώνει πολλές ώρες στο 

πεδίο όπου γίνεται η µελέτη (Mech & Barber, 2002).  

 
1.10 Στόχος και περίγραµµα της παρούσας διατριβής 

Στόχος της παρούσας διατριβής είναι η εύρεση και ερµηνεία του 

φυλογεωγραφικού προτύπου της υδρόβιας χελώνας Mauremys rivulata, η 

µελέτη των σχέσεών της µε τα άλλα δυο µεσογειακά είδη του γένους, και η 

µελέτη της δοµής των πληθυσµών της στο χώρο της ανατολικής Μεσογείου 

και της εξελικτικής τους ιστορίας. Επίσης, η χρησιµοποίηση όσο το δυνατόν 

περισσότερων δεδοµένων στις διαχειριστικές πρακτικές σύγχρονων 

υγροτόπων, φυσικών και µη, µε στόχο τη διατήρηση ή και αύξηση των 

νησιωτικών πληθυσµών του είδους.  

Για την επίτευξη των παραπάνω στόχων επιστρατεύτηκαν 

διαφορετικές µέθοδοι. Αρχικά χρησιµοποιήθηκε µια µοριακή προσέγγιση µε 

βάση το µιτοχονδριακό DNA, προχωρώντας σε περαιτέρω µελέτες και 

προσεγγίσεις ανάλογα µε τα ερωτήµατα που προέκυπταν ή έµεναν 

αναπάντητα έπειτα από κάθε νέα προσέγγιση.  

Με τη χρήση δύο µιτοχονδριακών γονιδίων, µελετήθηκαν οι διαειδικές 

σχέσεις των τριών µεσογειακών ειδών του γένους. Το µιτοχονδριακό DNA 

προέκυψε ότι δεν είναι αρκετά πληροφοριακό για τη διαλεύκανση των 
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ενδοειδικών σχέσεων στο M. rivulata. ∆εν ήταν δυνατή η διάκριση µεταξύ των 

διαφορετικών απλοτύπων µε βάση τα δυο µιτοχονδριακά γονίδια. Οι λόγοι 

που θα µπορούσαν να έχουν ως αποτέλεσµα την εµφάνιση του συγκεκριµένου 

φυλογεωγραφικού προτύπου έπρεπε να ελεγχθούν περαιτέρω. Μήπως οι 

πληθυσµοί δεν παρουσιάζουν µεγάλη διαφοροποίηση λόγω πολύ αργού 

ρυθµού εξέλιξης; Ή µήπως είναι πιθανή µια πολύ πρόσφατη µίξη των 

πληθυσµών λόγω των έντονων κλιµατικών αλλαγών και γεωλογικών 

φαινοµένων που έλαβαν χώρα στην ανατολική Μεσόγειο κατά το 

Πλειόκαινο, το Πλειστόκαινο ακόµα και το Ολόκαινο; Μήπως, τέλος, 

έδρασαν ανθρωπογενείς παράγοντες στην ανάµιξη των πληθυσµών (π.χ. 

ανθρωπόχωρη διασπορά);  

Για να ελέγξουµε τις εναλλακτικές υποθέσεις και τα ερωτήµατα που 

προέκυψαν προχωρήσαµε στη µελέτη έξι µικροδορυφορικών δεικτών, καθώς 

και σε µια προκαταρκτική οικολογική µελέτη. Με τη µελέτη των 

µικροδορυφορικών δεικτών έγινε προσπάθεια κατανόησης της πληθυσµιακής 

δοµής και της εξελικτικής ιστορίας των πληθυσµών στην περιοχή της 

ανατολικής Μεσογείου (µε έµφαση στο Αιγαίο). Αν όντως έλαβε χώρα 

πρόσφατη µίξη των πληθυσµών, είχαµε πολλά κέντρα µίξης – εξάπλωσης, ή 

όχι; Ποιοι πληθυσµοί ήρθαν σε επαφή; Παρατηρούνται διαφορές στην 

κατάσταση των πληθυσµών µεταξύ φυσικών και τεχνητών ή υποβαθµισµένων 

υγροτόπων; Οικολογικά πειράµατα έγιναν ώστε να ελεγχθεί η δραστηριότητα 

των χελωνών του είδους M. rivulata και η ικανότητα διασποράς τους. 

Μελετήθηκε επίσης η κατάσταση ενός πληθυσµού σε έναν τεχνητό υγρότοπο 

βιολογικού καθαρισµού που φτιάχτηκε πρόσφατα και εποικίστηκε άµεσα από 

το είδος. Σκοπός της εν λόγω προσέγγισης ήταν η διερεύνηση της 

ανθεκτικότητας των ζώων αυτών σε ακραία περιβάλλοντα. Η κατανόηση της 

διαχειριστικής αξίας των υγροτόπων αυτών είναι πολύ σηµαντική, ιδιαίτερα 

σε νησιωτικά περιβάλλοντα, όπου τα επιφανειακά ύδατα είναι περιορισµένα 

και οι πληθυσµοί του M. rivulata διατρέχουν κίνδυνο εξαφάνισης 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1 Συλλογή δειγµάτων 

Η συλλογή των δειγµάτων έγινε µε πολυάριθµες δειγµατοληψίες κατά 

την περίοδο 2001-2005. Η δειγµατοληψία γινόταν µε τη χρήση ειδικών 

διχτυών (νταούλια ή hoop nets, εικόνα 2.1), σπανιότερα µε τη χρήση απλής 

απόχης και µε το χέρι.  

 

 
Eικόνα 2.1. Τα ειδικά δίχτυα (νταούλια) που χρησιµοποιήθηκαν για τη σύλληψη των 
χελωνών.   
 

Μέχρι το 2001, όπου και ξεκίνησαν οι δειγµατοληψίες µε σκοπό την 

εκπόνηση της παρούσας διατριβής, δεν υπήρχαν δείγµατα υδρόβιων 

χελωνών στις συλλογές του Μουσείου Φυσικής Ιστορίας Κρήτης (ΜΦΙΚ) που 

να µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν. Συνεπώς, όλα τα δείγµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν στις περαιτέρω αναλύσεις συλλέχθηκαν είτε από εµένα µε 

τη συνεργασία ερευνητών του ΜΦΙΚ (19 υγρότοποι στην Κρήτη, 4 στην 

Πελοπόννησο, στη Νάξο, τη Ρόδο, τη Λάρισα, την Ιορδανία, τη Συρία και το 

Μαρόκο) είτε από άλλους ερευνητές χωρίς της δική µου παρουσία (Σκύρο, 

Κω, Χίο, Λέσβο, Αττική, Κερκίνη, Κύπρο, Ισπανία) (Παράρτηµα Ι). Στον 

πίνακα 2.1 φαίνονται συνολικά οι περιοχές δειγµατοληψίας (43), ο αριθµός 

ατόµων (301) που συµπεριλήφθηκαν στην µελέτη από κάθε περιοχή και ο 

κωδικός κάθε περιοχής έτσι όπως χρησιµοποιείται στις αναλύσεις.  
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Πίνακας 2.1. Περιοχές δειγµατοληψίας, αριθµός ατόµων και κωδικοποίηση του 
ονόµατος κάθε περιοχής για τις αναλύσεις. Όλα τα δείγµατα από τις περιοχές είναι 
Mauremys rivulata εκτός από όπου αναφέρεται διαφορετικά.  

Περιοχή Αριθµός ατόµων Κωδικός 

Κρήτη, Αλµυρός ποταµός 33 ALM 
Κρήτη, Πόµπια 23 POM 
Κρήτη, Θραψανό 23 THR 
Κρήτη, Ακρωτήρι 1 AKR 
Κρήτη, Γαύδος 27 GAV 
Κρήτη, Γεωργιούπολη 7 GEO 
Κρήτη, Αµουργέλλες 14 AMU 
Κρήτη, Μπραµιανά 8 BRA 
Κρήτη, Φραγκοκάστελλο 2 FRA 
Κρήτη, Γέργερη 19 GER 
Κρήτη, Ίνι 4 INI 
Κρήτη, Σκινιάς 8 SKI 
Κρήτη, Πάρτιρα 20 PAR 
Κρήτη, Κουρνάς 4 KUR 
Κρήτη, Πλακιώτισσα 15 PLA 
Κρήτη, Πλακιάς 1 PLK 
Κρήτη, Πρέβελη 5 PRE 
Κρήτη, Κρύα Βρύση 2 VRY 
Κρήτη, Ζάκρος 2 ZAK 
Αιγαίο, Σκύρος 2 SKY 
Αιγαίο, Σάµος 2 SAM 
Αιγαίο, Νάξος 2 NAX 
Αιγαίο, Ικαρία 1 IKA 
Αιγαίο, Ρόδος 5 ROD 
Αιγαίο, Κως 5 KOS 
Αιγαίο, Λέσβος 7 LES 
Αιγαίο, Χίος 2 CHI 
Αττική, Μαραθώνας 8 MAR 
Αττική, Νέα Μάκρη 5 MAK 
Πελ/νησος, Παλαιοχώρι  3 PPA 
Πελ/νησος, Κυπαρισσία  1 PKY 
Πελ/νησος, Άργος 5 PAG 
Πελ/νησος, Άραξος 2 PAX 
Κερκίνη 14 KER 
Λάρισα 2 LAR 
Κύπρος 4 CYP 
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Περιοχή Αριθµός ατόµων Κωδικός 

Ιορδανία (3 περιοχές) 6 JOR 
Συρία (M. caspica)  
(2 περιοχές) 2 SYR 

Ισπανία (M. leprosa) 2 SPA 
Μαρόκο (M. leprosa) 3 MOR 

 

Εκτός από πολύ λίγα ζώα τα οποία µεταφέρθηκαν στο Μουσείο 

Φυσικής Ιστορίας Κρήτης (ΜΦΙΚ) και κατατέθηκαν στις συλλογές του, τα ζώα 

απελευθερώθηκαν αφού πρωτίστως πραγµατοποιήθηκε λήψη ψηφιακών 

φωτογραφιών και συλλογή ιστού για τις γενετικές αναλύσεις. Τµήµα των 

ιστών που δεν χρησιµοποιήθηκε κατά τη διάρκεια των γενετικών αναλύσεων 

κατατέθηκε στις συλλογές του ΜΦΙΚ σε συνθήκες βαθειάς κατάψυξης (-80οC) 

για µελλοντικές εργασίες.  

Για τη σήµανση των ζώων ακολουθήθηκε το σύστηµα αρίθµησης των 

Ernst et al. (1974), που βασίζεται στη δηµιουργία µικρών τρυπών στις 

περιφερειακές πλάκες του καβουκιού. Οι τρύπες γίνονταν µε ένα µικρό 

τρυπάνι διαµέτρου 1mm.  

Αρχικά γινόταν συλλογή αίµατος, όµως η διαδικασία αυτή 

εγκαταλείφθηκε εξαιτίας του ότι ήταν πολύ χρονοβόρα και σε κάποιες 

περιπτώσεις οδυνηρή για το ίδιο το ζώο. Στη συνέχεια αντί για αίµα, γινόταν 

λήψη ενός ή δύο νυχιών του ζώου. Τα νύχια είναι ένας ιστός που αποδείχθηκε 

πολύ κατάλληλος για εξαγωγή καλής ποιότητας DNA (Mantziou et al., 2005). 

Παράλληλα είναι εντελώς ανώδυνο για το ζώο και δεν του δηµιουργεί 

προβλήµατα καθώς τα νύχια τους ξαναµεγαλώνουν σύντοµα. Τα νύχια 

φυλάσσονταν σε σωληνάκια τύπου eppendorff µε 96% αιθανόλη.  

Η αναγνώριση των ζώων στο επίπεδο του είδους έγινε µε βάση τα 

µορφολογικά χαρακτηριστικά όπως αυτά περιγράφονται στους Fritz & 

Wischuf (1997) και αναφέρονται συνοπτικά στο κεφάλαιο της εισαγωγής.  
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2.2 Πληθυσµοί µελέτης  

Όσον αφορά τις αναλύσεις των µιτοχονδριακών γονιδίων 

συµπεριλήφθηκαν όλες οι περιοχές/πληθυσµοί, µε δυο άτοµα από κάθε 

πληθυσµό εκτός από τις περιπτώσεις που αναφέρονται στον πίνακα 2.2. 

Συνολικά προσδιορίσθηκαν οι αλληλουχίες σε 73 άτοµα του είδους M. 

rivulata, 2 M. caspica και 5 M. leprosa.  

 

Πίνακας 2.2. Πληθυσµοί από τους οποίους συµπεριλήφθηκαν περισσότερα ή 
λιγότερα από δυο άτοµα στις αναλύσεις των µιτοχονδριακών γονιδίων 

Περιοχή Αριθµός ατόµων 

Κρήτη, Ακρωτήρι 1 
Κρήτη, Μπραµιανά 1 
Κρήτη, Κουρνάς 1 
Κρήτη, Πλακιάς 1 
Κρήτη, Πρέβελη 1 
Αιγαίο, Ικαρία 1 
Αττική, Νέα Μάκρη 3 
Πελ/νησος, Παλαιοχώρι  1 
Πελ/νησος, Κυπαρισσία  1 
Πελ/νησος, Άργος 3 
Κερκίνη 1 
Κύπρος 4 
Ιορδανία (3 πληθυσµοί) 6 
Μαρόκο (M. leprosa) 3 

 

Στις αναλύσεις των µικροδορυφορικών αλληλουχιών 

χρησιµοποιήθηκαν όλοι οι διαθέσιµοι πληθυσµοί του M. rivulata όπως 

παρουσιάζονται στον πίνακα 2.1.  

 

2.3 Εργαστηριακές αναλύσεις 

Οι εργαστηριακές αναλύσεις έλαβαν χώρα κυρίως στο Εργαστήριο 

Μοριακής Συστηµατικής του Μουσείου Φυσικής Ιστορίας Κρήτης (ΜΦΙΚ). 

Ένα µικρό µέρος των εργαστηριακών αναλύσεων που αφορούν την ανάλυση 

των µικροδορυφορικών τόπων έγιναν στο εργαστήριο “Molecular 

Systematics and Conservation Genetics Laboratory” υπό την επίβλεψη της 
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υπεύθυνης εργαστηρίου Dr. Gisella Caccone. Η ανάλυση των µιτοχονδριακών 

αλληλουχιών έλαβε χώρα στο “Laboratory of Analytical Biology (LAB)” του 

Μουσείου Φυσικής Ιστορίας του Ινστιτούτου Smithsonian υπό την επίβλεψη 

των Dr. Kevin de Queiroz και Dr. Lee Weight, εκτός από ένα µικρό µέρος που 

έγινε στο ΜΦΙΚ σε συνεργασία µε το Γονιδιωµατικό Εργαστήριο του 

Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας Κρήτης (I.M.B.B. 

FO.R.T.H.).   

 

2.3.1 Εξαγωγή ολικού γενωµικού DNA 

Για την εξαγωγή του ολικού γενωµικού DNA χρησιµοποιήθηκαν δυο 

διαφορετικά πρωτόκολλα, ανάλογα µε τη φύση του βιολογικού δείγµατος. Τα 

δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν είτε αίµα είτε νύχια συντηρηµένα σε 

96% αιθανόλη.  

Για την εξαγωγή DNA από το αίµα, τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν 

στις 13000 στροφές ανά λεπτό (rpm) για 4 λεπτά. Μετά την αφαίρεση της 

αιθανόλης, τοποθετήθηκαν για ξήρανση στους 37ο C για µία ώρα. Στη 

συνέχεια χρησιµοποιήθηκε το κλασικό πρωτόκολλο των Hillis et al. (1996), 

βάσει του οποίου αρχικά γίνεται πέψη του ιστού σε διάλυµα εξαγωγής µε 

πρωτεϊνάση Κ, και στη συνέχεια το DNA εξάγεται µε καθαρισµό µέσω 

φαινόλης και χλωροφόρµιου, ενώ τελικά κατακρηµνίζεται είτε µε 

ισοπροπανόλη είτε µε απόλυτη αιθανόλη. Για τα δείγµατα νυχιών, αρχικά τα 

νύχια θρυµµατίστηκαν µε χρήση υγρού αζώτου και στη συνέχεια η εξαγωγή 

έγινε µε το πρωτόκολλο των Holmes & Bonner (1973), τροποποιηµένο από 

τους Poulakakis et al. (2005). Ανεξάρτητα του τρόπου εξαγωγής του DNA, 2µl 

από το προϊόν της εξαγωγής ηλεκτροφορούνταν για 30min σε πήκτωµα 

αγαρόζης 1% που περιείχε 5-7% βρωµιούχο αιθίδιο. Από τη φωτογραφία που 

λαµβανόταν µε έκθεση του πηκτώµατος σε υπεριώδες φως, γινόταν εκτίµηση 

της ποσότητας και της ποιότητας του εξαγόµενου DNA.  
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2.3.2 Μιτοχονδριακά γονίδια 

2.3.2.1 Πολλαπλασιασµός των µιτοχονδριακών γονιδίων µέσω της PCR 

Για τη διερεύνηση του φυλογεωγραφικού προτύπου του M. rivulata 

χρησιµοποιήθηκαν δύο µιτοχονδριακά γονίδια: τµήµα του γονιδίου που 

κωδικοποιεί την πρωτεΐνη του κυτοχρώµατος β (cyt b) και τµήµα της περιοχής 

ελέγχου αντιγραφής του µιτοχονδρίου (control region/ D-loop). Το cyt b, που 

αποτελεί ένα ταχέως εξελισσόµενο γονίδιο του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος, 

είναι ένας πολύ καλός µοριακός δείκτης, και έχει χρησιµοποιηθεί ευρύτατα σε 

µελέτες της γενετικής διαφοροποίησης και της εύρεσης φυλογεωγραφικών 

προτύπων τόσο σε ενδοειδικό επίπεδο όσο και µεταξύ συγγενικών ειδών 

(Avise et al., 1987, Avise, 2000). Η επιλογή του δεύτερου γονιδίου  έγινε αφού 

διαπιστώθηκε ότι το cyt b δεν ήταν ικανό να διαλευκάνει τις ενδοειδικές 

σχέσεις στο M. rivulata. Η D-loop στα περισσότερα σπονδυλωτά είναι πιο 

«γρήγορη» εξελικτικά σε σχέση µε τις κωδικές µιτοχονδριακές και πυρηνικές 

περιοχές και, όπως το cyt b, έχει χρησιµοποιηθεί ευρύτατα σε µελέτες 

εξελικτικών σχέσεων πολύ συγγενικών ατόµων (Lamb at al., 1994; Lee et al., 

1995; McMillan & Palumbi, 1997).  

Για τον πολλαπλασιασµό κάθε γενετικού τόπου χρησιµοποιήθηκε ένα 

ζευγάρι καθολικών (γενικών) εκκινητών (universal primers), που 

πολλαπλασιάζουν το συγκεκριµένο γονίδιο σε µεγάλο εύρος ζωικών οµάδων. 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών και το µέγεθος του προϊόντος που παράγουν 

δίνονται στον πίνακα 2.3, ενώ οι συνθήκες της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης (PCR) που χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό των 

γονιδίων, δίνονται στον πίνακα 2.4. 

 

Πίνακας 2.3. Τα γονίδια που µελετήθηκαν στην παρούσα διατριβή, οι αλληλουχίες 
των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν, το µέγεθος των προϊόντων τους και η πηγή 
προέλευσής τους. 

Γονίδιο Όνοµα Εκκινητές Μέγεθος Αναφορά 

Cyt b 
Glud-G 

CB-2 

5’-TGA CTT GAA RAA CAA YCG TTG-3’ 

5’-CCC TCA GAA TGA TAT TTG TCC TCA-3’ 
426bp Palumbi, 1996 

D-loop 
LGL-283 

LGL-1115 

5’-TAC ACT GGT CTT GTA AAC C-3’ 

5’-ATG ACC CTG AAG AAA GAA CCA G-3’ 
490bp Lamb et al., 1991 
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Πίνακας 2.4. Οι συνθήκες των αντιδράσεων των PCR στα 2 ζεύγη εκκινητών για τα 
δυο γονίδια που µελετήθηκαν στην παρούσα διατριβή. 

Συνθήκες Γονίδιο Όνοµα 
Στάδιο Θ οC Χρόνος  

Συγκέντρωση 
MgCl2

Cyt b 
Glud-G 

CB-2 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

94 
57 
72 

60 sec 
60 sec 
60 sec 

1,5mM 

D-loop 
LGL-283 

LGL-1115 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

94 
53 
72 

60 sec 
60 sec 
60 sec 

1,5mM 

 

2.3.2.2 Προσδιορισµός της αλληλουχίας των προϊόντων της PCR 

Όλες οι αλληλουχίες λήφθηκαν µε προσδιορισµό της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας και των δυο κλώνων του προϊόντος της PCR. Ο προσδιορισµός 

της αλληλουχίας του προϊόντος της PCR για τα γονίδια cyt b και D-loop, 

γινόταν από το διάλυµα της PCR, αφού προηγουµένως καθαριζόταν µε τη 

βοήθεια του EXOSAP-IT (Usb corporation), χρησιµοποιώντας τους ίδιους 

εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην PCR. 

Για τις αντιδράσεις προσδιορισµού της αλληλουχίας που έγιναν στο 

Γονιδιωµατικό Εργαστήριο του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και 

Βιοτεχνολογίας Κρήτης χρησιµοποιήθηκε αυτοµατοποιηµένη συσκευή 

προσδιορισµού της αλληλουχίας τύπου PE-ABI 377. Το µεγαλύτερο µέρος των 

αντιδράσεων έγιναν από το τεχνικό προσωπικό του εργαστηρίου LAB του 

Μουσείου Φυσικής Ιστορίας του Ινστιτούτου Smithsonian. Ο προσδιορισµός 

των αλληλουχιών γινόταν σε αυτοµατοποιηµένη συσκευή προσδιορισµού 

αλληλουχιών (3130x1 Genetic Analyzer, Applied Biosystems).  

 

2.3.2.3 Στοίχιση αλληλουχιών 

Αφού έγινε προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του 

προϊόντος της PCR (sequencing), ακολούθησε η στοίχιση (alignment) των 

αλληλουχιών µε χρήση του προγράµµατος CLUSTAL X (Thompson et al., 

1997). Η στοίχιση αποσκοπεί στον προσδιορισµό των οµόλογων θέσεων των 

αλληλουχιών, αφού µε βάση τις διαφορές σε αυτές τις θέσεις υπολογίζονται οι 

εξελικτικές σχέσεις των υπό µελέτη αλληλουχιών. Συνεπώς, η στοίχιση των 

αλληλουχιών είναι µια διαδικασία ζωτικής σηµασίας για την εύρεση των 
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πραγµατικών φυλογενετικών σχέσεων των υπό εξέταση ταξινοµικών µονάδων 

(Collins et al. 1994, Gatesy et al. 1994).  

 

2.3.2.4 Φυλογενετική ανάλυση 

2.3.2.4.1 Ανεξάρτητη ή συνδυασµένη ανάλυση 

Όταν έχουµε διαφορετικά σύνολα δεδοµένων (όπως για παράδειγµα 

στην προκειµένη περίπτωση αλληλουχίες cyt b και D-loop) τίθεται το ερώτηµα 

αν αυτά τα δεδοµένα µπορούν να συνδυαστούν ή αν πρέπει να εφαρµόσουµε 

τις φυλογενετικές αναλύσεις ανεξάρτητα για κάθε σύνολο δεδοµένων. 

Υπάρχουν ερευνητές που υποστηρίζουν το συνδυασµό των δεδοµένων 

ανεξάρτητα από τη φύση τους (Kluge, 1989), πράγµα που όµως µπορεί να 

οδηγήσει σε λανθασµένες τοπολογίες (Bull et al., 1993). Άλλοι ερευνητές 

υποστηρίζουν την ανεξάρτητη ανάλυση (Miyamoto & Fitch, 1995), σύµφωνα 

µε την οποία τα σύνολα των δεδοµένων πρέπει να αναλύονται χωριστά και τα 

παραγόµενα δέντρα να συνδυάζονται σε συναινετικά δέντρα (consensus 

trees). Τέλος, µια τρίτη προσέγγιση είναι αυτή του συνδυασµού των 

δεδοµένων υπό προϋποθέσεις (conditional combination), σύµφωνα µε την 

οποία τα δεδοµένα πρέπει να συνδυάζονται, εκτός και αν το καθένα 

υποστηρίζει διαφορετικό εξελικτικό σενάριο σε ό,τι αφορά τα µελετώµενα 

τάξα (Page & Holmes 1998). Για το σκοπό αυτόν, έχουν αναπτυχθεί διάφορες 

στατιστικές µέθοδοι που ελέγχουν εάν µπορούν να συνδυαστούν οι 

ανεξάρτητες οµάδες των δεδοµένων µιας µελέτης, όπως ο Έλεγχος 

Ασυµφωνίας Μήκους (Incongruence Length Test, Farris et al., 1995). Στην 

παρούσα εργασία εφαρµόστηκε η στατιστική δοκιµασία των Farris et al. (1995) 

και αφού δεν υπέδειξε αντίθεση στο φυλογενετικό σήµα για τα δυο σύνολα 

δεδοµένων, ακολουθήθηκε η τρίτη αυτή προσέγγιση (conditional 

combination).   

 

2.3.2.4.2 Έλεγχος ποιότητας φυλογενετικού σήµατος και οµοπλασίας 

∆εδοµένου ότι ο αριθµός των νουκλεοτιδικών θέσεων που µπορούν να 

µεταλλαχθούν είναι πεπερασµένος, όσο µεγαλύτερη είναι η γενετική 
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απόσταση δύο ειδών (δηλαδή όσο πιο αποµακρυσµένα εξελικτικά είναι τα 

είδη) τόσο µεγαλύτερη είναι η πιθανότητα να συµβεί αλλαγή σε µία θέση στην 

οποία είχε συµβεί ήδη µια άλλη αλλαγή. Όταν παρατηρηθεί αυτό, τότε λέµε 

ότι έχουµε φτάσει σε κατάσταση κορεσµού των νουκλεοτιδικών 

υποκαταστάσεων και ουσιαστικά σταµατάει να ισχύει η γραµµική σχέση του 

χρόνου και της απόστασης δύο αλληλουχιών, µε αποτέλεσµα να αλλοιώνεται 

η ποιότητα της φυλογενετικής πληροφορίας που κρύβουν οι αλληλουχίες 

(Page & Holmes 1998). Ο πλέον αποδεκτός τρόπος ελέγχου της οµοπλασίας 

των δεδοµένων µας είναι η κατασκευή ενός διαγράµµατος διασποράς, στο 

οποίο απεικονίζεται η σχέση του αριθµού των µεταπτώσεων και των 

µεταστροφών σε σχέση µε τη γενετική απόσταση των αλληλουχιών. Αν ο 

αριθµός των µεταπτώσεων ή των µεταστροφών δεν αυξάνει γραµµικά µε τη 

γενετική απόσταση, τότε υπάρχει ισχυρή ένδειξη για οµοπλασία στα 

δεδοµένα (Nei & Kumar 2000). Με χρήση του προγράµµατος PAUP v.4.0b10 

(Swofford, 2002) υπολογίστηκε για κάθε γονίδιο χωριστά ο απόλυτος αριθµός 

των µεταπτώσεων και των µεταστροφών που παρουσιάζονται µεταξύ κάθε 

ζεύγους αλληλουχιών, προκειµένου να εκτιµηθεί κατά πόσο τα δεδοµένα 

εµφανίζουν κορεσµό υποκαταστάσεων µέσω του γραφήµατος των 

µεταπτώσεων και µεταστροφών σε συνάρτηση µε τη γενετική απόσταση p. Για 

την κατασκευή των διαγραµµάτων διασποράς χρησιµοποιήθηκε το λογισµικό 

Excel.  

Τέλος, εφαρµόστηκε ένας επιπλέον έλεγχος για να διαπιστωθεί αν οι 

υπό εξέταση νουκλεοτιδικές αλληλουχίες ενσωµάτωναν ή όχι σηµαντικό 

ποσοστό φυλογενετικής πληροφορίας. Σύµφωνα µε τον Huelsenbeck (1991), 

όταν τα δεδοµένα είναι συνεπή προς µια φυλογενετική υπόθεση τότε τα µήκη 

των τυχαίων δένδρων που προκύπτουν από αυτά τα δεδοµένα ακολουθούν 

κατανοµή η οποία είναι ασύµµετρη προς τα αριστερά. Αντίθετα, όταν τα 

δεδοµένα στηρίζουν πολλές εναλλακτικές υποθέσεις, τότε η κατανοµή των 

µηκών των δένδρων είναι συµµετρική και δεν ξεχωρίζει από αυτή που θα 

έδινε ένα σύνολο τυχαίων δεδοµένων. Για τον έλεγχο της ποιότητας του 

φυλογενετικού σήµατος κατασκευάστηκαν 1.000.000 τυχαία δένδρα µε τη 
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βοήθεια του φυλογενετικού προγράµµατος PAUP (v.4.0b10, Swofford 2002). 

Η ασυµµετρία (g1) της κατανοµής του µήκους των δένδρων υπολογίστηκε και 

η τιµή της συγκρίθηκε µε αυτές που περιγράφονται στη δοκιµασία των Hillis 

& Huelsenbeck (1992). 

 

2.3.2.4.3 Εκτίµηση γενετικών αποστάσεων  

Η απλούστερη µέτρηση της απόστασης δύο νουκλεοτιδικών 

αλληλουχιών είναι η καταµέτρηση του αριθµού των νουκλεοτιδικών θέσεων 

στις οποίες οι δύο αυτές αλληλουχίες διαφέρουν (απόσταση p), η οποία 

εκφράζεται ως το ποσοστό p των νουκλεοτιδικών θέσεων στις οποίες οι δυο 

αλληλουχίες είναι διαφορετικές. Όµως στις περιπτώσεις που ο εξελικτικός 

ρυθµός είναι µεγάλος, η απόσταση p υποεκτιµά ουσιαστικά την απόσταση των 

δυο αλληλουχιών (Page & Holmes, 1998). Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι όσο 

αυξάνει ο βαθµός διαφοροποίησης µεταξύ δυο αλληλουχιών, τόσο αυξάνει 

και η πιθανότητα η ίδια νουκλεοτιδική θέση να έχει υποστεί πολλαπλές 

µεταλλαγές και να έχει επανέλθει στην αρχική της κατάσταση, έχοντας στην 

ουσία αποκρύψει µεγάλο βαθµό διαφοροποίησης µεταξύ των αλληλουχιών 

(Nei & Kumar, 2000). Για το λόγο αυτόν έχουν αναπτυχθεί µέθοδοι που είναι 

γνωστές ως τεχνικές διόρθωσης των αποστάσεων, και έχουν ως στόχο να 

«διορθώσουν» τις παρατηρούµενες αποστάσεις εκτιµώντας το ποσοστό της 

γενετικής διαφοροποίησης που έχει καλυφθεί λόγω πολλαπλών αλλαγών σε 

µια νουκλεοτιδική θέση. Oι περισσότερες µέθοδοι διόρθωσης των αποστάσεων 

συσχετίζονται µεταξύ τους και διαφέρουν µόνο στον αριθµό των παραµέτρων 

που προσπαθούν να συµπεριλάβουν. Ορισµένες επιτρέπουν την ύπαρξη 

διαφορετικών νουκλεοτιδικών συχνοτήτων, άλλες δίνουν τη δυνατότητα για 

διαφορετική πιθανότητα εµφάνισης των διαφόρων τύπων νουκλεοτιδικών 

υποκαταστάσεων, ή λαµβάνουν υπόψη τη διακύµανση του ρυθµού 

υποκατάστασης µεταξύ διαφορετικών νουκλεοτιδικών θέσεων (Felsenstein, 

2004). Η επιλογή του µοντέλου εκτίµησης της γενετικής απόστασης δεν είναι 

απλή υπόθεση. Προϋποθέτει εµπειρία και κριτική στάση απέναντι στα 

δεδοµένα που έχει κάποιος στα χέρια του, και συχνά αποτελεί αρκετά 
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χρονοβόρα διαδικασία. Σύµφωνα µε τους Kumar et al. (1993), εάν δύο 

µοντέλα εκτίµησης γενετικών αποστάσεων δίνουν παρόµοιες τιµές για ένα 

σύνολο δεδοµένων, χρησιµοποιούµε το πιο απλό από αυτά, εξαιτίας του ότι 

το απλούστερο θα έχει µικρότερη διασπορά.  

Οι γενετικές αποστάσεις (ανά ζεύγη) των αλληλουχιών εκτιµήθηκαν µε 

βάση το διπαραµετρικό µοντέλο Kimura–2 parameters (K2P, Kimura, 1980) 

και µε το µοντέλο που επιλέχθηκε µετά τη δοκιµασία του λόγου των 

πιθανοφανειών (Likelihood Ratio Test, LRT), που περιγράφεται στην επόµενη 

παράγραφο. Τα φυλογενετικά προγράµµατα που χρησιµοποιήθηκαν για την 

εκτίµηση των αποστάσεων είναι το MEGA (v 2.1, Kumar et al., 2001) και το 

PAUP (v.4.0b10, Swofford, 2002).  

 

2.3.2.4.4 Επιλογή του καταλληλότερου µοντέλου εξέλιξης 

Το αποτέλεσµα των διάφορων φυλογενετικών µεθόδων εξαρτάται 

άµεσα από το µοντέλο που χρησιµοποιούν για την εκτίµηση των εξελικτικών 

αποστάσεων, αφού αυτές οι µέθοδοι κάνουν παραδοχές σε ό,τι αφορά τις 

νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις των αλληλουχιών (Felsenstein, 1988). Για να 

υπάρχει αξιοπιστία στα συµπεράσµατα των φυλογενετικών αναλύσεων, είναι 

αναγκαία η αξιοπιστία του µοντέλου εξέλιξης (Goldman, 1993). Έτσι, όλες οι 

φυλογενετικές µέθοδοι που βασίζονται σε σαφή µοντέλα εξέλιξης θα πρέπει 

να εξεταστούν ώστε να βρεθεί ποιο εξελικτικό µοντέλο ταιριάζει καλύτερα στο 

συγκεκριµένο σύνολο δεδοµένων που χρησιµοποιούνται στην ανάλυση, ώστε 

να δικαιολογείται και η χρήση του (Posada & Crandall, 1998). Για την επιλογή 

του καταλληλότερου µοντέλου εξέλιξης νουκλεοτιδικής υποκατάστασης 

εφαρµόστηκε η δοκιµασία του λόγου των πιθανοφανειών (Likelihood Ratio 

Test, LRT) µε τη βοήθεια του υπολογιστικού προγράµµατος ModelTest v. 3.5 

(Posada & Crandall, 1998) και του PAUP v.4.0b10 (Swofford, 2002), το οποίο 

έχει τη δυνατότητα να επιλέξει ανάµεσα σε 56 διαφορετικά µοντέλα ποιο είναι 

αυτό που ταιριάζει καλύτερα µε το αντίστοιχο σύνολο των αλληλουχιών. Στη 

συνέχεια χρησιµοποιώντας το µοντέλο και τις παραµέτρους που επιλέχθηκαν 

από το LRT ως αρχικές παραµέτρους στην ανάλυση µέγιστης πιθανοφάνειας 
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µε το πρόγραµµα PAUP, ακολουθήθηκε η µέθοδος της διαδοχικής 

προσέγγισης (successive approximation, Sullivan et al., 2005) ώστε να 

καταλήξουµε τελικά στις βέλτιστες παραµέτρους. Αυτό ξέρουµε ότι το 

πετύχαµε όταν σε δυο διαδοχικές αναζητήσεις καταλήξουµε στις ίδιες τιµές 

παραµέτρων (Sullivan et al., 2005).   

 

2.3.2.4.5 Μέθοδοι φυλογενετικής ανάλυσης και στατιστικός έλεγχος των 

παραγόµενων δέντρων 

Το σύνολο των δεδοµένων υποβλήθηκαν σε ανάλυση Σύνδεσης 

Γειτόνων (NJ, Neighbor-Joining), Μέγιστης Φειδωλότητας (MP, Maximum 

Parsimony), Μέγιστης Πιθανοφάνειας (ML, Maximum Likelihood) και 

Μπεϊεσιανή Συµπερασµατολογία (BI, Bayesian Inference). Στη BI 

«αναλύθηκαν» 4 ανεξάρτητες αλυσίδες µε 107 επαναλήψεις (γενεές) σε κάθε 

αλυσίδα, οι πρώτες 105 εκ των οποίων αγνοήθηκαν ως περίοδος «burn-in». 

Όλα τα φυλογενετικά δένδρα, πλην του ML και BI, εξετάστηκαν ως προς τη 

στατιστική τους ισχύ µε τη δοκιµασία bootstrap. Το πλήθος των 

ψευδοδειγµάτων στη δοκιµασία bootstrap ήταν 1000 σε όλες τις µεθόδους. Για 

καθαρά υπολογιστικούς λόγους δεν εφαρµόστηκε η δοκιµασία bootstrap στην 

ML ανάλυση, αλλά η ισχύς του ΜL δέντρου επιβεβαιώθηκε έµµεσα από τη 

συµφωνία του µε την BI ανάλυση. Τα φυλογενετικά προγράµµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα εξής: MEGA (v 2.1, Kumar et al., 2001), PAUP 

(v.4.0b10, Swofford, 2002) και MrBayes (v. 3.0B4, Ronquist & Huelsenbeck, 

2003). 

Τέλος, µε χρήση του προγράµµατος TCS (version 1.21, Clement et al., 

2000) κατασκευάστηκε δίκτυο απλοτύπων (Haplotype Network) µε σκοπό την 

διεξαγωγή Ανάλυσης Εγκιβωτισµένων Κλάδων (NCA, Nested Clade 

Analysis). Η µέθοδος αυτή δίνει τη δυνατότητα αποσαφήνισης της 

πληθυσµιακής δοµής από την πληθυσµιακή ιστορία ανοικοδοµώντας τη 

χρονική ακολουθία των γεγονότων που οδήγησαν στο τρέχον γενετικό 

πρότυπο που παρατηρείται σε έναν πληθυσµό (Templeton et al., 1992; 

Templeton, 1998). Εισάγουµε στο TCS το αρχείο µε τις νουκλεοτιδικές 

 45



 Κεφάλαιο 2ο 
Υλικά και Μέθοδοι 

αλληλουχίες (σε µορφή nexus), τις οποίες το πρόγραµµα µετατρέπει σε 

απλότυπους (πανοµοιότυπες αλληλουχίες εντάσσονται στον ίδιο απλότυπο), 

υπολογίζοντας παράλληλα τις συχνότητες των απλοτύπων στο δείγµα. Στη 

συνέχεια κατασκευάζεται ένας πίνακας αποστάσεων για όλα τα ζεύγη 

απλοτύπων µε βάση τον οποίο υπολογίζεται ο αριθµός των µεταλλακτικών 

διαφορών, δηλαδή ο µέγιστος αριθµός βηµάτων που συνδέουν φειδωλά δυο 

απλότυπους. Με βάση τη συχνότητα και τη θέση του κάθε απλοτύπου στο 

παραγόµενο δίκτυο υπολογίζεται η ρίζα του δικτύου, δηλαδή ο απλότυπος 

που πιθανώς είναι ο πιο προγονικός.   

Όµως το δίκτυο απλοτύπων που προέκυψε εµπεριείχε πάρα πολλές 

πολλαπλές συνδέσεις (loops) ώστε ήταν αδύνατη η διεξαγωγή της ανάλυσης 

NCA. Οι πολλαπλές συνδέσεις υποδηλώνουν αµφισβητούµενες σχέσεις 

µεταξύ των απλοτύπων. Στα αποτελέσµατα παρουσιάζεται ενδεικτικά το 

δίκτυο απλοτύπων µόνο για το cyt b. Τα αντίστοιχα δίκτυα τόσο για την D-

loop όσο και για τη συνδυασµένη ανάλυση ήταν πολύ πιο πολύπλοκα και 

δύσκολο να παρασταθούν γραφικά µε τρόπο ώστε να φαίνονται όλες οι 

συνδέσεις.  

Στην παρούσα διατριβή χρησιµοποιήθηκαν αντίστοιχες αλληλουχίες 

από τη βάση γενετικών δεδοµένων GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Παρακάτω δίνονται οι κωδικοί πρόσβασης στην GenBank και οι εργασίες στις 

οποίες είναι δηµοσιευµένες οι αλληλουχίες. Για το Mauremys rivulata 

χρησιµοποιήθηκε αλληλουχία του cyt b του είδους από την Τουρκία 

(AJ564455, Barth et al., 2004). ∆εν υπήρχε διαθέσιµη αντίστοιχη αλληλουχία 

για την περιοχή ελέγχου (D-loop). Ως παραοµάδες (outgroups) για το γένος 

Mauremys χρησιµοποιήθηκαν αντίστοιχες αλληλουχίες των ειδών Geoemyda 

spengleri και Testudo marginata. Οι κωδικοί τους είναι οι εξής: Geoemyda 

spengleri- AJ564449 (Barth et al., 2004) και Testudo marginata- NC007698 

(Parham et al., 2006). Το είδος Geoemyda spengleri είναι από τα πιο κατάλληλα 

για χρήση ως παραοµάδα µιας και ανήκει στο βασικό κλαδί της οικογένειας 

Geoemydidae (Spinks et al., 2004). Το είδος T. marginata χρησιµοποιήθηκε 

γιατί στην περίπτωση της περιοχής ελέγχου (D-loop) δεν υπήρχαν διαθέσιµες 
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αλληλουχίες για είδη της οικογένειας Geoemydidae, οπότε επιλέχθηκε ένα 

είδος της οικογένειας Testudinidae, που είναι η πιο συγγενική. Η ανάκτηση 

δειγµάτων κάποιου είδους της οικογένειας Geoemydidae, ώστε να γίνει 

προσδιορισµός αλληλουχιών από εµένα ήταν πράγµα αδύνατο, αφού 

πρόκειται για είδη της Ανατολικής Ασίας, τα περισσότερα µάλιστα από τα 

οποία είναι σε καθεστώς αυστηρής προστασίας. Έτσι, στη συνδυασµένη 

ανάλυση που παρουσιάζεται εδώ χρησιµοποιήθηκε η αντίστοιχη αλληλουχία 

της G. spengleri για το cyt-b και οι αλληλουχίες της T. marginata για το cyt-b 

και την D-loop.  

Για τη γραφική αναπαράσταση όλων των δέντρων χρησιµοποιήθηκε το 

πρόγραµµα TreeView (version 1.6.6) και για την περαιτέρω επεξεργασία όλων 

των δέντρων και διαγραµµάτων το πρόγραµµα Corel Draw (version 11).   

 

2.3.2.4.6 Έλεγχος της οµοιογένειας του εξελικτικού ρυθµού 

Υπάρχουν δυο κατηγορίες µεθόδων για τον έλεγχο του κατά πόσο οι 

εξεταζόµενες αλληλουχίες εξελίσσονται µε τον ίδιο ρυθµό. Η µια κατηγορία 

εξετάζει αν µια γενεαλογική γραµµή εξελίσσεται µε τον ίδιο ή διαφορετικό 

ρυθµό σε σχέση µε κάποια άλλη (Έλεγχοι Σχετικού Ρυθµού ή Relative Rate 

Test). Η προσέγγιση αυτή, όµως, δεν λαµβάνει υπόψη κάποιο συγκεκριµένο 

µοντέλο και έτσι αγνοεί τις πολλαπλές υποκαταστάσεις, οι οποίες αλλοιώνουν 

την εικόνα των παρατηρούµενων αλλαγών. Η άλλη κατηγορία µεθόδων 

εξετάζει την οµοιογένεια ή όχι του εξελικτικού ρυθµού σε ένα σύνολο 

εξεταζόµενων αλληλουχιών (Έλεγχοι Ετερογένειας του Ρυθµού ή Rate 

Heterogeneity Tests). Η πιο κλασική µέθοδος αυτής της κατηγορίας είναι ο 

έλεγχος του λόγου των πιθανοφανειών (Likelihood Ratio Test, Felsenstein 

1981, 1988).  

Για τον έλεγχο της οµοιογένειας του εξελικτικού ρυθµού µέσα στους 

κλάδους του γένους Mauremys εφαρµόστηκε η δοκιµασία του λόγου των 

πιθανοφανειών (Likelihood Ratio Test, LRT) µε τη βοήθεια του φυλογενετικού 

προγράµµατος PAUP (v.4.0b10, Swofford, 2002).  
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2.3.2.4.7 Συσχέτιση της γενετικής διαφοροποίησης µε τη γεωγραφική 

απόσταση των πληθυσµών 

Προκειµένου να διαπιστωθεί αν η γενετική απόσταση των πληθυσµών 

συµµεταβάλλεται µε τη γεωγραφική τους απόσταση (αποµόνωση λόγω 

απόστασης), εφαρµόστηκε η µη-παραµετρική δοκιµασία του Mantel (1967) µε 

τη βοήθεια του προγράµµατος Mantel (version 2, Liedloff, 1999). Με τη 

δοκιµασία αυτή, οι τιµές δυο πινάκων που έχουν υπολογιστεί ανεξάρτητα ο 

ένας από τον άλλο, εξετάζονται ως προς την συσχέτιση των στοιχείων τους, η 

οποία εκφράζεται µε το συντελεστή συσχέτισης r. Στην περίπτωσή µας τα 

ζεύγη των πινάκων που εξετάζονται είναι ο πίνακας των γεωγραφικών 

αποστάσεων µεταξύ των ατόµων που χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη και των 

γενετικών τους αποστάσεων όπως αυτές υπολογίστηκαν µε βάση το 

διπαραµετρικό µοντέλο Kimura–2 parameters (K2P, Kimura, 1980). Έγινε 

ξεχωριστός έλεγχος για το cyt b και την D-loop. Οι γεωγραφικές αποστάσεις 

υπολογίστηκαν ως η απόσταση µεταξύ των σηµείων που ορίζουν οι 

γεωγραφικές συντεταγµένες των πληθυσµών µε τη χρήση του προγράµµατος 

ArcView (version 8.2).  

 

2.3.3 Μικροδορυφορικοί δείκτες 

2.3.3.1 Ανάπτυξη βιβλιοθήκης µικροδορυφορικών δεικτών για το είδος 

M. rivulata 

Η ανάπτυξη βιβλιοθήκης µικροδορυφορικών δεικτών είναι µια 

δαπανηρή και χρονοβόρα διαδικασία, κατά την οποία γίνεται εύρεση 

µικροδορυφορικών τόπων µέσα στο γονιδίωµα ενός συγκεκριµένου 

οργανισµού. Τα µικροδορυφορικά τµήµατα συνήθως εµφανίζονται σε µη 

κωδικές περιοχές του γονιδιώµατος, όπου ο ρυθµός υποκατάστασης των 

νουκλεοτιδίων είναι πολύ υψηλότερος από ό,τι σε κωδικές περιοχές. Έτσι, η 

ανάπτυξη καθολικών εκκινητών (universal primers), όπως στην περίπτωση 

του mtDNA, είναι συχνά προβληµατική για τους µικροδορυφορικούς δείκτες. 

Ως αποτέλεσµα, οι µικροδορυφορικοί τόποι θα πρέπει να αποµονώνονται εκ 

νέου για τα περισσότερα είδη που µελετώνται για πρώτη φορά (Zane et al., 
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2002). Παρόλα αυτά, έχουν αναφερθεί περιπτώσεις ύπαρξης συντηρηµένων 

περιοχών που περιβάλλουν τους µικροδορυφορικούς τόπους και δίνουν τη 

δυνατότητα πολλαπλασιασµού µε PCR οµόλογων περιοχών σε συγγενικά 

τάξα (FritzSimmons et al., 1995; Rico et al., 1996; Palkovacs et al., 2003; King & 

Julian, 2004). Όµως αυτό δεν διασφαλίζει ότι οι τόποι που εµφανίζουν υψηλό 

πολυµορφισµό στο είδος για το οποίο έχουν σχεδιαστεί θα εµφανίζουν και 

αντίστοιχα υψηλό πολυµορφισµό και για συγγενικά του είδη (Rubinsztein et 

al., 1995; Morin et al., 1998; Rubinsztein et al., 1999). Έτσι λοιπόν στην 

προκειµένη περίπτωση αναπτύχθηκε µια εµπλουτισµένη γενωµική 

βιβλιοθήκη για την εύρεση πολυµορφικών µικροδορυφορικών τόπων για το 

είδος Mauremys rivulata.  

Η βιβλιοθήκη αναπτύχθηκε µε βάση ήδη δηµοσιευµένα πρωτόκολλα 

(Kijas et al., 1994; Hamilton et al., 1999), µε κάποιες τροποποιήσεις (Mantziou 

et al., 2005). Η εµπλουτισµένη βιβλιοθήκη προκύπτει από µια τεχνική µε την 

οποία αποφεύγεται ο προσδιορισµό της αλληλουχίας µεγάλου πλήθους 

κλώνων, καθώς η επιλογή των κλώνων που εµπεριέχουν µικροδορυφορικές 

αλληλουχίες γίνεται νωρίτερα (Hamilton et al., 1999; Zane et al., 2002). 

Παρακάτω περιγράφεται συνοπτικά η διαδικασία, κατά την οποία έλαβε 

χώρα προσπάθεια εύρεσης δινουκλεοτιδικών µικροδορυφορικών 

αλληλουχιών τύπου GA και AC. Καταρχάς, γίνεται εξαγωγή του ολικού 

γενωµικού DNA, όπως αυτή περιγράφεται στην παράγραφο 2.3.1. Στη 

συνέχεια γίνεται πέψη του DNA µε τα περιοριστικά ένζυµα AluI, HaeIII και 

RsaI. Μετά την πέψη ακολουθεί ηλεκτροφόρηση σε πήγµα αγαρόζης 2% και 

επιλέγονται κοµµάτια των οποίων το µέγεθος κυµαίνεται από 200 έως 800 bp 

(κόψιµο και καθαρισµός της ζώνης από 200-800bp). Στη συνέχεια, γίνεται 

πρόσδεση δίκλωνων ολιγονουκλεοτιδικών αλληλουχιών (SNX-linker, 

Hamilton et al., 1999) στα άκρα κάθε κοµµατιού και υβριδοποίηση µε 5’-

βιοτινυλιωµένους εκκινητές (GA)10 και (AC)8. Κατά τη διαδικασία αυτή οι 

βιοτινυλιωµένοι εκκινητές θα προσδεθούν στα κοµµάτια εκείνα που 

περιέχουν µικροδορυφορικές επαναλήψεις (GA) και (AC). Αφού γίνει 

αποδιάταξη των τεµαχίων του DNA, ώστε να βρεθούν σε µονόκλωνη µορφή,  
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προσθέτουµε στο διάλυµα µαγνητικά σφαιρίδια σιδήρου (Promega), που 

είναι επικαλυµµένα µε στρεπταβιδίνη, η οποία προσδένεται στη βιοτίνη των 

εκκινητών. Με τον τρόπο αυτόν, τα µαγνητικά σφαιρίδια βρίσκονται 

προσδεµένα στα κοµµάτια του DNA που περιέχουν µικροδορυφορικές 

επαναλήψεις. Με τη χρήση ενός µαγνήτη αποµονώνουµε από το µείγµα µόνο 

εκείνα τα κοµµάτια του DNA που εµπεριέχουν τις επαναλήψεις (GA) και 

(AC). Ακολουθεί πολλαπλασιασµός και µετατροπή του εµπλουτισµένου DNA 

από µονόκλωνο σε δίκλωνο µέσω της PCR, όπου ως εκκινητής 

χρησιµοποιείται η αλληλουχία του linker που αναφέρθηκε παραπάνω (SNX-

linker, Hamilton et al., 1999). Για την πιστοποίηση της επιτυχίας της 

αντίδρασης, 5µl από το προϊόν της PCR ηλεκτροφορούνται για 50min σε 

πήκτωµα αγαρόζης 1% που περιείχε 5% βρωµιούχο αιθίδιο. Ακολουθεί 

καθαρισµός του προϊόντος της PCR και εισαγωγή του εµπλουτισµένου DNA 

σε φορέα κλωνοποίησης (πλασµίδιο) pGEM-T vector (Promega). Αµέσως µετά 

γίνεται µετασχηµατισµός σε βακτηριακά κύτταρα τύπου Escherichia coli (E.coli, 

JM109 competent cells, Promega) και καλλιέργεια αυτών σε τρυβλία πετρί, τα 

οποία περιέχουν θρεπτικό υλικό µε αµπικιλίνη και επίστρωση X-Gal. Από την 

καλλιέργεια αναµένουµε δυο τύπους αποικιών: λευκές και µπλε. Οι λευκές 

αποικίες είναι τα βακτήρια που περιέχουν το ενσωµατωµένο πλασµίδιο µε το 

ένθεµα [επαναλήψεις (GA) και (AC)]. Οι µπλε αποικίες είναι τα βακτήρια που 

περιέχουν το ενσωµατωµένο πλασµίδιο, αλλά στο οποίο δεν έχει εισαχθεί το 

ένθεµα και για το λόγο αυτό µεταβολίζουν το X-Gal και δίνουν το µπλε 

χρώµα. Γίνεται λοιπόν επιλογή των λευκών αποικιών και περαιτέρω 

καλλιέργειά τους. Αφού γίνει εξαγωγή πλασµιδίου ακολουθεί έλεγχος των 

αποικιών για την παρουσία µικροδορυφορικών αλληλουχιών µε τη µέθοδο 

της τριπλής PCR, όπου χρησιµοποιούνται οι δυο εκκινητές του πλασµιδίου 

(Τ7 και SP6) και ένας εκκινητής (µη-βιοτινυλιωµένος) (GA)10 ή (AC)8. 2µl των 

προϊόντων της PCR ηλεκτροφορούνται για 50min σε πήκτωµα αγαρόζης 1,5% 

που περιείχε 5% βρωµιούχο αιθίδιο. Έγινε επιλογή εκείνων των προϊόντων 

PCR που δίνουν τουλάχιστον δυο ζώνες στο πήκτωµα αγαρόζης και κατόπιν 

προσδιορισµός της αλληλουχίας τους σε αυτόµατο αναλυτή τύπου LI-COR 
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4200L στο εργαστήριο Μικροχηµείας του Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας 

και Βιοτεχνολογίας (ΙΜΒΒ-FORTH, Ηράκλειο, Κρήτη).  

 

2.3.3.2 Έλεγχος πολυµορφισµού 

Κατά την αποµόνωση µικροδορυφορικών τόπων είναι πιθανό να 

προκύψουν τόποι οι οποίοι δεν είναι κατάλληλοι για τη µελέτη µας. Αυτό 

µπορεί να συµβεί είτε γιατί δεν µπορούν να σχεδιαστούν κατάλληλοι 

εκκινητές για τον πολλαπλασιασµό των τόπων (π.χ. οι επαναλήψεις είναι στο 

τέλος της αλληλουχίας), είτε γιατί οι τόποι δίνουν παραπροϊόντα κατά τον 

πολλαπλασιασµό τους, είτε τέλος γιατί οι τόποι µπορεί να µην είναι 

πολυµορφικοί. Μετά την αποµόνωση των µικροδορυφορικών τόπων 

σχεδιάστηκαν εκκινητές ώστε να είναι δυνατός ο πολλαπλασιασµός τους µε τη 

µέθοδο της PCR. Ο σχεδιασµός των εκκινητών έγινε µε το δικτυακό 

πρόγραµµα PRIMER version 3.0 (http://www.genome.wi.mit.edu) στην 

παράπλευρη περιοχή των επαναλήψεων µε στόχο να καταλήξουµε σε 

προϊόντα µεγέθους από 100 – 250bp.  

Για τον έλεγχο του πολυµορφισµού χρησιµοποιήθηκαν 10 πληθυσµοί 

από την Ελλάδα µε ελάχιστο αριθµό 23 ατόµων. Οι αναλύσεις τόσο για τον 

έλεγχο του πολυµορφισµού όσο και για το σύνολο των πληθυσµών 

περιγράφονται αναλυτικά παρακάτω.  

 

2.3.3.3 Πολλαπλασιασµός των µικροδορυφορικών αλληλουχιών µέσω 

της µεθόδου PCR  

Μετά και τον έλεγχο πολυµορφισµού προέκυψαν έξι κατάλληλοι 

µικροδορυφορικοί τόποι. Οι αλληλουχίες των εκκινητών που 

χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό των τόπων αυτών και το µέγεθος 

του προϊόντος που παράγουν δίνονται στον πίνακα 2.5, ενώ οι συνθήκες της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR) για κάθε τόπο δίνονται στον 

πίνακα 2.6.  
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Πίνακας 2.5. Οι µικροδρυφορικοί τόποι που µελετήθηκαν στην παρούσα διατριβή, η 
σύνθεσή τους, οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν, και το εύρος 
του µεγέθους των προϊόντων τους. Κάτω από την ονοµασία κάθε τόπου δίνεται σε 
αγκύλη ο αριθµός πρόσβασης στη γενετική βάση δεδοµένων GenBank, όπου έχουν 
κατατεθεί οι αλληλουχίες κατά την περιγραφή των µικροδορυφορικών τόπων 
(Mantziou et al., 2005). 

Τόποι 
[GenBank ID] Μικροδορυφορική Σύνθεση Εκκινητές (5’-3’)* Εύρος µεγέθους 

προϊόντων (bp) 

MR-1 
[AY934859] (AC)11

L:5’-FAM-TTTCTGCACCTGCTTAACTT 
R:5’-CTCATGGAGGTGGTGTTACT 222-238 

MR-2 
[AY934860] (AC)9

L:5’-TET-ACGGAATCCTGATTAATTCC 
R:5’-CTTCCCTCAATACAATGGTT 155-239 

MR-3 
[AY934861] (GT)8

L:5’-TET-CATTTTCTTTATCGCCTCAC 
R:5’-CTTTCACAGCACAAGTCTCA 181-193 

MR-5 
[AY934862] (GA)18

L:5'-TET-TCTAGGGTCGCCCCTGTAGG 
R:5'-CTGGGAATGTTCTGCGGTTG 143-189 

MR-8 
[AY934863] (GT)32(GA)12

L:5'-TET-TGCCCTCTGATGCTCTGGTG 
R:5'-GCCCAAATGTCTACAACTGTGG 126-194 

MR-9 
[AY934864] (CT)16

L: 5'-FAM-CCAATGCTCCAGGCGTG 
R:5'-GCCAGTCTTACTGCTGAACC 85-105 

*L: εµπρόσθιος εκκινητής, R: ανάστροφος εκκινητής 

 

Πίνακας 2.6. Οι βέλτιστες θερµοκρασίες υβριδοποίησης των αντιδράσεων των PCR 
για τους µικροδορυφορικούς τόπους που µελετήθηκαν στην παρούσα διατριβή. 

Μικροδορυφορικοί 
Τόποι 

Θερµοκρασία 
Υβριδοποίησης, Ta (oC) 

MR-1 56 

MR-2 52 

MR-3 55 

MR-5 62 

MR-8 62 

MR-9 55,5 

 

Οι βέλτιστες συγκεντρώσεις για τα επιµέρους αντιδραστήρια της PCR 

ήταν για όλους τους τόπους οι παρακάτω: σε τελικό όγκο αντίδρασης 10µl 

εµπεριέχονται περίπου 200ng DNA, 0,5µM του κάθε εκκινητή, 1x ρυθµιστικό 

διάλυµα της PCR (PCR buffer), 1,5mM MgCl2, 300µl dNTPs και 0,2 U Taq 
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DNA πολυµεράση (Promega). Για τη βελτιστοποίηση των συνθηκών 

χρησιµοποιήθηκε θερµικός κυκλοποιητής µε δυνατότητα διαβάθµισης της 

θερµοκρασίας υβριδοποίησης (Τa) (Bio-Rad-Gradient Thermocycler: 

MyCyclerTM Thermal Cycler).  

 

2.3.3.4 Οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων και προσδιορισµός του 

µεγέθους των προϊόντων της PCR 

Μετά το πέρας των αντιδράσεων PCR, τα προϊόντα αναµείχθηκαν µε 

χρωστική dextran blue (loading dye), φορµαµίδη και αλληλουχία γνωστού 

µεγέθους (size standard) Gene-Scan-500 TAMRA (Applied Biosystems). Για 

την οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων έγινε ηλεκτροφόρηση σε πήγµα 

ακρυλαµίδης 6% σε αυτοµατοποιηµένο αναλυτή αλληλουχιών τύπου ABI 377 

Genetic Analyser (Applied Biosystems). Η διάρκεια κάθε ηλεκτροφόρησης 

ήταν 150 min. Η συλλογή και αποθήκευση των αποτελεσµάτων έγινε µε το 

πρόγραµµα GENESCANTM Fragment Analysis. Το ακριβές µέγεθος των 

αλληλοµόρφων προσδιορίστηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

GENOTYPER (Applied Biosystems).  

 

2.3.3.5 Στατιστική επεξεργασία αποτελεσµάτων  

Τα µεγέθη των αλληλοµόρφων που προσδιορίστηκαν για κάθε άτοµο 

και για κάθε τόπο χωριστά καταγράφηκαν µε τη βοήθεια του λογισµικού 

Excel (Microsoft Office) για να χρησιµοποιηθούν στις περαιτέρω στατιστικές 

αναλύσεις. Με τη χρήση του προγράµµατος GENETIX (version 4.04, Belkhir et 

al., 2000), υπολογίστηκαν οι αλληλικές συχνότητες, η µέση παρατηρούµενη 

(Ηο) και αναµενόµενη (Ηe) ετεροζυγωτία (nonbiased expected 

heterozygosity, Nei, 1978), ο αριθµός αλληλοµόρφων ανά τόπο και οι τιµές Fst 

(Weir & Cockerham, 1984), που µας δίνουν µια εκτίµηση της γονιδιακής ροής 

µεταξύ των πληθυσµών. Με χρήση του προγράµµατος GENEPOP (version 3.4, 

Raymond & Rousset, 1995 και Genepop on the Web, Raymond & Rousset, 

2004), πραγµατοποιήθηκε έλεγχος ανισορροπίας σύνδεσης για τη στατιστική 

τεκµηρίωση του ανεξάρτητου διαχωρισµού των γενετικών τόπων. Η µηδενική 
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υπόθεση κατά τον έλεγχο αυτό είναι: Ηο= οι γονότυποι σε ένα γενετικό τόπο 

είναι ανεξάρτητοι από τους γονοτύπους ενός άλλου γενετικού τόπου. Στη 

συνέχεια έγινε έλεγχος πληθυσµιακής διαφοροποίησης µε σκοπό τον ορισµό 

των διακριτών πληθυσµών. Ο έλεγχος εξετάζει την κατανοµή των 

αλληλοµόρφων στους υπό µελέτη πληθυσµούς και έχει ως µηδενική υπόθεση 

την Ηο= η κατανοµή των αλληλοµόρφων είναι ίδια για ζεύγη πληθυσµών. Με 

το ίδιο πρόγραµµα πραγµατοποιήθηκαν έλεγχοι απόκλισης από την 

ισορροπία Hardy-Weinberg. Η µηδενική υπόθεση στους ελέγχους αυτούς 

είναι η Ηο= τυχαία ένωση γαµετών. Έγιναν δυο έλεγχοι, ο πρώτος µε 

εναλλακτική υπόθεση Η1= έλλειµµα ετεροζυγωτίας και ο δεύτερος µε Η1= 

πλεόνασµα ετεροζυγωτίας. Το έλλειµµα ετεροζυγωτίας µπορεί να οφείλεται σε 

διάφορες αιτίες: α) στην ύπαρξη µηδενικών αλληλοµόρφων (null alleles), που 

δεν πολλαπλασιάζονται κατά την αντίδραση της PCR, β) σε οµοµιξία εντός 

των πληθυσµών (inbreeding) και γ) σε πληθυσµιακή υποδιαίρεση. Αντίθετα 

το πλεόνασµα ετεροζυγωτίας µπορεί να οφείλεται: α) σε φαινόµενα 

υπερκυριαρχίας (πλεονέκτηµα του ετεροζυγώτη), β) στις συζεύξεις των 

ατόµων ενός πληθυσµού µε άτοµα άλλου πληθυσµού (outbreeding) και γ) σε 

φαινόµενο πληθυσµιακής στενωπού (bottleneck). Με το πρόγραµµα Micro-

Checker (version 2.2.3, Shipley, 2003) έγινε έλεγχος για την πιθανότητα 

ύπαρξης µηδενικών αλληλοµόρφων. Για την εξακρίβωση της ακριβούς αιτίας 

απόκλισης από την ισορροπία HW χρειάζονται επιπρόσθετα στοιχεία 

δηµογραφίας.  

Με το πρόγραµµα GENETIX έγινε στη συνέχεια Παραγοντική 

Ανάλυση Αντιστοιχιών (CΑ) µε την απόσταση χ2- Benzecri (Benzecri, 1973). 

Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή, αρχικά πραγµατοποιείται µετασχηµατισµός των 

γονοτύπων των ατόµων για τους υπό µελέτη γενετικούς τόπους σε πίνακα 

συνάφειας. Έτσι δηµιουργείται ένας πολλαπλός πίνακας συνάφειας (multiple 

contingency table). Στη συνέχεια πραγµατοποιείται σύνδεση του παραπάνω 

πίνακα µε νέφος σηµείων τοποθετηµένων σε χώρο Κ- διαστάσεων (Rk). Η 

µέτρηση της σχέσης µεταξύ δυο οποιονδήποτε σηµείων του χώρου Rk γίνεται 

µε την απόσταση χ2- Benzecri, και χρησιµοποιείται για την Ανάλυση 
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Συνιστωσών (Benzecri, 1973; She et al., 1987). Το τελικό αποτέλεσµα της 

ανάλυσης είναι ένα τρισδιάστατο γράφηµα, όπου η τελική θέση του κάθε 

ατόµου- σηµείου καθορίζεται από το γονότυπο του ατόµου αυτού σε όλους 

τους υπό µελέτη µικροδορυφορικούς τόπους.   

Με τη βοήθεια του προγράµµατος “GENEPOP on the WEB” (Raymond 

& Rousset, 2004) προκειµένου να διαπιστωθεί αν η γενετική διαφοροποίηση 

των πληθυσµών συµµεταβάλλεται µε τη γεωγραφική τους απόσταση 

(αποµόνωση λόγω απόστασης, IBD) εφαρµόστηκε η δοκιµασία του Mantel 

(1967). Για τον έλεγχο IBD χρησιµοποιήθηκαν οι τιµές Fst/(1- Fst) και οι 

νεπέριοι λογάριθµοι των γεωγραφικών αποστάσεων µεταξύ των πληθυσµών. 

Η µηδενική υπόθεση που εξετάζεται κατά τον έλεγχο αυτό είναι: Η0= οι δυο 

µεταβλητές (γενετική διαφοροποίηση και γεωγραφική απόσταση) είναι 

ανεξάρτητες µεταξύ τους. 

Στη συνέχεια, µε το πρόγραµµα Populations (v.1.2.28, Langelle, 1999) 

υπολογίστηκαν οι γενετικές αποστάσεις DAS (Allele-Sharing Statistic, Stephens 

et al., 1992) και DC (Chord distance, Cavalli-Sforza & Edwards, 1967), οι 

οποίες χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή φυλογενετικών δέντρων µε τη 

µέθοδο Σύνδεσης Γειτόνων (Neighbour-Joining). Οι αποστάσεις αυτές είναι 

από τις πλέον κατάλληλες για την εξαγωγή φυλογενετικών συµπερασµάτων 

όταν µελετώνται πολύ συγγενικά είδη ή πληθυσµοί του ίδιου είδους (Bowcock 

et al., 1994; Goldstein et al., 1995; Takezaki & Nei, 1996). Για τις αποστάσεις DC, 

η στατιστική ισχύς του φυλογενετικού δέντρου εξετάστηκε µε τη δοκιµασία 

bootstrap. Από το πρόγραµµα Microsat (1.5d; Minch et al. 1996) 

αναπαράχθηκε πλήθος ψευδοπινάκων (για έξι µικροδορυφορικούς τόπους το 

πλήθος των ψευδοπινάκων που µπορεί να αναπαραχθεί ανέρχεται στους 462). 

Οι πίνακες χρησιµοποιήθηκαν στο πρόγραµµα Neighbor (Phylip v. 3.63; 

Felsenstein 2004) για την κατασκευή φυλογενετικών δέντρων. Το συναινετικό 

δέντρο κατασκευάστηκε µε το πρόγραµµα Consense (Phylip v. 3.63).  

Οι µέθοδοι που βασίζονται σε γενετικές αποστάσεις είναι συνήθως 

απλές στην εφαρµογή τους και µε παραστατική απεικόνιση. Παρόλα αυτά, 

έχουν κάποια µειονεκτήµατα που εστιάζονται κυρίως στην εξάρτηση του 
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αποτελέσµατος από την επιλογή τόσο της γενετικής απόστασης όσο και της 

γραφικής αναπαράστασης. Επίσης είναι δύσκολο να ενσωµατωθεί 

επιπρόσθετη πληροφορία, όπως για παράδειγµα η γεωγραφική προέλευση 

των ατόµων (Pritchard et al., 2000). Για το λόγο αυτό χρησιµοποιήθηκε και µια 

προσέγγιση που βασίζεται σε µοντέλα. Έτσι, πραγµατοποιήθηκε µελέτη της 

πληθυσµιακής δοµής και της κατάταξης των ατόµων σε παµµικτικές οµάδες 

µε τη βοήθεια του προγράµµατος Structure (version 2, Pritchard et al., 2000; 

Falush et al., 2003). Οι προϋποθέσεις του µοντέλου είναι η ισορροπία HW 

µέσα στις οµάδες-πληθυσµούς και η ισορροπία σύνδεσης (linkage 

equilibrium) µεταξύ των µικροδορυφορικών τόπων. Το πρόγραµµα έχοντας 

τη γενετική πληροφορία των ατόµων και µε χρήση Μπεϊεσιανής προσέγγισης, 

οµαδοποιεί τα άτοµα σε παµµικτικές µονάδες. Με τη µέθοδο αυτή γίνονται 

δυο διαφορετικοί έλεγχοι. Στον πρώτο έλεγχο το πρόγραµµα, έχοντας ως 

δεδοµένο µόνο τη γενετική πληροφορία, εκτιµά τον κατάλληλο αριθµό (Κ) 

πληθυσµών που κρίνονται απαραίτητοι για να µπορούν να ερµηνευτούν οι 

παρατηρούµενοι γονότυποι. Τέλος, µε την εισαγωγή πληροφοριών στο 

πρόγραµµα, όπως η γεωγραφική προέλευση, γίνεται έλεγχος κατά πόσο οι 

γενετικά καθορισµένοι πληθυσµοί συµφωνούν µε τους γεωγραφικά 

προκαθορισµένους πληθυσµούς.  

 

2.4 Μελέτη του τεχνητού υγρότοπου - βιολογικού καθαρισµού της 

Πόµπιας 

Στο δηµοτικό διαµέρισµα Πόµπιας του δήµου Μοιρών έχει 

δηµιουργηθεί, υπό την επίβλεψη του Οργανισµού Ανάπτυξης Ανατολικής 

Κρήτης (ΟΑΝΑΚ), ένας τεχνητός υγρότοπος-καλαµιώνας για επεξεργασία 

και διάθεση των υγρών αποβλήτων της. Στο πλαίσιο του προγράµµατος 

ΠΕΝΕ∆ 01Ε∆ 424 έγιναν επαναληπτικές δειγµατοληψίες στον τεχνητό 

υγρότοπο της Πόµπιας για τρία συνεχόµενα χρόνια. Τα απόβλητα της 

Πόµπιας αρχικά διοχετεύονται σε σηπτική δεξαµενή χωρητικότητας 655,2m3, 

όπου γίνεται καθίζηση των στερεών (πρωτοβάθµια επεξεργασία αποβλήτων). 

Στη συνέχεια τα υγρά απόβλητα διοχετεύονται στον τεχνητό υγρότοπο, ο 
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οποίος λειτουργεί ως δευτεροβάθµια επεξεργασία. Τα νερά του υγροτόπου 

τελικά διοχετεύονται σε φρεάτιο συλλογής (ρυάκι) και χρησιµοποιούνται για 

αρδευτικούς σκοπούς. Ο υγρότοπος έχει σχεδιαστεί να δέχεται τα απόβλητα 

1200 ατόµων και αποτελείται από δυο λεκάνες µε συνολική επιφάνεια 6810m2 

και βάθος από 20 εκατοστά έως 1 µέτρο (ρυθµιζόµενο εποχικά µε ειδική 

διάταξη).  

Η µελέτη στον υγρότοπο της Πόµπιας περιλάµβανε παρατηρήσεις του 

πληθυσµού του M. rivulata, εκτίµηση του πληθυσµιακού µεγέθους του είδους 

µε την τεχνική της σύλληψης-επανασύλληψης, ανάλυση ιζήµατος (για έλεγχο 

της υδρόβιας πανίδας) από τις δυο διαφορετικές δεξαµενές του βιολογικού 

καθαρισµού και από µια περιοχή “µάρτυρα” δίπλα στο βιολογικό καθαρισµό, 

και λήψη ιστού από τις χελώνες για εξαγωγή γενετικού υλικού µε σκοπό τη 

µελέτη της πληθυσµιακής δοµής και της υγείας του πληθυσµού.  

 

2.4.1 Ανάλυση µακροπανίδας 

Τα δείγµατα βένθους συλλέχθηκαν µε τη βοήθεια ειδικού 

δειγµατολήπτη τύπου σπάτουλας. Ο δειγµατολήπτης έχει χωρητικότητα 1lt 

και είναι καλυµµένος στο επάνω του µέρος µε µεταλλικό ανοξείδωτο δίχτυ 

µεγέθους µατιού 0,3 mm. Κατά τη δειγµατοληψία δεν διαταράσσεται 

ιδιαίτερα ο πυθµένας ώστε να µην χάνονται τα ευκίνητα είδη της πανίδας και 

οι οργανισµοί του πυθµένα ανασύρονται µαζί µε το ίζηµα στο οποίο ζουν, µε 

αποτέλεσµα να ανασύρονται και αυτοί που είναι προσκολληµένοι (Βορεάδου, 

1993). Από το σταθµό 1, ο οποίος αντιπροσωπεύει το πρώτο στάδιο των 

λεκανών τεχνητού υγροβιότοπου, εξετάστηκαν 2 δείγµατα, και από το σταθµό 

2, ο οποίος αντιπροσωπεύει το δεύτερο στάδιο των λεκανών του τεχνητού 

υγροβιότοπου (νερό έτοιµο προς διάθεση), εξετάστηκαν 3 δείγµατα. Επιπλέον, 

εξετάστηκαν ακόµα 3 δείγµατα από το ρυάκι το οποίο ρέει δίπλα στον 

τεχνητό υγροβιότοπο (περιοχή Ο) και στο οποίο καταλήγει τελικά το νερό 

που εκρέει. Τα δείγµατα αυτά πάρθηκαν πριν από την εκροή του νερού του 

υγροβιότοπου, για να χρησιµοποιηθεί το ρυάκι ως “µάρτυρας” και να 

συγκριθεί µε το νερό που εκρέει από το σύστηµα καθαρισµού.  
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Για κάθε δείγµα καταγράφτηκε ο αριθµός ατόµων ανά τάξο στην 

κατώτερη δυνατή ταξινοµική οµάδα. Η ποικιλότητα σε κάθε σταθµό 

υπολογίστηκε µε τη βοήθεια του δείκτη του Shannon Η’ (Shannon & Weaver, 

1949) βάσει του παρακάτω τύπου:  

H’ = -Σpilogpi  

όπου pi είναι το ποσοστό του συνολικού αριθµού των ατόµων του 

είδους i.  

Ο δείκτης Shannon Η’ αποτελεί έναν από τους πιο δηµοφιλείς για την 

εκτίµηση της ποικιλότητας των ειδών (Krebs, 1999) και έχει χρησιµοποιηθεί 

ευρύτατα σε µελέτες µειοβενθικών και µακροβενθικών συστηµάτων 

(Βορεάδου, 1993; Χατζηγιάννη, 2003).  

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων πραγµατοποιήθηκε µε 

τη βοήθεια του στατιστικού προγράµµατος PRIMER 5 του εργαστηρίου 

θαλάσσιας βιολογίας του Plymouth Μεγάλης Βρετανίας.  

 

2.4.2 Εκτίµηση µεγέθους του πληθυσµού 

Για την εκτίµηση του µεγέθους του πληθυσµού του M. rivulata έγιναν 

τρεις δειγµατοληψίες στον υγρότοπο της Πόµπιας. Κάθε φορά γινόταν 

καταγραφή των συλλήψεων και επανασυλλήψεων. Τα άτοµα που 

συλλαµβάνονταν κάθε φορά εξετάζονταν αρχικά για σηµάδια από 

προηγούµενες συλλήψεις και στη συνέχεια σηµαίνονταν (αν δεν ήταν ήδη 

σεσηµασµένα) και απελευθερώνονταν. Για την εκτίµηση χρησιµοποιήθηκαν 

οι µέθοδοι των Schnabel και Schumacher (Krebs, 1999) µε χρήση του 

προγράµµατος Ecological Methodology (2nd edition, Krebs,2002).  

 

2.5 Μελέτη της δραστηριότητας του M. rivulata µε χρήση 

ραδιοτηλεµετρίας 

Στο πλαίσιο του προγράµµατος ΠΕΝΕ∆ 01Ε∆ 424 έγιναν κάποιες 

προκαταρκτικές παρατηρήσεις για τη µελέτη της εποχικής και της ηµερήσιας 

δραστηριότητας των ζώων µε χρήση ραδιοτηλεµετρίας.  
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Για τη µελέτη της δραστηριότητας του M. rivulata χρησιµοποιήσαµε 

ποµπούς πολύ υψηλής συχνότητας (VHF) της εταιρίας “Sirtrack Landcare 

Research”. Έχουν βάρος περίπου 9gr, µήκος 40mm και είναι επενδυµένοι µε 

ένα ειδικό αδιαβροχοποιητικό υλικό για να αποτρέπει την είσοδο του νερού 

στα ηλεκτρονικά κυκλώµατα. Στην άκρη του ποµπού υπάρχει µια κεραία από 

εύκαµπτο µέταλλο, επενδυµένη µε διάφανο εύκαµπτο πλαστικό υλικό, για να 

αποτρέπει την πιθανή διάβρωση του µετάλλου, όταν αυτό έρχεται σε επαφή 

µε το νερό. Οι ποµποί διαθέτουν αισθητήρα θερµοκρασίας µέσω του οποίου 

καταλαβαίνουµε εάν τα ζώα είναι µέσα στο νερό ή έξω από αυτό και 

λιάζονται. Όταν τα ζώα βρίσκονται µέσα σε υδάτινο περιβάλλον, όπου 

επικρατεί σχετικά σταθερή θερµοκρασία καθ’ όλη τη διάρκεια της ηµέρας, 

τότε το σήµα είναι σταθερό, αργό. Εάν όµως µετακινηθούν προς την 

επιφάνεια ή βγουν από το νερό, τότε η συχνότητα και ένταση του σήµατος 

αυξάνεται.  

Ο δέκτης (RX-8910HE) που χρησιµοποιήσαµε είναι της εταιρίας 

“TELEVILT International AB” και έχει ενσωµατωµένη σπαστή κεραία από 

σκληρό ελαστικό πλαστικό. Έχει τη δυνατότητα να αποθηκεύει µέχρι 10 

συχνότητες από 151 MHz έως 152 MHz.  

Η µελέτη πραγµατοποιήθηκε στον Αλµυρό ποταµό, περίπου 8 

χιλιόµετρα δυτικά της πόλης του Ηρακλείου και έχει ενταχθεί στο δίκτυο 

“Natura 2000” (GR4310001). Πρόκειται για µια καρστική πηγή και ένα ποτάµι 

συνεχούς ροής. Η πηγή βρίσκεται στον πυθµένα χοάνης διαµέτρου περίπου 

70-90m και βάθους λίγο περισσότερο από 20m, η οποία είναι γεµάτη νερό και 

είναι γνωστή ως Λίµνη ή Κόλυµπος του Αλµυρού. Πρόκειται για το σηµείο 

εκβολής ενός από τους πιο σηµαντικούς καρστικούς αγωγούς. Η πηγή έχει 

µέση ετήσια παροχή περίπου 7m3/s και το νερό είναι υφάλµυρο λόγω 

σιφωνισµού µε θαλασσινό νερό σε µεγάλο βάθος (Μυλωνάς, 1997).  

Το ποτάµι ξεκινά από το βορειοανατολικό σηµείο της λίµνης 

ακολουθώντας πορεία συνολικού µήκους 1800m προς βορειοανατολικά  και 

καταλήγει στον κόλπο του Αλµυρού στη θαλάσσια περιοχή της Αµµουδάρας. 

Το πλάτος της κοίτης του κυµαίνεται από 5 έως 20m. Ο ποταµός σχηµατίζει 
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δυο τυφλά άκρα και ένα εκτεταµένο παραποτάµιο σύστηµα, το οποίο 

πληµµυρίζει την περίοδο των βροχών. Ακολουθώντας την πορεία του 

ποταµού στην αριστερή πλευρά και περίπου στη µέση της διαδροµής του προς 

τη θάλασσα, συναντούµε ένα µόνιµο τέλµα εκτάσεως περίπου 2643m2. Στο 

τέλµα αυτό παρατηρείται η µεγαλύτερη συγκέντρωση του πληθυσµού των 

χελωνών (Μάντζιου, 2000). 

Η µελέτη πραγµατοποιήθηκε µε 10 χελώνες (5 αρσενικές, 5 θηλυκές). 

Χρησιµοποιήσαµε 10 ποµπούς, ρυθµισµένους σε 10 διαφορετικές συχνότητες, 

σύµφωνα µε τις δυνατότητες του δέκτη µας. Οι συχνότητες είναι από 151.020 

MHz έως 151.200 MHz, χαρακτηριστικές για κάθε ζώο. Οι ποµποί 

τοποθετήθηκαν στις πλευρικές πλάκες (marginal) κοντά στην ουρά. Είναι ένα 

σηµείο, όπου οι πλάκες κάνουν ένα βαθούλωµα και δεν εµποδίζεται η κίνηση 

των χελωνών.  

Στην συνέχεια επαληθεύσαµε την απόκριση των ποµπών σε διάφορες 

θερµοκρασίες σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή (Sirtrack Landcare 

Research). Σε υδατόλουτρο µε ενσωµατωµένο θερµόµετρο, το οποίο µας δίνει 

τη δυνατότητα να έχουµε σταθερή θερµοκρασία από 15 0C έως 50 0C, βυθίζαµε 

έναν-έναν τους ποµπούς. Επειδή το υδατόλουτρο δεν είχε τη δυνατότητα να 

παρέχει νερό µε θερµοκρασία µικρότερη των 15 0C, προσθέταµε πάγο µέχρι 

να κατεβάσουµε τη θερµοκρασία στα επιθυµητά όρια. Η διαδικασία αυτή 

έγινε σε θερµοκρασίες από 5ο C έως 40ο C. Στη συνέχεια, αφού 

ενεργοποιήσαµε το δέκτη, για 10 sec λαµβάναµε τους παλµούς του. Έπειτα 

πολλαπλασιάζαµε τον αριθµό των παλµών επί 6 για να βρούµε τον αριθµό 

των παλµών σε 1 min. Κάθε µέτρηση επαναλαµβανόταν 6 φορές και ως τελικό 

αποτέλεσµα λαµβανόταν ο µέσος όρος των 6 επαναλήψεων. Έτσι γνωρίζοντας 

τους παλµούς που αντιστοιχούν σε διάφορες θερµοκρασίες κατασκευάσαµε 

ένα διάγραµµα διασποράς (εικόνα 2.2). 

 60



 Κεφάλαιο 2ο 
Υλικά και Μέθοδοι 

 
Συσχέτιση θερµοκρασίας - παλµών σε υδατόλουτρο
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Εικόνα 2.2. ∆ιάγραµµα συσχέτισης του αριθµού των παλµών µε τη θερµοκρασία του 
νερού στο υδατόλουτρο.  

 
Η γραµµική εξίσωση που προέκυψε περιγράφεται από τον τύπο: 

y=1,2x + 5,9 µε συντελεστή καθορισµού R2= 0,999. Η εξίσωση αυτή 

χρησιµοποιήθηκε για τη µετατροπή του αριθµού των παλµών που 

καταγράφαµε στο πεδίο σε θερµοκρασία.   

Η καταγραφή στο πεδίο ξεκίνησε τον Απρίλιο του 2003 και είχε 

διάρκεια 3 µηνών. Συνολικά έγιναν 39 επισκέψεις στο βιότοπο του Αλµυρού. 

Σε κάθε επίσκεψη γινόταν καταγραφή της ώρας και της ηµεροµηνίας που 

γινόταν λήψη κάθε σήµατος, του αριθµού των παλµών, της θερµοκρασίας 

νερού και αέρα. Με βάση αυτά τα στοιχεία κατασκευάστηκαν γραφήµατα της 

δραστηριότητας των χελωνών ανάλογα µε τις θερµοκρασίες αέρα (Ταέρα) και 

νερού (Τνερού), και της ηµερήσιας δραστηριότητας των ζώων καθ’ όλο το 

εικοσιτετράωρο.  
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1 Μοριακοί δείκτες 

3.1.1 Μιτοχονδριακά γονίδια 

3.1.1.1 Νουκλεοτιδική σύσταση και έλεγχος οµοπλασίας  

3.1.1.1.1 Κυτόχρωµα β 

Η ανάλυση των 73 νέων αλληλουχιών M. rivulata του κυτοχρώµατος β, 

που ελήφθησαν στην παρούσα µελέτη, αποκάλυψε 13 διαφορετικούς 

απλότυπους (πίνακας 3.1). Το µήκος των αλληλουχιών είναι 426 ζεύγη 

βάσεων (bp) και όπως ήταν αναµενόµενο, αφού πρόκειται για κωδική 

περιοχή, δεν περιέχουν ελλείψεις (deletions), προσθήκες (insertions) και 

κωδικόνια λήξης της πρωτεϊνοσύνθεσης (stop codons). Οι αλληλουχίες των 

απλοτύπων θα κατατεθούν στη βάση γενετικών δεδοµένων GenBank.  

 

Πίνακας 3.1. Απλότυποι M. rivulata µε βάση το cyt b. Η κωδικοποίηση των 
δειγµάτων φαίνεται στον πίνακα 2.1. Ο αριθµός δίπλα στον κωδικό του κάθε 
πληθυσµού είναι χαρακτηριστικός για το συγκεκριµένο άτοµο που χρησιµοποιήθηκε 
(βλέπε Παράρτηµα Ι).  

Απλότυπος ∆είγµατα 

c1 

AKR 75 
FRA 114 
FRA 115 
GER 255 
GER 257 
VRY 94 
KOS 132 

KOS 133 
ROD 83 
ROD 85 

MAR 899 
MAR 908 
PAX 881 
PKY 137 

c2  
ALM 16 
ALM 41 
PLA 407 

c3 

AMU 238 
AMU 247 
GEO 77 
PAR 311 
PAR 317 
PLA 409 
SKI 287 

THR 196 
 

SKY 199 
SKY 200 
IKA 100 
LES 98 

NAX 51 
NAX 53 
PAG 882 
JOR 56 

AJ564455 

c4 
SKI 286 
CYP 896 
CYP 897 
CYP 939 

c5 BRA 281 
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Απλότυπος ∆είγµατα 

c6 

CHI 127 
KER 914 
PAX 880 
PPA 877 
ZAK 45 
ZAK 889 

c7 

CHI 128 
LAR 135 
LAR 136 
MAK 901 
MAK 905 

KUR 110 
PLK 494 
POM 523 
PRE 125 
VRY 93 

c8 
GAV 66 
GAV 71 

MAK 903 
CYP 940 

c9 
GEO 79 

POM 522 
SAM 103 
SAM 104 

c10 INI 46 
INI 47 

c11 

JOR 57 
JOR 58 
JOR 59 
JOR 60 
JOR 61 

c12 LES 97 

c13 
PAG 884 
PAG 885 
THR 191 

 

Όσον αφορά τα δείγµατα του Μ. caspica, τα δυο άτοµα που 

αναλύθηκαν έδωσαν διαφορετικούς απλότυπους, και για το M. leprosa, από τα 

5 άτοµα που αναλύθηκαν προέκυψαν 5 διαφορετικοί απλότυποι.  

Στην εικόνα 3.1 παρουσιάζεται ο χάρτης µε τη γεωγραφική κατανοµή 

των απλοτύπων του cyt b του M. rivulata.   
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Εικόνα 3.1. Χάρτης κατανοµής των απλοτύπων του M. rivulata για το κυτόχρωµα β.  
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Ο απλότυπος µε τη µεγαλύτερη συχνότητα είναι ο c3 και εµφανίζει 

ευρεία κατανοµή που περιλαµβάνει την Πελοπόννησο, την Κρήτη, κάποια 

νησιά του Αιγαίου, και την Ιορδανία. Στον απλότυπο c3 εντάσσεται επίσης 

και η αλληλουχία AJ564455 από τη Σµύρνη (Τουρκία). Όσον αφορά την 

Κρήτη, όπου εστιάζεται και το µεγαλύτερο µέρος των δειγµατοληψιών, µόνο 

τρεις απλότυποι είναι µοναδικοί για το νησί (c2, c5, c10) και αυτοί µε πολύ 

µικρή συχνότητα. Το µεγαλύτερο ποσοστό των ζώων της Κρήτης εµφανίζουν 

απλότυπους µε ευρεία κατανοµή (c1, c3, c7).  

Η µέση νουκλεοτιδική σύσταση των παραπάνω αλληλουχιών είναι 

θυµίνη (Τ) 26,9%, κυτοσίνη (C) 29%, αδενίνη (Α) 32,2% και γουανίνη (G) 12% 

(πίνακας 3.2). Η νουκλεοτιδική σύσταση εµφανίζει, όπως φαίνεται και από 

τον προηγούµενο πίνακα, ισχυρή µεροληψία ως προς τη γουανίνη (Bias C 

του Irwin et al. 1991), στοιχείο που είναι χαρακτηριστικό τόσο του cyt b, όσο 

και άλλων µιτοχονδριακών πρωτεϊνικών γονιδίων στα θηλαστικά και τα 

ερπετά (Irwin et al. 1991, Lenk et al. 2001, Surget-Groba et al. 2001). Η 

συχνότητα της G είναι πολύ µικρή (12%), ενώ τα ποσοστά των υπόλοιπων 

βάσεων (A, T και C) είναι σχετικά παρόµοια και κυµαίνονται από 26,9 έως 

32,2%. Μεγαλύτερη µεροληψία παρατηρείται στη δεύτερη και κυρίως στην 

τρίτη θέση του κωδικονίου. Η συχνότητα της γουανίνης στην πρώτη θέση 

είναι 20,2%, στη δεύτερη 14,2%, ενώ είναι σηµαντικά µικρότερη στην τρίτη 

θέση (1,5%). 

Οι πραγµατικές εξελικτικές σχέσεις των υπό εξέταση αλληλουχιών 

µπορεί να µην αποκαλυφθούν εάν οι νουκλεοτιδικές θέσεις έχουν κορεστεί 

από πολλαπλές υποκαταστάσεις (Swofford et al., 1996). Προκειµένου να 

ελεγχθεί ο βαθµός κορεσµού των αλληλουχιών σε νουκλεοτιδικές 

υποκαταστάσεις, κατασκευάστηκε για το σύνολο των αλληλουχιών του cyt b 

διάγραµµα του αριθµού των µεταπτώσεων (Ti) και των µεταστροφών (Tv) 

συναρτήσει της γενετικής απόστασης p (εικόνα 3.2). Οι πραγµατικές 

εξελικτικές σχέσεις των υπό εξέταση αλληλουχιών µπορεί να µην 

αποκαλυφθούν εάν οι νουκλεοτιδικές θέσεις έχουν κορεστεί από πολλαπλές 

υποκαταστάσεις (Swofford et al., 1996). Προκειµένου να ελεγχθεί ο βαθµός 
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κορεσµού των αλληλουχιών σε νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις, 

κατασκευάστηκε για το σύνολο των αλληλουχιών του cyt b διάγραµµα του 

αριθµού των µεταπτώσεων (Ti) και των µεταστροφών (Tv) συναρτήσει της 

γενετικής απόστασης p (εικόνα 3.2).  

 

Πίνακας 3.2. Μέση συχνότητα των νουκλεοτιδίων ανά κωδικονιακή θέση και στο 
σύνολο της αλληλουχίας για όλες τις υπό εξέταση αλληλουχίες, και ο δείκτης 
µεροληψίας C. 

Θέση 

Νουκλεοτίδια Πρώτη ∆εύτερη Τρίτη 
Μέση 
τιµή 

A 32,1 22,3 42,2 32,2 

T 25,9 37,6 17,1 26,9 

C 21,8 25,9 39,2 29,0 

G 20,2 14,2 1,5 12,0 

∆είκτης µεροληψίας  (C) 0,107 0,180 0,417 ---- 

Σηµείωση. Ο δείκτης µεροληψίας νουκλεοτιδικής σύστασης (Compositional bias index) 
δίνεται από το µαθηµατικό τύπο C=(2/3)Σ |ci – 0.25|, όπου C είναι ο δείκτης µεροληψίας 
νουκλεοτιδικής σύστασης (compositional bias index) και ci η συχνότητα της ith βάσης (Irwin 
et al. 1991). 
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Εικόνα 3.2. Αριθµός µεταπτώσεων (Ti) και µεταστροφών (Tv) συναρτήσει της 
γενετικής απόστασης p για όλες τις θέσεις των κωδικονίων του cyt b. Κάθε σηµείο 
αντιπροσωπεύει µια ανά ζεύγος σύγκριση µεταξύ των ταξινοµικών οµάδων. 

 

Ο συντελεστής καθορισµού (Sokal & Rohlf, 1995) που χρησιµοποιήθηκε 

για να διαπιστωθεί κατά πόσο οι κατά ζεύγη µεταπτώσεις και µεταστροφές 

συσχετίζονται µε τη γενετική απόσταση, έχει τιµές r2=0,90 και r2=0,84 για τις 
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µεταπτώσεις (Ti) και τις µεταστροφές (Tv) αντίστοιχα, δηλώνοντας την 

απουσία κορεσµού στις  µελετώµενες αλληλουχίες. 

 

3.1.1.1.2 Περιοχή ελέγχου 

Η ανάλυση των 73 νέων αλληλουχιών M. rivulata της περιοχής ελέγχου 

(D-loop) που ελήφθησαν στην παρούσα µελέτη, αποκάλυψε 18 διαφορετικούς 

απλότυπους (πίνακας 3.3). Το µήκος των αλληλουχιών κυµαίνεται από 481 

έως 488 ζεύγη βάσεων (bp). Οι αλληλουχίες των απλοτύπων θα κατατεθούν 

στη βάση γενετικών δεδοµένων GenBank. 

 
Πίνακας 3.3. Απλότυποι M. rivulata µε βάση την D-loop. Η κωδικοποίηση των 
δειγµάτων φαίνεται στον πίνακα 2.1. Ο αριθµός δίπλα στον κωδικό του κάθε 
πληθυσµού είναι χαρακτηριστικός για το συγκεκριµένο άτοµο που χρησιµοποιήθηκε 
(βλέπε Παράρτηµα Ι).  

Απλότυπος ∆είγµατα 

D1 

ROD 83 
PRE 125 
VRY 93 
VRY 94 
AKR 75 

D2 

PAG 884 
PAG 885 
PAR 311 
PAR 317 
PAX 880 
PAX 881 
PKY 137 
PLA 407 
PLA 409 
POM 522 
POM 523 
PPA 877 
SAM 103 
SKI 286 
SKI 287 

THR 191 
THR 196 
ZAK 889 
MAR 899 
MAR 908 

ALM 16 
ALM 41 

AMU 238 
AMU 247 
BRA 281 
CHI 127 
GAV 66 
GAV 71 
GEO 77 
GEO 79 
GER 255 
GER 257 
IKA 100 
KUR 110 
LAR 135 
LAR 136 
LES 97 
LES 98 

NAX 51 
PAG 882 

D3 FRA 114 

D4 
KOS 132 
KER 914 
FRA 115 

D5 INI 46 
INI 47 

D6 SAM 104 
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Απλότυπος ∆είγµατα 
SKY 199 
SKY 200 
NAX 53 

D7 MAK 905 
MAK 901 

D8 JOR 56 
D9 JOR 61 

D10 
CYP 896 
CYP 897 
JOR 59 
JOR 60 

D11 CYP 940 
CYP 939 

D12 JOR 57 
JOR 58 

D13 CHI 128 
D14 KOS 133 
D15 PLK 494 
D16 ROD 85 
D17 ZAK 45 
D18 MAK 903 

 

Ο απλότυπος µε τη µεγαλύτερη συχνότητα είναι ο D2 και εµφανίζει 

ευρεία κατανοµή που περιλαµβάνει την Κρήτη και τα περισσότερα δείγµατα 

των νησιών του Αιγαίου και της ηπειρωτικής Ελλάδας. Όσον αφορά την 

Κρήτη, όπου εστιάζεται και το µεγαλύτερο µέρος των δειγµατοληψιών, µόνο 

4 απλότυποι είναι µοναδικοί για το νησί (D3, D5, D15, D17) µε πολύ µικρή 

συχνότητα. Ο πιο κοινός απλότυπος στην Κρήτη είναι ο D2, που έχει την πιο 

ευρεία κατανοµή και στην υπόλοιπη Ελλάδα.   

Όσον αφορά τα δείγµατα του Μ. caspica, τα δυο άτοµα που 

αναλύθηκαν έδωσαν διαφορετικούς απλότυπους, και για το M. leprosa, από τα 

5 άτοµα που αναλύθηκαν προέκυψαν 3 διαφορετικοί απλότυποι. 

Στην εικόνα 3.3 παρουσιάζεται ο χάρτης µε τη γεωγραφική κατανοµή 

των απλοτύπων του M. rivulata για την περιοχή ελέγχου (D-loop).  

 68



 Κεφάλαιο 3ο 
Αποτελέσµατα 

 
Εικόνα 3.3. Χάρτης κατανοµής των απλοτύπων της M. rivulata  για την D-loop.   
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Η µέση νουκλεοτιδική σύσταση των παραπάνω αλληλουχιών είναι 

θυµίνη (Τ) 34,1%, κυτοσίνη (C) 19,9%, αδενίνη (Α) 31,9% και γουανίνη (G) 

14,1%. Όπως και στην περίπτωση του cyt b, προκειµένου να ελεγχθεί ο βαθµός 

κορεσµού των αλληλουχιών της D-loop σε νουκλεοτιδικές υποκαταστάσεις, 

κατασκευάστηκε για το σύνολο αλληλουχιών διάγραµµα του αριθµού των 

µεταπτώσεων και των µεταστροφών συναρτήσει της γενετικής απόστασης p. 

Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης κορεσµού απεικονίζονται στην εικόνα 3.4. Ο 

συντελεστής καθορισµού που χρησιµοποιήθηκε για να διαπιστωθεί κατά πόσο 

οι κατά ζεύγη µεταπτώσεις και µεταστροφές συσχετίζονται µε τη γενετική 

απόσταση, έχει τιµές r2=0,93 και r2=0,94 για τις µεταπτώσεις (Ti) και τις 

µεταστροφές (Tv) αντίστοιχα, δηλώνοντας την απουσία κορεσµού τόσο στις 

µεταπτώσεις όσο και στις µεταστροφές, ακόµα και στα µεγάλα επίπεδα 

γενετικής απόστασης (π.χ. όταν στην ανάλυση περιλαµβάνεται και η 

παραοµάδα).   
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Εικόνα 3.4. Αριθµός µεταπτώσεων (Ti) και µεταστροφών (Tv) συναρτήσει της 
γενετικής απόστασης p για όλες τις θέσεις της περιοχής ελέγχου (D-loop). Κάθε 
σηµείο αντιπροσωπεύει µια ανά ζεύγος σύγκριση µεταξύ των ταξινοµικών οµάδων. 

 

 

3.1.1.2 Ανεξάρτητη ή συνδυασµένη ανάλυση 

Για να ελεγχθεί αν τα δυο µιτοχονδριακά γονίδια µπορούν να 

συνδυαστούν για τις περαιτέρω αναλύσεις εφαρµόστηκε η στατιστική 

δοκιµασία των Farris et al. (1995). Η δοκιµασία δεν υπέδειξε αντίθεση στο 

φυλογενετικό σήµα για τα δυο σύνολα δεδοµένων. Η τιµή p της δοκιµασίας 

ήταν 0,11 (p>0,05), οπότε το cyt b και η D-loop, µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

στην ίδια φυλογενετική ανάλυση. Στον πίνακα 3.4 παρουσιάζονται οι 
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απλότυποι που προέκυψαν από το συνδυασµό των δύο γονιδίων. Οι 

φυλογενετικές αναλύσεις που παρουσιάζονται παρακάτω βασίζονται στο 

συνδυασµένο σύνολο των δεδοµένων του cyt b και της D-loop.  

 

Πίνακας 3.4 Απλότυποι M. rivulata µε βάση το συνδυασµένο σύνολο δεδοµένων του 
cyt b και της D-loop. Η κωδικοποίηση των δειγµάτων φαίνεται στον πίνακα 2.1. Ο 
αριθµός δίπλα στον κωδικό του κάθε πληθυσµού είναι χαρακτηριστικός για το 
συγκεκριµένο άτοµο που χρησιµοποιήθηκε (βλέπε Παράρτηµα Ι).  

Απλότυπος ∆είγµατα 

M1 
AKR 75 
ROD 83 
VRY 94 

M2 
ALM 16 
ALM 41 
PLA 407 

M3 AMU 238 
AMU 247 
GEO 77 
IKA 100 
LES 98 

NAX 51 

PAG 882 
PAR 311 
PAR 317 
PLA 409 
SKI 287 

THR 196 
M4 BRA 281 

M5 CHI 127 
PAX 880 

PPA 877 
ZAK 889 

M6 CHI 128 
M7 FRA 114 

M8 FRA 115 
KOS 132 

M9 GAV 66 
GAV 71 

M10 
GEO 79 

POM 522 
SAM 103 

M11 
GER 255 
GER 257 
MAR 899 

MAR 908 
PAX 881 
PKY 137 

M12 INI 46 
INI 47 

M13 KER 914 
M14 KOS 133 

M15 KUR 110 
 POM 523 

LAR 135 
LAR 136 

M16 LES 97 

M17 MAK 901 
MAK 905 

M18 MAK 903 

M19 
NAX 53 
SKY 199 
SKY 200 
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Απλότυπος ∆είγµατα 

M20 
PAG 884 
PAG 885 
THR 191 

M21 PLK 494 

M22 PRE 125 
VRY 93 

M23 ROD 85 
M24 SAM 104 
M25 SKI 286 
M26 ZAK 45 

M27 CYP 896 
CYP 897 

M28 CYP 939 
M29 CYP 940 
M30 JOR 56 

M31 JOR 57 
JOR 58 

M32 JOR 59 
JOR 60 

M33 JOR 61 
 

3.1.1.3 Εκτίµηση γενετικών αποστάσεων  

Οι αποστάσεις µεταξύ των υπό εξέταση αλληλουχιών εκτιµήθηκαν και 

για τα δυο γονίδια µε τα µοντέλα Κ2Ρ και ΗΚΥ85+I+G (Hasegawa-Kishino-

Yano, Hasegawa et al., 1985). To HKY85+I+G είναι το µοντέλο που επιλέχθηκε 

µέσω της δοκιµασίας του λόγου των πιθανοφανειών (Likelihood Ratio Test, 

LRT), µε τη βοήθεια του υπολογιστικού προγράµµατος ModelTest (v. 3.5, 

Posada & Crandall, 1998) και του PAUP (v.4.0b10, Swofford 2002). Το µοντέλο 

ΗΚΥ85 επιτρέπει διαφορετική συχνότητα στα τέσσερα νουκλεοτίδια 

(ΠΑ≠ΠC≠ΠΤ≠ΠG) και διαφορετικό ρυθµό εµφάνισης των µεταπτώσεων και 

µεταστροφών. Επίσης θεωρεί ότι ο ρυθµός υποκατάστασης στις διάφορες 

νουκλεοτιδικές θέσεις δεν είναι σταθερός αλλά ακολουθεί την κατανοµή 

γάµµα (HKY+G) και τέλος επιτρέπει σε κάποιες θέσεις να είναι αµετάβλητες 

(ΗΚΥ+G+Ι, G=gamma distribution, Ι=invariable sites). Το µοντέλο K2P είναι 

πολύ πιο απλό και απλά επιτρέπει διαφορετικό ρυθµό εµφάνισης των 

µεταπτώσεων και µεταστροφών. Οι αποστάσεις Κ2Ρ υπολογίστηκαν µε τη 

βοήθεια του προγράµµατος MEGA (Kumar et al., 2001) ενώ οι αποστάσεις 

ΗΚΥ+G+Ι µε το πρόγραµµα PAUP (Swofford, 2002).  
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Τα µοντέλα ΗΚΥ85+I+G και K2P δίνουν παρόµοιες τιµές για το 

σύνολο των δεδοµένων µας, οπότε χρησιµοποιούµε το πιο απλό από αυτά, 

εξαιτίας του ότι το απλούστερο θα έχει µικρότερη διασπορά (Kumar et al., 

1993). Στους πίνακες 1 και 2 του Παραρτήµατος ΙΙ, παρουσιάζονται οι 

γενετικές αποστάσεις Κ2Ρ µεταξύ των απλοτύπων για το cyt b και την D-loop 

αντίστοιχα.  

Στους πίνακες 3.5, 3.6 και 3.7 παρουσιάζονται οι µέσες (διορθωµένες) 

γενετικές αποστάσεις µέσα στο κάθε είδος και µεταξύ των ειδών  για το  cyt b, 

την D-loop και το συνδυασµένο σύνολο δεδοµένων αντίστοιχα.  

Η ενδοειδική διαφοροποίηση του M. rivulata για το συνδυασµένο 

σύνολο δεδοµένων κυµαίνεται από 0,1% έως 1,1%. Η µεγαλύτερη γενετική 

απόσταση (1,1%) εµφανίζεται µεταξύ απλοτύπων της Ιορδανίας και της 

Ελλάδας.  

 
Πίνακας 3.5 Οι εκτιµώµενες γενετικές αποστάσεις µεταξύ των ειδών που 
περιλαµβάνονται στην παρούσα µελέτη µε βάση το µοντέλο Kimura 2-parameter για 
τις αλληλουχίες του cyt b. Στη διαγώνιο οι τιµές αντιπροσωπεύουν την εντός των 
ειδών διαφοροποίηση που παρατηρείται στηριζόµενοι στο ίδιο µοντέλο 
νουκλεοτιδικής υποκατάστασης. 
 

M. rivulata M. caspica M. leprosa

M. rivulata 0,006

M. caspica 0,024 0,012

M. leprosa 0,040 0,049 0,011
 

 
 
Πίνακας 3.6 Οι εκτιµώµενες γενετικές αποστάσεις µεταξύ των ειδών που 
περιλαµβάνονται στην παρούσα µελέτη µε βάση το µοντέλο Kimura 2-parameter για 
τις αλληλουχίες της D-loop. Στη διαγώνιο οι τιµές αντιπροσωπεύουν την εντός των 
ειδών διαφοροποίηση που παρατηρείται στηριζόµενοι στο ίδιο µοντέλο 
νουκλεοτιδικής υποκατάστασης.  
 

M. rivulata M. caspica M. leprosa

M. rivulata 0,007

M. caspica 0,063 0,021

M. leprosa 0,088 0,078 0,018
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Πίνακας 3.7 Οι εκτιµώµενες γενετικές αποστάσεις µεταξύ των ειδών που 
περιλαµβάνονται στην παρούσα µελέτη µε βάση το µοντέλο Kimura 2-parameter για 
το σύνολο των δεδοµένων (cyt b & D-loop). Στη διαγώνιο οι τιµές αντιπροσωπεύουν 
την εντός των ειδών διαφοροποίηση που παρατηρείται στηριζόµενοι στο ίδιο 
µοντέλο νουκλεοτιδικής υποκατάστασης.  
 

M. rivulata M. caspica M. leprosa

M. rivulata 0,005

M. caspica 0,033 0,009

M. leprosa 0,063 0,060 0,014  
 

 

3.1.1.4 Συσχέτιση της γενετικής διαφοροποίησης µε τη γεωγραφική 

απόσταση των πληθυσµών 

Προκειµένου να διαπιστωθεί αν η γενετική απόσταση των ατόµων 

συµµεταβάλλεται µε τη γεωγραφική τους απόσταση, εφαρµόστηκε η µη 

παραµετρική δοκιµασία του Mantel (1967) µεταξύ των πινάκων των 

γενετικών αποστάσεων Κ2Ρ και των γεωγραφικών αποστάσεων, που 

υπολογίστηκαν ως η απόσταση µεταξύ των σηµείων που ορίζουν οι 

γεωγραφικές συντεταγµένες των πληθυσµών. Σύµφωνα µε τη µη παραµετρική 

δοκιµασία του Mantel, όπως αυτή εφαρµόζεται από το πρόγραµµα Mantel 

(version 2, Liedloff, 1999), η µηδενική υπόθεση είναι η Ηο= δεν υπάρχει 

καµία συσχέτιση µεταξύ των στοιχείων των δυο υπό εξέταση πινάκων. Αν η 

τιµή g είναι µεγαλύτερη από την κρίσιµη τιµή (cv, critical value), τότε 

απορρίπτεται η Ηο, δηλαδή υπάρχει συσχέτιση το µέγεθος της οποίας 

φαίνεται από το δείκτη συσχέτισης r. Η δοκιµασία του Mantel έδειξε ότι 

υπάρχει συσχέτιση της γενετικής απόστασης µε τη γεωγραφική απόσταση των 

µελετώµενων ατόµων. Συγκεκριµένα, για το cyt b η τιµή του g είναι 5,09 µε 

κρίσιµη τιµή cv=1,65 (p<0,05) και η τιµή του δείκτη συσχέτισης είναι: r=0,2. 

Για την D-loop η τιµή του g είναι 6,61 µε κρίσιµη τιµή cv=1,65 (p<0,05) και η 

τιµή του δείκτη συσχέτισης είναι: r=0,55.  
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3.1.1.5 Φυλογενετική ανάλυση 

Για τη φυλογενετική ανάλυση των αλληλουχιών του συνδυασµένου 

συνόλου δεδοµένων του cyt b και της D-loop χρησιµοποιήθηκε ένα σύνολο 73 

διαφορετικών αλληλουχιών του M. rivulata (συν την αλληλουχία AJ564455, 

[Barth et al., 2004] από την περιοχή της Τουρκίας, για την οποία όµως υπήρχε 

µόνο διαθέσιµη αλληλουχία για το cyt b), 2 αλληλουχιών M. caspica, 5 

αλληλουχιών M.leprosa. Επίσης χρησιµοποιήθηκαν ως παραοµάδες οι 

αλληλουχίες Geoemyda spengleri- AJ564449 (Barth et al., 2004) και Testudo 

marginata- NC007698 (Parham et al., 2006). Από το σύνολο των 73 

αλληλουχιών του M. rivulata προέκυψαν 33 διαφορετικοί απλότυποι (βλέπε 

πίνακα 3.4). Συνολικά ευθυγραµµίστηκαν 914 ζεύγη βάσεων (bp), από το 

σύνολο των οποίων, λαµβάνοντας υπόψη µόνο τους απλότυπους του M. 

rivulata, οι 19 θέσεις (2,08%) είναι πολυµορφικές και µόνο οι 11 (1,2%) 

πληροφοριακές σύµφωνα µε το κριτήριο της φειδωλότητας. Αν 

συµπεριληφθούν και τα υπόλοιπα είδη του γένους Mauremys, οι 

πολυµορφικές θέσεις γίνονται 116 (12,68%) και οι πληροφοριακές 101 

(11,04%). Τέλος, αν συµπεριληφθούν και οι παραοµάδες, οι πολυµορφικές 

θέσεις είναι 233 (25,46%) και οι πληροφοριακές 113 (12,35%).  

Για την εκτίµηση της ύπαρξης ή όχι φυλογενετικού σήµατος στο 

σύνολο των αλληλουχιών, πραγµατοποιήθηκε η δοκιµασία των Hillis & 

Huelsenbeck (1992). Όταν τα δεδοµένα είναι συνεπή προς µια φυλογενετική 

υπόθεση, τότε τα µήκη των τυχαίων δένδρων που προκύπτουν από αυτά τα 

δεδοµένα ακολουθούν κατανοµή η οποία είναι ασύµµετρη προς τα αριστερά. 

Η παράµετρος g1 στην οποία στηρίζεται η δοκιµασία αυτή, αποτελεί εκτίµηση 

της ασυµµετρίας της κατανοµής του µήκους των δέντρων και υπολογίστηκε 

µε το πρόγραµµα PAUP (106 τυχαία δένδρα). Η δοκιµασία εφαρµόστηκε 

χωριστά για το σύνολο δεδοµένων του cyt b και της D-loop, καθώς επίσης και 

για το συνδυασµένο σύνολο δεδοµένων. Η τιµή για σύνολο δεδοµένων του 

cyt b ανέρχεται σε g1=-0,92, για την D-loop σε g1=-1,74 και για τα δυο γονίδια 

µαζί σε g1=-1,72. Συγκρίνοντας τις τιµές αυτές µε τις τιµές που παρατίθενται 

στην εργασία των Hillis & Huelsenbeck (1992), διαπιστώνεται ότι και οι τρεις 
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είναι µικρότερες από την κρίσιµη τιµή (για τους συγκεκριµένους αριθµούς 

µελετώµενων αλληλουχιών και χαρακτήρων η κρίσιµη τιµή είναι -0,09), που 

είναι και το επιθυµητό αποτέλεσµα. Θεωρητικά λοιπόν, το σύνολο των 

αλληλουχιών του cyt b, της D-loop αλλά και το συνδυασµένο σύνολο 

δεδοµένων περιέχει πολύ σηµαντικό ποσό φυλογενετικής πληροφορίας (Hillis 

& Huelsenbeck, 1992). 

Στην ανάλυση της Σύνδεσης Γειτόνων (Neighbor-Joining, NJ) 

δοκιµάστηκαν διάφορες µέθοδοι εκτίµησης γενετικών αποστάσεων (Kimura-

two-parameter, Tamura-Nei, HKY+I+G) και σε όλες τις περιπτώσεις 

παράγονταν ένα δέντρο µε την ίδια τοπολογία, το οποίο δίνεται στην εικόνα 

3.5. Η αξιοπιστία των κλάδων ελέγχτηκε µε δοκιµασία bootstrap, 

πραγµατοποιώντας 1000 επαναλήψεις (ψευδοαντίγραφα του πρωτότυπου 

συνόλου δεδοµένων).  

Η µη σταθµισµένη, όσον αφορά τους χαρακτήρες, ανάλυση µέγιστης 

φειδωλότητας (Maximum Parsimony, MP) έδωσε περισσότερα από 5000 

εξίσου φειδωλά δέντρα, το µήκος των οποίων είναι 327 εξελικτικά βήµατα 

(ΗΙ=0,202, RI=0,864) (εικόνα 3.6). Ο µεγάλος αριθµός των παραγόµενων 

δέντρων οφείλεται κατά κύριο λόγο στην τοποθέτηση των ατόµων που 

ανήκουν στο είδος M. rivulata και παρουσιάζουν πολύ µικρή διαφοροποίηση 

µεταξύ τους. Ο έλεγχος της αξιοπιστίας των κλάδων έγινε µέσω της ανάλυσης 

bootstrap (1000 επαναλήψεις). 

Για την επιλογή του καταλληλότερου µοντέλου εξέλιξης 

νουκλεοτιδικής υποκατάστασης εφαρµόστηκε η δοκιµασία του λόγου των 

πιθανοφανειών (Likelihood Ratio Test, LRT) µε τη βοήθεια του υπολογιστικού 

προγράµµατος ModelTest v. 3.5 (Posada & Crandall, 1998) και του PAUP 

v.4.0b10 (Swofford, 2002). Το LRT έχει τη δυνατότητα να επιλέξει ανάµεσα σε 

56 διαφορετικά µοντέλα ποιο είναι αυτό που ταιριάζει καλύτερα µε το 

αντίστοιχο σύνολο των αλληλουχιών. Στη συνέχεια χρησιµοποιώντας το 

µοντέλο και τις παραµέτρους που επιλέχθηκαν από το LRT, ως αρχικές 

παραµέτρους στην ανάλυση µέγιστης πιθανοφάνειας (ML) µε το πρόγραµµα 

PAUP ακολουθήθηκε η µέθοδος της διαδοχικής προσέγγισης (successive 
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approximation, Sullivan et al., 2005) ώστε να καταλήξουµε τελικά στις 

βέλτιστες παραµέτρους. Βάσει της παραπάνω διαδικασίας το µοντέλο που 

επιλέχθηκε ως πιο κατάλληλο για το σύνολο των δεδοµένων µας (cyt b & D-

loop) είναι το µοντέλο Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85+I+G, Hasegawa et 

al., 1985), µε ποσοστό αµετάβλητων θέσεων I=0,4712 και παράµετρο για την 

κατανοµή γάµµα των µεταβλητών θέσεων α=0,5607. To HKY επιτρέπει 

διαφορετικό ρυθµό εµφάνισης των µεταπτώσεων (Τi) και µεταστροφών (Tv), 

που στην προκειµένη περίπτωση υπολογίστηκε σε: Ti/Tv= 7,0747. Οι 

συχνότητες των νουκλεοτιδίων είναι: A=0,33997, C=0,23681, G=0,12261, 

T=0,30061.  

 Κατά την ML ανάλυση, για την αναζήτηση του δέντρου µε τη 

µεγαλύτερη πιθανοφάνεια χρησιµοποιήθηκε η ευρετική µέθοδος αναζήτησης 

(heuristic search) µε τη χρήση του αλγορίθµου αναδιάταξης κλάδων tree 

bisection and reconnection (TBR). Το αρχικό δέντρο προέκυψε µε διαδοχική 

προσθήκη των αλληλουχιών. Το δέντρο µε τη µεγαλύτερη πιθανοφάνεια έχει 

τιµή –lnL= 2688,42 και δίνεται στην εικόνα 3.7.  

Τέλος, η ανάλυση της Μπεϊεσιανής Συµπερασµατολογίας (BI) οδήγησε 

σε ίδιες τοπολογίες κατά τη διάρκεια των 4 ανεξάρτητων εφαρµογών, αν και 

οι εκ των υστέρων πιθανότητες για κάποιους κόµβους ήταν ελάχιστα 

διαφορετικές (εικόνα 3.7). Η εικόνα απεικονίζει το δέντρο που αποτελεί το 

συναινετικό δέντρο (50% majority rule tree) των 9*104 δέντρων που απέµειναν 

µετά την απόρριψη των πρώτων 10.000 δέντρων, που είναι το διάστηµα µέχρι 

να σταθεροποιηθεί η τιµή της πιθανοφάνειας (-lnL). Η µέση τιµή των –ln 

likelihood των δέντρων αυτών είναι: -lnL= –2781,81.  
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 M2

 M3

 M10

 M12

 M4

 M20

 M16

 M25

 M22

 M17

 M6

 M15

 M5

 M21

 M26

 M11

 M18

 M9

 M14

 M31

 M33

 M32

 M27

 M29

 M28

 M30

 M1

 M23

 M7

 M13

 M8

 M19

 M24

M.rivulata

 SYR 112 1

 SYR 112 62
M.caspica

 SPA 113 1

 SPA 113 2

 MOR 113 121

 MOR 113 119

 MOR 113 120

M.leprosa

outgroups
 AJ564449 G spengleri

 NC007698 Tmarg

99

81
98

100

55

54

55

55

100

99

89

93

0.02  
Εικόνα 3.5. ∆ένδρο Neighbor-Joining µε βάση την απόσταση Kimura-two-parameter 
για το συνδυασµένο σύνολο δεδοµένων του cyt b και της D-loop. Οι αριθµοί των 
κλάδων αντιστοιχούν στις τιµές bootstrap (1000 επαναλήψεις). Μόνο τιµές bootstrap 
µεγαλύτερες από 50% παρουσιάζονται. 
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M1
M10
M11
M12
M13
M14
M15
M16
M17
M18
M19
M2
M20
M21
M22
M23
M24
M25
M26
M27
M28
M29
M3
M30
M31
M32
M33
M4
M5
M6
M7
M8
M9

98

94

57

85
96

SYR 1
SYR 62

MOR 121
MOR 119
MOR 120
SPA 1
SPA 2

T. marginata
G. spengleri

98

99

83

M. rivulata

M.caspica

M.leprosa

outgroups
 

Εικόνα 3.6. Το συναινετικό δέντρο (consensus tree) της ανάλυσης της Μέγιστης 
Φειδωλότητας (MP), βάσει του κανόνα της 50% πλειονότητας (50% majority rule). Οι 
αριθµοί των κλάδων αντιστοιχούν στις τιµές bootstrap (1000 επαναλήψεις). Μόνο 
τιµές bootstrap µεγαλύτερες από 50% παρουσιάζονται. 
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Εικόνα 3.7. ∆ενδρόγραµµα Μέγιστης Πιθανοφάνειας (ML) βάσει του µοντέλου 
νουκλεοτιδικής υποκατάστασης HKY+I+G. Το ίδιο δέντρο προέκυψε και από την 
ανάλυση Μπεϊεσιανής Συµπερασµατολογίας (ΒΙ). Οι αριθµοί επάνω στους κλάδους 
στις εκ των υστέρων πιθανότητες της Μπεϊεσιανής ανάλυσης. Μόνο τιµές 
µεγαλύτερες από 95% παρουσιάζονται. 
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Όλες οι φυλογενετικές µέθοδοι που χρησιµοποιήθηκαν συγκλίνουν 

στην ίδια γενικά τοπολογία. Το είδος M. rivulata εµφανίζεται ως µια 

µονοφυλετική οµάδα µε πολύ καλή στατιστική στήριξη (NJ:100%, MP:98%, BI: 

93%). Το ίδιο ισχύει και για τα είδη M. caspica και M. leprosa. Τα 

αποτελέσµατα µας είναι σύµφωνα µε την αναγωγή του M. rivulata σε 

ξεχωριστό είδος από τους Fritz & Wischuf (1997). Μέσα στο είδος M. rivulata 

δεν έχουµε ξεκάθαρη οµαδοποίηση απλοτύπων, εκτός από την περίπτωση των 

απλοτύπων της Ιορδανίας Μ31, Μ32, Μ33 (εικόνα 3.5 και 3.7).  

Τέλος, µε χρήση του προγράµµατος TCS (version 1.21, Clement et al., 

2000) κατασκευάστηκε δίκτυο απλοτύπων (Haplotype Network) µε σκοπό την 

διεξαγωγή Ανάλυσης Εγκιβωτισµένων Κλάδων (NCA, Nested Clade 

Analysis). Η µέθοδος αυτή δίνει τη δυνατότητα αποσαφήνισης της 

πληθυσµιακής δοµής από την πληθυσµιακή ιστορία ανοικοδοµώντας τη 

χρονική ακολουθία των γεγονότων που οδήγησαν στο τρέχον γενετικό 

πρότυπο που παρατηρείται σε έναν πληθυσµό (Templeton et al., 1992; 

Templeton, 1998). Όµως το δίκτυο απλοτύπων που προέκυψε, εµπεριείχε 

πάρα πολλές πολλαπλές συνδέσεις (loops) ώστε ήταν αδύνατη η διεξαγωγή 

της ανάλυσης NCA. Οι πολλαπλές συνδέσεις υποδηλώνουν αµφισβητούµενες 

σχέσεις µεταξύ των απλοτύπων. Στη συνέχεια παρουσιάζεται ενδεικτικά το 

δίκτυο απλοτύπων µόνο για το cyt b (εικόνα 3.8). Τα αντίστοιχα δίκτυα τόσο 

για την D-loop όσο και για τη συνδυασµένη ανάλυση ήταν πολύ πιο 

πολύπλοκα και δύσκολο να παρασταθούν γραφικά µε τρόπο που να 

φαίνονται όλες οι συνδέσεις. Το δίκτυο παρατίθεται σε συνδυασµό µε το 

χάρτη των απλοτύπων του cyt b.  

 

 81



 Κεφάλαιο 3ο 
Αποτελέσµατα 

 

 
Εικόνα 3.8. ∆ίκτυο απλοτύπων του M. rivulata για το cyt b σε παράθεση µε τον χάρτη 
κατανοµής τους. Το µέγεθος της κάθε έλλειψης είναι αντιπροσωπευτικό της 
συχνότητας του απλοτύπου. Ο απλότυπος σε παραλληλόγραµµο δηλώνει ότι πιθανά 
είναι ο πιο προγονικός.   
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3.1.1.6 Έλεγχος του ρυθµού εξέλιξης των αλληλουχιών 

Παρόλο που δεν έχουµε σαφές πρότυπο µέσα στο είδος M. rivulata, η 

ύπαρξη ενός µοριακού ρολογιού θα βοηθούσε πολύ στην χρονολόγηση 

απόσχισης κλάδων που είναι πιο διαφοροποιηµένοι, όπως για παράδειγµα οι 

απλότυποι της Κύπρου και Ιορδανίας (βλέπε εικόνα 3.7).  Επίσης θα ήταν 

πολύ χρήσιµο στη χρονολόγηση της απόκλισης µεταξύ των τριών υπό εξέταση 

ειδών του γένους Mauremys. Με τον τρόπο αυτό θα γινόταν πιο κατανοητή η 

εξελικτική και βιογεωγραφική ιστορία του γένους στο χώρο της Μεσογείου. 

Για τον έλεγχο της οµοιογένειας του εξελικτικού ρυθµού µέσα στους κλάδους 

του γένους Mauremys εφαρµόστηκε η δοκιµασία του λόγου των 

πιθανοφανειών (Likelihood Ratio Test, LRT). Η τιµή του LRT για το 

συνδυασµένο σύνολο δεδοµένων (cyt b & D-loop) είναι: 

∆= 2*(L1-L0)= 2*[-2688,41800 – (-2731,57205)]= 86,31 

Ο αριθµός των εξεταζόµενων αλληλουχιών (απλοτύπων) είναι 42 άρα 

οι βαθµοί ελευθερίας (β.ε.=n-2, όπου n ο αριθµός των αλληλουχιών) είναι 40, 

οπότε η τιµή του p σύµφωνα µε την κατανοµή χ2 είναι: p= 3*10-5 δηλαδή 

p<0,05. Οπότε η δοκιµασία του λόγου των πιθανοφανειών απορρίπτει τη 

µηδενική υπόθεση της οµοιογένειας του εξελικτικού ρυθµού στο συνδυασµένο 

σύνολο δεδοµένων. 

Αν εφαρµόσουµε την LRT στα ανεξάρτητα σύνολα δεδοµένων 

βλέπουµε ότι µε βάση τις αλληλουχίες cyt b έχουµε οµοιογένεια στον 

εξελικτικό ρυθµό ενώ µε βάση την D-loop όχι.  

Συγκεκριµένα για την D-loop: 

∆= 2*(L1-L0)=2* [-1443.39671 – (-1481.76016)]= 76.73 

O αριθµός των εξεταζόµενων αλληλουχιών (απλοτύπων) είναι 24 άρα 

οι βαθµοί ελευθερίας είναι 22, οπότε η τιµή του p σύµφωνα µε την κατανοµή 

χ2 είναι: p= 5*10-8 δηλαδή p<0,05. Οπότε η δοκιµασία του λόγου των 

πιθανοφανειών απορρίπτει τη µηδενική υπόθεση της οµοιογένειας του 

εξελικτικού ρυθµού µε βάση τις αλληλουχίες της D-loop. 

Αντίθετα για το cyt b: 

∆= 2*(L1-L0)=2* [-1138.23689– (-1152.17216)]= 27,87 
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O αριθµός των εξεταζόµενων αλληλουχιών (απλοτύπων) είναι 22 άρα 

οι βαθµοί ελευθερίας είναι 20, οπότε η τιµή του p σύµφωνα µε την κατανοµή 

χ2 είναι: p= 0,1125 δηλαδή p>0,05. Άρα ισχύει η µηδενική υπόθεση της 

οµοιογένειας του εξελικτικού ρυθµού όταν εξετάζουµε τις αλληλουχίες του cyt 

b.  

3.1.1.7 Εκτίµηση χρόνων απόκλισης 

Η οµοιογένεια του εξελικτικού ρυθµού που παρατηρείται στις 

αλληλουχίες του cyt b των ειδών του γένους Mauremys στον χώρο Μεσογείου 

µας επιτρέπει τη συνδυασµένη χρήση των εκτιµώµενων γενετικών 

αποστάσεων µεταξύ των ειδών και του εξελικτικού ρυθµού που έχει 

χρησιµοποιηθεί σε κοντινά είδη, για την εύρεση του χρόνου απόκλισης 

µεταξύ των τριών µεσογειακών ειδών. Σε πολλές µελέτες χελωνών έχει 

χρησιµοποιηθεί ο εξελικτικός ρυθµός της τάξης του 0,3%- 0,4% ανά 

εκατοµµύριο χρόνια συµπεριλαµβανοµένων και µελετών για είδη του γένους 

Mauremys (Avise et al. 1992; Caccone et al. 1999; Lenk et al. 1999; Mantziou et 

al., 2004; Barth et al., 2004). Αν εφαρµόσουµε στα αποτελέσµατά µας τον 

προαναφερόµενο εξελικτικό ρυθµό καταλήγουµε στο συµπέρασµα ότι το M. 

leprosa απέκλινε από τον κλάδο των rivulata/caspica κατά το Μέσο Μειόκαινο, 

περίπου 11–15 εκ. χρ. πριν από σήµερα. Στη συνέχεια η απόκλιση του κλάδου 

του M. caspica από το M. rivulata µπορεί να χρονολογηθεί περίπου στο 

Ανώτερο Μειόκαινο, 6-8 εκ. χρ. πριν από σήµερα.  

 

3.1.2 Μικροδορυφορικοί δείκτες 

3.1.2.1 Αποµόνωση µικροδορυφορικών τόπων και έλεγχος 

πολυµοριφισµού 

Έξι από τους µικροδορυφορικούς τόπους που αποµονώθηκαν ήταν 

πολυµορφικοί και κατάλληλοι για την παρούσα µελέτη (Mantziou et al., 

2005). Για τον έλεγχο του πολυµορφισµού χρησιµοποιήθηκαν 10 πληθυσµοί 

από την Ελλάδα µε ελάχιστο αριθµό 23 ατόµων για τον έλεγχο του κάθε 

τόπου. Τα δείγµατα προήλθαν από τις εξής περιοχές: Λάρισα, Άργος, Ρόδος, 

Κως, Λέσβος, Γαύδος, και 4 περιοχές της Κρήτης (Αλµυρός, Γεωργιούπολη, 
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Θραψανό, Πάρτιρα). Για τους 10 αυτούς πληθυσµούς ο αριθµός 

αλληλοµόρφων κυµάνθηκε από 5 έως 18 και η παρατηρούµενη ετεροζυγωτία 

από 0,19 έως 0,79. Από τον έλεγχο ανισορροπίας σύνδεσης (Linkage 

Disequilibrium) φάνηκε ότι οι τόποι µας δεν είναι συνδεδεµένοι. ∆ηλαδή οι 

γονότυποι σε κάθε γενετικό τόπο είναι ανεξάρτητοι από τους γονοτύπους των 

άλλων γενετικών τόπων. Στον πίνακα 3.8 παρουσιάζονται τα 

χαρακτηριστικά των τόπων και τα κύρια στοιχεία από τις αναλύσεις για τον 

έλεγχο πολυµορφισµού.   

 

Πίνακας 3.8. Χαρακτηριστικά των έξι µικροδυρυφορικών τόπων και στοιχεία από 
την ανάλυση για τον έλεγχο πολυµορφισµού. n=αριθµός ατόµων, Na=αριθµός 
αλληλοµόρφων, Η0= παρατηρούµενη ετεροζυγωτία, ΗE= αναµενόµενη ετεροζυγωτία 
(nonbiased, Nei, 1978), HWE= Hardy-Weinberg equilibrium.  

Τόποι 
[GenBank ID] 

Μικροδορυφορική 
Σύνθεση n Na H0 HE

p value 
για HWE 

MR-1 
[AY934859] (AC)11 26 5 0,577 0,716 0,3827 

MR-2 
[AY934860] (AC)9 23 5 0,783 0,652 0,6950 

MR-3 
[AY934861] (GT)8 26 5 0,192 0,468 0,0001 

MR-5 
[AY934862] (GA)18 27 10 0,593 0,848 0,0031 

MR-8 
[AY934863] (GT)32(GA)12 29 18 0,793 0,912 0,0001 

MR-9 
[AY934864] (CT)16 27 5 0,482 0,771 0,0064 

 

Μόνο οι τόποι MR-1 και MR-2 βρισκόταν σε ισορροπία Hardy-

Weinberg. Το έλλειµµα ετεροζυγωτίας που εκδηλώνουν οι υπόλοιποι τόποι 

οφείλεται πιθανότατα στην πληθυσµιακή υποδιαίρεση µιας και τα 

µελετώµενα άτοµα ανήκουν σε γεωγραφικά διακριτά διαφορετικούς 

πληθυσµούς (Wahlund effect) (Mantziou et al., 2005).  
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3.1.2.2 Στατιστική ανάλυση αποτελεσµάτων 

3.1.2.2.1 Οµαδοποίηση δεδοµένων 

Στην αρχική φάση των αναλύσεων συµπεριλήφθηκαν όλοι οι 

διαθέσιµοι πληθυσµοί. Όµως τελικά καταλήξαµε να µη συµπεριλάβουµε 

ορισµένους από αυτούς διότι δηµιουργούσαν προβλήµατα στις αναλύσεις 

(θόρυβο, background noise). Τα προβλήµατα προκαλούνταν κυρίως λόγω του 

µικρού αριθµού ατόµων στους πληθυσµούς αυτούς σε συνδυασµό µε τη µικρή 

διαφοροποίησή τους από άτοµα άλλων πληθυσµών. Συνέπεια αυτού ήταν ότι 

δεν ήταν δυνατή η διάκριση αυτών από όλους τους υπόλοιπους πληθυσµούς. 

Έτσι αποκλείστηκαν όλοι οι πληθυσµοί µε λιγότερα των 5 ατόµων, µε 

εξαίρεση την Κύπρο και την Ιορδανία, απ’ όπου συµπεριλήφθηκαν στην 

ανάλυση τα 4 άτοµα ανά πληθυσµό που διαθέταµε. Παρά το µικρό µέγεθος 

του δείγµατος δεν δηµιουργήθηκε πρόβληµα στις αναλύσεις λόγω της 

µεγάλης διαφοροποίησης των συγκεκριµένων πληθυσµών από τους 

υπόλοιπους. Επίσης συµπεριλήφθηκαν οι πληθυσµοί Ινι, Κουρνάς, 

Κυπαρισσία, Παλαιοχώρι και Άραξος, παρόλο που διαθέτουν λιγότερα των 5 

άτοµα, γιατί στην πρώτη φάση των αναλύσεων (έλεγχος πληθυσµιακής 

διαφοροποίησης) έγινε συνένωσή τους µε κοντινούς γεωγραφικά 

πληθυσµούς. Ο έλεγχος της οµοιότητας των πληθυσµών έγινε µε την ανάλυση 

πληθυσµιακής διαφοροποίησης µε το πρόγραµµα “Genepop on the Web” 

(Raymond & Rousset, 2004).  

Οι πληθυσµοί, οι οποίοι δεν διέφεραν στατιστικώς σηµαντικά µεταξύ 

τους και η γεωγραφική τους κατανοµή επέτρεπε την οµαδοποίησή τους (π.χ. 

κοντινοί υγρότοποι ή υγρότοποι στην ίδια λεκάνη απορροής), 

οµαδοποιούνταν σε έναν κοινό πληθυσµό για τις περαιτέρω αναλύσεις. 

Οµαδοποιήθηκαν οι παρακάτω πληθυσµοί: α) Πάρτιρα, Ινι και Σκινιάς στην 

οµάδα του ανατολικού Αναποδάρη (ΑΝΕ), β) Πλακιώτισσα και Αµουργέλλες 

στην οµάδα του δυτικού Αναποδάρη (ΑΝW), γ) Νέα Μάκρη και Μαραθώνας 

στην οµάδα της Αττικής (ΑΤΤ), δ) Ρόδος και Κως στην οµάδα των 

∆ωδεκανήσων (DOD), ε) Γεωργιούπολη και Κουρνάς στην οµάδα GEK, στ) 
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Παλαιοχώρι, Κυπαρισσία, Άργος και Άραξος στην οµάδα της Πελοποννήσου 

(PEL). Στην περίπτωση της Πελοποννήσου, οι υγρότοποι δεν είναι ιδιαίτερα 

κοντινοί, αλλά έχουµε λίγα άτοµα από κάθε πληθυσµό, τα οποία είναι πιο 

συγγενικά µεταξύ τους και αρκετά διαφοροποιηµένα από τις υπόλοιπες 

περιοχές µελέτης. Έτσι, µε δεδοµένο το αποτέλεσµα του ελέγχου οµοιότητας 

πληθυσµών του GENEPOP µπορούµε να τους οµαδοποιήσουµε χωρίς να 

επηρεαστούν οι περαιτέρω αναλύσεις. Το ίδιο ακριβώς ισχύει και για τις Κω 

και Ρόδο που ενοποιήθηκαν στην οµάδα των ∆ωδεκανήσων. Η οµαδοποίηση 

πληθυσµών για τους προαναφερόµενους λόγους έχει χρησιµοποιηθεί και σε 

άλλες παρόµοιες µελέτες (Pearse et al., 2006). Τελικά, από τους 26 πληθυσµούς 

που επιλέχθηκαν για να συµπεριληφθούν στις αναλύσεις των 

µικροδορυφορικών τόπων, προέκυψαν 17 διακριτές πληθυσµιακές οµάδες 

που από εδώ και έπειτα θα ονοµάζονται πληθυσµοί και παρουσιάζονται στον 

πίνακα 3.9.  

 

Πίνακας 3.9. Οµαδοποίηση πληθυσµών σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του ελέγχου 
πληθυσµιακής διαφοροποίησης (Genepop v3.4). 

Κωδικοποίηση Περιοχή Αριθµός ατόµων 

ALM Κρήτη, Αλµυρός ποταµός 33 
Κρήτη, Πάρτιρα 
Κρήτη, Ίνι ANE 
Κρήτη, Σκινιάς 

32 

Κρήτη, Αµουργέλλες 
ANW 

Κρήτη, Πλακιώτισσα 
29 

Αττική, Μαραθώνας 
ATT 

Αττική, Νέα Μάκρη 
13 

BRA Κρήτη, Μπραµιανά 8 
CYP Κύπρος 4 

Αιγαίο, Ρόδος 
DOD 

Αιγαίο, Κως 
10 

GAV Κρήτη, Γαύδος 27 
Κρήτη, Γεωργιούπολη 

GEK 
Κρήτη, Κουρνάς 

11 

GER Κρήτη, Γέργερη 19 
JOR Ιορδανία  4 
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Κωδικοποίηση Περιοχή Αριθµός ατόµων 

KER Κερκίνη 14 
LES Αιγαίο, Λέσβος 7 

Πελ/νησος, Παλαιοχώρι  
Πελ/νησος, Κυπαρισσία  
Πελ/νησος, Άργος 

PEL 

Πελ/νησος, Άραξος 

11 

POM Κρήτη, Πόµπια 23 
PRE Κρήτη, Πρέβελη 5 
THR Κρήτη, Θραψανό 23 

 
Ο πληθυσµός της Πρέβελης (PRE) δηµιουργεί ένα µικρό πρόβληµα 

αφού φαίνεται να µη διαφέρει σηµαντικά από πολλούς  άλλους πληθυσµούς 

της Κρήτης, µε τους οποίους όµως δεν δικαιολογείται η οµαδοποίησή του. 

Θεωρώ ότι αυτό οφείλεται σε κακή διακριτική ικανότητα λόγω του µικρού 

µεγέθους του δείγµατος. Προς το παρόν, όµως, αποφάσισα να διατηρήσω τον 

πληθυσµό της Πρέβελης στις αναλύσεις, αφού αποτελεί έναν από τους δυο 

διαθέσιµους πληθυσµούς της Νότιας Κρήτης. Έχοντας, όµως, υπόψη την όχι 

τόσο καλή συµπεριφορά του δείγµατος, αποκλείστηκε από την Μπεϊεσιανή 

ανάλυση στην οποία και δηµιουργούσε πρόβληµα.   

 

3.1.2.2.2 Στατιστική και πληθυσµιακή ανάλυση 

Στον πίνακα 3.10 παρουσιάζεται ο αριθµός και τα µεγέθη των 

αλληλοµόρφων ανά τόπο, ενώ στον πίνακα 3.11 ο αριθµός των 

αλληλοµόρφων ανά τόπο και ανά πληθυσµό. Ο αριθµός των αλληλοµόρφων 

κυµαίνεται από 6 έως 25. 

 88



 Κεφάλαιο 3ο 
Αποτελέσµατα 

Πίνακας 3.10. Αριθµός και µεγέθη (bp) αλληµόρφων για κάθε µικροδορυφορικό 
τόπο. 

MR 1 MR 2 MR 3 MR 5 MR 8 MR 9
No of alleles 8 18 6 16 25 9

1 222 155 181 143 126 85
2 224 161 183 145 128 89
3 226 165 185 147 144 91
4 228 167 187 149 150 93
5 230 183 189 153 154 97
6 232 185 193 155 156 99
7 234 195 157 158 101
8 238 199 159 160 103
9 201 161 162 105
10 207 163 164
11 209 165 166
12 211 175 168
13 223 177 170
14 225 179 172
15 227 183 174
16 229 189 176
17 231 178
18 239 180
19 182
20 184
21 186
22 188
23 190
24 192
25 194  

 

Πίνακας 3.11. Αριθµός αλληλοµόρφων ανά πληθυσµό για κάθε µικροδορυφορικό 
τόπο. 

MR-1 MR-2 MR-3 MR-5 MR-8 MR-9
No of alleles 8 18 6 16 25 9

ALM 5 6 3 5 12 5
ANE 5 5 3 5 9 4
ANW 5 4 1 5 7 3
ATT 2 3 3 3 3 3
BRA 3 5 2 2 6 4
CYP 4 3 3 3 4 3
DOD 3 9 3 10 11 5
GAV 4 3 3 5 4 3
GEK 3 4 2 6 7 4
GER 5 4 2 4 5 3
JOR 3 2 3 2 1 3
KER 2 1 3 4 5 4
LES 2 3 2 5 4 2
PEL 3 3 2 5 6 3

POM 6 5 2 4 7 4
PRE 4 3 1 5 4 4
THR 5 5 2 5 9 3  
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Τα µοναδικά αλληλόµορφα (private alleles), δηλαδή αλληλόµορφα 

που υπάρχουν µόνο σε έναν πληθυσµό, εµφανίζονται στην πλειονότητά τους 

στους πληθυσµούς της Κύπρου (CYP) και των ∆ωδεκανήσων (DOD). Στον 

πίνακα 3.12 φαίνεται η κατανοµή των µοναδικών αλληλοµόρφων στους 

πληθυσµούς.   

Επίσης εδώ πρέπει να σηµειωθεί ότι υπάρχουν τέσσερα αλληλόµορφα 

τα οποία είναι κοινά µεταξύ των πληθυσµών της Κύπρου και της Ιορδανίας 

και τα οποία δεν εµφανίζονται σε κανέναν άλλο πληθυσµό. Τα αλληλόµορφα 

αυτά είναι τα εξής: α) τόπος MR-5: 143 bp, 145 bp, β) τόπος MR-8: 144 bp, γ) 

τόπος MR-9: 91 bp.  

Παρά το ότι κατά τον έλεγχο πολυµορφισµού έγινε έλεγχος για τον 

ανεξάρτητο διαχωρισµό των µικροδορυφορικών τόπων (Linkage 

Disequilibrium), ο ίδιος έλεγχος πραγµατοποιήθηκε και για το σύνολο των 

πληθυσµών. Τα αποτελέσµατα του ελέγχου ήταν ενδεικτικά της απουσίας 

σύνδεσης των γενετικών τόπων που αναλύθηκαν.  
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Πίνακας 3.12. Μοναδικά αλληλόµορφα (private alleles) σε κάθε πληθυσµό. 

Πληθυσµός Αρ. Μοναδικών 
Αλληλοµόρφων Τόπος Αλληλόµορφα 

(bp)

183
195
201
183
189
162
172

MR-9 105
155
161
167

MR-5 147
126
128
150

MR-9 85
GAV 1 MR-5 165
GEK 1 MR-1 228
KER 1 MR-8 166
THR 1 MR-8 194

165
185

DOD

MR-2

MR-5

MR-8

8

CYP

MR-2

MR-8

JOR MR-2

8

2
 

 

Η µέση παρατηρούµενη (Ηο) και αναµενόµενη (Ηe) ετεροζυγωτία 

(Nei, 1978) υπολογίστηκαν µε τη βοήθεια του προγράµµατος GENETIX και 

παρουσιάζονται στον πίνακα 3.13. Η αναµενόµενη ετεροζυγωτία κυµαίνεται 

από 0,41 έως 0,79 ενώ η παρατηρούµενη από 0,31 έως 0,75.  
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Πίνακας 3.13. Παρατηρούµενες (Ηο) και αναµενόµενες (Ηe, non-biased, Nei, 1978) 
τιµές ετεροζυγωτίας για κάθε µικροδορυφορικό τόπο και κάθε πληθυσµό.   

Πληθυσµός He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho

ALM 0,73 0,58 0,70 0,64 0,09 0,09 0,67 0,70 0,76 0,76 0,72 0,79 0,61 0,59

ANE 0,75 0,69 0,61 0,74 0,09 0,03 0,59 0,59 0,73 0,72 0,64 0,71 0,57 0,58

ANW 0,71 0,76 0,66 0,73 0,00 0,00 0,72 0,57 0,79 0,72 0,60 0,61 0,58 0,57

ATT 0,44 0,31 0,39 0,45 0,59 0,31 0,52 0,46 0,22 0,23 0,28 0,31 0,41 0,35

BRA 0,67 0,63 0,60 0,63 0,23 0,00 0,46 0,38 0,84 0,63 0,70 1,00 0,58 0,54

CYP 0,82 1,00 0,68 0,50 0,68 0,50 0,61 0,50 0,82 1,00 0,75 1,00 0,73 0,75

DOD 0,64 0,40 0,84 0,89 0,64 0,50 0,93 0,63 0,94 0,90 0,74 0,56 0,79 0,64

GAV 0,61 0,63 0,55 0,54 0,15 0,00 0,53 0,38 0,39 0,41 0,37 0,20 0,44 0,36

GEK 0,52 0,36 0,52 0,64 0,25 0,09 0,72 0,27 0,82 1,00 0,71 0,73 0,59 0,52

GER 0,66 0,58 0,64 0,58 0,31 0,26 0,63 0,63 0,69 0,63 0,61 0,89 0,59 0,60

JOR 0,46 0,50 0,54 0,75 0,46 0,50 0,54 0,25 0,00 0,00 0,75 1,00 0,46 0,50

KER 0,25 0,29 0,00 0,00 0,26 0,00 0,66 0,43 0,73 0,71 0,56 0,43 0,41 0,31

LES 0,36 0,43 0,44 0,17 0,36 0,43 0,80 0,29 0,57 0,71 0,53 0,17 0,51 0,37

PEL 0,26 0,27 0,42 0,10 0,45 0,45 0,72 0,60 0,72 0,55 0,48 0,40 0,51 0,40

POM 0,73 0,65 0,73 0,65 0,16 0,09 0,67 0,59 0,62 0,61 0,63 0,43 0,59 0,50

PRE 0,80 0,60 0,62 0,40 0,00 0,00 0,80 0,80 0,78 0,60 0,73 0,80 0,62 0,53

THR 0,73 0,57 0,50 0,57 0,09 0,00 0,61 0,61 0,85 0,70 0,61 0,39 0,56 0,47

ΣυνολικάMR-1 MR-2 MR-3 MR-5 MR-8 MR-9

 
 

Η στατιστική σηµαντικότητα των διαφορών που παρατηρούνται 

µεταξύ Ηο και Ηe καθορίστηκε µε τον έλεγχο απόκλισης από την ισορροπία 

Hardy-Weinberg, που έγινε µε το πρόγραµµα GENEPOP. Έγιναν δυο έλεγχοι 

ο πρώτος µε εναλλακτική υπόθεση Η1= έλλειµµα ετεροζυγωτίας και ο 

δεύτερος µε Η1= πλεόνασµα ετεροζυγωτίας. Από τους ελέγχους προέκυψε ότι 

κανένας πληθυσµός δεν παρουσιάζει πλεόνασµα ετεροζυγωτίας, ενώ έλλειµµα 

παρουσιάζουν οι εξής πληθυσµοί: ATT, DOD, GAV, GEK, KER, LES, PEL, 

POM, THR. Το έλλειµµα ετεροζυγωτίας µπορεί να οφείλεται σε διάφορες 

αιτίες (Hoarau et al., 2005; Dorak, 2006): α) στην ύπαρξη µηδενικών 

αλληλοµόρφων (null alleles) που δεν πολλαπλασιάζονται κατά την 

αντίδραση της PCR, β) σε οµοµιξία εντός των πληθυσµών, και γ) σε 

πληθυσµιακή υποδιαίρεση. Από τον έλεγχο για την πιθανότητα ύπαρξης 

µηδενικών αλληλοµόρφων µε το πρόγραµµα Micro-Checker (v2.2.3) 

προέκυψε ότι κάποιοι από τους πληθυσµούς µπορεί να οφείλουν το έλλειµµα 

σε ύπαρξη µηδενικών αλληλοµόρφων. Οι πληθυσµοί και οι 
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µικροδορυφορικοί τόποι στους οποίους µπορεί να υπάρχουν µηδενικά 

αλληλόµορφα φαίνονται στον πίνακα 3.14.  

 

Πίνακας 3.14. Οι πληθυσµοί και οι αντίστοιχοι µικροδορυφορικοί τόποι στους 
οποίους µπορεί να υπάρχουν µηδενικά αλληλόµορφα.  

Πληθυσµοί Μικροδορυφορικοί τόποι 

DOD MR-5 

GAV MR-3, ΜR-9 

GEK MR-5 

KER MR-3 

LES MR-5 

PEL MR-2 

THR MR-3 

 

Οι αλληλικές συχνότητες για κάθε πληθυσµό και κάθε 

µικροδορυφορικό τόπο παρουσιάζονται στην εικόνα 3.9. Από τα 

διαγράµµατα παρατηρούµε ότι στον πληθυσµό της Κύπρου (CYP) έχουµε την 

εµφάνιση σχεδόν πάντα των µικρότερων σε µέγεθος (bp) αλληλοµόρφων. Το 

ίδιο φαινόµενο παρατηρείται και στους περισσότερους τόπους για την 

Ιορδανία (JOR).   

 93



 Κεφάλαιο 3ο 
Αποτελέσµατα 

Κα
τα
νο

µή
 Σ
υχ
νο

τή
τω

ν 
γι
α 
το
ν 

M
R-

1 
αν

ά 
πλ

ηθ
υσ

µό

0,
0

0,
2

0,
4

0,
6

0,
8

22
2

22
4

22
6

22
8

23
0

23
2

23
4

23
8

Αλ
λη

λό
µο

ρφ
α

AL
M

AN
E

AN
W

BR
A

GE
K

GE
R

GA
V

PO
M

PR
E

TH
R

Κα
τα
νο

µή
 Σ
υχ
νο

τή
τω

ν 
γι
α 
το
ν 

M
R-

1 
αν

ά 
πλ

ηθ
υσ

µό

0,
0

0,
2

0,
4

0,
6

0,
8

1,
0

22
2

22
4

22
6

22
8

23
0

23
2

23
4

23
8

Αλ
λη

λό
µο

ρφ
α

ΑΤ
Τ

CY
P

DO
D

JO
R

KE
R

LE
S

PE
L

Κα
τα
νο

µή
 Σ
υχ
νο

τή
τω

ν 
γι
α 
το
ν 

M
R-

2 
αν

ά 
πλ

ηθ
υσ

µό

0,
0

0,
2

0,
4

0,
6

0,
8

15
5

16
1

16
5

16
7

18
3

18
5

19
5

19
9

20
1

20
7

20
9

21
1

22
3

22
5

22
7

22
9

23
1

23
9

Αλ
λη

λό
µο

ρφ
α

AL
M

AN
E

AN
W

BR
A

GE
K

GE
R

GA
V

PO
M

PR
E

TH
R

Κα
τα
νο

µή
 Σ
υχ
νο

τή
τω

ν 
γι
α 
το
ν 

M
R-

2 
αν

ά 
πλ

ηθ
υσ

µό

0,
0

0,
2

0,
4

0,
6

0,
8

1,
0

15
5

16
1

16
5

16
7

18
3

18
5

19
5

19
9

20
1

20
7

20
9

21
1

22
3

22
5

22
7

22
9

23
1

23
9

Αλ
λη

λό
µο

ρφ
α

ΑΤ
Τ

CY
P

DO
D

JO
R

KE
R

LE
S

PE
L

 
Εικόνα 3.9. Κατανοµή Συχνοτήτων για κάθε µικροδορυφορικό τόπο και κάθε 
πληθυσµό. Στα αριστερά διαγράµµατα παρουσιάζονται οι πληθυσµοί της Κρήτης, 
ενώ στα δεξιά της υπόλοιπης περιοχής µελέτης.  
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Εικόνα 3.9. (συνέχεια) Κατανοµή Συχνοτήτων για κάθε µικροδορυφορικό τόπο και 
κάθε πληθυσµό. Στα αριστερά διαγράµµατα παρουσιάζονται οι πληθυσµοί της 
Κρήτης, ενώ στα δεξιά της υπόλοιπης περιοχής µελέτης.  
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Εικόνα 3.9. (συνέχεια) Κατανοµή Συχνοτήτων για κάθε µικροδορυφορικό τόπο και 
κάθε πληθυσµό. Στα αριστερά διαγράµµατα παρουσιάζονται οι πληθυσµοί της 
Κρήτης, ενώ στα δεξιά της υπόλοιπης περιοχής µελέτης. 
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Τα τρισδιάστατα γραφήµατα που προέκυψαν από την Παραγοντική 

Ανάλυση Αντιστοιχιών (CΑ) φαίνονται στην εικόνα 3.10. Η τελική θέση του 

κάθε ατόµου- σηµείου στο γράφηµα καθορίζεται από το γονότυπο του ατόµου 

αυτού σε όλους τους υπό µελέτη µικροδορυφορικούς τόπους. Σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα, το 94,09% της συνολικής διαφοροποίησης στην περιοχή 

µελέτης ερµηνεύεται από τους 10 άξονες, ενώ οι τρεις πρώτοι ερµηνεύουν το 

67,85% της παρατηρούµενης διαφοροποίησης. Για την κατασκευή των 

γραφηµάτων αρχικά συµπεριλήφθηκαν όλοι οι πληθυσµοί και έτσι πήραµε τα 

δυο πρώτα διαγράµµατα όπου µε κόκκινα σηµεία φαίνονται τα άτοµα των 

πληθυσµών της Κύπρου και της Ιορδανίας. Στη συνέχεια αφαιρέσαµε από την 

ανάλυση αυτούς τους πιο διαφοροποιηµένους πληθυσµούς, ώστε να έχουµε 

µεγαλύτερη ανάλυση στους υπόλοιπους. Έτσι πήραµε το γράφηµα όπου 

διαχωρίζεται ο πληθυσµός των ∆ωδεκανήσων, και αφού τον αφαιρέσαµε 

καταλήξαµε στα διαγράµµατα των πληθυσµών Αττικής, Κερκίνης, Λέσβου 

και Πελοποννήσου. Τέλος, αφαιρέσαµε όλους τους προαναφερόµενους 

πληθυσµούς και καταλήξαµε µόνο µε τους πληθυσµούς της Κρήτης. Στα 

τελευταία αυτά τρία διαγράµµατα βλέπουµε να διαχωρίζεται ο πληθυσµός 

της Γαύδου και της δυτικής Κρήτης (Κουρνάς και Γεωργιούπολη) και να 

οµαδοποιούνται όλοι µαζί οι πληθυσµοί της ανατολικής και κεντρικής 

Κρήτης.  
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Εικόνα 3.10. Παραγοντική Ανάλυση Αντιστοιχιών (CA). Με κόκκινο 
παρουσιάζονται τα άτοµα του πληθυσµού που αναφέρεται στο τίτλο του 
γραφήµατος.  
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Εικόνα 3.10 (συνέχεια). Παραγοντική Ανάλυση Αντιστοιχιών (CA). Με κόκκινο 
παρουσιάζονται τα άτοµα του πληθυσµού που αναφέρεται στο τίτλο του 
γραφήµατος. 
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Εικόνα 3.10 (συνέχεια). Παραγοντική Ανάλυση Αντιστοιχιών (CA). Με κόκκινο 
παρουσιάζονται τα άτοµα του πληθυσµού που αναφέρεται στο τίτλο του 
γραφήµατος. 
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Εικόνα 3.10 (συνέχεια). Παραγοντική Ανάλυση Αντιστοιχιών (CA). Όλα τα άτοµα 
που βρίσκονται µέσα στο κόκκινο ελλειπτικό σχήµα ανήκουν σε πληθυσµούς της 
κεντρικής και ανατολικής Κρήτης (ALM, ANE, ANW, BRA, GER, POM, PRE, THR).  

 

Οι τιµές Fst (Weir & Cockerham, 1984), όπως υπολογίστηκαν από το 

πρόγραµµα GENETIX (v 4.04) παρουσιάζονται στον πίνακα 3.15.  

 

Πίνακας 3.15. Τιµές Fst µεταξύ των πληθυσµών που αναλύθηκαν. Οι τιµές που 
παρουσιάζονται µε italics δεν είναι στατιστικώς σηµαντικά διαφορετικές από το 
µηδέν.  

 

Η µεγαλύτερη τιµή Fst παρατηρείται µεταξύ Ιορδανίας και Κερκίνης 

και Ιο

ANE ANW ATT BRA CYP DOD GAV GEK GER JOR KER LES PEL POM PRE THR
ALM 0,03 0,04 0,20 0,05 0,32 0,13 0,11 0,10 0,07 0,40 0,19 0,15 0,18 0,03 0,03 0,04
ANE 0,03 0,25 0,03 0,35 0,16 0,08 0,12 0,06 0,44 0,18 0,15 0,20 0,02 0,01 0,02
ANW 0,29 0,03 0,34 0,16 0,10 0,11 0,04 0,41 0,22 0,16 0,19 0,03 0,01 0,02
ATT 0,29 0,45 0,19 0,30 0,26 0,23 0,55 0,28 0,23 0,33 0,25 0,30 0,24
BRA 0,32 0,14 0,13 0,06 0,06 0,41 0,20 0,14 0,15 0,05 0,02 0,01
CYP 0,18 0,46 0,32 0,32 0,23 0,46 0,36 0,36 0,33 0,30 0,35
DOD 0,26 0,12 0,15 0,30 0,20 0,10 0,18 0,14 0,10 0,15
GAV 0,25 0,12 0,53 0,28 0,28 0,33 0,08 0,11 0,11
GEK 0,13 0,40 0,12 0,11 0,02 0,14 0,07 0,09
GER 0,41 0,23 0,16 0,19 0,05 0,07 0,06
JOR 0,55 0,48 0,43 0,41 0,41 0,43
KER 0,11 0,19 0,23 0,23 0,16
LES 0,20 0,16 0,15 0,13
PEL 0,22 0,18 0,18
POM 0,01 0,03
PRE 0,02

ρδανίας και Αττικής (Fst =0,55). Η µικρότερη τιµή Fst παρατηρείται 

µεταξύ κάποιων πληθυσµών της Κρήτης (Fst=0,01).  
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Κατά τον έλεγχο της αποµόνωσης λόγω απόστασης (IBD, isolation by 

distance) εξετάστηκαν οι τιµές Fst/(1- Fst) σε σχέση µε τους νεπέριους 

λογάριθµους των γεωγραφικών αποστάσεων µεταξύ των πληθυσµών. Από τον 

έλεγχο αυτό προέκυψε ότι υπάρχει συσχέτιση της γενετικής διαφοροποίησης 

και της γεωγραφικής απόστασης µεταξύ των πληθυσµών (p<0,05, R2= 0,485).   

Οι γενετικές αποστάσεις DAS (Allele-Sharing Statistic, Stephens et al., 

1992) και DC (Chord distance, Cavalli-Sforza & Edwards, 1967) που 

υπολογίστηκαν µε το πρόγραµµα Populations (v.1.2.28, Langelle, 1999), 

χρησιµοποιήθηκαν για την κατασκευή φυλογενετικών δέντρων µε τη Μέθοδο 

Σύνδεσης Γειτόνων (Neighbour-Joining). Τα δέντρα παρουσιάζονται στην 

εικόνα 3.11 και 3.12 αντίστοιχα, ενώ στην εικόνα 3.13 παρουσιάζονται οι 

περιοχές µελέτης µε τα ίδια χρώµατα που παρουσιάζονται οι πληθυσµοί στα 

φυλογενετικά δέντρα.  
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Εικόνα 3.11. Άρριζο ακτινωτό φυλογενετικό δέντρο µε τη Μέθοδο Σύνδεσης 
Γειτόνων (Neighbour-Joining), µε βάση τις γενετικές αποστάσεις DAS (Allele-Sharing 
Statistic, Stephens et al., 1992).   
 

 
Εικόνα 3.12. Άρριζο ακτινωτό φυλογενετικό δέντρο µε τη Μέθοδο Σύνδεσης 
Γειτόνων (Neighbour-Joining), µε βάση τις γενετικές αποστάσεις DC (Chord distance, 
Cavalli-Sforza & Edwards, 1967). Οι αριθµοί στους κλάδους αντιστοιχούν στις τιµές 
bootstrap (µόνο τιµές µεγαλύτερες από 50% παρουσιάζονται).  
 

 
Εικόνα 3.13. Χάρτης περιοχών µελέτης. Ο κάθε πληθυσµός παρουσιάζεται µε το ίδιο 
χρώµα όπως στα δυο παραπάνω φυλογενετικά δέντρα.   

 103



 Κεφάλαιο 3ο 
Αποτελέσµατα 

Τέλος µε την Μπεϊεσιανή προσέγγιση από το πρόγραµµα Structure 

(version 2, Pritchard et al., 2000) έγινε προσπάθεια κατάταξης των ατόµων σε 

παµµικτικές οµάδες. Η ανάλυση εφαρµόστηκε σε όλους τους πληθυσµούς µε 

εξαίρεση τον πληθυσµό της Πρέβελης (PRE) που δηµιουργούσε πολλά 

προβλήµατα στις οµαδοποιήσεις (σύνολο 16 πληθυσµοί). Για να βρούµε τον 

πιθανό αριθµό των οµάδων (Κ), τρέξαµε τα δεδοµένα µας για Κ από 1 έως 18. 

Για κάθε Κ έγιναν 3 ανεξάρτητες αλυσίδες-επαναλήψεις. Η αρχική περίοδος 

ανάλυσης (burn-in period: τα αποτελέσµατα της αρχικής αυτής περιόδου, που 

εφαρµόζεται για τη σταθεροποίηση των παραµέτρων, αγνοούνται) ήταν 

50.000 επαναλήψεις. Η περίοδος ανάλυσης κατά την οποία γινόταν συλλογή 

αποτελεσµάτων ήταν 105 επαναλήψεις. Χρησιµοποιήθηκε το µοντέλο των 

µεικτών οµάδων (admixture model) που επιτρέπει στα άτοµα να προέρχονται 

από περισσότερες της µιας οµάδες. Για τον έλεγχο των αποτελεσµάτων 

χρησιµοποιείται ο λογάριθµος (Ln) των εκ των υστέρων πιθανοτήτων των 

δεδοµένων µας υπό τις εναλλακτικές τιµές του Κ. Έγιναν δυο ανεξάρτητοι 

έλεγχοι. Στον πρώτο έλεγχο το πρόγραµµα, έχοντας ως δεδοµένο µόνο τη 

γενετική πληροφορία, εκτιµά τον κατάλληλο αριθµό οµάδων (Κ) που 

κρίνονται απαραίτητες έτσι ώστε να µπορούν να ερµηνευτούν οι 

παρατηρούµενοι γονότυποι. Στη συνέχεια, µε την εισαγωγή πληροφοριών, 

όπως η γεωγραφική προέλευση, γίνεται έλεγχος κατά πόσο οι γενετικά 

καθορισµένοι πληθυσµοί συµφωνούν µε τους γεωγραφικά προκαθορισµένους 

πληθυσµούς.  

Κατά τον πρώτο λοιπόν έλεγχο προέκυψε ότι οι οµάδες πληθυσµών 

που ικανοποιούν τις προϋποθέσεις του µοντέλου (ισορροπία HW µέσα στις 

οµάδες και ισορροπία σύνδεσης µεταξύ των µικροδορυφορικών τόπων) είναι 

Κ=5 (Ln= -3976,6). Στον πίνακα 3.16 φαίνονται οι τιµές ένταξης (assignment 

scores) κάθε πληθυσµού στις πέντε διαφορετικές οµάδες (clusters).  
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Πίνακας 3.16. Τιµές ένταξης (assignment scores) του κάθε πληθυσµού στις πέντε 
οµάδες (clusters).  

1 2 3 4 5
ALM 0,01 0,37 0,17 0,39 0,07
ANE 0,01 0,46 0,09 0,38 0,07
ANW 0,01 0,55 0,06 0,36 0,03
ATT 0,02 0,02 0,03 0,02 0,92
BRA 0,01 0,53 0,17 0,23 0,07
CYP 0,98 0,00 0,01 0,00 0,00
DOD 0,04 0,03 0,82 0,02 0,10
GAV 0,01 0,16 0,05 0,72 0,07
GEK 0,01 0,05 0,46 0,04 0,44
GER 0,01 0,69 0,06 0,21 0,03
JOR 0,98 0,00 0,01 0,00 0,00
KER 0,01 0,04 0,07 0,04 0,84
LES 0,01 0,06 0,13 0,10 0,72
PEL 0,01 0,03 0,21 0,01 0,74

POM 0,01 0,36 0,10 0,52 0,01
THR 0,01 0,51 0,13 0,27 0,08

Οµάδες πληθυσµών (clusters)
Πληθυσµός

 
 

Από τις τιµές ένταξης παρατηρούµε ότι οι οµάδες πληθυσµών που 

προκύπτουν είναι οι εξής πέντε:  

1. Κύπρος –Ιορδανία 

2. Κρήτη 

3. ∆ωδεκάνησα 

4. Κρήτη – Γαύδος 

5. Ηπειρωτική Ελλάδα – Λέσβος.  

Η Κύπρος και η Ιορδανία τοποθετούνται στην ίδια οµάδα µε πολύ 

υψηλές τιµές ένταξης (0,98 και για τους δυο πληθυσµούς).  

Οι πληθυσµοί της Κρήτης εντάσσονται στη δεύτερη και στην τέταρτη 

οµάδα, µε εξαίρεση τον πληθυσµό της Γαύδου που εντάσσεται κυρίως στην 

τέταρτη οµάδα (τιµή ένταξης=0,72). Αξιοσηµείωτη εξαίρεση, επίσης, αποτελεί 

ο πληθυσµός Γεωργιούπολης-Κουρνά (GEK) που εντάσσεται στην τρίτη και 

στην πέµπτη οµάδα.  

Στην τρίτη οµάδα εντάσσονται κατά κύριο λόγο τα ∆ωδεκάνησα αλλά 

και ένα ποσοστό των ατόµων του πληθυσµού Γεωργιούπολης και Κουρνά 

(GEK).  
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Τέλος στην πέµπτη οµάδα έχουµε όλους τους πληθυσµούς της 

Ηπειρωτικής Ελλάδας (Πελοπόννησος, Αττική, Κερκίνη), τον πληθυσµό της 

Λέσβου και ένα ποσοστό των ατόµων του πληθυσµού Γεωργιούπολης και 

Κουρνά (GEK). Σχηµατικά µπορούµε να δούµε τα αποτελέσµατα της 

Μπεϊεσιανής ανάλυσης στο ραβδόγραµµα της εικόνας 3.14. Τα 5 διαφορετικά 

χρώµατα αναπαριστούν τις 5 διαφορετικές οµάδες (clusters). Κάθε άτοµο 

αντιπροσωπεύεται από µια κάθετη ράβδο, η οποία µπορεί να διαιρείται σε 

περαιτέρω χρωµατικά τµήµατα (µέχρι 5). Το µήκος τους απεικονίζει το 

ποσοστό κατάταξης του κάθε ατόµου σε κάθε οµάδα (cluster).  

Στην εικόνα 3.15 παρουσιάζεται το ίδιο ραβδόγραµµα σε συνδυασµό 

µε το χάρτη περιοχών µελέτης. Οι αρχικοί πληθυσµοί είναι πλέον 

χρωµατισµένοι σύµφωνα µε τις οµαδοποιήσεις που προέκυψαν από την 

Μπεϊεσιανή ανάλυση.  

Στο δεύτερο έλεγχο µε το πρόγραµµα Structure, ορίζουµε εκ των 

προτέρων ποιοι είναι οι πληθυσµοί µας (µε βάση τη γεωγραφική προέλευση). 

Τρέξαµε λοιπόν την ίδια ανάλυση που περιγράφεται παραπάνω (50.000 

επαναλήψεις για περίοδο burn-in, 3 ανεξάρτητες αλυσίδες, 105 επαναλήψεις η 

κάθε αλυσίδα) µε τη διαφορά ότι υπήρχε µεροληψία στις οµαδοποιήσεις. Από 

τον έλεγχο αυτόν προέκυψαν 16 οµάδες (Κ=16), όσες και οι αρχικοί µας 

πληθυσµοί (Ln= -3719,7). Το ποσοστό ένταξης του κάθε πληθυσµού στην 

αντίστοιχη οµάδα ήταν πολύ υψηλό (>0,97). Φαίνεται ότι η µεροληψία ήταν 

αρκετά ισχυρή ή τουλάχιστον πολύ πιο ισχυρή από οποιαδήποτε γενετική 

πληροφορία που θα µας έδινε κάποια εναλλακτική οµαδοποίηση. Αν θέλαµε 

να συγκρίνουµε την τιµή για Κ=16 µε την τιµή για Κ=5 (που ήταν το 

αποτέλεσµα του ελέγχου χωρίς χρήση της πληροφορίας των 

προκαθορισµένων πληθυσµών), βλέπουµε ότι κατά τον έλεγχο µε χρήση της 

πληθυσµιακής πληροφορίας η τιµή της εκ των υστέρων πιθανότητας των 

δεδοµένων µας για Κ=5 ήταν πολύ χαµηλότερη (Ln= -4085) από ό,τι για Κ=16 

(Ln= -3719,7). 
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Εικόνα 3.14. Ραβδόγραµµα αποτελεσµάτων της Μπεϋζιανής ανάλυσης για Κ= 5, 
χωρίς χρήση της πληροφορίας των γεωγραφικά προκαθορισµένων πληθυσµών. Η 
ανάλυση έγινε µε το µοντέλο των µεικτών πληθυσµών (admixture model) µε χρήση 
του προγράµµατος Structure (v. 2, Pritchard et al., 2000). Κάθε κάθετη ράβδος 
αντιπροσωπεύει ένα άτοµο και τα 5 διαφορετικά χρώµατα αναπαριστούν τις 5 
διαφορετικές οµάδες (clusters). 
 

 
Εικόνα 3.15. Χάρτης περιοχών µελέτης. Ο κάθε πληθυσµός παρουσιάζεται µε το ίδιο 
χρώµα όπως στο ραβδόγραµµα που προέκυψε από την Μπεϊεσιανή ανάλυση.   
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3.2 Μελέτη του τεχνητού υγρότοπου-βιολογικού καθαρισµού της 

Πόµπιας 

3.2.1 Ανάλυση µακροπανίδας  

Στους πίνακες 3.17 και 3.18 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα από την 

ανάλυση δειγµάτων του βένθους στους τρεις σταθµούς δειγµατοληψίας. Τα 

αποτελέσµατα παρουσιάζονται για κάθε δείγµα χωριστά, αλλά δίνονται και 

µέσες τιµές ανά περιοχή.  

 

Πίνακας 3.17. Αφθονία των τάξων στις τρεις περιοχές δειγµατοληψίας.  
 ΠΕΡΙΟΧΗ Ο ΠΕΡΙΟΧΗ 1 ΠΕΡΙΟΧΗ 2 

 

ΤΑΞΑ 
O.1 O.2 O.3 1.1 1.2 2.1 2.2 2.3 

Phylum: NEMATODA 18 0 3 0 0 1113 973 937 

         

Class CRUSTACEA         

Subclass: Ostracoda 1 0 0 13 40 830 110 343 

Subclass: Copepoda 

Order: Cyclopoidae 
0 1 0 0 0 1 0 0 

         

Class: INSECTA; Order: Diptera       

Psychodidae 5 3 3 0 0 0 0 0 

Chironomidae; 

Chironomus riparius 
7 13 2 21 14 108 3 27 

Orthocladinae 19 19 11 4 5 27 3 3 

Chironominae 12 48 12 6 16 6 0 30 

ενήλικο Chironominae 0 0 1 0 0 0 0 0 

Pupa Orthocladinae 0 0 0 0 0 1 0 0 

Pupa Chironomimae 1 0 0 0 2 2 0 0 

Ceratopogonidae 1 0 0 0 0 0 0 0 

Class: INSECTA; Order: Odonata       

Zygoptera 0 0 0 0 1 1 0 0 

Anisoptera 0 0 0 0 0 1 0 0 

         

Class: APTERYGOTA; Order: Collembola     

Poduridae 1 0 1 0 0 0 0 7 

Isotomidae 2 0 5 1 0 32 23 23 
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 ΠΕΡΙΟΧΗ Ο ΠΕΡΙΟΧΗ 1 ΠΕΡΙΟΧΗ 2 

Sminthuridae 0 0 0 0 0 1 0 0 

         

Phylum ANNELIDA; Class: OLIGOCHAETA     

Tubificidae 1 2 0 0 0 2407 3300 1037 

Naididae 0 0 0 0 0 1099 407 180 

Echitraidae 0 0 29 0 0 0 0 0 

         

Class:GASTROPODA; Order Pulmonata     

Ancylidae 0 0 0 3 4 0 0 0 

         

Class: ARACHNIDA; Order: Acari      

Hydracarina 0 0 0 0 0 13 0 0 

  

Πίνακας 3.18. Συνολική αφθονία (N) σε κάθε δείγµα, µέσος όρος του N για κάθε 
περιοχή, δείκτης Shannon H και µέσος όρος του Η για κάθε περιοχή. 

Περιοχές N AVER(N) H AVER(H) 

O.1 68 1,85 

O.2 86 1,20 

O.3 67 

73.66 

1,67 

1,57 

     

1.1 48 1,44 

1.2 82 
65 

1,43 
1,43 

     

2.1 5642 1,45 

2.2 4819 0,91 

2.3 2587 

4349.33 

1,35 

1,24 

 

Ο συνολικός αριθµός των τάξων στο ρυάκι (περιοχή Ο), στην πρώτη 

(περιοχή 1) και στη δεύτερη (περιοχή 2) λεκάνη του βιολογικού καθαρισµού 

είναι 14, 8 και 16 αντίστοιχα. Για τις τιµές ποικιλότητας Shannon 

εφαρµόζουµε έναν έλεγχο τύπου t test (Poole, 1974) εξετάζοντας (ανά ζεύγη 

δειγµάτων) τη µηδενική υπόθεση της οµοιότητας των δεικτών. Ο έλεγχος 

εφαρµόστηκε µε τη βοήθεια του στατιστικού προγράµµατος PAST 

(v.1.4/2006; Ryan et al., 1995). Για όλα τα ζεύγη δειγµάτων η µηδενική 
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υπόθεση απορρίφθηκε (p<<0,05), οπότε η διαφορά µεταξύ των δεικτών 

ποικιλότητας είναι στατιστικώς σηµαντική.  

Το ρυάκι (περιοχή Ο) που χρησιµοποιείται ως “µάρτυρας” έχει τη 

µεγαλύτερη τιµή του δείκτη Shannon παρόλο που έχει µικρότερο αριθµό 

ειδών από την περιοχή 2.  

 

3.2.2 Εκτίµηση µεγέθους του πληθυσµού 

Για την εκτίµηση του µεγέθους του πληθυσµού του M. rivulata έγιναν 

τρεις δειγµατοληψίες στον υγρότοπο της Πόµπιας. Ο αριθµός των ατόµων 

που συλλέχθηκαν συνολικά σε κάθε δειγµατοληψία και ο αριθµός των ήδη 

σηµαδεµένων ατόµων φαίνεται στον πίνακα 3.19.  

 

Πίνακας 3.19. Ο αριθµός των ατόµων που συλλέχθηκαν συνολικά σε κάθε 
δειγµατοληψία (Συλλήψεις) και ο αριθµός των ήδη σεσηµασµένων ατόµων 
(Επανασυλλήψεις)  

∆ειγµατοληψία Συλλήψεις Επανασυλλήψεις 

1η 86 0 

2η 5 1 

3η 10 3 

 

Σύµφωνα µε τη µέθοδο Schnabel το εκτιµώµενο µέγεθος πληθυσµού 

είναι: 

N̂ = 333 άτοµα και τα 95% όρια εµπιστοσύνης µας δίνουν µια 

διακύµανση από 139 έως 974 άτοµα. 

Σύµφωνα µε τη µέθοδο Schumacher το εκτιµώµενο µέγεθος πληθυσµού 

είναι: 

N̂ = 331 άτοµα και τα 95% όρια εµπιστοσύνης µας δίνουν µια 

διακύµανση από 112 έως 342 άτοµα. 
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3.3 Μελέτη της δραστηριότητας της M. rivulata µε χρήση 

ραδιοτηλεµετρίας 

Η µελέτη της δραστηριότητας των χελωνών έγινε µε 10 χελώνες (5 

αρσενικές, 5 θηλυκές) από τον Αλµυρό ποταµό, που βρίσκεται περίπου 8 

χιλιόµετρα δυτικά της πόλης του Ηρακλείου. Η καταγραφή στο πεδίο 

ξεκίνησε στις 2 Απρίλη 2003 και είχε διάρκεια 3 µήνες. Συνολικά έγιναν 39 

επισκέψεις στον βιότοπο του Αλµυρού. Στις 39 επισκέψεις είχαµε 256 

καταγραφές σηµάτων. Ο συνολικός αριθµός των παρατηρήσεων για κάθε 

χελώνα ξεχωριστά παρατίθεται στον παρακάτω πίνακα. 

 

Πίνακας 3.20. Αριθµός παρατηρήσεων για κάθε µελετώµενο άτοµο.  

Ζώο Παρατηρήσεις 

0 (♂) 38 
1 (♀) 12 
2 (♂) 3 
3 (♀) 24 
4 (♂) 20 
5 (♀) 21 
6 (♂) 38 
7 (♂) 26 
8 (♀) 30 
9 (♀) 44 

 

Στην εικόνα 3.16, παρουσιάζεται η δραστηριότητα των χελωνών 

ανάλογα µε τις θερµοκρασίες αέρα (Ταέρα) και νερού (Τνερού) την ίδια χρονική 

στιγµή. Ο αριθµός παλµών του κάθε ποµπού έχει µετατραπεί σε θερµοκρασία 

σύµφωνα µε την εξίσωση y=1,2x+5,9 που περιγράφεται στην παράγραφο 2.5 

στο κεφάλαιο «Υλικά και Μέθοδοι».  Παρατηρούµε λοιπόν ότι, γενικά, κατά 

τον Απρίλιο τα ζώα περνούν µεγάλο διάστηµα έξω από το νερό, ενώ όσο 

προχωράµε προς το καλοκαίρι τα ζώα περνούν περισσότερο χρόνο µέσα στο 

νερό.  
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Εικόνα 3.16. ∆ραστηριότητα του κάθε ατόµου όπως αυτή περιγράφεται από τη 
θερµοκρασία του σε σχέση µε τη θερµοκρασία περιβάλλοντος (νερού και αέρα).  
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Εικόνα 3.17. ∆ραστηριότητα του κάθε ατόµου σε σχέση µε την ώρα της ηµέρας. 
Χαµηλή θερµοκρασία= ίση ή χαµηλότερη από την Τνερού τη στιγµή της καταγραφής 
Υψηλή θερµοκρασία= υψηλότερη από την Τνερού τη στιγµή της καταγραφής  
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Στην εικόνα 3.17 παρουσιάζεται η ηµερήσια δραστηριότητα των ζώων 

καθ’ όλο το εικοσιτετράωρο. Καταγράφεται αν το ζώο είχε χαµηλή 

θερµοκρασία (ίση ή χαµηλότερη από την Τνερού τη στιγµή της καταγραφής) ή 

υψηλή θερµοκρασία (υψηλότερη από την Τνερού τη στιγµή της καταγραφής. Οι 

χελώνες δραστηριοποιούνται από τις 07:00 – 08:00 το πρωί περίπου και 

σταµατάνε γύρω στις 22:00 - 23:00 το βράδυ, µε κορυφές δραστηριότητας από 

τις 10:00 έως τις 13:00 και µια µικρότερης έντασης από τις 19:00 έως τις 20:00. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

4.1 Φυλογενετικές σχέσεις και παλαιοντολογικά δεδοµένα 

H περιοχή ελέγχου αντιγραφής του µιτοχονδρίου (D-loop) παρουσίασε 

µεγαλύτερη διαφοροποίηση από το κυτόχρωµα β (cyt b), όπως άλλωστε ήταν 

αναµενόµενο, αφού η D-loop είναι από τις πιο γρήγορα εξελισσόµενες 

περιοχές του µιτοχονδρίου. (Lamb et al., 1994; McMillan & Palumbi, 1997; 

Laurent et al., 1998; Avise, 2000). Με βάση το cyt b η διαειδική διαφοροποίηση 

κυµαίνεται από 2,4% (µεταξύ M. rivulata και M. caspica) έως 4,9% (µεταξύ M. 

leprosa και M. caspica), ενώ µε βάση την D-loop από 6,3% (µεταξύ M. rivulata 

και M. caspica) έως 8,8% (µεταξύ M. leprosa και M. rivulata). Με βάση το cyt b 

τα συγγενικά είδη Cuora serrata και C. mouhoti που ανήκουν στην ίδια 

οικογένεια µε το Μauremys (Geoemydidae) εµφανίζουν γενετική απόσταση 

2,7% (Spinks et al., 20004), ενώ στα είδη του γένους Graptemys (Emydidae) η 

γενετική απόσταση κυµαίνεται από 0% - 1,3% (Lamb et al., 1994). Επίσης 

µεταξύ των πολύ συγγενικών γενών Malaclemys και Graptemys, η γενετική 

απόσταση κυµαίνεται από 1,5% - 3,1% (Lamb & Osentoski, 1997). Σύµφωνα 

µε τους Lamb & Lydeard (1994) η γενετική απόσταση στα είδη του γένους 

Gopherus κυµαίνεται από 3,1%- 7,41%. Στα είδη του γένους Clemmys η 

γενετική απόσταση µε βάση το cyt b κυµαίνεται από 5,7% έως 10,76% (Lenk et 

al., 1999). Αντίστοιχα για την περιοχή ελέγχου (D-loop) η γενετική απόσταση 

µεταξύ των τεσσάρων αναγνωρισµένων υποειδών της Chysemys picta 

κυµαίνεται από 0,1% - 2,4% (Starkey et al., 2003). Μεταξύ των κοντινών ειδών 

Chelydra serpentina και Macroclemys temminckii είναι 2,4% κατά τους Walker et 

al. (1998). Πολλές µελέτες µε βάση την περιοχή ελέγχου δεν αναφέρουν 

γενετικές αποστάσεις µεταξύ των ειδών (Bowen et al., 1995; Schroth et al., 1996; 

Laurent et al., 1998; Roman at al., 1999; Souza et al., 2003) ή αναφέρουν 

γενετικές αποστάσεις από συνδυασµένα σύνολα δεδοµένων παραδείγµατος 

χάρη D-loop & cyt b (Lamb et al., 1994) ή D-loop & 12S rRNA (Van der Kuyl et 

al., 2005), οπότε δεν είναι εφικτή η σύγκριση µε τα δικά µας αποτελέσµατα. 

Ανάλογες µελέτες άλλων ζωικών οµάδων που έχουν πραγµατοποιηθεί στην 
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αντίστοιχη γεωγραφική περιοχή (Αιγαίο ή ανατολική Μεσόγειο) 

χρησιµοποιούν το cyt b ως µοριακό σηµαντή και έτσι µας επιτρέπεται η 

σύγκριση µε µέρος των αποτελεσµάτων της παρούσας διατριβής. Στους 

αγκαθοποντικούς του γένους Acomys και στα ποντίκια του γένους Apodemus 

οι γενετικές αποστάσεις µε βάση το cyt b είναι της τάξης του 1,6% και <1% 

αντίστοιχα (Barome et al. 2001; Michaux et al. 2004). Όσον αφορά τις σαύρες 

του γένους Podarcis οι γενετικές αποστάσεις κυµαίνονται από 11,4% - 19% 

(Poulakakis et al., 2005a) και στις σαύρες του γένους Ablepharus, η διαειδική 

διαφοροποίηση είναι της τάξης του 11%-19% (Poulakakis et al., 2005b). Οι 

αποστάσεις που παρουσιάζουν τα µεσογειακά είδη του γένους Mauremys είναι 

µεγαλύτερες σε σχέση µε τις αποστάσεις των ποντικών και αγκαθοποντικών 

αλλά είναι σαφώς µικρότερες από αντίστοιχες γενετικές αποστάσεις των 

σαυρών στην περιοχή της Μεσογείου. Το ότι οι χελώνες του γένους Mauremys 

παρουσιάζουν πολύ µικρότερες γενετικές αποστάσεις απ’ ό,τι άλλα ερπετά 

στην ίδια περιοχή δεν πρέπει να µας προκαλεί έκπληξη αφού έρχεται σε 

συµφωνία µε µελέτες που έχουν δείξει ότι ο εξελικτικός ρυθµός του mtDNA 

στα Χελώνια είναι σαφώς χαµηλότερος σε σχέση µε άλλες οµάδες 

Σπονδυλωτών (Avise et al., 1992; Lamb et al., 1994; Lenk et al., 1999). Οι 

παράγοντες που έχουν κατά καιρούς προταθεί ως υπεύθυνοι για το χαµηλό 

εξελικτικό ρυθµό είναι οι εξής:  

1) Oι χελώνες µπορεί να έχουν πολύ πιο αποτελεσµατικούς 

µηχανισµούς επιδιόρθωσης του mtDNA, µε αποτέλεσµα µικρότερο ρυθµό 

εξέλιξης (Avise et al., 1992). Η ίδια υπόθεση έχει προταθεί και για τον 

αργότερο ρυθµό εξέλιξης των αλληλουχιών του mtDNA στα φυτά σε σχέση µε 

ζωικές οµάδες (Palmer  &  Herbon  1988).   

2) Ένας δεύτερος παράγοντας που έχει συσχετιστεί µε τους εξελικτικούς 

ρυθµούς είναι ο χρόνος γενεάς και η ηλικία αναπαραγωγής (Avise et al., 

1992). Οι χελώνες έχουν γενικά µεγάλο χρόνο γενεάς και η πρώτη 

αναπαραγωγή γίνεται πολύ αργότερα απ’ ό,τι στα περισσότερα Σπονδυλωτά. 

Η ηλικία αναπαραγωγής σε πολλά είδη θαλάσσιων χελωνών φτάνει τα 20 – 30 

χρόνια (Zug et al. 1986). Για το Mauremys εκτιµάται ότι ο µέγιστος χρόνος 
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ζωής µπορεί να φτάσει τα 30 χρόνια (Meek, 1987) και η ηλικία 

αναπαραγωγής περίπου τα 4 - 6 χρόνια (Sidis & Gasith, 1988).  

3) Οι χελώνες χαρακτηρίζονται από πολύ χαµηλό µεταβολικό ρυθµό 

(Avise et al., 1992). Οι Martin & Palumbi (1993) έδειξαν ότι υπάρχει θετική 

συσχέτιση µεταξύ του µεταβολικού ρυθµού των Σπονδυλωτών και του ρυθµού 

υποκατάστασης τόσο στο πυρηνικό όσο και στο µιτοχονδριακό DNA. Τα 

αποτελέσµατα έρχονται ίσως ως απόρροια της συσχέτισης µεταξύ της 

εκµετάλλευσης των επιπέδων του οξυγόνου και της συχνότητας της 

καταστροφής του DNA από τις ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (Martin & Palumbi, 

1993).  

Ο αργός ρυθµός εξέλιξης στις χελώνες δεν είναι χαρακτηριστικός µόνο 

για το µιτοχονδριακό DNA. Χρωµοσωµατικοί χαρακτήρες (Bickham, 1981), 

αλλοένζυµα (Bickham, 1984) αλλά ακόµα και µορφολογικοί χαρακτήρες 

(Bonhomme et al., 1987) είναι πολύ συντηρητικοί στα Χελώνια. Όµως, οι 

εξελικτικές δυνάµεις και οι µοριακοί µηχανισµοί που ευθύνονται για την 

εξέλιξη τόσο διαφορετικών χαρακτηριστικών, όπως το mtDNA, οι 

καρυότυποι, και η µορφολογία, είναι σχεδόν σίγουρο ότι διαφέρουν και 

δρουν ανεξάρτητα (Avise et al., 1992).  

Τα αποτελέσµατα της δοκιµασίας των Hillis & Huelsenbeck (1992) για 

τις αλληλουχίες του cyt b, της D-loop, αλλά και το συνδυασµένο σύνολο 

δεδοµένων, δείχνουν ότι τα δεδοµένα της παρούσας µελέτης θεωρητικά 

εµπεριέχουν αρκετή φυλογενετική πληροφορία για να µας αποκαλύψουν το 

φυλογενετικό σενάριο που κρύβεται πίσω από τα υπό µελέτη είδη του γένους 

Mauremys στο χώρο της Μεσογείου. Οι διάφορες φυλογενετικές αναλύσεις 

(ΝJ, MP, ML και BI) συγκλίνουν σε µία συγκεκριµένη τοπολογία του 

γονιδιακού δέντρου των 3 µεσογειακών ειδών του γένους. Βάσει των ειδών 

που χρησιµοποιήθηκαν ως εξωοµάδες (G. spengleri, T. marginata) και 

ανεξάρτητα από το είδος της φυλογενετικής ανάλυσης και το σύνολο των 

δεδοµένων που χρησιµοποιήθηκε, τα τρία µεσογειακά είδη του γένους 

Mauremys αποτελούν ένα µονοφυλετικό κλάδο. Όπως προέκυψε από τις 

φυλογενετικές αναλύσεις µε βάση τα δυο µιτοχονδριακά γονίδια το M. 
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rivulata αποτελεί έναν καλά διαχωρισµένο µονοφυλετικό κλάδο µε υψηλή 

στατιστική υποστήριξη (NJ: 100%, MP: 98%, ML/BI: 93%). Το ίδιο ισχύει και 

για τα άλλα δυο µεσογειακά είδη του γένους. Τα δεδοµένα µας έρχονται σε 

συµφωνία µε τις πρόσφατες µελέτες για το γένος Mauremys και την οικογένεια 

Geoemydidae (Barth et al., 2004; Feldman & Parham, 2004; Spinks et al., 2004). 

To M. leprosa αποκλίνει πρώτο µέσα στο µονοφυλετικό κλάδο. Λαµβάνοντας 

υπόψη τις τρεις παράλληλες εξελικτικές γραµµές που υπήρξαν κατά τον 

Bergounioux (1955) (βλέπε στο κεφάλαιο της Εισαγωγής παράγραφο 1.5) και 

το ότι τα απολιθώµατα που είναι πιο συγγενικά µε τα σύγχρονα µεσογειακά 

είδη του γένους Mauremys  ανήκουν στην τρίτη εξελικτική γραµµή (Melentis, 

1966; Kotsakis, 1980), µπορούµε να αναπαραστήσουµε την εξέλιξη των 

σύγχρονων ειδών της δυτικής Παλαιαρκτικής όπως στο διάγραµµα της 

εικόνας 4.1. Ο συνδυασµός των αποτελεσµάτων της παρούσας µελέτης µε τα 

παλαιοντολογικά δεδοµένα µας επιτρέπει την υποστήριξη µιας υπόθεσης για 

τις φυλογενετικές σχέσεις των τριών µεσογειακών ειδών του γένους. Ο κοινός 

πρόγονος των τριών ειδών τοποθετείται στη γενεαλογική γραµµή του M. 

pygolopha. Ο πρώτος κλάδος που αποχωρίστηκε από αυτόν τον κοινό πρόγονο 

είναι αυτός που οδήγησε στο σύγχρονο M. leprosa µε τον ενδιάµεσο πρόγονο 

του M. gaudri (Broin, 1977; Kotsakis, 1980). Αν εφαρµόσουµε τον εξελικτικό 

ρυθµό για το κυτόχρωµα β (0,3-0,4% ανά εκ. χρ.), που έχει ευρέως 

χρησιµοποιηθεί σε πολλά Χελώνια, συµπεριλαµβανοµένου και του γένους 

Mauremys (Avise et al. 1992; Caccone et al. 1999; Lenk et al. 1999; Mantziou et 

al., 2004; Barth et al., 2004), φαίνεται ότι το M. leprosa διασπάστηκε πρώτο από 

την κοινή εξελικτική γραµµή κατά το Μέσο Μειόκαινο (11-15 εκ. χρ. πριν από 

σήµερα) και στη συνέχεια στο Ανώτερο Μειόκαινο (6-8 εκ. χρ. πριν) έγινε η 

διάσπαση του M. caspica από το M. rivulata. Αυτό έρχεται σε αντίθεση µε τον 

ισχυρισµό των Busack & Ernst (1980) ότι η αποµόνωσή του M. leprosa ξεκίνησε 

κατά το Πλειόκαινο. Σύµφωνα µε τους Lapparent de Broin & Van Dijk (1999), 

µε βάση παλαιοντολογικά δεδοµένα, ο διαχωρισµός αυτός έγινε τουλάχιστον 

στο Πλειόκαινο, αλλά πιθανότερα νωρίτερα.  
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Εικόνα 4.1. Τρεις γενεαλογικές γραµµές στη δυτική Παλαιαρκτική για τις χελώνες 
του γένους Mauremys και υπόθεση για τις φυλογενετικές σχέσεις των τριών 
σύγχρονων µεσογειακών ειδών, βασισµένη σε παλαιοντολογικά δεδοµένα και 
αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης. Οι χρόνοι απόκλισης υπολογίστηκαν µε βάση 
τις γενετικές αποστάσεις των αλληλουχιών του cyt b εφαρµόζοντας έναν εξελικτικό 
ρυθµό 0,3% - 0,4% ανά εκατοµµύρια χρόνια.  
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Τα αποτελέσµατά µας έρχονται σε συµφωνία µε την υπόθεση των Feldman & 

Parham (2004), πως η απόκλιση µεταξύ των σύγχρονων Mauremys 

(συµπεριλαµβάνοντας τόσο τα µεσογειακά όσο και τα είδη της ανατολικής 

Ασίας) έλαβε χώρα πριν από την ανύψωση του οροπεδίου του Θιβέτ (50 -10 

εκ. χρ. πριν από σήµερα). Η χρονολόγηση µε βάση τα αποτελέσµατα της 

παρούσας µελέτης είναι αρκετά κοντά µε τη µελέτη των Barth et al. (2004) οι 

οποίοι ισχυρίζονται ότι ο διαχωρισµός του M. leprosa από τον κοινό πρόγονο 

χρονολογείται στο Κατώτερο Μειόκαινο. Η χρονολόγηση αυτή συµφωνεί και 

µε την ηλικία του παλιότερου γνωστού απολιθώµατος Mauremys από τη 

∆υτική Παλαιαρκτική (Lapparent de Broin & Van Dijk,1999; Lapparent de 

Broin, 2001).  

Κατά το Μέσο-Ανώτερο Μειόκαινο το κλίµα έγινε πολύ πιο ξηρό και 

λίγο πιο κρύο και αυτό οδήγησε στην εξαφάνιση πολλών υδρόβιων χελωνών 

αρχικά από τη δυτική Ευρώπη και αργότερα και από την ανατολική 

(Lapparent de Broin, 2001). Επέστρεψαν σύντοµα στη νότια Ευρώπη κατά το 

Κατώτερο- Μέσο Πλειόκαινο. Το Ανώτερο Μειόκαινο – Πλειόκαινο είναι η 

εποχή της εγκαθίδρυσης των σύγχρονων ευρωπαϊκών Mauremys. Όλη αυτή η 

εξέλιξη συνέβη κυρίως στην περιοχή της ανατολικής Μεσογείου. Κατά το 

ανώτερο Μειόκαινο έλαβαν χώρα ευρωπαϊκές µεταναστεύσεις από την 

ανατολική Μεσόγειο προς την Αφρική (Gasperetti et al., 1993; Lapparent de 

Broin, 2001). Το Mauremys φαίνεται ότι αποσύρθηκε από τη Γαλλία και την 

Ιβηρική Χερσόνησο (και πιθανώς και από την Ιταλία και κάποιες ανατολικές 

χώρες) κατά την ψυχρή περίοδο στα τέλη του Πλειοκαίνου. Η ύπαρξη του M. 

leprosa, που ξεκίνησε και εξελίχθηκε στη Βόρεια Αφρική προερχόµενη από µια 

µορφή της ανατολικής Μεσογείου, επιβεβαιώνεται για πρώτη φορά κατά το 

Πλειόκαινο στην Αλγερία και έφτασε στην Ιβηρική χερσόνησο κατά το τέλος 

του Πλειοκαίνου έως τα µέσα του Πλειστοκαίνου (Lapparent de Broin, 2001). 

Στη γένεση του M. leprosa στην Αφρική συµφωνούν και πρόσφατες εργασίες 

στηριζόµενες σε µοριακούς δείκτες (Fritz et al., 2005; Fritz et al., 2006).  
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4.2 Ενδοειδικές σχέσεις 

4.2.1 Μιτοχονδριακό DNA 

Η ενδοειδική διαφοροποίηση που παρατηρείται µε βάση το 

µιτοχονδριακό DNA είναι πολύ µικρή. Για το κυτόχρωµα β από την ανάλυση 

73 αλληλουχιών προέκυψαν 13 διαφορετικοί απλότυποι. Από αυτούς 5 

απλότυποι έχουν ευρεία κατανοµή και σχετικά µεγαλύτερη συχνότητα 

εµφάνισης. Οι πιο σπάνιοι απλότυποι που είτε έχουν περιορισµένη κατανοµή 

ή πολύ µικρή συχνότητα εµφάνισης (όπως για παράδειγµα οι c2, c5, c10 και 

c11, πίνακας 3.1) διαφέρουν µόνο κατά µια βάση από άλλους πιο κοινούς 

απλότυπους. Στις περισσότερες περιπτώσεις όπου χρησιµοποιήθηκαν 2 ή και 

περισσότερα άτοµα από µια περιοχή, τα άτοµα εµφανίζουν τον ίδιο 

απλότυπο. Εξαίρεση αποτελούν: α) τα άτοµα από την Κρύα Βρύση Κισσάµου 

(VRY), τον Άραξο Πελοποννήσου (PAX) και τη Χίο (CHI) που εµφανίζουν 

δυο διαφορετικούς κοινούς απλότυπους και β) τα άτοµα από την 

Πλακιώτισσα (PLA), τη Γεωργιούπολη (GEO), το Σκινιά (SKI), το Θραψανό 

(THR), την Πόµπια (POM), τη Λέσβο (LES), το Άργος (PAG), και τη Νέα 

Μάκρη (MAK) που εµφανίζουν έναν πολύ κοινό απλότυπο και έναν πιο 

σπάνιο. Όσον αφορά τα άτοµα της Κρήτης, όπου εστιάζεται το µεγαλύτερο 

µέρος των δειγµατοληψιών, βλέπουµε ότι στο µεγαλύτερο µέρος τους 

εµφανίζουν απλότυπους µε ευρεία κατανοµή (c1, c3, c7) και µόνο τρεις 

απλότυποι είναι µοναδικοί για το νησί (c2, c5, c10) και αυτοί µε πολύ µικρή 

συχνότητα. Τα 5 από τα 6 άτοµα της Ιορδανίας εµφανίζουν έναν απλότυπο 

που είναι µοναδικός για την Ιορδανία. Το έκτο άτοµο εµφανίζει τον 

απλότυπο µε τη µεγαλύτερη συχνότητα εµφάνισης (c3). Στον c3 εντάσσεται 

επίσης και η αλληλουχία AJ564455 από τη Σµύρνη (Τουρκία), η οποία 

ανακτήθηκε από τη βάση γενετικών δεδοµένων GenBank.  

Όσον αφορά την περιοχή ελέγχου (D-loop) από την ανάλυση 73 

αλληλουχιών προέκυψαν 18 διαφορετικοί απλότυποι. Εννέα από τους 18 

απλότυπους εµφανίζονται µόνο µια φορά (σε ένα µόνο άτοµο) και από 

αυτούς οι 7 διαφέρουν από άλλους πιο κοινούς απλότυπους µόνο κατά ένα 

νουκλεοτίδιο.  Ο απλότυπος µε τη µεγαλύτερη συχνότητα είναι ο D2 και έχει 
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ευρεία κατανοµή που περιλαµβάνει την Κρήτη, τα περισσότερα νησιά του 

Αιγαίου και την ηπειρωτική Ελλάδα. Τέσσερις απλότυποι είναι µοναδικοί 

στην Κρήτη αλλά µε πολύ µικρή συχνότητα εµφάνισης (1 -2 άτοµα ανά 

απλότυπο). Η Ιορδανία και η Κύπρος δεν µοιράζονται τους απλότυπούς τους 

µε καµία άλλη περιοχή. Έτσι η Ιορδανία παρουσιάζει τους µοναδικούς 

απλότυπους D8, D9, D12 ενώ η Κύπρος τον απλότυπο D11. Η Κύπρος και η 

Ιορδανία µοιράζονται ωστόσο τον απλότυπο D10 (πίνακας 3.3, εικόνα 3.3). 

Το φαινόµενο λίγων πολύ κοινών απλοτύπων και αρκετών απλοτύπων που 

διαφέρουν µόνο κατά ένα µεταλλακτικό βήµα από τους πιο κοινούς, είναι 

συνηθισµένο στις ενδοειδικές µελέτες χελωνών (Kuyl et al., 2005; Fritz et al., 

2006). 

Στην περίπτωσή του M. rivulata, που αποτελεί τον κύριο οργανισµό 

µελέτης της παρούσας διατριβής, η ενδοειδική γενετική διαφοροποίηση 

κυµαίνεται από 0,1% έως 1,4% για τις αλληλουχίες του cyt b και 0,1% - 1,5% 

για την περιοχή ελέγχου. Παρόλο που έχουµε πάρα πολύ λίγα δείγµατα στη 

διάθεσή µας για τα είδη M. leprosa και M.caspica, οι γενετικές αποστάσεις που 

παρουσιάζουν είναι συγκρίσιµες ή µεγαλύτερες από αυτές του M. rivulata. 

Έτσι για τις αλληλουχίες του cyt b η ενδοειδική γενετική διαφοροποίηση για 

το M. caspica είναι 1,2%, ενώ για το M. leprosa κυµαίνεται από 0,2% έως 2,1%. 

Για την περιοχή ελέγχου οι αντίστοιχες τιµές είναι 2,1% για το M. caspica και 

από 0,4%-2,8% για το M. leprosa.  

Συγκρίνοντας µε άλλες µελέτες βλέπουµε ότι η µικρή ενδοειδική 

γενετική διαφοροποίηση είναι πολύ συχνό φαινόµενο σε πολλά είδη 

χελωνών. Με βάση το cyt b η γενετική διαφοροποίηση στο είδος Mauremys 

leprosa κυµαίνεται από 0,1% έως 2,2% (Fritz et al., 2006), στο είδος M. mutica 

0,5% και στο είδος M. caspica 1,1% (Barth et al., 2004). Στο είδος Emys 

orbicularis κυµαίνεται από 0,1% έως 1,7% (Lenk et al., 1999), στο είδος Caretta 

caretta από 0,01% έως 1,2% (Laurent et al., 1998), ενώ τέλος η γενετική 

διαφοροποίηση µεταξύ 5 αναγνωρισµένων υποειδών του είδους Malaclemys 

terrapin κυµαίνεται από 0% έως 0,4% (Lamb & Osentoski, 1997). Και για την 

περιοχή ελέγχου, όµως, οι αποστάσεις που αναφέρονται στη βιβλιογραφία 
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είναι ανάλογες µε τις αποστάσεις της παρούσας µελέτης. Με βάση λοιπόν 

αλληλουχίες της D-loop οι γενετικές αποστάσεις στο είδος Hydromedusa 

maximiliani κυµαίνονται από 0,2% έως 3,2% (Souza et al., 2003), στο είδος 

Caretta caretta είναι 4,61% (Laurent et al., 1998), στο Macroclemys temminckii 

από 0,2% έως 3,4% (Roman et al., 1999), στο Chelydra serpentina η µέγιστη 

γενετική απόσταση φτάνει το 0,5% (Walker et al., 1998), ενώ τέλος µεταξύ των 

τεσσάρων αναγνωρισµένων υποειδών του Chysemys picta κυµαίνεται από 

0,1% έως 2,4% (Starkey et al., 2003).  

Το φαινόµενο της αργής εξέλιξης των αλληλουχιών του mtDNA στις 

χελώνες γίνεται ακόµη πιο έντονα εµφανές όταν εξετάζουµε τις ενδοειδικές 

σχέσεις. Aν συγκρίνουµε τα αποτελέσµατά µας µε παρόµοιες µελέτες σε άλλα 

ερπετά από την περιοχή της ανατολικής Μεσογείου, παρατηρούµε ότι οι 

γενετικές αποστάσεις στο γένος Mauremys είναι πολύ µικρότερες. Για 

παράδειγµα µε βάση αλληλουχίες του cyt b η µέση γενετική απόσταση στο 

είδος Podarcis erhardii είναι 10,5% (Πουλακάκης, 2005), στο είδος P. taurica 

7,2% (Πουλακάκης, 2005), ενώ στο είδος Ablepharus kitaibelii κυµαίνεται από 

0% έως 18% (Poulakakis et al., 2005).  

Οι µεγαλύτερες αποστάσεις σε απλότυπους του M. rivulata (1,4% για το 

cyt b και 1,5% για την D-loop) εµφανίζονται µεταξύ απλοτύπων της 

Ιορδανίας και της ηπειρωτικής ή νησιωτικής Ελλάδας. Αν και γενικά δεν 

µπορούµε να πούµε ότι έχουµε σαφώς γεωγραφικά δοµηµένους απλότυπους, 

η δοκιµασία του Mantel έδειξε ότι υπάρχει συσχέτιση της γενετικής 

απόστασης µε τη γεωγραφική απόσταση των µελετώµενων ατόµων.   

Το µιτοχονδριακό DNA δεν είναι σε θέση να µας δώσει ένα ξεκάθαρο 

φυλογεωγραφικό πρότυπο µέσα στο είδος M. rivulata. Υπάρχει µια ασάφεια 

στις σχέσεις των ατόµων και τα δέντρα έχουν τη µορφή «χτένας». Οι 

πολυτοµίες αυτές οφείλονται σε αδυναµία επίλυσης των σχέσεων στο 

συγκεκριµένο κόµβο του δέντρου, λόγω χαµηλής διακριτικής ικανότητας περί 

των δεδοµένων. Οι διαφοροποιήσεις που εµφανίζονται είναι παρά πολύ 

µικρές και πολλοί απλότυποι διαφέρουν µεταξύ τους µόνο κατά ένα 

νουκλεοτίδιο. Η κατάσταση αυτή είναι ενδεικτική του µικρού διαστήµατος 
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που έχει µεσολαβήσει από την αποµόνωση των πληθυσµών αυτών (Avise, 

2000). Το M. rivulata πιθανώς ανήκει στην κατηγορία των ειδών [όπως 

περιγράφεται από τον Avise (2000)] που αποτελούνται από πολλούς τοπικούς 

πληθυσµούς που χαρακτηρίζονται από υψηλούς ρυθµούς εξαφάνισης και 

επανεποίκισης. Η αποµόνωση λοιπόν είναι µικρής διάρκειας και όλοι οι 

πληθυσµοί συνδέονται ιστορικά έστω κι αν η γονιδιακή ροή στις περισσότερες 

γενεές είναι πολύ χαµηλή έως ανύπαρκτη. Οι εξαφανίσεις και επανεποίκιση 

παρεµποδίζουν τη γενετική διαφοροποίηση των πληθυσµών λόγω τυχαίας 

γενετικής παρέκκλισης. Συνήθως οι γενεαλογικές σχέσεις µεταξύ γεωγραφικά 

καθορισµένων πληθυσµών καθορίζονται από ένα µείγµα παραγόντων που 

περιλαµβάνουν ιστορικές συνδέσεις αλλά και σύγχρονη γονιδιακή ροή 

(Avise, 2000).  

Το γενικό φυλογεωγραφικό πρότυπο που προκύπτει για το είδος M. 

rivulata, φαίνεται να αντιστοιχεί στην κατηγορία V των προτύπων που 

αναφέρει ο Avise (2000). Αυτό το πρότυπο χαρακτηρίζεται από κοινούς 

απλότυπους που έχουν ευρεία κατανοµή και από κοντινούς σε αυτούς 

απλότυπους που είναι ενδηµικοί σε µια περιοχή. Το πρότυπο αυτό 

υποδηλώνει χαµηλή έως µέτρια σύγχρονη γονιδιακή ροή µεταξύ των 

πληθυσµών, οι οποίοι όµως ιστορικά είναι πολύ στενά συνδεδεµένοι. Οι 

κοινοί απλότυποι συνήθως είναι οι προγονικοί. Η ερµηνεία του προτύπου 

αυτού είναι πολύ συχνά προβληµατική αφού δεν είναι εύκολη η διάκριση των 

αµφισβητούµενων σχέσεων, ιδιαίτερα σε περιπτώσεις όπου έχουµε σπάνιους 

απλότυπους οι οποίοι διαφέρουν µεταξύ τους, ή από έναν πιο κοινό, µόνο 

κατά ένα νουκλεοτίδιο (Avise, 2000). Αυτή ακριβώς η αδυναµία επίλυσης των 

ενδοειδικών σχέσεων αποτυπώνεται στο δίκτυο των απλοτύπων του cyt b του 

M. rivulata (εικόνα 3.8) όπου έχουµε πολλαπλές εναλλακτικές συνδέσεις 

µεταξύ απλοτύπων. Το πρότυπο της κατηγορίας V ή παραλλαγές αυτού 

(κατηγορία IV) έχει παρατηρηθεί ξανά σε χελώνες του γλυκού νερού (Walker 

et al., 1998; Avise, 2000). Το πρότυπο αυτό καταγράφεται και από τους Fritz et 

al (2006) για το M. leprosa (στον κλάδο A, που κατανέµεται ευρέως βόρεια της 

οροσειράς του Άτλαντα).  
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Οι πληθυσµοί εξετάζοντας τους σε µια δεδοµένη χρονική στιγµή είναι 

γεωγραφικά δοµηµένοι, αφού η συνήθης απόσταση διασποράς κάθε ατόµου 

είναι πολύ µικρότερη από τη γεωγραφική κατανοµή του είδους. Απλώς 

κάποιες φορές η δοµή αυτή δεν µπορεί να αποκαλυφθεί από µια γενετική 

µελέτη (Avise, 2000).  

 

4.2.2 Μικροδορυφορικοί δείκτες 

Οι µικροδορυφορικοί δείκτες που αποµονώθηκαν και αναλύθηκαν στο 

πλαίσιο της παρούσας διατριβής αποδείχτηκαν πολύ σηµαντικοί µοριακοί 

δείκτες για τη µελέτη των ενδοειδικών σχέσεων του M. rivulata. Η σηµασία 

τους γίνεται ακόµα πιο εµφανής από τη στιγµή που το φυλογεωγραφικό 

πρότυπο που αναδείχτηκε µε βάση το mtDNA δεν ήταν ικανό να διαλευκάνει 

την εξελικτική ιστορία των πληθυσµών του M. rivulata στην περιοχή της 

ανατολικής Μεσογείου.  

Οι έξι µικροδορυφορικοί τόποι που αποµονώθηκαν ήταν 

πολυµορφικοί µε αριθµό αλληλοµόρφων που κυµάνθηκε από 6 έως 25 ανά 

τόπο. Σε αντίστοιχες µελέτες ο αριθµός αλληλοµόρφων κυµαίνεται στα ίδια ή 

και χαµηλότερα επίπεδα παρόλο που συχνά χρησιµοποιούνται πολύ 

µεγαλύτερα σύνολα δεδοµένων. Για παράδειγµα ο αριθµός αλληλοµόρφων 

κυµαίνεται από 10 έως 29 στο Caretta caretta για 5 µικροδορυφορικούς τόπους 

(Bowen et al., 2005), από 3 έως 15 στο Emydoidea blandingii για 7 τόπους 

(Osentoski et al.,  2002), από 3 έως 11 στα Chrysemys picta και Chelydra 

serpentina για 7 τόπους (Libants at al., 2004), από 8 έως 14 στο Malaclemys 

terrapin για 6 τόπους (Hauswaldt & Glenn, 2003), από 2 έως 15 στο Gopherus 

polyphemus για 9 τόπους (Schwartz et al., 2003) και από 2 έως 8 στα είδη του 

γένους Dipsochelys για 8 µικροδορυφορικούς τόπους (Palkovacs et al., 2003).  

Οι πληθυσµοί µε τα περισσότερα µοναδικά αλληλόµορφα είναι αυτοί 

που παρουσιάζονται και περισσότερο διαφοροποιηµένοι στις περαιτέρω 

αναλύσεις. Συγκεκριµένα οι πληθυσµοί των ∆ωδεκανήσων (DOD), της 

Κύπρου (CYP) και της Ιορδανίας (JOR) είναι αυτοί που παρουσιάζουν το 

µεγαλύτερο αριθµό µοναδικών αλληλοµόρφων. Αξιοσηµείωτο είναι το 
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γεγονός ότι η Κύπρος και η Ιορδανία µοιράζονται και κάποια αλληλόµορφα 

(4 αλληλόµορφα σε τρεις διαφορετικούς τόπους) τα οποία δεν εντοπίζονται σε 

κανέναν άλλο πληθυσµό. Αυτό είναι το πρώτο στοιχείο που µαρτυρά την 

εγγύτητα των πληθυσµών αυτών, που αποδείχτηκε και από τις υπόλοιπες 

αναλύσεις.  

Από τους 17 πληθυσµούς (πληθυσµιακές οµάδες) που αναλύθηκαν οι 

εννέα παρουσίασαν έλλειµµα ετεροζυγωτίας. Όπως φάνηκε από τις αναλύσεις 

µας, σε εφτά από αυτούς το έλλειµµα ετεροζυγωτίας µπορεί να οφείλεται σε 

ύπαρξη µηδενικών αλληλοµόρφων. Άλλες πιθανές αιτίες είναι η οµοµιξία ή η 

πληθυσµιακή υποδιαίρεση (Hoarau et al., 2005; Dorak, 2006). Σε δυο λοιπόν 

µόνον από τους πληθυσµούς που παρουσιάζουν έλλειµµα ετεροζυγωτίας δεν 

έχουµε πιθανότητα ύπαρξης µηδενικών αλληλοµόρφων. Αυτοί οι πληθυσµοί 

είναι της Αττικής (ATT) και της Πόµπιας (POM). Στην περίπτωση της Αττικής 

είναι πιθανό το έλλειµµα να οφείλεται σε πληθυσµιακή υποδιαίρεση καθώς η 

πληθυσµιακή οµάδα ΑΤΤ αποτελεί συνένωση δυο πληθυσµών: της Νέας 

Μάκρης και του Μαραθώνα. Για την περίπτωση της Πόµπιας χρειάζονται 

παραπάνω στοιχεία για να καταλήξουµε σε συµπέρασµα. Για την εξακρίβωση 

της ακριβούς αιτίας απόκλισης από την ισορροπία HW χρειάζονται συνήθως 

επιπρόσθετα στοιχεία δηµογραφίας.  

Από την κατανοµή των αλληλικών συχνοτήτων (εικόνα 3.9) 

παρατηρούµε ότι στον πληθυσµό της Κύπρου (CYP) και συχνά και της 

Ιορδανίας (JOR) έχουµε την εµφάνιση σχεδόν πάντα των µικρότερων σε 

µέγεθος (bp) αλληλοµόρφων. Ο µικρός αριθµός αλληλοµόρφων ανά τόπο για 

τους πληθυσµούς αυτούς (πίνακας 3.11) εξηγείται από το ότι έχουµε αναλύσει 

πολύ µικρό αριθµό ατόµων ανά πληθυσµό. Όµως, η µετατόπιση της 

κατανοµής όλων των αλληλοµόρφων προς τα αριστερά (µικρά σε µέγεθος 

αλληλόµορφα) δεν µπορεί να οφείλεται µόνο σε αυτόν το λόγο. Η έντονη 

διαφορά στα πρότυπα κατανοµής των αλληλοµόρφων στους δυο αυτούς 

πληθυσµούς δεν µπορεί να ελεγχθεί και να ερµηνευτεί µε βάση τα δεδοµένα 

που έχουµε. Απαιτείται µεγαλύτερος αριθµός ατόµων ώστε να ελεγχθεί αν το 
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φαινόµενο αυτό είναι αποτέλεσµα µιας πρόσφατης πληθυσµιακής στενωπού ή 

όχι.  

Συγκρίνοντας τους πληθυσµούς σε τεχνητούς και φυσικούς 

υγροτόπους δεν βλέπουµε εµφανή διαφορά στην κατανοµή των αλληλικών 

συχνοτήτων και την ετεροζυγωτία. Παρατηρούµε, όµως, ότι πληθυσµοί 

υγροτόπων που χαρακτηρίζονται από ποικιλία ενδιαιτηµάτων και 

κατάλληλες συνθήκες για αναπαραγωγή και διατήρηση µεγάλων πληθυσµών 

του είδους (άσχετα από το αν είναι τεχνητοί ή φυσικοί), παρουσιάζουν 

µεγαλύτερο αριθµό αλληλοµόρφων και υψηλότερες τιµές ετεροζυγωτίας. 

Υγρότοποι µε τα παραπάνω χαρακτηριστικά είναι ο Αλµυρός ποταµός 

(ALM), τα Πάρτιρα (ΑΝΕ), οι Αµουργέλλες και η Πλακιώτισσα (ANW) και η 

Γεωργιούπολη-Κουρνάς (GEK) (∆ρετάκης et al., 2004). 

Τα τρισδιάστατα γραφήµατα που προέκυψαν από την Παραγοντική 

Ανάλυση Αντιστοιχιών (CA, εικόνα 3.10) αποτελούν µια καλή πρώτη εικόνα 

των σχέσεων των ατόµων που αναλύθηκαν µε βάση τον γονότυπό τους. Η 

οµαδοποίηση των ατόµων στους προκαθορισµένους πληθυσµούς ήταν 

εµφανής για τους περισσότερους από αυτούς. Εξαίρεση αποτελούν τα άτοµα 

της κεντρικής και ανατολικής Κρήτης. Τα άτοµα αυτά τοποθετούνται σε ένα 

κοινό νέφος σηµείων και δεν διαχωρίζονται σε περαιτέρω πληθυσµούς. Πολύ 

έντονη είναι η διαφοροποίηση των πληθυσµών της Κύπρου (CYP), της 

Ιορδανίας (JOR) και των ∆ωδεκανήσων (DOD). Στη συνέχεια, λιγότερο 

έντονη αλλά εµφανής είναι η οµαδοποίηση των ατόµων στους πληθυσµούς 

της Αττικής (ATT), της Κερκίνης (KER) και της Πελοποννήσου (PEL). Τα 

άτοµα του πληθυσµού της Λέσβου (LES) εµφανίζονται στο νέφος µεταξύ των 

ατόµων της Αττικής και της Κερκίνης. Τέλος, από τους πληθυσµούς της 

Κρήτης οι µόνοι που παρουσιάζουν κάποια διαφοροποίηση από το κοινό 

νέφος σηµείων της Κρήτης είναι οι πληθυσµοί της Γαύδου (GAV) και της 

Γεωργιούπολης-Κουρνά (GEK). Το πρότυπο οµαδοποίησης που διαφαίνεται 

από την CA έρχεται σε συµφωνία και µε τα αποτελέσµατα των υπόλοιπων 

αναλύσεων, όπως περιγράφεται παρακάτω.  
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Για την εκτίµηση της γονιδιακής ροής µεταξύ των πληθυσµών 

χρησιµοποιήθηκαν οι τιµές Fst. Ο δείκτης Fst είναι κατάλληλος και 

χρησιµοποιείται ευρύτατα για την εκτίµηση γενετικής διαφοροποίησης 

µεταξύ πληθυσµών. Σε έναν «ιδανικό πληθυσµό» χωρίς µεταλλαγές, 

µεταναστεύσεις ή επιλογή, οι τιµές Fst εύκολα ερµηνεύονται από την τυχαία 

γενετική παρέκκλιση (Hartl, 1988). Όµως, σε φυσικούς πληθυσµούς η 

ερµηνεία είναι δυσκολότερη, αφού οι παρατηρούµενες τιµές Fst επηρεάζονται 

από τη γενετική παρέκκλιση, τις µεταλλαγές, τις µεταναστεύσεις και τη 

φυσική επιλογή (Hartl, 1988). Η βιολογική ερµηνεία των τιµών Fst είναι 

εύκολη µόνο όταν µιλάµε για τις δυο ακραίες περιπτώσεις. Όταν µεταξύ δυο 

πληθυσµών έχουµε τιµή Fst=0 τότε ουσιαστικά έχουµε όχι δύο πληθυσµούς 

αλλά µια παµµικτική µονάδα. Όταν µεταξύ δυο πληθυσµών έχουµε τιµή 

Fst=1 µιλάµε για πλήρη αποµόνωση των δύο πληθυσµών (ανύπαρκτη 

γονιδιακή ροή µεταξύ τους). Τιµές µεταξύ των δυο άκρων απεικονίζουν 

διαφορετικά επίπεδα γενετικής δοµής µεταξύ των πληθυσµών. Για την 

ερµηνεία αυτών των ενδιάµεσων τιµών έχει προταθεί ότι τιµές µε εύρος 0-0,05 

υποδεικνύουν µικρή γενετική διαφοροποίηση. Τιµές από 0,05 έως 0,15 

υποδεικνύουν µέτρια διαφοροποίηση, ενώ τιµές από 0,15 έως 0,25 µεγάλη 

διαφοροποίηση. Τέλος, τιµές από 0,25 και πάνω υποδεικνύουν πολύ µεγάλη 

γενετική διαφοροποίηση (Wright, 1978). Τέτοιου είδους ερµηνείες µπορεί να 

αληθεύουν, υπάρχει ωστόσο η πιθανότητα να µην αντιπροσωπεύουν την 

πραγµατική πληθυσµιακή διαφοροποίηση. Για παράδειγµα, η αναµενόµενη 

τιµή Fst υπό το καθεστώς ολοκληρωτικής αποµόνωσης δεν είναι πάντα η 

µονάδα. Στην πλειονότητα των περιπτώσεων, µάλιστα, η τιµή Fst είναι 

διαφορετική της µονάδας γιατί η επίδραση του οµοπλαστικού 

πολυµορφισµού (λόγω µεταλλαγών) έχει ως αποτέλεσµα την υποεκτίµηση των 

τιµών Fst σε µεγάλο βαθµό (Balloux & Lugon-Moulin, 2002). Ο στατιστικός 

έλεγχος για τη σηµαντικότητα των τιµών Fst είναι πολύ αποτελεσµατικός σε 

περιπτώσεις µεγάλου πολυµορφισµού, όπως για παράδειγµα συµβαίνει στους 

µικροδορυφορικούς τόπους. Αυτό µας επιτρέπει να ξεχωρίζουµε την πολύ 

µικρή διαφοροποίηση από τη µηδενική. 
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Με εξαίρεση τους πληθυσµούς της Γαύδου και της Γεωργιούπολης-

Κουρνά, οι κρητικοί πληθυσµοί µεταξύ τους παρουσιάζουν τιµές Fst 

ενδεικτικές µικρής (ή οριακά µέτριας) διαφοροποίησης (0,01 έως 0,07) 

(πίνακας 3.15). Ο πληθυσµός της Γαύδου παρουσιάζει µέτρια γενετική 

διαφοροποίηση από  τους υπόλοιπους κρητικούς πληθυσµούς (0,08 – 0,13). Ο 

πληθυσµός Γεωργιούπολης-Κουρνά παρουσιάζει τιµές µέτριας 

διαφοροποίησης σε σχέση µε τους κρητικούς πληθυσµούς και µηδενική 

διαφοροποίηση από τον πληθυσµό της Πελοποννήσου (Fst=0,02 αλλά δεν 

είναι στατιστικώς διαφορετική από το µηδέν). Μεταξύ των κρητικών 

πληθυσµών και της υπόλοιπης περιοχής µελέτης οι τιµές κυµαίνονται από 

0,13 έως 0,53, ενδεικτικές µέτριας έως πάρα πολύ υψηλής διαφοροποίησης. 

Από τις τιµές Fst παρατηρούµε ότι οι πληθυσµοί της Κρήτης (µε εξαίρεση τον 

πληθυσµό Γεωργιούπολης-Κουρνά) σχετίζονται περισσότερο µε τα 

∆ωδεκάνησα και στη συνέχεια µε τον πληθυσµό της Λέσβου παρά µε τις 

υπόλοιπες περιοχές. Η µεγαλύτερη τιµή (Fst=0,55) παρατηρείται µεταξύ των 

πληθυσµών Ιορδανίας και Κερκίνης. Γενικά, οι τιµές Fst που ανακτήθηκαν 

στην παρούσα µελέτη είναι από τις υψηλότερες που αναφέρονται σε 

παρόµοιες µελέτες (Psammobates geometricus: 0,018-0,042, Cunningham et al., 

2002; Geochelone nigra: 0.009-0,49, Ciofi et al., 2002; Geochelone nigra: 0,15-0,32, 

Beheregaray et al., 2003; Terrapene ornata: 0,098, Kuo & Janzen, 2004; Caretta 

caretta: 0-0,08, Bowen et al., 2005; Malaclemys terrapin: 0,001-0,18, Hauswaldt & 

Glenn, 2005; Podocnemis expansa: 0-0,23, Pearse et al., 2006). Με την εξαίρεση 

των πληθυσµών της Κρήτης, µεταξύ των οποίων φαίνεται να έχουµε µεγάλη 

γονιδιακή ροή (µικρή διαφοροποίηση), µεταξύ όλων των υπόλοιπων 

περιοχών φαίνεται να έχουµε έντονη πληθυσµιακή δοµή που ανακλάται στις 

υψηλές τιµές Fst.  

Εκτιµήτριες της γονιδιακής ροής, όπως οι τιµές Fst, αποτυγχάνουν στη 

διάκριση µεταξύ της σύγχρονης γονιδιακής ροής και των ιστορικών 

συνδέσεων µεταξύ των πληθυσµών (Avise, 2000). Χαµηλές τιµές µπορεί να 

σηµαίνουν υψηλή γονιδιακή ροή µεταξύ πληθυσµών στο παρόν ή πρόσφατη 

ιστορική συσχέτιση των πληθυσµών µε µηδενική σύγχρονη γονιδιακή ροή, ή 

 129



 Κεφάλαιο 4ο 
Συζήτηση 

συνήθως ένα ακαθόριστο µείγµα των δυο αυτών εναλλακτικών πιθανοτήτων 

(Avise, 2000).  

Από τον έλεγχο της αποµόνωσης λόγω απόστασης φαίνεται ότι οι τιµές 

Fst σχετίζονται µε τη γεωγραφική απόσταση µεταξύ των µελετώµενων 

πληθυσµών, άρα η γενετική δοµή που αποτυπώνεται δεν είναι τυχαία, αλλά 

ανακλά τη γεωγραφική κατανοµή των πληθυσµών (Rousset, 1997). 

Συµπληρωµατικά µε τις τιµές Fst χρησιµοποιήθηκαν και άλλες δυο 

γενετικές αποστάσεις ώστε να προσεγγιστούν οι σχέσεις των πληθυσµών. 

Όταν µια γενετική απόσταση χρησιµοποιείται για την εκτίµηση του σχετικού 

χρόνου απόκλισης, είναι απαραίτητο η αναµενόµενη απόκλιση να αυξάνει 

γραµµικά µε το χρόνο (Goldstein & Pollock, 1997). Στην πλειονότητά τους οι 

µεταλλαγές στους µικροδορυφορικούς τόπους γίνονται κατά βήµατα 

(stepwise), αλλάζοντας µέγεθος αλληλοµόρφων κατά µια επανάληψη (ή πολύ 

µικρό αριθµό επαναλήψεων). Για το λόγο αυτό συχνά χρησιµοποιούνται 

αποστάσεις που προϋποθέτουν το µοντέλο SMM (Stepwise Mutation Model) 

των Ohta & Kimura (1973) (βλ. Goldstein & Pollock, 1997). Όµως, ευρέως 

χρησιµοποιούµενες αποστάσεις που βασίζονται στο µοντέλο µεταλλαγής ΙΑΜ 

(Infinite Alleles Model) των Kimura & Crow (1964), χρησιµοποιούνται 

κάποιες φορές για τους µικροδορυφορικούς τόπους. Τέτοιες γενετικές 

αποστάσεις, όµως, είναι ανακριβείς και µη γραµµικές για τους τόπους που 

εξελίσσονται σύµφωνα µε το µοντέλο SMM. Επίσης, υπάρχει µια οµάδα 

γενετικών αποστάσεων, οι οποίες παρότι δεν βασίζονται στο SMM ή κάποιο 

άλλο εξελικτικό µοντέλο, ανταποκρίνονται πολύ καλά στην αναπαράσταση 

των φυλογενετικών σχέσεων όταν εξετάζονται πολύ κοντινά τάξα. Στην 

κατηγορία αυτή ανήκουν και οι αποστάσεις που χρησιµοποιήθηκαν στην 

παρούσα µελέτη. Συγκεκριµένα, οι αποστάσεις DAS (Allele-Sharing Statistic, 

Stephens et al., 1992) και DC (Chord distance, Cavalli-Sforza & Edwards, 1967) 

βασίζονται στις αλληλικές συχνότητες των πληθυσµών και αναδοµούν τις 

φυλογενετικές σχέσεις συγγενικών τάξων πολύ καλύτερα απ’ ό,τι αποστάσεις 

που βασίζονται στο µοντέλο SMM (Goldstein et al. 1995; Takezaki & Nei 

1996).  
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Η τοπολογία των δύο άρριζων ακτινωτών φυλογενετικών δέντρων 

είναι η ίδια ανεξάρτητα από την απόσταση που χρησιµοποιήθηκε για την 

κατασκευή τους (εικόνα 3.11, 3.12). Παρατηρούµε δυο οµάδες κλάδων. Έναν 

που οδηγεί στους πληθυσµούς της Κύπρου και της Ιορδανίας, οι οποίοι 

αποκλίνουν έντονα από τους υπόλοιπους, και έναν άλλο κλάδο που περιέχει 

όλους τους υποκλάδους των πληθυσµών του ελλαδικού χώρου. Όλοι οι 

πληθυσµοί της Κρήτης οµαδοποιούνται σε έναν υποκλάδο µε εξαίρεση τον 

πληθυσµό Γεωργιούπολης-Κουρνά, ο οποίος οµαδοποιείται µαζί µε την 

Πελοπόννησο. Επίσης, ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι ο πληθυσµός της 

Γαύδου οµαδοποιείται µεν µαζί µε τους κρητικούς πληθυσµούς αλλά είναι 

εµφανώς περισσότερο διαφοροποιηµένος. Η τοπολογία των δέντρων έρχεται 

σε συµφωνία µε τα αποτελέσµατα της ανάλυσης CA και µε τις 

παρατηρούµενες τιµές Fst.  

Με τα παραπάνω συµφωνούν και τα αποτελέσµατα της Μπεϊεσιανής 

ανάλυσης. Τα ∆ωδεκάνησα (Ρόδος, Κως) αποτελούν µια χωριστή οµάδα, η 

Κύπρος οµαδοποιείται εξ ολοκλήρου µε την Ιορδανία και η ηπειρωτική 

Ελλάδα (Αττική, Πελοπόννησος, Κερκίνη) µε τη Λέσβο. Αξιοσηµείωτη είναι η 

περίπτωση της Κρήτης, τα άτοµα από τους πληθυσµούς της οποίας 

δηµιουργούν δύο χωριστές οµάδες. Σε όλους αυτούς τους πληθυσµούς (µε 

εξαίρεση τη Γαύδο και τη Γεωργιούπολη-Κουρνά, που θα αναλυθούν στη 

συνέχεια) κάποια άτοµα κάθε πληθυσµού κατατάσσονται στη µια οµάδα και 

κάποια στην άλλη. Το γεγονός ότι οι παρατηρούµενες τιµές Fst µεταξύ των 

πληθυσµών της Κρήτης είναι πολύ χαµηλές, µπορεί να δικαιολογήσει το 

γεγονός ότι δεν γίνεται διαχωρισµός των κρητικών πληθυσµών σε χωριστές 

οµάδες. Οι µέθοδοι κατάταξης δεν αποδίδουν καλά όταν οι πληθυσµιακές 

οµάδες εµφανίζουν µικρές διαφορές στις αλληλικές συχνότητες (Pritchard et 

al., 2000). Οι Latch et al. (2006) απέδειξαν ότι το πρόγραµµα Structure (που 

χρησιµοποιήθηκε και στην παρούσα µελέτη), παρότι αποδίδει το ίδιο ή  και 

καλύτερα από άλλα προγράµµατα που χρησιµοποιούν τη Μπεϊεσιανή 

προσέγγιση, αδυνατεί να αναγνωρίσει το σωστό αριθµό οµάδων όταν οι τιµές 

Fst είναι χαµηλές (γύρω στο 0,03). Όσον αφορά τα άτοµα της Γαύδου, αυτά 
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κατατάσσονται εξ ολοκλήρου στη δεύτερη οµάδα της Κρήτης. Αυτό είναι 

ενδεικτικό της ιδιαίτερης γενετικής δοµής του πληθυσµού αυτού, ο οποίος 

αποτελεί το νοτιότερο πληθυσµό του είδους στην Ευρώπη και χρήζει 

ιδιαίτερης προσοχής όσον αφορά τη διατήρησή του. Ο πληθυσµός 

Γεωργιούπολης-Κουρνά, όπως και σε όλες τις προηγούµενες αναλύσεις, δεν 

οµαδοποιείται µε την υπόλοιπη Κρήτη. Η γενετική «ταυτότητα» των ατόµων 

του πληθυσµού αυτού προσοµοιάζει κατά 46% στον πληθυσµό των 

∆ωδεκανήσων και κατά 44% στον πληθυσµό της Πελοποννήσου. Το γεγονός 

αυτό µπορεί ίσως να αποδοθεί σε ανθρωπογενείς παράγοντες που έδρασαν 

κατά την αρχαιότητα (βλέπε παράγραφο 4.2.4).  

 

4.2.3 Οικολογικά στοιχεία 

Η µελέτη του τεχνητού υγροτόπου στην Πόµπια του ∆ήµου Μοιρών 

και η ραδιοτηλεµετρική παρακολούθηση του M. rivulata στον Αλµυρό ποταµό 

Ηρακλείου µας έδωσαν πολύτιµα στοιχεία για την κατανόηση της αντοχής 

των ζώων αυτών σε ακραίες περιβαλλοντικές συνθήκες, καθώς και των 

πιθανών τρόπων διασποράς τους. Επίσης, παράπλευρα µας έδωσαν στοιχεία 

για τη διαχείριση των τεχνητών υγροτόπων σε σχέση µε την παρουσία του 

είδους M. rivulata σε αυτούς.   

 

4.2.3.1 Επίπεδα ρύπανσης, λειτουργία του βιολογικού καθαρισµού και 

κατάσταση του πληθυσµού του M. rivulata  

Η µελέτη της κατάστασης του πληθυσµού σε έναν τεχνητό υγρότοπο 

που φτιάχτηκε πρόσφατα για τη βιολογική επεξεργασία αποβλήτων και 

εποικίστηκε άµεσα από τις χελώνες, υποδεικνύει ότι οι χελώνες του είδους M. 

rivulata µπορούν να επιβιώσουν σε τέτοιου είδους (υποβαθµισµένα) 

περιβάλλοντα.  

Η περιοχή “µάρτυρας”(ρυάκι, Ο) δίνει µεγαλύτερη τιµή του δείκτη του 

Shannon παρότι έχει µικρότερο αριθµό ειδών από την περιοχή 2 (δεύτερη 

δεξαµενή επεξεργασίας). Αυτό συµβαίνει λόγω της µεγάλης αφθονίας που 

παρουσιάζει η περιοχή 2 σε ορισµένα “οπορτουνιστικά” είδη, όπως κάποια 
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είδη Νηµατωδών και Ολιγόχαιτων. Η τιµή του Shannon µπορεί να είναι 

υψηλή ακόµα και σε περιοχές έντονα ρυπασµένες (Kovalak, 1981). Η 

οργανική ρύπανση προκαλεί αύξηση στην αφθονία κάποιων ανθεκτικών 

οργανισµών αλλά µείωση στην ποικιλότητα, αφού εκλείπουν οι ευαίσθητοι 

οργανισµοί (Kovalak, 1981). Όσον αφορά την ανάλυση των 

µακροασπονδύλων, από σύγκριση µε άλλα παρόµοια υδατικά συστήµατα της 

Κρήτης (Πρινοπόταµος, Αποσελέµης) (Βορεάδου, 1993; Βορεάδου, 

αδηµοσίευτα στοιχεία), φαίνεται ότι όλες οι δειγµατοληπτικές περιοχές 

παρουσιάζουν µικρό αριθµό τάξων και χαµηλή τιµή του δείκτη του Shannon, 

γεγονός που οδηγεί στο συµπέρασµα ότι έχουν υποβαθµιστεί. Η δεξαµενή 2 

εµφανίζει χαµηλή τιµή Shannon (1,237). Η πανίδα των µη υποβαθµισµένων 

υδατικών οικοσυστηµάτων, που χαρακτηρίζεται µε τον όρο “Clean Water 

Fauna”, περιλαµβάνει όλα τα υπόλοιπα τάξα εκτός από τους Χειρονόµους 

(Chironomidae), τους Νηµατώδεις (Nematoda), τους Ολιγόχαιτους 

(Oligochaeta) και τα Καρκινοειδή (Crustacea). Τα είδη που χαρακτηρίζουν 

την πανίδα των µη ρυπασµένων και ευτροφικών νερών (Clean Water Fauna) 

(Hynes, 1960) µόλις αρχίζουν να αναπτύσσονται στη δεξαµενή 2. Τα 

Καρκινοειδή, τα οποία χαρακτηρίζουν περιοχές σε µεταβατικό στάδιο, 

αποκτούν εκεί σηµαντικό πληθυσµό. Εποµένως στη δεξαµενή 2 έχει 

πραγµατοποιηθεί αναβάθµιση της ποιότητας του νερού, όµως λόγω της 

έντονης παρουσίας οµάδων οργανισµών που είναι γνωστοί στη βιβλιογραφία 

για την ανθεκτικότητά τους στη ρύπανση, όπως Νηµατωδών, Ολιγόχαιτων 

και ∆ίπτερων Chironomus riparius (Βορεάδου, 1993), δεν µπορούµε να 

θεωρήσουµε ότι το νερό της δεξαµενής 2 είναι αντίστοιχης καθαρότητας µε 

ένα φυσικό υδατικό οικοσύστηµα που δεν δέχεται λύµατα. Ίσως στο 

µελλοντικό σχεδιασµό αντίστοιχων υγροτόπων-βιολογικών καθαρισµών θα 

ήταν καλό να προβλεφθεί µία επιπλέον δεξαµενή επεξεργασίας, ώστε να 

µιλάµε για πλήρως αναβαθµισµένη ποιότητα υδάτων. Η περιοχή Ο που 

εξετάστηκε ως “µάρτυρας” είναι η λιγότερο υποβαθµισµένη, έχει την 

υψηλότερη τιµή του δείκτη Shannon, όµως και αυτή είναι σε ένα βαθµό 

υποβαθµισµένη αφού οι τιµές που παρουσιάζει είναι ανάλογες µε άλλα 
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παρόµοια υδατικά ρυπασµένα συστήµατα (Βορεάδου, 1993; Βορεάδου, 

αδηµοσίευτα στοιχεία). Στην επί τόπου παρατήρηση και δειγµατοληψία που 

πραγµατοποιήθηκε διαπιστώθηκαν υπολείµµατα κατσίγαρου από 

ελαιοτριβεία και µάλλον αυτός είναι και ο λόγος της υποβάθµισης του 

χειµάρρου. Θα πρέπει να εξασφαλιστεί ότι λύµατα ελαιουργείων δεν θα 

εισέρχονται µέσα στο βιολογικό καθαρισµό ώστε να εξασφαλιστεί η καλή 

λειτουργία του.  

Παρόλο που µιλάµε για ένα σαφώς υποβαθµισµένο σύστηµα, η 

παρουσία του M. rivulata που εποίκισε τον υγρότοπο αυτό από τις γύρω 

περιοχές µαρτυρά την ανθεκτικότητα των ζώων αυτών. Η διατήρηση ενός 

πολύ µεγάλου (σε σχέση µε την έκταση του υγροτόπου) πληθυσµού δείχνει ότι 

τα ζώα αυτά δεν ενοχλούνται από τη µεγάλη πυκνότητα πληθυσµού. Οι 

χελώνες δεν δείχνουν ιδιαίτερη προτίµηση σε κάποια δεξαµενή, αλλά 

παρατηρούνται εξίσου και στις δύο, παρόλο που η πρώτη είναι πιο 

υποβαθµισµένη. Η αντοχή τους σε ρυπασµένα ενδιαιτήµατα έρχεται σε 

συµφωνία µε αναφορές για την ανθεκτικότητα τωv χελωνών του γένους 

Mauremys (Gasith & Sidis, 1983; Sidis & Gasith, 1985; Engelmann, 1993; 

Highfield, 1996; Clark, 1996).  

Η παρατηρούµενη ετεροζυγωτία (Ηο) στον πληθυσµό της Πόµπιας 

είναι στα ίδια επίπεδα µε τις τιµές Ηο πολλών άλλων πληθυσµών σε φυσικούς 

και τεχνητούς υγροτόπους. Βέβαια, ο πληθυσµός της Πόµπιας παρουσιάζει 

έλλειµµα ετεροζυγωτίας, το οποίο δε φαίνεται να οφείλεται στην ύπαρξη 

µηδενικών αλληλοµόρφων. Η πιο πιθανή αιτία είναι η οµοµιξία µιας και 

µιλάµε για ένα σχετικά µικρό πληθυσµό (Hoarau, 2005). Ο αριθµός 

αλληλοµόρφων ανά µικροδορυφορικό τόπο στον πληθυσµό της Πόµπιας 

κυµαίνεται στα ίδια επίπεδα µε αυτά άλλων πληθυσµών σε φυσικούς και 

τεχνητούς υγροτόπους. Όµως, όπως έχει παρατηρηθεί και σε άλλα είδη που 

ζουν πολλά χρόνια (χελώνες Terrapene ornate, Kuo & Janzen 2004; 

ουραγκοτάγκος Pongo pygmaeus, Goossens et al. 2005; ψάρια Moxostoma 

hubbsi, Lippe et al., 2006), είναι πολύ πιθανό να µην είναι δυνατή η 

αναγνώριση της απώλειας της γενετικής ποικιλότητας µε µοριακές αναλύσεις. 
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Το φαινόµενο αυτό ενισχύεται στην περίπτωση που οι αιτίες της απώλειας 

είναι πολύ πρόσφατες (τελευταία 30 - 50 χρόνια) (Lippe et al., 2006). Ως εκ 

τούτου, τα αποτελέσµατά µας όσον αφορά τον πληθυσµό του βιολογικού 

καθαρισµού της Πόµπιας θα πρέπει να ερµηνευτούν µε ιδιαίτερη προσοχή, 

αφού δεν δείχνουν αναγκαστικά ότι ο πληθυσµός είναι σε καλή κατάσταση ή 

ότι θα εξακολουθεί να είναι έτσι και στο εγγύς µέλλον. Η µακροχρόνια 

παρακολούθηση είναι απαραίτητη ώστε να φανεί αν πραγµατικά επέρχεται 

µείωση της γενετικής ποικιλότητας.  

Η µελέτη της διαφοροποίησης των πληθυσµών προσφέρει πολύτιµα 

στοιχεία για την επιλογή πληθυσµών κατάλληλων για εισαγωγή σε νέους 

τεχνητούς υγρότοπους. Αναµφισβήτητα, η ζεύξη του βιολογικού καθαρισµού 

µε σύστηµα δεξαµενών που λειτουργούν ως βιότοποι υπερέχει συστηµάτων 

που απλώς παροχετεύουν το νερό (ασχέτως της τελικής καθαρότητας) σε 

παρακείµενα υδάτινα συστήµατα.  

 

4.2.3.2 Ραδιοτηλεµετρική παρακολούθηση  

Από τα αποτελέσµατα της ραδιοτηλεµετρικής παρακολούθησης του 

πληθυσµού του Mauremys rivulata στον Αλµυρό ποταµό, προέκυψε ότι οι 

χελώνες δεν µετακινήθηκαν µακριά από τις περιοχές απελευθέρωσής τους 

κατά τη διάρκεια των τριών µηνών που διήρκεσε το πείραµα. Το αποτέλεσµα 

αυτό είναι µεν σηµαντικό, αφού η περίοδος διεξαγωγής του πειράµατος 

συµπίπτει µε την περίοδο ωοτοκίας του είδους (Gasperetti et al., 1993; 

Μάντζιου, 2000; Rifai & Mantziou, 2005) και θα αναµέναµε µετακίνηση 

τουλάχιστον των θηλυκών ατόµων. Βέβαια ο µικρός αριθµός ατόµων που 

συµπεριλήφθησαν στο πείραµα (5 θηλυκά άτοµα) µπορεί να ευθύνεται για το 

αποτέλεσµα αυτό και δεν µπορούµε να βγάλουµε απόλυτα συµπεράσµατα 

όσον αφορά τις µετακινήσεις των ζώων. Άλλωστε τα ζώα αυτά µετακινούνται 

όταν βρεθούν σε καταστάσεις περιβαλλοντικής πίεσης όπως για παράδειγµα η 

αποξήρανση του υπάρχοντος ενδιαιτήµατος (Rifai & Mantziou, 2005). Ο 

Αλµυρός ποταµός, παρ’ όλες τις ανθρώπινες παρεµβάσεις, αποτελεί ακόµη 

ένα µεγάλο και µόνιµο υγρότοπο, στον οποίο οι χελώνες δεν έχουν δεχτεί 
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αρκετά µεγάλη πίεση ώστε να χρειαστεί να µετακινηθούν. Αξιοσηµείωτο, 

βέβαια, είναι το γεγονός ότι το τέλµα, αλλά και σε µεγάλο βαθµό όλο το 

παραποτάµιο σύστηµα, έχει µειωθεί δραµατικά σε έκταση µέσα στην 

τελευταία δεκαετία λόγω ανθρωπογενών παρεµβάσεων (επιχωµατώσεις και 

ρίψη φερτών υλικών/µπάζων). Αποτέλεσµα αυτού είναι η απώλεια ενός 

µοναδικού υγρότοπου για την Κρήτη, η οποία γενικά χαρακτηρίζεται από 

πολύ περιορισµένο αριθµό επιφανειακών νερών και από ποτάµια 

διαλείπουσας ροής (Βορεάδου, 1993). Η σηµαντικότητ του συγκεκριµένου 

υγρότοπου συνίσταται στη µεγάλη ποικιλία βιοτόπων σε µια µικρή σχετικά 

έκταση, στην παρουσία ενδηµικών και σπάνιων ειδών της χλωρίδας, όπως ο 

φοίνικας του Θεόφραστου (Phoenix theophrastii), και στη σπουδαιότητα της 

περιοχής για την υδρόβια χελώνα αλλά και για τα µεταναστευτικά πουλιά 

και την αναπαραγωγή των παρυδάτιων πουλιών (Μυλωνάς, 1997).  

Όσον αφορά το εποχικό πρότυπο δραστηριότητας των ζώων, βλέπουµε 

ότι τα ζώα αρχίζουν να βρίσκονται όλο και πιο συχνά µέσα στο νερό όσο 

πλησιάζουµε προς το καλοκαίρι. Αντίθετα, τον πρώτο µήνα διεξαγωγής του 

πειράµατος (Απρίλιος), τα ζώα περνούσαν µεγάλο διάστηµα έξω και 

λιάζονταν προσπαθώντας να ανεβάσουν τη θερµοκρασία τους. Η παραµονή 

τους στον ήλιο συντελεί, εκτός από την άνοδο της θερµοκρασίας του σώµατος, 

και στις παρακάτω λειτουργίες (Meek, 1983; Meek & Avery, 1988; Janzen et al., 

1992): διευκόλυνση της πέψης και αύξηση της αφοµοίωσης της τροφής, 

αύξηση του µεταβολικού ρυθµού ώστε να επιτευχθούν οι καθηµερινές 

δραστηριότητες, αποµάκρυνση εξωπαρασίτων, σύνθεση βιταµίνης D, 

επιτάχυνση του ρυθµού ανάπτυξης των αυγών στα θηλυκά όταν εγκυµονούν, 

αποµάκρυνση φυκών και βδελλών που προσκολλούνται στο καβούκι. Οι 

παράγοντες που επηρεάζουν τη διάρκεια και τη συχνότητα της έκθεσης στον 

ήλιο είναι: η θερµοκρασία του νερού, η θερµοκρασία του περιβάλλοντος, η 

ένταση του ανέµου, το υπόστρωµα που χρησιµοποιείται, η εποχή, η ώρα της 

ηµέρας, η διατροφική κατάσταση του ζώου, το φύλο και το µέγεθος του 

σώµατος (Meek, 1983; Meek & Avery, 1988; Pages et al., 1991; Janzen et al., 

1992).  Η δραστηριότητα των χελωνών συνήθως εντοπίζεται από τις 07:00 – 
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08:00 το πρωί µέχρι τις 22:00 - 23:00 το βράδυ. Το πρότυπο αυτό παρουσιάζει 

δύο κορυφές δραστηριότητας: η πρώτη από τις 10:00 έως τις 13:00 και η 

δεύτερη, µικρότερης έντασης, γύρω στις 19:00 έως τις 20:00. Τέλος δεν 

παρατηρήθηκε διαφορά στα πρότυπα δραστηριότητας µεταξύ αρσενικών και 

θηλυκών ατόµων.   

 

4.2.4 Φυλογεωγραφικό σενάριο για τους πληθυσµούς του είδους M. rivulata  

Ποιοι, όµως, είναι τελικά οι παράγοντες και πώς έδρασαν στην 

κατανοµή και την εξάπλωση των οργανισµών αυτών ώστε να καταλήξουµε 

στη σύγχρονη φυλογεωγραφία του είδους;  

Λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατά µας από το mtDNA και τις 

µικροδορυφορικές αλληλουχίες, τα διαθέσιµα παλαιοντολογικά στοιχεία, την 

παλαιογεωγραφία και την παλαιοκλιµατολογία της ανατολικής Μεσογείου, 

καθώς και τα στοιχεία της οικολογίας και ηθολογίας του M. rivulata, 

µπορούµε να διατυπώσουµε την παρακάτω πιθανή εξελικτική υπόθεση. 

Όπως έχει ήδη διατυπωθεί και για τα άλλα είδη υδρόβιων χελωνών 

που κατανέµονται στον ευρωπαϊκό χώρο (Lenk et al., 1999; Fritz et al., 2006), η 

σηµερινή κατανοµή του M. rivulata έχει επηρεαστεί σε µεγάλο βαθµό από τις 

κλιµατικές αλλαγές που επικράτησαν κατά το Πλειστόκαινο. Οι ψυχρές 

περίοδοι είχαν ως αποτέλεσµα τη µετατόπιση των πληθυσµών του M. rivulata 

προς τα νότια και ανατολικά. Οι πληθυσµοί βρήκαν καταφύγιο στα νησιά 

του Αιγαίου, στην Κρήτη και πιθανώς στις ακτές της Μικράς Ασίας. Η 

ανάµιξη των πληθυσµών διευκολύνθηκε από τους εύκολα προσπελάσιµους 

θαλάσσιους διαδρόµους που εµφανίστηκαν επανειληµµένα κατά το 

Πλειόκαινο και Πλειστόκαινο και από τη µεγάλη ικανότητα διασποράς του 

είδους. Οι θαλάσσιοι διάδροµοι δεν αποτελούν φράγµα για τη διασπορά του 

M. rivulata (Mantziou et al., 2004). Γενικά η διασπορά µέσω θάλασσας έχει 

υποεκτιµηθεί πάρα πολύ όσον αφορά την ερµηνεία των σύγχρονων 

κατανοµών πολλών ζωικών οµάδων (Carranza & Arnold, 2003; Vences et al., 

2003; de Queiroz, 2005). Ιδιαίτερα για τις χελώνες η θάλασσα δεν αποτελεί 

απροσπέλαστο φράγµα, αφού σε πολλά είδη, ακόµη και χερσαίων χελωνών, 
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που δεν έχουν καλή ικανότητα ενεργητικής κολύµβησης, έχουν παρατηρηθεί 

πολλές περιπτώσεις διασποράς µέσω θάλασσας (Carr, 1952; Neill, 1958; 

Simpson, 1943; Meylan & Sterrer, 2000; Parham et al., 2006). Για όλα τα είδη 

υδρόβιων χελωνών της ∆υτικής Παλαιαρκτικής έχει διατυπωθεί η θεωρία ότι 

οι θαλάσσιοι διάδροµοι δεν αποτελούν εξελικτικά µεγάλης διάρκειας 

φράγµατα (Lenk et al., 1999;  Mantziou, 2004; Fritz et al., 2005; Fritz et al., 

2006). Για το M. leprosa οι Fritz et al. (2005 & 2006) έδειξαν ότι οι ορεινοί όγκοι, 

και όχι η θάλασσα, συνιστούν σηµαντικό φράγµα στη διασπορά του. Επίσης, 

µελέτη βασισµένη στην οσµωτική πίεση του αίµατος, φάνηκε ότι το M. leprosa 

αντέχει και µπορεί να προσαρµοστεί στο θαλασσινό νερό προσωρινά για 

κάποιο χρονικό διάστηµα (Schoffeniels & Tercafs, 1966). Το M. rivulata έχει 

επανειληµµένα παρατηρηθεί να κολυµπά σε θαλασσινό νερό, σε κοντινή 

απόσταση από την παραλία, όταν έχουµε εκροή κάποιου ποταµού στη γύρω 

περιοχή (προσωπικές παρατηρήσεις). Άλλωστε, οι αποστάσεις των νησιών του 

Αιγαίου µεταξύ τους αλλά και µε τις γειτονικές ηπειρωτικές περιοχές ήταν 

πολύ µικρότερες από τις σηµερινές κατά το Μειόκαινο, το Πλειόκαινο και το 

Πλειστόκαινο (Meulenkamp et al., 1994, Kreemer & Chamot-Rooke, 2004; 

Hausdorf & Hennig, 2005) 

Έτσι, λοιπόν, κατά τις θερµές περιόδους στο Πλειόκαινο και  το 

Πλειστόκαινο είχαµε διασπορά και επέκταση της κατανοµής των πληθυσµών 

του M. rivulata σε πιο βόρειες περιοχές. Η µετατόπιση και η ανακατάταξη 

οδήγησαν σε µίξη των πληθυσµών και πιθανώς και εγκατάσταση πληθυσµών 

σε νέες περιοχές. Η µίξη αυτή, όµως, δεν σταµάτησε το Πλειστόκαινο. 

Αντιθέτως, άλλοι παράγοντες επέδρασαν, ίσως ακόµα πιο δραστικά, ώστε να 

πάρουµε το φυλογεωγραφικό πρότυπο που καταγράφεται στους σύγχρονους 

πληθυσµούς. Οι παράγοντες αυτοί είναι οι έντονες κλιµατικές αλλαγές κατά 

το Πλειστόκαινο και κατά το Ολόκαινο, καθώς και η επίδραση του ανθρώπου.  

Από το πρότυπο που διαφαίνεται από τις αλληλουχίες του mtDNA 

φαίνεται ότι η στρωµατοποίηση των νερών της Μεσογείου, η οποία έλαβε 

χώρα αρκετές φορές κατά το Πλειστόκαινο αλλά και κατά το Ολόκαινο, 

έπαιξε σηµαντικό ρόλο στη διασπορά και τη µίξη των πληθυσµών του M. 
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rivulata. Υπήρξαν περίοδοι κατά τις οποίες υπήρχε στην Ανατολική Μεσόγειο 

ένα επιφανειακό στρώµα γλυκού νερού (Por, 1989; Rossignol-Strick, 1985; 

Smith et al., 1986; Cramp & O’Sullivan, 1999; Geraga et al., 2005) που 

προκλήθηκε από τη µεγάλης τάξης µεγέθους εισροή γλυκού νερού στη 

Μεσόγειο είτε εξαιτίας του λιωσίµατος των πάγων κατά τις µεσοπαγετώδεις 

περιόδους (Por, 1989; Cramp & O’Sullivan, 1999; Nijenhuis, 1999; Kallel et al., 

2000; Geraga et al., 2005), είτε λόγω υπερβολικής ροής του Νείλου την εποχή 

των Μουσώνων (Por, 1989; Rossignol-Strick, 1983; Rossignol-Strick, 1985; 

Cramp & O’Sullivan, 1999; Nijenhuis, 1999; Kallel et al., 2000; Krom et al., 

2002; Geraga et al., 2005). Ο Por (1989) αναφέρει ότι οι πληµµύρες του Νείλου 

παρέσυραν και µετέφεραν ζώα που ήταν ικανά να επιβιώσουν σε υφάλµυρα 

νερά. Η πιο πρόσφατη στρωµατοποίηση έλαβε χώρα από 6000 έως 9000 

χρόνια πριν από σήµερα (Smith et al., 1986; Cramp & O’Sullivan, 1999; Krom 

et al., 2002) και είναι πολύ πιθανό οι χελώνες να µετακινήθηκαν µέσω του 

γλυκού ή υφάλµυρου αυτού στρώµατος προς γειτονικές περιοχές. Μ’ αυτόν 

τον τρόπο µπορεί ίσως να εξηγηθεί και η οµοιότητα των ατόµων Ιορδανίας 

και Κύπρου. Άλλωστε, κατά την περίοδο αυτή, το ποτάµιο σύστηµα της 

Ιορδανίας ερχόταν σε επαφή µε τον ποταµό Litani στο Λίβανο (ο οποίος 

εκβάλλει στη Μεσόγειο) µε το σύστηµα των παραλιακών ποταµών στο Ισραήλ 

και µε τη λεκάνη της ∆αµασκού (Por, 1989). Όλες αυτές οι συνδέσεις είχαν ως 

συνέπεια την ανταλλαγή και τη διασπορά πολλών υδρόβιων ζωικών 

οργανισµών (Por, 1989). Από τα αποτελέσµατα των µικροδορυφορικών 

τόπων φαίνεται ότι οι µετακινήσεις των ζώων γίνονταν σε σχετικά κοντινές 

περιοχές. Οι παρατηρούµενες τιµές Fst, τα φυλογενετικά δέντρα και οι πέντε 

οµάδες (clusters) που προέκυψαν από τη Μπεϊεσιανή ανάλυση, αναδεικνύουν 

τα διαφορετικά κέντρα διασποράς και µίξης των χελωνών. Έτσι, η Κύπρος 

οµαδοποιείται µε την Ιορδανία ενώ τα ∆ωδεκάνησα παραµένουν 

διαφοροποιηµένα και δεν επηρεάζονται από τις µετακινήσεις των ζώων της 

απώτερης νοτιοανατολικής Μεσογείου. Η Πελοπόννησος, η Αττική, η 

Κερκίνη και η Λέσβος, βάσει των τιµών Fst, φαίνεται ότι παρουσιάζουν 

µέτρια έως µεγάλη διαφοροποίηση και οι κλάδοι στα φυλογενετικά δέντρα 
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είναι σαφώς διαχωρισµένοι, αλλά η Μπεϊεσιανή ανάλυση δεν κατάφερε να 

διακρίνει διαφορετικές οµάδες πληθυσµών. Το γεγονός ότι η Λέσβος 

οµαδοποιείται µε την ηπειρωτική Ελλάδα έχει αναφερθεί ξανά και σε άλλες 

ζωικές οµάδες, όπως για παράδειγµα στους σκορπιούς του είδους Mesobuthus 

gibbosus (Parmakelis et al., 2006b). Είναι πιθανό, λοιπόν, να είχαµε µίξη 

πληθυσµών σε όλη την περιοχή αυτή λόγω της στρωµατοποίησης των νερών, 

η οποία προς τα βόρεια ενισχύεται και από την εισροή νερών από τη Μαύρη 

Θάλασσα (Por, 1989).  

Υπάρχει ένα πληροφοριακό κενό λόγω έλλειψης στοιχείων από τα 

παράλια της Τουρκίας και από τα Ιόνια νησιά όπου κατανέµεται το είδος. 

Μπορεί η ανάλυση δειγµάτων από τις περιοχές αυτές να µας δώσει νέα 

στοιχεία και να τροποποιήσει το σενάριο που µόλις παρατέθηκε. Κάτι τέτοιο, 

όµως, δεν αναµένεται αφού δεν υπάρχουν ενδείξεις για εξελικτικά ισχυρά 

φράγµατα στη διασπορά του M. rivulata µεταξύ των προαναφερόµενων 

περιοχών και των περιοχών που συµπεριλήφθηκαν στη µελέτη. 

Η περίπτωση του πληθυσµού Γεωργιούπολης–Κουρνά, ο οποίος 

οµαδοποιείται µε την Πελοπόννησο και µε τα ∆ωδεκάνησα, δεν µπορεί να 

εξηγηθεί µε το σενάριο της στρωµατοποίησης και µόνο. Αν ήταν αυτή η 

περίπτωση, τότε θα αναµέναµε και άλλοι πληθυσµοί της Κρήτης να 

οµαδοποιούνταν µε τις προαναφερόµενες περιοχές. Μια πιθανή λογική 

εξήγηση στην περίπτωση αυτή είναι η ανθρωπογενής επίδραση. Η λίµνη του 

Κουρνά είναι η µόνη φυσική λίµνη της Κρήτης και χρονολογείται από το 

Πλειστόκαινο (Bonnefont, 1972; Παπαπέτρου-Ζαµάνη, 1973), και στην οποία 

καταγράφεται έντονη ανθρώπινη δραστηριότητα κατά την αρχαιότητα 

(Βασιλάκης, 2000). Το όνοµα της λίµνης κατά την αρχαιότητα ήταν Κορησία 

και ονοµάστηκε έτσι από την ύπαρξη ναού αφιερωµένου στην Κορησία 

Αθηνά (Βασιλάκης, 2000). Είναι γνωστό ότι ο Μινωικός πολιτισµός είναι 

στενά συνδεδεµένος µε το Μυκηναϊκό (Λοΐζος, 2001). Ο Μινωικός πολιτισµός, 

που είναι ο πρώτος πολιτισµός που άνθησε στον ελλαδικό και τον ευρωπαϊκό 

χώρο, άρχισε να αναπτύσσεται µετά το 3000π.Χ. και έφτασε στην ακµή του 

κατά την περίοδο 1700 – 1450 π.Χ. (Λοΐζος, 2001). Την περίοδο αυτή, οι 
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Μινωίτες έλεγχαν τις θάλασσες και συχνά ταξίδευαν σε Πελοπόννησο και 

Ρόδο για εµπορικούς σκοπούς. Ο Μυκηναϊκός πολιτισµός ανέτειλε λίγο µετά 

το 1600 π.Χ. και αναµφισβήτητα επηρεάστηκε από το Μινωικό, ενώ πολλοί 

είναι αυτοί που πιστεύουν ότι ήταν αποτέλεσµα της Μινωικής αποικιοκρατίας 

(Λοΐζος, 2001). Έτσι δεν είναι απίθανο χελώνες να µεταφέρθηκαν από την 

Πελοπόννησο ή και τα ∆ωδεκάνησα και να ελευθερώθηκαν στη λίµνη του 

Κουρνά. Οι χελώνες έπαιζαν κάποιο ρόλο στη ζωή των αρχαίων αφού 

υπάρχουν σχετικές αναφορές σε αρχαία κείµενα και στην ελληνική 

µυθολογία όπως για παράδειγµα η κατασκευή της πρώτης λύρας από το 

όστρακο µιας χελώνας (Απολλόδωρος, Γ’ 10-2). Χελώνες απεικονίζονται σε 

πολλές παραστάσεις, καθώς επίσης και σε κεραµικά και µπρούτζινα 

οµοιώµατα. Επίσης, χελώνες (αρχικά θαλάσσιες και αργότερα χερσαίες) 

απεικονίζονται στα νοµίσµατα της Αίγινας (700 - 404 π.Χ.) (Βενιζέλου, 1990). 

Τέλος, οι χελώνες θεωρούνταν στην αρχαία Ελλάδα ιερό ζώο του Ποσειδώνα 

και της Αφροδίτης και σύµβολο µακροζωίας, γονιµότητας και δύναµης 

(Medasset, 2006). Επίσης, σε αρχαιολογική ανασκαφή έχει βρεθεί όστρακο 

χελώνας (Μ. rivulata) στους πρόποδες του Ψηλορείτη στο νοµό Ρεθύµνου. Το 

εύρηµα χρονολογείται από την Εποχή του Χαλκού (περίπου 3000 π.Χ.) και 

φυλάσσεται στις συλλογές του αρχαιολογικού µουσείου στο Ρέθυµνο 

(∆ήµητρα Μυλωνά, προσωπική επικοινωνία). 

Συµπερασµατικά, η παρατηρούµενη διαφοροποίηση του πληθυσµού 

της Γεωργιούπολης-Κουρνά ίσως οφείλεται σε ιστορικούς παράγοντες που 

έχουν να κάνουν µε τις δραστηριότητες του ανθρώπου στη λίµνη. Το ότι δεν 

υπήρξε διασπορά του συγκεκριµένου πληθυσµού στην υπόλοιπη Κρήτη είναι 

µεν αξιοπερίεργο αλλά µπορεί να ερµηνευτεί εν µέρει από την ηθολογία των 

ζώων: όπως είδαµε από τη ραδιοτηλεµετρία για την περίπτωση του Αλµυρού 

ποταµού, τα ζώα δεν φαίνεται να µετακινούνται όταν βρίσκονται σε 

υγροτόπους που δεν δέχονται µεγάλη πίεση. ∆ιερεύνηση του συγκεκριµένου 

πληθυσµού σε µεγαλύτερο βάθος είναι απαραίτητη και ίσως δώσει 

περισσότερα στοιχεία για το µη αναµενόµενο αυτό αποτέλεσµα.  
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Όσον αφορά τους πληθυσµούς της υπόλοιπης Κρήτης, η µίξη τους είναι 

τόσο πρόσφατη που δεν είναι δυνατή η διάκρισή τους µε τα 

µικροδορυφορικά δεδοµένα. Κι εδώ είναι πιθανή η περαιτέρω ανθρωπογενής 

επίδραση.  

Τα νησιά της Μεσογείου είχαν υποστεί την εισβολή των ανθρώπων και 

την επίδρασή τους πριν από τη Νεολιθική εποχή (6500 π.Χ.) (Schüle, 2000; 

Perissoratis & Conispoliatis, 2003). Είναι πολύ πιθανό οι χελώνες να ήταν µια 

εύκολη πηγή τροφής για τους ανθρώπους αυτούς. Οι υδρόβιες χελώνες ακόµη 

και σήµερα καταναλώνονται σε πάρα πολλά µέρη του κόσµου. Για 

παράδειγµα το Macrolemys temminckii παίζει σηµαντικό ρόλο στη λαϊκή 

παράδοση και στην κουζίνα των νοτιο-ανατολικών ΗΠΑ. Σε πολλές πολιτείες 

των ΗΠΑ παγιδεύονται και καταναλώνονται χιλιάδες χελώνες του είδους 

(Roman et al., 1999). Το ίδιο ισχύει και για το είδος Malaclemys terrapin 

(Hauswaldt & Glenn, 2005). Αναφορές υπάρχουν και για την κατανάλωση 

θαλάσσιων χελωνών στην περιοχή της ανατολικής Μεσογείου (Nada, 2001; 

Aguirre et al., 2006). Επίσης, στις αγορές της Συρίας και της Ιορδανίας 

πωλούνται προς κατανάλωση τόσο υδρόβιες όσο και χερσαίες χελώνες, αλλά 

και καβούκια των ζώων αυτών για διακοσµητικούς σκοπούς (προσωπικές 

παρατηρήσεις). Πολλά είδη της οικογένειας Geoemydidae, αλλά και 

συγκεκριµένα του γένους Mauremys,  κινδυνεύουν µε εξαφάνιση λόγω της 

υπερβολικής τους κατανάλωσης ή χρήσης σε ιατρικές πρακτικές σε Ασιατικές 

χώρες (Feldman & Parham, 2004; Spinks et al., 2004; Stuart & Parham, 2004). 

Οι Gasperetti et al. (1993) αναφέρουν για το M. caspica ότι η µεταφορά των 

ζώων από ανθρώπους σε νέες περιοχές έχει µεγάλη ιστορία και συχνά οι 

περίεργες κατανοµές µπορούν να εξηγηθούν µε αυτόν τον τρόπο.  

Πέραν της ενεργητικής µεταφοράς των ζώων από περιοχή σε περιοχή, 

η παρουσία του ανθρώπου µπορεί να επέδρασε και διαφορετικά. Όπως είδαµε 

από την ανάλυση των οικολογικών στοιχείων, τα ζώα αυτά είναι πολύ 

ανθεκτικά και µπορούν να επιβιώσουν σε λύµατα. Είναι πιθανό πολλές 

µετακινήσεις ζώων να διευκολύνθηκαν από τα κανάλια απορροής λυµάτων 

κάθε χωριού κατά την αρχαιότητα, τα οποία γνωρίζουµε ότι σε πολλές 
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περιοχές ήταν πολύ ανεπτυγµένα (Λοΐζος, 2001). Ιδιαίτερα κατά τους 

καλοκαιρινούς µήνες που τα επιφανειακά νερά στην Κρήτη είναι πολύ πιο 

περιορισµένα, δεν είναι απίθανο οι χελώνες να χρησιµοποιούσαν τα κανάλια 

απορροής ώστε να µετακινηθούν προς κάποιο πιο µεγάλο ποταµό. Έτσι, η 

µίξη των πληθυσµών ίσως να συνεχίστηκε και να εντάθηκε από την ύπαρξη 

των καναλιών απορροής λυµάτων. Ειδικά κατά τις περιόδους ξηρασίας που 

εµφανίστηκαν επανειληµµένα κατά το δέκατο έκτο και το δέκατο έβδοµο 

αιώνα (Grove & Conterio, 1995; Grove, 1996; Rackham & Moody, 1997) είναι 

πολύ πιθανό οι µετακινήσεις αυτές να ήταν πολύ έντονες. Συγκεκριµένα, από 

το 1547 έως το 1645 υπήρξαν 12 χρόνια που δεν έβρεξε καθόλου όλο το 

χειµώνα και 22 χρόνια που δεν έβρεξε καθόλου όλη την άνοιξη (Grove & 

Conterio, 1995). Υπάρχουν αναφορές για το ότι το επιφανειακό νερό στην 

Κρήτη  είχε σχεδόν εξαφανιστεί παντελώς και ότι ζώα, αλλά και άνθρωποι, 

πέθαιναν από τη δίψα (Grove & Conterio, 1995).  

Άλλωστε, ακόµη και σήµερα, όπως στην περίπτωση του βιολογικού 

καθαρισµού της Πόµπιας αλλά και της κατασκευής άλλων τεχνητών 

υγροτόπων, παρατηρείται άµεση εποίκιση των υγροτόπων αυτών από 

χελώνες. Οι χελώνες φτάνουν εκεί είτε µέσω µικρών χειµάρρων οι οποίοι 

έχουν νερό µόνο το χειµώνα είτε µέσω της ξηράς.  

Μέχρι τώρα, οι µελέτες που έχουµε στη διάθεση µας για την περιοχή 

του Αιγαίου συγκλίνουν στο ότι η πανιδική σύσταση της περιοχής έχει 

επηρεαστεί έντονα από τα γεωλογικά συµβάντα κατά το Μειόκαινο, το 

Πλειόκαινο και το Πλειστόκαινο (Hausdorf & Hennig, 2005). H 

διαφοροποίηση των πληθυσµών πολλών ειδών είναι αποτέλεσµα 

βικαριανιστικών γεγονότων (χερσαία ισόποδα, Sfenthourakis, 1996; σαύρες, 

Poulakakis et al., 2005a & b; χερσαία σαλιγκάρια, Parmakelis et al., 2005; 

σκορπιοί, Parmakelis et al., 2006a & b). Η περίπτωση του M. rivulata είναι 

λοιπόν αξιοσηµείωτη καθώς για πρώτη φορά βλέπουµε ότι η διασπορά, και 

όχι ο βικαριανισµός είναι ο παράγοντας που καθόρισε το φυλογεωγραφικό 

πρότυπο του είδους. Το γεγονός ότι το φυλογεωγραφικό πρότυπο που 

αναδεικνύεται από τη µελέτη του M. rivulata δεν συµφωνεί µε τα 
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φυλογεωγραφικά πρότυπα άλλων οργανισµών στην περιοχή του Αιγαίου 

(Sfenthourakis, 1996; Poulakakis et al., 2005a & b; Parmakelis et al., 2005; 

Parmakelis et al., 2006a & b) δεν πρέπει να µας προκαλεί έκπληξη. Συνήθως, 

ιστορικοί, κλιµατικοί και γεωλογικοί παράγοντες δεν επηρεάζουν µε τον ίδιο 

τρόπο διαφορετικούς οργανισµούς, έστω κι αν αρχικά θα αναµέναµε κάτι 

τέτοιο. Αυτό εξαρτάται κυρίως από την οικολογία και την ηθολογία των 

οργανισµών αλλά συχνά είναι και απόρροια τυχαίων συγκυριών (Avise, 

2000). 

 

4.2.5 Επιπτώσεις στη διαχείριση πληθυσµών 

Τα διαχειριστικά προγράµµατα µέχρι πρόσφατα στηρίζονταν κυρίως 

σε µορφολογικά και οικολογικά δεδοµένα, λόγω της απουσίας γενετικής 

πληροφορίας (Frankham et al. 2002). Η γνώση της γενετικής ποικιλότητας έχει 

µεγάλη σηµασία για τη διαχείριση των ειδών (Funk & Fa, 2006). Η µείωση της 

γενετικής ποικιλότητας µειώνει δραστικά την πιθανότητα µακροχρόνιας 

επιβίωσης ενός πληθυσµού (Avise, 1995; Kuo & Janzen, 2004). 

Οι επιστήµονες, στην προσπάθειά τους να διασώσουν είδη που 

διατρέχουν κίνδυνο, αναζητούν µεθόδους που να µπορούν να διακρίνουν 

διαχειριστικές µονάδες (Funk & Fa, 2006). 

Στη γενετική ανάλυση, η λογική πίσω από τον όρο «διαχειριστική 

µονάδα» (conservation/management unit) ή «εξελικτικώς σηµαντική 

µονάδα» (evolutionary significant unit) είναι η εξής: κάθε πληθυσµός που 

ανταλλάσει τόσο λίγους µετανάστες µε άλλους πληθυσµούς ώστε να είναι 

γενετικά διακριτός από αυτούς θα πρέπει να θεωρείται δηµογραφικά 

ανεξάρτητος για το δεδοµένο παρόντα χρόνο (Moritz, 1994; Avise, 2000; Funk 

& Fa, 2006; Pearse et al., 2006). Σύµφωνα µε τον Ryder (1986), µια εξελικτικώς 

σηµαντική µονάδα είναι µια οµάδα πληθυσµών µε διακριτή εξελικτική 

ιστορία και η διαχείρισή της θα πρέπει να γίνεται ξεχωριστά.  

Η κατανόηση της δοµής των πληθυσµών είναι σηµαντική για τον 

καθορισµό κατάλληλων µονάδων για τις διαχειριστικές πρακτικές (Moritz, 

1999). Όταν η διαφοροποίηση των πληθυσµών είναι σχετικά πρόσφατη, για 
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να καθοριστούν οι διαχειριστικές µονάδες θα πρέπει να µελετηθούν µοριακοί 

δείκτες που να αναδεικνύουν γενετικές διαφορές σε µικρό βάθος χρόνου. 

Τέτοιοι είναι οι µικροδορυφορικοί δείκτες (Beheregaray, 2003; Kuo & Janzen, 

2004). Οι διαχειριστικές µονάδες θα πρέπει να προσδιορίζονται µε βάση 

σηµαντικές αποκλίσεις σε αλληλικές συχνότητες ανεξάρτητα από το πόσο 

βαθιές είναι οι σχέσεις σε ένα γονιδιακό δέντρο (Avise, 2000).  

Το είδος M. rivulata περιλαµβάνεται στον κόκκινο κατάλογο της IUCN 

ως «ελάχιστου ενδιαφέροντος» και αναφέρεται ότι δεν κινδυνεύει άµεσα µε 

εξαφάνιση (Cox et al., 2006). Όµως, πολύ σωστά δίνεται έµφαση στη 

διατήρηση και την προστασία των περιφερειακών και των νησιωτικών 

πληθυσµών του είδους, γεγονός που εν µέρει οφείλεται και σε δεδοµένα της 

παρούσας µελέτης (Global Reptile Assessment Workshop, 2006). Τα 

αποτελέσµατα της ανάλυσης των µικροδορυφορικών τόπων υποστηρίζουν 

την οδηγία αυτή, αφού πολλοί πληθυσµοί είναι γενετικά διακριτοί (Ιορδανία, 

Κύπρος, ∆ωδεκάνησα, Κρήτη, ηπειρωτική Ελλάδα, βλέπε εικόνες 3.10, 3.11, 

3.12) παρόλο που χαρακτηρίζονται από «ρηχές» σχέσεις µε βάση το mtDNA 

[φυλογεωγραφικό πρότυπο της κατηγορίας V κατά Avise (2000)].  

Επίσης, γενετικά διαφοροποιηµένοι φάνηκε να είναι και οι 

περιφερειακοί πληθυσµοί, όπως αυτός της Γαύδου. Στην περίπτωση αυτή 

πρέπει να δοθεί ιδιαίτερη  διαχειριστική προσοχή, αφού πρόκειται για έναν 

πολύ µικρό πληθυσµό (περίπου 50 άτοµα) που παρουσιάζει γενετική και 

µορφολογική διαφοροποίηση (άτοµα πολύ µικρότερα σε µέγεθος) από τους 

πληθυσµούς της Κρήτης (Μάντζιου, αδηµοσίευτα δεδοµένα). Κατά τους 

καλοκαιρινούς µήνες υπάρχει νερό µόνο στις πηγές σε δύο νερόλακκους µε 

επιφάνεια λίγων τετραγωνικών µέτρων ο καθένας, όπου και εντοπίζεται ο 

πληθυσµός αυτός. Τα τελευταία χρόνια το νερό µειώνεται όλο και πιο πολύ 

κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού, λόγω δέσµευσής του από τους κατοίκους 

του νησιού. Ο πληθυσµός αυτός παρουσιάζει πολύ χαµηλή τιµή 

παρατηρούµενης και αναµενόµενης ετεροζυγωτίας. Επίσης, από τις 

αναλύσεις φάνηκε ότι παρουσιάζει έλλειµµα ετεροζυγωτίας το οποίο µπορεί 

να οφείλεται σε ύπαρξη µηδενικών αλληλοµόρφων και πιθανά και σε 
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οµοµιξία µεταξύ των ατόµων του πληθυσµού. Η κατάσταση µπορεί να είναι 

ακόµη πιο κρίσιµη από αυτή που κατάφεραν να αναδείξουν οι αναλύσεις 

µας. Τα ζώα αυτά ζουν πολλά χρόνια (περίπου 30, Meek, 1987; Foufopoulos & 

Ives, 1999) και ο πληθυσµός τους πρέπει να έχει µειωθεί τα τελευταία 10 - 20 

χρόνια που το νησί έχει αρχίσει να αναπτύσσεται τουριστικά και δεσµεύεται 

το µεγαλύτερο µέρος των τρεχούµενων επιφανειακών νερών. Έχει 

παρατηρηθεί ότι σε µακρόβια είδη οι µοριακές αναλύσεις πολλές φορές 

αποτυγχάνουν να αναγνωρίσουν την κρίση από την οποία περνάνε οι 

πληθυσµοί, όταν η µείωση των πληθυσµών (αν και δραµατική) έχει συµβεί τα 

τελευταία 30-50 χρόνια (Lippe et al., 2006). Αυτό ενισχύεται από το γεγονός 

ότι οι αναλύσεις βασίστηκαν κυρίως σε ενήλικα άτοµα, τα οποία 

αντικατοπτρίζουν τη γενετική ποικιλότητα πριν από τη µείωση (Lippe et al., 

2006). Η µακροζωία και η σταδιακή µείωση των πληθυσµών µπορεί να 

συγκαλύψουν τον αυξανόµενο ρυθµό γενετικής παρέκκλισης που εντοπίζεται 

σε µικρούς πληθυσµούς (Kuo & Janzen 2004), γι’ αυτό χρειάζεται 

παρακολούθηση ώστε να ελέγχεται η εξέλιξη της  γενετικής ποικιλότητας σε 

µακρόβια είδη. Η απώλεια της γενετικής ποικιλότητας µειώνει την ικανότητα 

των πληθυσµών να αντεπεξέρχονται σε περιβαλλοντικές αλλαγές (Frankham 

et al. 2002).  

Προσέγγιση των αποτελεσµάτων που θα καταλήγει στο συµπέρασµα 

ότι οι πληθυσµοί του M. rivulata δεν χρήζουν διαχείρισης θα ήταν 

παραπλανητική και σε κάποιες περιπτώσεις καταστροφική και µη 

αναστρέψιµη. Άλλωστε, έχουν ήδη παρατηρηθεί εξαφανίσεις τοπικών 

πληθυσµών στον ελλαδικό χώρο (Μάντζιου, 2000; Rifai & Mantziou, 2005; 

Global Reptile Assessment Workshop, 2006). Ιδιαίτερα οι νησιωτικοί 

πληθυσµοί είναι οι πιο ευαίσθητοι, αφού τα επιφανειακά νερά των νησιών 

είναι περιορισµένα. Η κατάσταση στους υγρότοπους της Κρήτης είναι 

κρίσιµη, αν αναλογιστούµε ότι εκτός των πρόσφατα κατασκευασµένων 

τεχνητών υγροτόπων, η Κρήτη χαρακτηρίζεται από ποτάµια διαλείπουσας 

ροής (Μυλωνάς, 2003). Η εµφάνιση του νερού στην κοίτη τους ακολουθεί 

περιοδικό ρυθµό. Κυρίαρχη λοιπόν θέση στο υδάτινο σύστηµα της Κρήτης 
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κατέχουν οι χείµαρροι που το καλοκαίρι αποξηραίνονται (Βορεάδου, 1993; 

∆ρετάκης, 1996). Είναι συνηθισµένο φαινόµενο κατά µήκος της κοίτης ενός 

ποταµού, ένα ή περισσότερα τµήµατά του να εµφανίζουν χαρακτηριστικά του 

χειµάρρου ενώ άλλα να εµφανίζουν χαρακτηριστικά ποταµού µόνιµης ροής. 

Οι εκβολές πολλών χειµάρρων στην Κρήτη διατηρούν σηµαντικές ποσότητες 

νερού καθ’ όλη τη διάρκεια του χρόνου µε αποτέλεσµα να δηµιουργούνται 

σηµαντικά εκβολικά τέλµατα (∆ρετάκης, 1996). Εκεί βρίσκουν καταφύγιο 

πληθυσµοί του Mauremys rivulata αλλά και πολλά είδη ορνιθοπανίδας 

(∆ρετάκης, 1996; Μάντζιου, 2000). Τα εκβολικά αυτά συστήµατα χρήζουν 

διαχείρισης όσο µικρά και ασήµαντα και αν φαίνονται στο µη ειδικό 

(Οικονοµίδου & συνεργάτες, 1988; Malakou & Catsadorakis, 1992; ∆ρετάκης, 

1996; Μυλωνάς, 2003). 

Οι πληθυσµοί σε ηπειρωτικά τµήµατα της χώρας µπορεί να είναι 

πυκνοί και υγιείς, αλλά πρέπει να δοθεί ξεχωριστή σηµασία στη διατήρηση 

των µικρών νησιωτικών υγροτόπων, ώστε να αποφευχθεί η απώλεια της 

γενετικής ποικιλότητας και η µείωση του µεγέθους σε αυτούς τους ήδη 

ευαίσθητους πληθυσµούς. Οι τεχνητοί υγρότοποι είναι ζωτικής σηµασίας 

ειδικά για τους νησιωτικούς πληθυσµούς. Άλλωστε, όπως είδαµε, οι 

πληθυσµοί των τεχνητών υγροτόπων δεν παρουσιάζουν µειωµένη  γενετική 

ποικιλότητα σε σχέση µε πληθυσµούς σε φυσικούς υγρότοπους. Η µελέτη αυτή 

µας προσφέρει πολύτιµα στοιχεία για τη σωστή επιλογή ατόµων για εισαγωγή 

του είδους M. rivulata σε νέους τεχνητούς υγρότοπους. Στους τεχνητούς 

υγροτόπους, όµως, συνήθως υπάρχει µειωµένη ποικιλότητα ενδιαιτηµάτων 

για πολλά είδη που ζουν εντός τους ή στην παράκτια ζώνη (∆ηµαλέξης, 2004). 

Στα διαχειριστικά σχέδια τεχνητών υγροτόπων ή αναβάθµισης φυσικών 

υγροτόπων θα πρέπει να περιλαµβάνονται δράσεις που θα διασφαλίζουν τη 

διατήρηση των πληθυσµών του είδους M. rivulata. Τέτοιες δράσεις είναι η 

κατασκευή νησίδων όπου τα ζώα θα λιάζονται χωρίς παρενόχληση, η 

διαµόρφωση της όχθης ώστε τα ζώα να µπορούν να εξέρχονται προς τις 

περιοχές ωοαπόθεσης, η διατήρηση γύρω από τους υγροτόπους χώρων 

κατάλληλων για ωοαπόθεση και η διαµόρφωση κατάλληλης παράκτιας 
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υγροτοπικής ζώνης, όπου θα βρίσκουν καταφύγιο οι νεοσσοί (∆ρετάκης et al., 

2003; ∆ηµαλέξης, 2004). Οποιοδήποτε διαχειριστικό σχέδιο θα πρέπει να 

διασφαλίζει τη µακροχρόνια επιβίωση των διαχειριστικών µονάδων.  
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Πίνακας 1 
Κατάλογος των δειγµάτων που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη, όπου φαίνεται ο 
κωδικός αριθµός µε τον οποίο το κάθε άτοµο είναι καταγεγραµµένο στις συλλογές του Μουσείου 
Φυσικής Ιστορίας Κρήτης (NHMC_code), η τοποθεσία και ηµεροµηνία συλλογής του κάθε 
ατόµου και αν το άτοµο αυτό συµπεριλήθφηκε στην ανάλυση mtDNA ή/και µικροδορυφορικών 
δεικτών.  
 

NHMC_code Περιφέρεια Νοµός Τοποθεσία Ηµεροµηνία mtDNA microsat 

Mauremys rivulata 

NHMC80.3.15.90 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Κως, Λίµνη 22/6/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.130 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Κως, Υγρότοπος Ψαλίδι 28/6/2001 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.132 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Κως, Υγρότοπος Ψαλίδι 28/6/2001 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.131 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Κως, Υγρότοπος Ψαλίδι 28/6/2001 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.133 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Κως, Υγρότοπος Ψαλίδι 28/6/2001 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.941 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Ρόδος, αεροδρόµιο 3/5/2005 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.87 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Ρόδος, Γέφυρα Κρεµαστής 8/6/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.86 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Ρόδος, Εφτά Πηγές 7/6/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.83 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Ρόδος, Εφτά Πηγές 7/6/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.84 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Ρόδος, Εφτά Πηγές 7/6/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.85 Αιγαίο ∆ωδεκάνησα Ρόδος, Εφτά Πηγές 7/6/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.199 Αιγαίο Εύβοιας Σκύρος, Αχερούνες 11/5/2002 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.200 Αιγαίο Εύβοιας Σκύρος, Αχερούνες 11/5/2002 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.100 Αιγαίο Ικαρία Κάµποι 27/8/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.53 Αιγαίο Κυκλάδες Νάξος, αεροδρόµιο 15/4/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.51 Αιγαίο Κυκλάδες Νάξος, Εγγαρές 15/4/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.514 Αιγαίο Λέσβος Κόλπος Γέρας, Ντίπι 31/5/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.99 Αιγαίο Λέσβος Μυτιλήνη 5/7/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.96 Αιγαίο Λέσβος Μυτιλήνη 5/7/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.97 Αιγαίο Λέσβος Μυτιλήνη 5/7/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.98 Αιγαίο Λέσβος Μυτιλήνη 5/7/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.890 Αιγαίο Λέσβος Παραλία Βατερά  Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.891 Αιγαίο Λέσβος Παραλία Βατερά  Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.104 Αιγαίο Σάµος Ηραίο 31/8/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.103 Αιγαίο Σάµος Ηραίο 31/8/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.128 Αιγαίο Χίος Βολισσός 26/5/2001 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.127 Αιγαίο Χίος Βολισσός 26/5/2001 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.135 Θεσσαλία Λάρισα Πλατύκαµπος 1/8/2001 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.136 Θεσσαλία Λάρισα Πλατύκαµπος 1/8/2001 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.60 Ιορδανία  Amman 2/5/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.59 Ιορδανία  Amman 2/5/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.61 Ιορδανία  Amman 2/5/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.56 Ιορδανία  Jerash 27/4/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.57 Ιορδανία  Jerash 27/4/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.58 Ιορδανία  Wadi Zarqa, Sihan 29/4/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.125 Κρήτη Ρέθυµνο Λίµνη Πρέβελη 10/3/2001 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.126 Κρήτη Ρέθυµνο Λίµνη Πρέβελη 10/3/2001 Όχι Ναι 
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NHMC_code Περιφέρεια Νοµός Τοποθεσία Ηµεροµηνία mtDNA microsat 

NHMC80.3.15.122 Κρήτη Ρέθυµνο Λίµνη Πρέβελη 10/3/2001 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.123 Κρήτη Ρέθυµνο Λίµνη Πρέβελη 10/3/2001 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.124 Κρήτη Ρέθυµνο Λίµνη Πρέβελη 10/3/2001 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.494 Κρήτη Ρέθυµνο Πλακιάς 20/4/2002 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.64 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 17/5/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.65 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 17/5/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.30 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 10/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.39 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 21/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.31 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 10/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.27 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 10/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.28 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 10/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.23 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 10/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.24 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 10/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.21 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 10/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.19 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 10/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.36 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 17/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.40 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 21/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.41 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 21/3/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.35 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 17/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.16 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 2/3/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.32 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 10/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.29 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 10/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.12 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 16/2/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.851 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 9/10/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.861 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 9/10/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.625 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 12/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.626 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 12/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.607 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 12/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.844 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 9/10/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.756 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 19/8/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.846 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 9/10/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.859 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 9/10/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.855 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 9/10/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.856 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 9/10/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.857 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 9/10/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.849 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 9/10/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.850 Κρήτη Ηράκλειο Αλµυρός Ποταµός 9/10/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.238 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.236 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.247 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.241 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.243 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.252 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.253 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.254 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.249 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Όχι Ναι 
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NHMC80.3.15.250 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.251 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 31/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.467 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 24/11/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.466 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 24/11/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.469 Κρήτη Ηράκλειο Αµουργέλλες 24/11/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.49 Κρήτη Ηράκλειο Ίνι 28/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.46 Κρήτη Ηράκλειο Ίνι 28/3/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.47 Κρήτη Ηράκλειο Ίνι 28/3/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.48 Κρήτη Ηράκλειο Ίνι 28/3/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.188 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 9/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.189 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 9/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.182 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 9/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.183 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 9/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.190 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 9/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.305 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.187 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 9/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.191 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 9/5/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.196 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 9/5/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.306 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.303 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.300 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.304 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.301 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.302 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.297 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.298 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.299 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.294 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.295 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.296 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 1/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.274 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.273 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.272 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.268 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.269 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.264 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.265 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.266 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.276 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.257 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.261 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.262 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.263 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.258 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.259 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.256 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Όχι Ναι 
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NHMC80.3.15.255 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 4/6/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.396 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 19/9/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.397 Κρήτη Ηράκλειο Γέργερη, λίµνη ∆ιγενή 19/9/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.309 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.325 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.321 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.322 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.317 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.314 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.311 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.308 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.328 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.312 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.335 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.324 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.338 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.323 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.336 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.337 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.332 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.329 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.326 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.327 Κρήτη Ηράκλειο Πάρτιρα 28/8/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.495 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 9/5/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.416 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.439 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.428 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.425 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.423 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.417 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.419 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.418 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.414 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.415 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.411 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.412 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.407 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.409 Κρήτη Ηράκλειο Πλακιώτισσα 25/10/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.516 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.515 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.517 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.526 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.601 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.602 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.598 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.599 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
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NHMC80.3.15.594 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.595 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.525 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.604 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.527 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.522 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.523 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.524 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.518 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.520 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.521 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.596 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.600 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.605 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.603 Κρήτη Ηράκλειο Πόµπια 8/6/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.288 Κρήτη Ηράκλειο Σκινιάς 31/7/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.291 Κρήτη Ηράκλειο Σκινιάς 31/7/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.293 Κρήτη Ηράκλειο Σκινιάς 31/7/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.290 Κρήτη Ηράκλειο Σκινιάς 31/7/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.285 Κρήτη Ηράκλειο Σκινιάς 31/7/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.286 Κρήτη Ηράκλειο Σκινιάς 31/7/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.287 Κρήτη Ηράκλειο Σκινιάς 31/7/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.292 Κρήτη Ηράκλειο Σκινιάς 31/7/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.202 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 17/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.203 Κρήτη Ηράκλειο Θραψανό, υγρότοπος Λιβάδα 17/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.633 Κρήτη Λασίθι Μπραµιανά 4/7/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.634 Κρήτη Λασίθι Μπραµιανά 4/7/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.635 Κρήτη Λασίθι Μπραµιανά 5/7/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.636 Κρήτη Λασίθι Μπραµιανά 5/7/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.159 Κρήτη Λασίθι Μπραµιανά 13/4/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.284 Κρήτη Λασίθι Μπραµιανά 12/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.281 Κρήτη Λασίθι Μπραµιανά 12/6/2002 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.282 Κρήτη Λασίθι Μπραµιανά 12/6/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.889 Κρήτη Λασίθι Ζάκρος 16/5/2004 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.45 Κρήτη Λασίθι Ζάκρος 26/3/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.75 Κρήτη Χανιά Ακρωτήρι, βάλτος Χωραφάκια 3/5/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.114 Κρήτη Χανιά Φραγκοκάστελλο 18/11/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.115 Κρήτη Χανιά Φραγκοκάστελλο 19/11/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.167 Κρήτη Χανιά Γαύδος 6/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.164 Κρήτη Χανιά Γαύδος 6/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.165 Κρήτη Χανιά Γαύδος 6/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.166 Κρήτη Χανιά Γαύδος 6/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.493 Κρήτη Χανιά Γαύδος 25/4/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.175 Κρήτη Χανιά Γαύδος 4/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.170 Κρήτη Χανιά Γαύδος 4/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.171 Κρήτη Χανιά Γαύδος 4/5/2002 Όχι Ναι 
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NHMC80.3.15.173 Κρήτη Χανιά Γαύδος 4/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.174 Κρήτη Χανιά Γαύδος 4/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.180 Κρήτη Χανιά Γαύδος 4/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.176 Κρήτη Χανιά Γαύδος 4/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.178 Κρήτη Χανιά Γαύδος 4/5/2002 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.485 Κρήτη Χανιά Γαύδος 25/4/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.486 Κρήτη Χανιά Γαύδος 25/4/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.490 Κρήτη Χανιά Γαύδος 25/4/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.491 Κρήτη Χανιά Γαύδος 25/4/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.492 Κρήτη Χανιά Γαύδος 25/4/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.488 Κρήτη Χανιά Γαύδος 25/4/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.489 Κρήτη Χανιά Γαύδος 25/4/2003 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.70 Κρήτη Χανιά Γαύδος 27/5/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.71 Κρήτη Χανιά Γαύδος 27/5/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.68 Κρήτη Χανιά Γαύδος 27/5/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.69 Κρήτη Χανιά Γαύδος 27/5/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.66 Κρήτη Χανιά Γαύδος 27/5/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.67 Κρήτη Χανιά Γαύδος 27/5/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.73 Κρήτη Χανιά Γαύδος 27/5/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.76 Κρήτη Χανιά Γεωργιούπολη 5/6/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.82 Κρήτη Χανιά Γεωργιούπολη 5/6/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.79 Κρήτη Χανιά Γεωργιούπολη 5/6/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.81 Κρήτη Χανιά Γεωργιούπολη 5/6/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.77 Κρήτη Χανιά Γεωργιούπολη 5/6/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.78 Κρήτη Χανιά Γεωργιούπολη 5/6/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.80 Κρήτη Χανιά Γεωργιούπολη 5/6/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.111 Κρήτη Χανιά Λίµνη Κουρνά 7/11/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.110 Κρήτη Χανιά Λίµνη Κουρνά 7/11/2000 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.112 Κρήτη Χανιά Λίµνη Κουρνά 7/11/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.108 Κρήτη Χανιά Λίµνη Κουρνά 6/11/2000 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.93 Κρήτη Χανιά Κρύα Βρύση Κισσάµου 6/8/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.94 Κρήτη Χανιά Κρύα Βρύση Κισσάµου 6/8/2000 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.897 Κύπρος  Κύπρος 25/4/2005 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.940 Κύπρος  Κύπρος 25/4/2005 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.896 Κύπρος  Κύπρος 25/4/2005 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.939 Κύπρος  Κύπρος 25/4/2005 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.920 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.915 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.916 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.917 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.912 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.913 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.923 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.914 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.919 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.918 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
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NHMC80.3.15.924 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.925 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.921 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.922 Μακεδονία Σέρρες Λίµνη Κερκίνη 27/9/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.881 Πελοπόννησος  Λίµνη Άραξος 13/5/2004 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.880 Πελοπόννησος  Λίµνη Άραξος 13/5/2004 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.882 Πελοπόννησος  Άργος 14/5/2004 Ναι Όχι 
NHMC80.3.15.885 Πελοπόννησος  Άργος 14/5/2004 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.887 Πελοπόννησος  Άργος 14/5/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.883 Πελοπόννησος  Άργος 14/5/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.884 Πελοπόννησος  Άργος 14/5/2004 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.886 Πελοπόννησος  Άργος 14/5/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.877 Πελοπόννησος  Παλαιοχώρι 13/5/2004 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.878 Πελοπόννησος  Παλαιοχώρι 13/5/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.879 Πελοπόννησος  Παλαιοχώρι 13/5/2004 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.137 Πελοπόννησος Μεσσηνία Κακαβάς, ποταµός Περιστέρα 17/8/2001 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.898 Στερεά Ελλάδα Αττική Μαραθώνας 25/3/2005 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.899 Στερεά Ελλάδα Αττική Μαραθώνας 25/3/2005 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.900 Στερεά Ελλάδα Αττική Μαραθώνας 25/3/2005 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.909 Στερεά Ελλάδα Αττική Μαραθώνας 26/3/2005 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.910 Στερεά Ελλάδα Αττική Μαραθώνας 26/3/2005 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.911 Στερεά Ελλάδα Αττική Μαραθώνας 26/3/2005 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.907 Στερεά Ελλάδα Αττική Μαραθώνας 26/3/2005 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.908 Στερεά Ελλάδα Αττική Μαραθώνας 26/3/2005 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.901 Στερεά Ελλάδα Αττική Νέα Μάκρη 26/3/2005 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.905 Στερεά Ελλάδα Αττική Νέα Μάκρη 26/3/2005 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.902 Στερεά Ελλάδα Αττική Νέα Μάκρη 26/3/2005 Όχι Ναι 
NHMC80.3.15.903 Στερεά Ελλάδα Αττική Νέα Μάκρη 26/3/2005 Ναι Ναι 
NHMC80.3.15.904 Στερεά Ελλάδα Αττική Νέα Μάκρη 26/3/2005 Όχι Ναι 

Mauremys caspica 

NHMC80.3.112.1 Συρία  As Suwar 08/04/1999 Ναι Όχι 
NHMC80.3.112.62 Συρία   Λίµνη Al Asad  09/04/1999 Ναι Όχι 

Mauremys leprosa 

NHMC80.3.113.1 Ισπανία  Ria Orlina, Rados d'Emporda 17/6/2004   
NHMC80.3.113.2 Ισπανία  Ria Orlina, Rados d'Emporda 17/6/2004   
NHMC80.3.113.119 Μαρόκο  Oued Tensift 4/1/2001   
NHMC80.3.113.120 Μαρόκο  Oued Tensift 4/1/2001   
NHMC80.3.113.121 Μαρόκο  Oued Tensift 4/1/2001   
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Πίνακας 1 
Πίνακας γενετικών αποστάσεων µε βάση το µοντέλο Kimura 2-parameter για τις αλληλουχίες του cyt b. Στην παρένθεση δίπλα από τον κάθε 
απλότυπο αναφέρεται ο αριθµός των ατόµων που παρουσίασαν τον απλότυπο αυτό.  
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1.C1 (14)
2.C2 (3) 0,012
3.C3 (17) 0,009 0,002
4.C9 (4) 0,007 0,005 0,002
5.C6 (6) 0,002 0,009 0,007 0,005
6.C7 (10) 0,005 0,007 0,005 0,002 0,002
7.C8 (4) 0,002 0,009 0,007 0,005 0,005 0,002
8.C10 (2) 0,007 0,005 0,007 0,005 0,005 0,002 0,005
9.C5 (1) 0,003 0,006 0,009 0,006 0,003 0,006 0,006 0,003
10.C12 (1) 0,002 0,009 0,007 0,009 0,005 0,007 0,005 0,009 0,006
11.C13 (3) 0,007 0,005 0,002 0,005 0,005 0,002 0,005 0,005 0,009 0,005
12.C4 (4) 0,005 0,007 0,005 0,007 0,007 0,005 0,002 0,007 0,009 0,002 0,002
13.C11 (5) 0,002 0,014 0,012 0,009 0,005 0,007 0,005 0,009 0,003 0,005 0,009 0,007
14.AJ564455 (1) 0,007 0,003 0,000 0,003 0,007 0,003 0,003 0,007 0,010 0,003 0,001 0,001 0,007

15.SYR1 (1) 0,039 0,036 0,034 0,031 0,036 0,034 0,036 0,036 0,038 0,041 0,036 0,039 0,036 0,031

16.SYR62 (1) 0,031 0,029 0,026 0,024 0,029 0,026 0,029 0,029 0,032 0,034 0,029 0,031 0,034 0,024 0,012

17.SPA1 (1) 0,036 0,049 0,046 0,044 0,039 0,041 0,039 0,044 0,045 0,039 0,044 0,041 0,039 0,048 0,057 0,049

18.SPA2 (1) 0,039 0,052 0,049 0,046 0,041 0,044 0,041 0,046 0,048 0,041 0,046 0,044 0,041 0,052 0,059 0,052 0,002

19.MOR120 (1) 0,044 0,057 0,054 0,052 0,046 0,049 0,046 0,052 0,052 0,046 0,052 0,049 0,046 0,055 0,067 0,059 0,014 0,017

20.MOR121 (1) 0,046 0,059 0,057 0,054 0,049 0,052 0,049 0,054 0,055 0,049 0,054 0,052 0,049 0,059 0,070 0,062 0,012 0,014 0,002

21.MOR119 (1) 0,045 0,056 0,054 0,054 0,048 0,051 0,048 0,054 0,051 0,045 0,051 0,048 0,048 0,051 0,071 0,059 0,018 0,021 0,003 0,005

22.G. spengleri 0,124 0,128 0,124 0,120 0,124 0,120 0,120 0,124 0,128 0,128 0,124 0,124 0,124 0,124 0,124 0,124 0,124 0,128 0,120 0,124 0,115

23.T.marginata 0,137 0,122 0,125 0,128 0,134 0,131 0,134 0,128 0,131 0,134 0,128 0,131 0,140 0,129 0,129 0,120 0,156 0,159 0,153 0,156 0,139 0,189
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Πίνακας 2 
Πίνακας γενετικών αποστάσεων µε βάση το µοντέλο Kimura 2-parameter για τις αλληλουχίες της D-loop. Στην παρένθεση δίπλα από τον κάθε 
απλότυπο αναφέρεται ο αριθµός των ατόµων που παρουσίασαν τον απλότυπο αυτό. 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
1.D4 (3)
2.D6 (4) 0.002
3.D1 (5) 0.004 0.002
4.D10 (4) 0.006 0.004 0.002
5.D2 (40) 0.006 0.004 0.002 0.004
6.D7 (2) 0.008 0.006 0.004 0.006 0.002
7.D13 (1) 0.008 0.006 0.004 0.006 0.002 0.004
8.D18 (1) 0.008 0.006 0.004 0.006 0.002 0.004 0.004
9.D15 (1) 0.008 0.006 0.004 0.006 0.002 0.004 0.004 0.004
10.D14 (1) 0.006 0.008 0.006 0.008 0.004 0.006 0.006 0.006 0.006
11.D12 (2) 0.006 0.008 0.006 0.004 0.008 0.010 0.010 0.010 0.010 0.004
12.D16 (1) 0.002 0.004 0.002 0.004 0.004 0.006 0.006 0.006 0.006 0.004 0.004
13.D5 (2) 0.004 0.006 0.004 0.006 0.002 0.004 0.004 0.004 0.004 0.002 0.006 0.002
14.D11 (2) 0.007 0.005 0.002 0.000 0.005 0.007 0.007 0.007 0.007 0.007 0.002 0.005 0.007
15.D17 (1) 0.013 0.013 0.010 0.013 0.007 0.010 0.010 0.010 0.007 0.007 0.013 0.010 0.007 0.013
16.D9 (1) 0.010 0.010 0.007 0.003 0.003 0.007 0.007 0.007 0.003 0.003 0.003 0.007 0.003 0.003 0.010
17.D3 (1) 0.003 0.003 0.007 0.010 0.003 0.007 0.007 0.007 0.003 0.003 0.010 0.007 0.003 0.010 0.010 0.007
18.D8 (1) 0.013 0.013 0.010 0.008 0.013 0.015 0.015 0.015 0.015 0.010 0.005 0.010 0.013 0.001 0.013 0.003 0.010

19.SYR1 (1) 0.075 0.077 0.079 0.082 0.082 0.084 0.084 0.084 0.084 0.082 0.082 0.077 0.079 0.089 0.112 0.108 0.100 0.095

20.SYR62 (1) 0.061 0.063 0.061 0.063 0.063 0.065 0.065 0.065 0.065 0.063 0.063 0.058 0.061 0.068 0.088 0.084 0.084 0.077 0.021

21.SPA (2) 0.094 0.092 0.094 0.096 0.096 0.099 0.099 0.099 0.099 0.101 0.101 0.096 0.099 0.095 0.132 0.128 0.120 0.120 0.101 0.106

22.MOR121 (1) 0.089 0.087 0.089 0.087 0.092 0.094 0.094 0.094 0.094 0.097 0.092 0.092 0.094 0.087 0.133 0.121 0.121 0.108 0.092 0.101 0.023

23.MOR119_120 (2) 0.092 0.089 0.092 0.089 0.094 0.097 0.097 0.097 0.097 0.099 0.094 0.094 0.097 0.090 0.137 0.125 0.125 0.111 0.089 0.099 0.028 0.004

24.T.marginata 0.211 0.214 0.217 0.220 0.217 0.220 0.220 0.220 0.214 0.217 0.220 0.214 0.214 0.224 0.298 0.293 0.282 0.271 0.223 0.223 0.203 0.201 0.204
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(CHELONIA, BATAGURIDAE) AS INFERRED BY MITOCHONDRIAL DNA
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The genus Mauremys (Chelonia, Bataguridae) is widely distributed throughout Asia, Europe
and NW Africa. Three species (Mauremys caspica, Mauremys rivulata and Mauremys leprosa)
are discontinuously distributed around the Mediterranean region. Present distributions are much
smaller than those documented within the fossil record of Mauremys in the  Mediterranean
region. All three extant species are identified on the basis of morphology.  In the present study
we compare partial mitochondrial DNA sequences of cyt-b from 16 populations of Mauremys
rivulata from Greece, one from Jordan (M. rivulata), two from Syria (M. caspica) and one from
Morocco (M. leprosa). Comparison of cyt-b partial sequences supports the monophyly of the
three species considered, as well as their proposed taxonomic status (i.e. separation at the species
level). Mauremys leprosa is the most differentiated of the three, M. caspica and M. rivulata being
more closely related. Climatic changes during the Pleistocene influenced the distribution of M.
rivulata and resulted in a latitudinal oscillation of the populations in a north – south direction
in Greece, and consequently in a mixing of their genetic material. This hypothesis is confirmed
by the absence of correlation between genetic distances and geographical origin of the specimens
studied.

Melentis (1966) places its origin earlier in the Eocene.
Prior to the Pleistocene, it was widely distributed in Eu-
rope, North Africa and the Arabian Peninsula.

Until very recently M. rivulata and M. leprosa were
treated as subspecies of M. caspica. Mauremys leprosa
was the first to be raised to  species level. According to
Fritz (2001), this elevation had been considered by
Boulenger (1889) and later by Siebenrock (1909), but
was not widely acknowledged until after 1980 (Busack
& Ernst, 1980). It was based on morphometric studies as
well as on the biochemical studies of Merkle (1975).
Mauremys leprosa is geographically separated from the
other two species by a gap in the present distribution of
the genus (Fig. 1). According to Busack & Ernst (1980),
the geographic isolation, which led to cessation of gene
flow, started in the Pliocene.

Mauremys rivulata was raised to the species level
more recently (Fritz & Wischuf, 1997). The authors
stated that morphometric features could not separate the
two species, but suggested species status on the basis of
the colour pattern of the carapace and plastron. Al-
though the two species are separated by geographic
barriers (Fritz & Wischuf, 1997) and occupy ecologi-
cally different habitats (Busack & Ernst, 1980), a
narrow contact zone exists, from which Fritz & Wischuf
(1997) report two hybrids.

Apart from the morphological studies (Busack &
Ernst, 1980; Fritz & Wischuf, 1997; Tok, 1999), Merkle
(1975) examined these species by protein electrophore-
sis. He examined 17 proteins and found that M. caspica

INTRODUCTION

Mauremys caspica (Gmelin, 1774), Mauremys
rivulata (Valenciennes, 1833) and Mauremys leprosa
(Schweigger, 1812) are the sole European representa-
tives of the diverse family Bataguridae. The family
consists of 23 genera, distributed in the Palearctic re-
gion, with the exception of the genus Rhinoclemmys,
which is distributed in Central and South America
(Pough et al., 1998; Fritz, 2001). The systematic posi-
tion of the family is very problematic (McDowell, 1964;
Gaffney & Meylan, 1988; Pough et al., 1998; Fritz,
2001). It has been traditionally considered to be a sub-
family of Emydidae (Hirayama, 1984; Iverson, 1992),
or a separate paraphyletic family (Gaffney & Meylan,
1988; Pough et al., 1998), but nowadays the opinion of
other authors (Shaffer et al., 1997; Fritz, 2001) - who
consider Bataguridae as a separate monophyletic family
-  prevails, although they all agree that to resolve this is-
sue, additional data from more complete sampling are
required. The family Bataguridae is known at least from
the Eocene in the Old World and the Nearctic. It is pos-
sible that the Paleocene “Emydidae”, described from
China, actually belong to the Bataguridae family (Fritz,
2001). The genus Mauremys is known in the Western
Palearctic from the Oligocene (Fritz, 2001), but
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and M. rivulata were identical; M. leprosa shared only
13 of these proteins with the other two taxa.

Fritz and Wischuf (1997) noted that the coloration of
specimens preserved in ethanol degrades and is not as
clear in old animals as it is in young animals. Moreover,
turtles of the genus Mauremys exhibit great intraspecific
variation in colour patterns (Schleich et al., 1996).
There are no molecular studies on the Mediterranean
Mauremys species. We therefore considered that the use
of a molecular approach to independently test the
present taxonomy would be of great interest. In the
present study we investigate the intraspecific relation-
ships of Aegean M. rivulata and their relation to the
other two Mediterranean Mauremys species. We ad-
dress questions on genetic distances among the species
and attempt a reconstruction of their phylogenetic rela-
tionships.

We use partial sequences of cytochrome-b (cyt-b) of
the mitochondrial DNA (mtDNA), a gene already used
in several similar studies (Lamb et al., 1994; Lamb &
Lydeard, 1994; Lenk et al., 1998; Lenk et al., 1999).
Mitochondrial DNA is a very useful tool in detecting ge-
netic differences and phylogeographic patterns at the
intraspecific level, or in closely related species, due to
its non-recombining mode of inheritance, rapid pace of

evolution and extensive intraspecific polymorphism
(Avise et al., 1987). Mitochondrial DNA evolution rate
appears significantly slower in Testudines, relative to
other groups of vertebrates (Avise et al., 1992; Lamb et
al., 1994; Lenk et al., 1999). Nevertheless, mtDNA can
be very informative in cases where morphological data
seem to be inconclusive (Lenk et al., 1998), which is the
case with Mauremys species (Fritz & Wischuf, 1997).

MATERIALS AND METHODS

SAMPLES

Twenty-eight specimens of Mauremys were collected
from 20 localities (Table 1). Of these localities, 24 con-
tained M. rivulata, two contained M. caspica and two
contained M. leprosa. Two published sequences of other
Batagurids were used in the analysis database:
Heosemys spinosa (GenBank U81362, Shaffer et al.,
1997) and Cuora aurocapitata (GenBank AF043262,
Wu et al., unpublished).

Homologous sequences of the emydid turtle Emys
orbicularis (Linnaeus, 1758) and the tortoise Testudo
marginata (Schoepff, 1795) were included in the study
as outgroups.

G. MANTZIOU ET AL.

TABLE 1. Museum number, exact locality and accession number of each specimen, used in the analysis (code is used in Figs. 1, 3,
4, 5 and Table 2)

Species Museum number Locality Code Accession number

Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.41 Greece, Crete, Almyros River 1 AF487640
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.26 Greece, Crete, Almyros River 2 AF487638
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.16 Greece, Crete, Almyros River 3 AF487639
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.125 Greece, Crete, Preveli 4 AF487633
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.71 Greece, Crete, Gavdos 5 AF487637
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.66 Greece, Crete, Gavdos 6 AF487641
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.93 Greece, Crete, Krya Vrysi 7 AF487632
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.45 Greece, Crete, Zakros 8 AF487627
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.79 Greece, Crete, Georgioupoli 9 AF487629
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.77 Greece, Crete, Georgioupoli 10 AF487628
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.75 Greece, Crete, Akrotiri 11 AF487625
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.128 Greece, Chios isl. 12 AF487630
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.127 Greece, Chios isl. 13 AF487631
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.98 Greece, Lesvos isl. 14 AF487636
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.53 Greece, Kyklades, Naxos isl. 15 AF487634
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.83 Greece, Dodekanisa, Rodos isl. 16 AF487635
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.100 Greece, Dodekanisa, Ikaria isl. 17 AF487619
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.103 Greece, Samos isl. 18 AF487622
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.104 Greece, Samos isl. 19 AF487620
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.132 Greece, Dodekanisa, Kos isl. 20 AF487621
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.135 Greece, Thessalia, Larisa 21 AF487623
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.136 Greece, Thessalia, Larisa 22 AF487626
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.137 Greece, Peloponnisos, Kakkavas 23 AF487624
Mauremys rivulata NHMC 80.3.15.56 Jordan, 25 km south of Jarash 24 AF487642
Mauremys caspica NHMC 80.3.112.1 Syria, 5 km after As Suwar 25 AF487644

 towards Marqadah
Mauremys caspica NHMC 80.3.112.62 Syria, lake Al Asad 26 AF487643
Mauremys leprosa NHMC 80.3.113.119 Morocco, Qued Tensift 27 AF487645
Mauremys leprosa NHMC 80.3.113.120 Morocco, Qued Tensift 28 AF487646
Emys orbicularis NHMC 80.3.16.6 Greece, Thessalia, Larisa 29 AF487648
Emys orbicularis NHMC 80.3.16.7 Greece, Thessalia, Larisa 30 AF487649
Testudo marginata NHMC 80.3.22.6 Greece, Kythira isl. 31 AF487647
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Research) thermocycler. The cycle programme com-
prised of an initial denaturation step of 2 min at 94oC,
followed by 35 cycles of denaturation for 1 min at 94oC,
annealing for 1 min at 50oC, extension for 1 min at 72oC
and a final extension at 72oC for 10 min.

Sequencing of double-stranded DNA was performed
in both directions in a PE-ABI377 sequencer (using dye-
terminator chemistry). The primers in the sequencing
reactions were the same as in the amplification proce-
dure.

SEQUENCES ALIGNMENT AND PHYLOGENETIC ANALYSIS

Multiple sequence alignment was performed using a
ClustalX program package (version 1.8: Thompson et
al., 1997), using the default parameters, alternative gap
opening and gap extension penalties, with minor modifi-
cations made by eye.

Pairwise sequence comparisons were made for the
cyt-b data set using MEGA (v.2, Kumar et al., 2001) in
order to determine the number, nature, distance and dis-
tribution of base substitutions. Genetic distance was
estimated using the Kimura two-parameter model
(Kimura, 1980).

Evolutionary relationships, which result from DNA
sequence data, are reliable only if sites are not saturated
by multiple substitutions (Swofford et al., 1996). To as-
sess potential saturation of substitutions of the cyt-b
sequences, the numbers of transitions (Ts) and
transversions (Tv) were plotted against the correspond-
ing uncorrected P-distances for all pairwise
comparisons.

FIG. 1. Present distribution of the three Mediterranean Mauremys species and geographic origin of the studied specimens (numbers
correspond to the code listed in Table 1).

This material was collected from 1999 to 2001 dur-
ing several field trips. The geographical origin of the
studied specimens is shown in Fig. 1.

Blood samples were obtained from every animal, ex-
cept from animals with numbers NHMC 80.3.112.62,
NHMC 80.3.15.98 and NHMC 80.3.22.6, which died
and from which tissue sample was isolated and kept in
ethanol (95%). The blood was collected by coccygeal
vein puncture as described by Haskell & Porkas (1994),
preserved in ethanol and stored at 4oC. After blood sam-
pling the animals were released. Museum numbers were
given to each animal that was captured and although
they were released the numbers still correspond to the
tissue samples taken from each one (Table1).

DNA EXTRACTION, AMPLIFICATION AND SEQUENCING

Blood samples were first centrifuged at 13 000 rpm
for 4 min. Ethanol was removed and samples were left
at 37o C for 1 hour. Total genomic DNA was extracted
following standard proteinase-k protocol, with standard
salt extraction method (Sambrook et al., 1989).

PCR amplification, targeting a segment of the cyt-b
gene of the mitochondrial genome (mtDNA) was done
on all extractions. The universal primers L14724 and
H15175 (Palumbi, 1996) were used to amplify a 451 bp
fragment of the mitochondrial cyt-b gene.

Amplifications were performed in a 10µl total reac-
tion volume, where 1µl of template DNA was mixed
with 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl

2
, 4 pmol of each

primer and 0.5 units of Taq Polymerase (GibcoBRL).
Thermocycling was then performed in a PTC-100 (MJ-
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Phylogenetic relationships among specimens were
inferred via neighbour-joining (NJ, Saitou & Nei 1987),
maximum parsimony (MP, Swofford et al., 1996), and
maximum likelihood methods (ML, Felsenstein 1981).
NJ trees were implemented by MEGA (v. 2.0, Kumar et
al., 2001) using Kimura’s (1980) two-parameter dis-
tance estimate, even though the distance metric used in
NJ had no effect on topology. MP and ML trees were
constructed using PAUP (Windows Version 4.0b8a,
Swofford, 2002).

Nucleotides were used as discrete, unordered charac-
ters. The shortest tree was looked for with the branch
and bound search. When more than one minimal length
tree was found, the strict consensus tree was presented.
Confidence estimates were obtained via bootstrapping
with 1000 replicates (Felsenstein, 1985).

For maximum likelihood (ML) analysis (Felsestein,
1981), the best fit model of DNA substitution and the
parameter estimates used for tree construction were cho-
sen by performing hierarchical likelihood ratio tests
(Huelsenbeck & Crandall, 1997) using Modeltest 3.06
(Posada & Crandall, 1998). Heuristic ML searches were
performed with 10 replicates of random sequence addi-
tion and tree bisection-reconnection (TBR) branch
swapping. ML bootstraps employed 1000 iterations.
The model parameters (substitution rate matrix, gamma
distribution approximation with four rate classes, and
empirical nucleotide frequencies) were estimated ini-
tially from the starting trees generated by the approach
described above (Huelsenbeck & Crandall, 1997).
These estimates were used in a ML analysis to produce a
tree from which the parameters were then reestimated.
In an iterative fashion, these steps were repeated until
the ML score converged to its maximum value
(Swofford et al. 1996).

A minimum spanning network was constructed
among M. rivulata haplotypes, by using Arlequin
v.2000 (Schneider et al., 2000).

Tajima’s relative rate test (Tajima, 1993; Nei &
Kumar, 2000) was carried out using MEGA (v.2.0) in
order to assess differences in rates among separate line-
ages. Statistical estimation of the validity of the
molecular clock hypothesis was performed using the χ2

test proposed by Fitch (1976). In addition, the maximum
likelihood model was used to test the null hypothesis
that the sequences were evolving at constant rates and
therefore fit a molecular clock (Muse & Weir, 1992).
This hypothesis may be tested once we have chosen one
of the models of evolution, simply calculating the log
likelihood score of the chosen model with the molecular
clock enforced and comparing it with the log likelihood
previously obtained without enforcing the molecular
clock. In this case, the molecular clock is the null hy-
pothesis. The number of degrees of freedom is the
number of  OTUs – 2. It should be mentioned that in this
analysis we used not only the unique haplotypes, but all
33 sequences.

Clock assumptions must be treated cautiously since
the differences in mtDNA evolution in higher vertebrate
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groups have not yet been fully identified, and many
studies have shown considerable rate heterogeneity
(Hillis et al., 1996). Nevertheless, the use of clock as-
sumptions for closely related taxa is generally
considered to be more reliable than for distantly related
taxa (Caccone et al., 1997), which stems from the
premise that rates of evolution of a particular gene are
likely to be stable in closely related taxonomic groups,
with similar life histories, metabolic rates, and genera-
tion times. In this respect, the estimation of ‘‘local’’
rates for closely related taxa might be preferable over a
‘‘universal’’ rate (Hillis et al., 1996). In the present
study we use an evolutionary rate suggested for turtle
mtDNA (Avise et al., 1992; Lamb et al., 1994; Lenk et
al., 1999), instead of the universal rate.

The published sequence used in the relative rate test
as outgroup (one specimen), was that of Staurotypus
triporcatus (GenBank U81349, Shaffer et al., 1997).

The sequence data from this study were deposited in
the GenBank Data library under the accession numbers
AF487619–AF487649.

RESULTS

BASE COMPOSITION

A total of 11 unique haplotypes from the 28 speci-
mens of Mauremys were obtained in this study (Table
2), the lengths of which ranged from 365 to 427 bp.
Within the cyt-b gene of the presented sequences, no in-
sertions, no deletions and no premature stop codons
were encountered.

A total of 435 base pairs were aligned, of which 42
sites (9.65%) were variable among the Mauremys spe-
cies (26.66% including outgroups) and 25 (5.75%) were
parsimony informative (16.78% including outgroups).
Nine (21.43%) of the 42 variable positions represent
changes in the first codon position, 8 (19.05%) in the
second and 25 (59.52%) in the third.

Mean base composition of the fragment of cyt-b of
the three codon positions is provided in Table 3. There
is a strong bias in base composition (Bias C of Irwin et
al., 1991), a feature characteristic of cyt-b and other mi-
tochondrial protein-coding genes in mammals and
reptiles. This fact supports the authenticity of the mito-
chondrial sequences (Irwin et al., 1991; McGuire &
Heang, 2001; Lenk et al., 2001; Surget-Groba et al.,
2001). As expected, the abundance of G’s was low
(12.9%), whereas the percentages of A, T and C were
quite similar (26.9–31.0%). However, a significant
compositional bias exists at the second and especially
the third codon position. The frequency of guanine at the
first position is 21.1%, while a marked under-presenta-
tion of guanine was observed at both second (16.2%)
and third position (1.8%).

GENETIC DIVERGENCE AND SATURATION

Summarized Kimura two-parameter distances be-
tween all pairs are given in Table 4. Sequence
divergence ranged from 0.24% within M. rivulata
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TABLE 3. Percentage base composition at first, second and
third codon position for all 33 specimens.  Compositional
bias index (CBI) is calculated as C=(2/3)Σ|c

i
 – 0.25| where C

is the compositional bias index and c
i
 the frequency of ith

base (Irwin et al., 1991).

Nucleotide Position Mean

First Second Third

A 30.0 21.4 40.8 31.0
T 26.8 37.5 16.6 26.9
C 22.1 24.9 40.8 29.2
G 21.1 16.2 1.8 12.9

CBI 0.091 0.167  0.421

TABLE 4. Genetic distances (Kimura two-parameter) between the different taxa. In-group sequence divergence is given in
diagonal. The range of genetic distances is given in the parentheses.

M. rivulata M. caspica M. leprosa C. aurocapitata H. spinosa T. marginata E. orbicularis

M. rivulata 0.7
(0.24-1.78)

M. caspica 3.36 1.83
(2.45-3.95)

M. leprosa 6.16 7.14 0.28
(5.9-6.66) (6.83-7.45)

C. aurocapitata 9.56 8.94 10.49 n/c
(8.41-10.26) (8.81-9.07) (10.34-10.63)

H. spinosa 11.49 11.03 12.53 12.91 n/c
(10.23-12.37) (10.56-11.5) (12.36-12.71)

T. marginata 12.88 13.06 14.51 15.42 13.91 n/c
(12.41-13.89) (12.36-13.76) (14.34-14.68)

E. orbicularis 14.64 14.54 16.23 16.44 12.87 15.47 0.25
(12.72-16.31) (12.70-16.63) (15.49-16.97)

TABLE 2. Grouping of selected Mauremys samples into 11
unique haplotypes (numbers in parenthesis correspond to the
code listed in Table 1)

Haplotype Samples Frequency

M. rivulata
h1 Samos (19) 25%

Akrotiri (11)
Kos (20)
Gavdos (5)
Gavdos (6)
Krya Vrysi (7)

h2 Ikaria (17) 29.16%
Samos (18)
Larissa (21)
Larissa (22)
Peloponissos (23)
Jordan (24)
Preveli (4)

h3 Chios (13) 8.33%
Lesvos (14)

h4 Zakros (8) 12.50%
Georgioupoli (9)
Georgioupoli (10)

h5 Naxos (15) 8.33%
Chios (12)

h6 Rodos (16) 4.16%
h7 Almyros (1) 12.50%

Almyros (2)
Almyros (3)

M. caspica
h8 Syria (25) 50%
h9 Syria (26) 50%

M. leprosa
h10 Morocco (27) 50%
h11 Morocco (28) 50%

haplotypes to 16.97% between E. orbicularis and M.
leprosa. If we consider only Mauremys species, se-
quence divergence ranged from 0.24% (within M.
rivulata) to 7.45% between M. leprosa and M. caspica.

The results of saturation analysis are presented in Fig
2. Both transitions and transversions show an approxi-

FIG. 2. Relationships between genetic distance, transitions
and transversions.

mately linear relationship with distances, which indi-
cates that saturation has not occurred.

PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS

For the phylogenetic analyses, a data set of 16 cyt-b
sequences (11 unique haplotypes of Mauremys spp.,
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two of Emys orbicularis and one of Testudo marginata
from this study, two of other Batagurid species from the
literature) was used. Tree length distribution, deter-
mined from random sampling of 106 unweighted trees,
was significantly skewed to the left (g1=-0.471), sug-
gesting strong phylogenetic signal in the data (P<0.01;
Hillis & Huelsenbeck, 1992).

In the phylogenetic analysis carried out by the neigh-
bour joining method, the resulting tree (Fig. 3), rooted
by E. orbicularis, showed Mauremys species as a mono-
phyletic group (83% bootstrap support, b.s.). Three
lineages are evident in the tree: an early offshoot of M.
leprosa (100% b.s.), followed by M. caspica (89% b.s.)
and M. rivulata (95% b.s.).

The parsimony analysis of the 16 cyt-b sequences,
using E. orbicularis as outgroup, resulted in 176 equally
parsimonious trees of 170 steps (consistency index
CI=0.788 and homoplasy index HI=0.212), the strict
consensus of which is shown (with bootstrap values) in
Fig 4. The topology of this tree is similar to the NJ tree,
regarding the main clades.

For the maximum likelihood analysis, likelihood ra-
tio tests indicated that the Tamura-Nei model with
general time reversible option was the most appropriate
for subsequent ML analyses (Table 5). The phylogeny
recovered by the ML analysis was similar to that recov-
ered by the MP and NJ analysis and is illustrated in Fig.

5. One ML tree was identified (-lnL=1383.01; final pa-
rameters estimates: base frequencies A=0.30, C=0.30,
G=0.14, T=0.26, a=0.3159, P

inv
=0.000, and A/G=3.59,

C/T=11.04).
Geographic distribution of M. rivulata haplotypes is

shown in Fig. 6. The minimum spanning network among
M. rivulata haplotypes is presented in Fig.7.
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FIG. 4. A Maximum Parsimony (MP) tree derived from cyt-b
sequences of Mauremys species. The strict consensus of the
176 equally most parsimonious trees is presented. Probability
percentages of bootstrap replicates (1000) supporting each
branching pattern are given beside the corresponding nodes
(numbers correspond to the code listed in Table 1).

Null hypothesis Models compared -lnL
0

-lnL
1

df P

Equal nucletide frequencies H
0
:JC69, H

1
:F81 1513.1719 1481.9972 3 0.0000

Equal Ti and Tv rates H
0
:81, H

1
:HKY85 1481.9972 1425.8398 1 0.0000

Equal Ti rates H
0
:HKY85, H

1
:TrN 1425.8398 1417.3188 1 0.0000

Equal Tv rates H
0
:TrN, H

1
:TIM 1417.3188 1416.5848 1 0.2257

Equal rates among sites H
0
:TrN, H

1
:TrN+G 1417.3189 1387.3484 1 0.0000

Proportion of invariable sites H
0
:TrN+G, H

1
:TrN+I+G 1387.3484 1387.2443 1 0.3241

TABLE 5. Test of hypotheses relating to the model of evolution appropriate for phylogeny reconstruction (Huelsenbeck &
Crandall, 1997). P- values were obtained with Modeltest (Posada & Crandall, 1998).

FIG. 3. Phylogenetic analysis of the mitochondrial cyt-b gene
of Mauremys. Tree inferred by the neighbour-joining (NJ)
method, based on 1000 replicates.
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Tajima’s relative rate test was carried out for many
different pair-combinations of the examined clades and
resulted that all these clades evolve with the same rate
(χ2 <3.84, P>0,05). The likelihood ratio test was em-
ployed to investigate the rate of homogeneity for the
analysed species (Huelsenbeck & Crandall, 1997). Be-
cause the simpler (clocklike) tree cannot be rejected at a
significance level of 5% (LRT=17.66, df=31,
χ

critical
=19.28), we do not reject the application of a mo-

lecular clock to the species used in the analysis.
Since our results are compatible with the molecular

clock hypothesis, we can use the suggested evolving rate
for mtDNA of Emydidae (0.3% -0.4% per Myr) (Lenk et
al., 1999). The resulting estimated splitting times be-
tween clades are summarized in Table 6.

DISCUSSION

PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS

Our results indicate that M. rivulata, M. caspica and
M. leprosa are indeed genetically isolated taxa. These
three taxa constitute a monophyletic group, which splits

FIG. 5. A Maximum Likelihood (ML) tree derived from cyt-b
sequences of Mauremys species. Probability percentages of
bootstrap replicates supporting each branching pattern are
given beside the corresponding nodes (numbers correspond
to the code listed in Table 1). Bootstrap values >50% are
shown.

FIG. 6. Geographic distribution of M. rivulata haplotypes.
Note the absence of geographic patterns.

FIG. 7. Minimum spanning network for the 7 M. rivulata
haplotypes. Size of each circle is proportional to the
frequency of the haplotypes.

Clades Da Splitting Time

Rate: 0.3% Rate: 0.4%
per Myr per Myr

(A&B) vs. C 5.88% 19.6 Myr ago 14.7 Myr ago
A vs. B 2.1% 7 Myr ago 5.3 Myr ago

TABLE 6. Estimated splitting time between clades. The
splitting time is estimated using a divergence rate of 0.3%–
0.4% per Myr. A: M. rivulata clade, B: M. caspica clade, C:
M. leprosa clade.
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into two genealogical lineages. The first corresponds to
the lineage leading to M. leprosa, whereas the second
corresponds respectively to the lineage from which the
caspica-rivulata group emerged. The very small within-
group divergence of M. rivulata and the multifold
between-group divergence (3.36% between M. caspica
and M. rivulata) support the elevation of M. rivulata to
the species level, as suggested by Fritz & Wischuf
(1997), although further sampling in the area of contact
is necessary to fully resolve this issue.

The elevation of M. leprosa, which was based on
electrophoretic and morphometric data (Merkle, 1975;
Busack & Ernst, 1980), is further supported from our re-
sults.

Specimens of M. rivulata (from the Middle East to
Greece) cluster with a small intraspecific differentiation
ranging from 0.24% to 1.78% (mean=0.7%). This diver-
gence is not related to the geographic origin of the
specimens (see Fig. 6, Fig. 7 and Appendix 1). The
small intraspecific divergence observed in M. rivulata,
is comparable to results reported by Lenk et al. (1999)
for Emys orbicularis. The authors compared a great
number of populations from Europe and N. Africa,
which split to seven groups of haplotypes without being
separated geographically.

In general, phylogeographic patterns are considered
to be the result of a multifactorial process, which is
somewhat arbitrary and variable among different spe-
cies (Taberlet et al., 1998). The combination of existing

paleontological data with the results we present, permits
a preliminary interpretation of the phylogeographic pat-
tern of M. rivulata in the Eastern Mediterranean and
especially in the area of the Aegean Sea.

According to Lenk et al. (1999), the climate change
in Europe 3.2 Myr ago triggered a sudden radiation of
Emys orbicularis. During the climatic oscillations of the
Pleistocene, the range of E. orbicularis probably frag-
mented recurrently, with isolated populations along a
slender belt throughout southern Europe. This belt has
been shaped by cold climates to the north and by barriers
of inappropriate habitat to the south. Thus, southern
Italy and Greece served as refugia for the populations of
E. orbicularis.

Kotsakis (1980) claimed that the lower Pleistocene
glaciations, which provoked the southward shift of dis-
tribution of E. orbicularis in Italy, drove Mauremys
populations to extinction in the peninsula.

Thereby, the main factor that influenced the present
distribution of Mauremys in the Mediterranean region,
and particularly the distribution of M. rivulata in the
Balkans, is climatic change, which prevailed during the
glacial periods of the Pleistocene. The cold periods re-
sulted in the latitudinal shift of Mauremys populations in
the Italian Peninsula towards the south, and ultimately
led to their extinction. Something similar occurred in the
Balkan Peninsula with M. rivulata, resulting in a latitu-
dinal shift of the populations towards the south and east,
but it did not result in extinction since they found ref-
uges on the coast of Asia Minor and in the Aegean
islands.

Consequently, the shifting and rearrangements of  M.
rivulata populations led to their mixing and the probable
establishment of new populations on islands, where they
did not exist before and where populations of E. orbicu-
laris were not favoured due to ecological factors.
According to Lenk et al. (1999), E. orbicularis is more
favoured by continental climate conditions.

On the other hand, the genetic distances observed
among M.. rivulata haplotypes, and their relationships
based on minimum spanning network, are not related to
respective geographic distances. This fact cannot be ex-
plained by the vicariance approach of the distributional
pattern of M. rivulata, but can be better explained by a
dispersal model. To propose a dispersal model we need
to have evidence that M. rivulata is easily dispersed.

According to Lenk et al. (1999), marine straits repre-
sent no absolute barriers for E. orbicularis and coastal
corridors could have promoted genetic exchange. This
is probably also the case  for M. rivulata since this spe-
cies inhabits also brackish waters (Gasith & Sidis, 1983;
Sidis & Gasith, 1985; Engelmann et al., 1993). Conse-
quently, the easily accessible marine straits, which
appeared in the Aegean area repeatedly during Pliocene
and Pleistocene, and the great dispersal capacity of M.
rivulata through coastal corridors, are supporting the
dispersal model. The extant populations of M. rivulata
are probably still under the influence of this dispersal
procedure.

G. MANTZIOU ET AL.

FIG. 8. Alternative hypothesis on the phylogenetic
relationships of the three species in question. By applying
mtDNA evolutionary rate of 0.4% per Myr or of 0.3% per
Myr, we result in hypothesis 1 or hypothesis 2, respectively.
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PHYLOGENETIC RELATIONS INFERRED BY

PALAEONTOLOGICAL DATA

Bergounioux (1955) suggested that there are three
parallel evolutionary lines in the Western Palearctic tur-
tles of the genus Mauremys (Fig. 8): (1) the lineage of
Mauremys italica, which starts in the Eocene with the
species M. italica and M. vidali and ends in the Oli-
gocene with M. chainei; (2) the lineage of Mauremys
sophiae, which consists of M. batalleri from the Oli-
gocene, goes on in the Miocene with M. batalleri and M.
sophiae and ends in the Pliocene with M. sophiae; (3)
the lineage of M. pygolopha, which starts in the Oli-
gocene, with M. subpyrenaica, continues in the
Miocene with M. rotundiformis and M. pygolopha and
in the Pliocene with M. romani and M. gaudryi. Broin
(1977) suggests that M. romani and M. gaudryi are syn-
onymous. According to Melentis (1966), M.
steinheimensis from the Miocene belongs to this lineage
as well. Among these we can also place M. sarmatica
from the Miocene, which is supposed to be the direct an-
cestor of M. gaudryi from the Pliocene (Kotsakis,
1980). The fossils considered most akin to the extant
Mauremys species belong to this third lineage (Melen-
tis, 1966; Kotsakis, 1980).

Combining our results with the available paleonto-
logical data allows us to suggest a hypothesis on the
phylogenetic relationships of the three species in ques-
tion. The three species share a common ancestor, which
is situated in the lineage of M. pygolopha. The first to
separate from this lineage is the branch that led to the
extant M. leprosa with the intermediate form of M.
gaudri (Broin, 1977; Kotsakis, 1980). When applying
the above mentioned evolutionary rate (0.3%-0.4% per
Myr) to our data, the common ancestor of the two main
genealogical lines dates to the Lower Miocene/Middle
Miocene (from 19.8 Myr ago to 14.9 Myr ago; Fig. 8).
This contradicts Busack & Ernst’s (1980) suggestion
that this isolation started during the Pliocene. The infor-
mation on the second branch, which led to M. caspica
and M. rivulata, is very restricted. The only hypothesis
we may initially support is that the two species have
shared a long common history. The common ancestor of
the genealogical lines, which led to M. rivulata and M.
caspica, is dated in the Upper Miocene/Lower Pliocene
(from 7.2 Myr ago to 5.4 Myr ago). Because the lack of
relevant paleontological data and geological events in-
hibit making a more accurate dating, further study is
necessary, which will have to include more specimens of
the three Mediterranean Mauremys species.
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Abstract

Six polymorphic microsatellite loci containing dinucleotide repeats were developed for the
freshwater turtle 

 

Mauremys rivulata

 

. The number of alleles ranged from five to 18. The
observed and expected heterozygosities ranged from 0.19 to 0.79 and 0.46 to 0.90, respectively.
These markers may serve as a valuable tool for population genetics analyses and provide
information on the evolutionary history of the species.
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The freshwater turtle 

 

Mauremys rivulata

 

 is one of the three
Mediterranean species of the genus 

 

Mauremys

 

. This species
is distributed in Croatia, Serbia and Montenegro, Albania,
Bulgaria, Greece, Cyprus, the Mediterranean coast of Turkey,
Syria, Lebanon, Jordan and Israel (Wischuf & Busack 2001).
Populations of 

 

M. rivulata

 

 have experienced a severe dec-
line during the last decades due to anthropogenic pressure.
Based on cytochrome 

 

b

 

 sequence data (Mantziou 

 

et al

 

. 2004),
intraspecific relationships could not be clearly resolved,
since the variation within 

 

M. rivulata

 

 was relatively small
and not related to the geographical origin of the specimens.
Microsatellite markers may serve as a valuable tool for the
investigation of the existing genetic variability and population
structure.

For the isolation of the microsatellite loci, already pub-
lished protocols were followed, with some modifications.
Total genomic DNA was extracted from nail samples using
the Holmes–Bonner lysis solution (Holmes & Bonner 1973)
and standard phenol–chloroform extraction. DNA was

digested with the restriction enzymes 

 

Alu

 

I, 

 

Hae

 

III and 

 

Rsa

 

I,
and the resulting fragments, ranging from 200 to 800 bp,
were ligated to double-stranded SNX linkers using high
concentration DNA ligase to achieve efficient blunt-end
ligation (Hamilton 

 

et al

 

. 1999). Ligations were used without
further purification for subtractive hybridization with 5

 

′

 

-
biotinylated oligonucleotides primers [(GA)

 

10 

 

and (AC)

 

8

 

]
as the hybridization target, and with streptavidin-coated
magnetic beads (Promega) as the substrate to capture
genomic DNA-oligonucleotide hybrids (Kijas 

 

et al

 

. 1994).
Repeat-enriched DNA was rendered double-stranded
and amplified in a polymerase chain reaction (PCR) using
the forward SNX linker as a primer. Amplification was
verified on a 2% agarose electrophoresis gel loaded with
a 5-

 

µ

 

L aliquot. The resulting purified PCR product was
then directly ligated overnight at 4 

 

°

 

C into the plasmid
pGEM-T vector (Promega), followed by transformation in

 

Escherichia coli

 

 JM109 competent cells (Promega). A total of
100 colonies were screened for dinucleotide repeats using
a triple PCR technique: amplification with two primers of
the vector (T7 and SP6) and one nonbiotinylated primer,
such as (GA)

 

10

 

 or (AC)

 

8

 

. Ten positive colonies that had at
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least two bands in the agarose gel were found and were
sequenced according to dideoxy-chain termination meth-
odology in a LI-COR 4200 L sequencer (Microchemistry
Laboratory, IMBB-FORTH, Crete, Greece).

The PCR primers were designed in the flanking regions
using the online software 

 

primer

 

 version 3.0 (http://
www.genome.wi.mit.edu) and positioned with priming
sites approximately 10–100 bp away from each micro-
satellite in an attempt to standardize amplification products
to a range between 100 and 250 bp (Table 1). Four out of the
10 sequences were not suitable for primer design, because
the repeat was at the end of the sequence. The forward
primer of each pair was 5

 

′

 

-fluorescently labelled with
either FAM or TET dyes (MWG Biotech). Polymorphism
was tested with a minimum of 23 individuals of 

 

M. rivulata

 

from 10 Greek populations originating from the following
localities: Larissa, Argos and the islands of Crete, Gavdos,
Rodos, Kos and Lesvos. The PCR amplification conditions
of six microsatellites were optimized using a gradient
thermocycler (MyCycler

 

™

 

 Thermal Cycler, Bio-Rad).
Microsatellite DNA amplifications were performed

in 10 

 

µ

 

L total volume reactions containing 200 ng DNA,
0.5 

 

µ

 

m

 

 of each primer, 1.5 m

 

m

 

 MgCl

 

2

 

, 1 

 

×

 

 PCR buffer,
300 

 

µ

 

m

 

 dNTPs and 0.2 U 

 

Taq

 

 DNA polymerase (Promega).
After a preliminary denaturation step at 94 

 

°

 

C for 5 min,
PCR was performed for 30 cycles of 1 min denaturing at
94 

 

°

 

C, 1 min at annealing temperature (Table 1) and 1 min
at 72 

 

°

 

C. The cycling was ended with a final extension step
at 72 

 

°

 

C for 5 min. After amplification, PCR products were
mixed with loading dye (dextran blue), formamide and
an internal size standard (GeneScan-500 TAMRA, Applied
Biosystems), denaturated for 2.5 min at 95 

 

°

 

C, then set on
ice for 1 min and electrophoresed in a 6% denaturing poly-
acrylamide gel. Amplified products were resolved using

 

genescan

 

™

 

 fragment analysis software on an ABI PRISM 377
Genetic Analyser (Applied Biosystems). Resolved micro-
satellite alleles were precisely sized using the software

 

genotyper

 

 (Applied Biosystems) to calculate their number,
range and distribution.

Observed and expected heterozygosities for each locus
were calculated using the 

 

genetix

 

 software (version 4.04,
Belkhir 

 

et al

 

. 2000). The number of alleles per locus and the
observed and expected (nonbiased, Nei 1978) heterozygo-
sity values are listed in Table 1. All microsatellite loci were
polymorphic and the number of alleles varied from five to
18. The observed heterozygosities ranged from 0.19 to 0.79
(Table 1). Linkage disequilibrium (LD) and Hardy–Weinberg
exact tests were conducted using 

 

genepop

 

 (version 3.4,
Raymond & Rousset 1995). There was no LD between loci.
Observed and expected heterozygosity values conformed
to Hardy–Weinberg equilibrium only for loci MR-1 and
MR-2. The heterozygote deficiency observed for the other
four loci was caused possibly by population structuring
(Wahlund effect), since the studied individuals belonged to
distinct populations.

The microsatellites developed here represent a very
powerful tool for genetic and ecological studies of the
freshwater turtle, as well as for analysing intraspecific phe-
nomena related to genetic substructuring of populations.
In addition, these microsatellites may be tested and used
over a larger range of species within the genus 

 

Mauremys

 

,
for which, no other specific microsatellite markers have
been so far amplified successfully.
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Table 1 Characterization of six polymorphic microsatellite loci in the freshwater turtle, Mauremys rivulata
 

 

Locus 
[GenBank ID]

Primer 
sequence (5′–3′)

Repeat 
unit

Allele size 
range (bp) Ta (°C) n Na HO HE

P value for 
HWE test

MR-1 L: 5′-FAM-TTTCTGCACCTGCTTAACTT (AC)11 222–234 56 26 5 0.577 0.716 0.3827
[AY934859] R: 5′-CTCATGGAGGTGGTGTTACT
MR-2 L: 5′-TET-ACGGAATCCTGATTAATTCC (AC)9 199–229 52 23 5 0.783 0.652 0.6950
[AY934860] R: 5′-CTTCCCTCAATACAATGGTT
MR-3 L: 5′-TET-CATTTTCTTTATCGCCTCAC (GT)8 181–189 55 26 5 0.192 0.468 0.0001
[AY934861] R: 5′-CTTTCACAGCACAAGTCTCA
MR-5 L: 5′-TET-TCTAGGGTCGCCCCTGTAGG (GA)18 149–189 62 27 10 0.593 0.848 0.0031
[AY934862] R: 5′-CTGGGAATGTTCTGCGGTTG
MR-8 L: 5′-TET-TGCCCTCTGATGCTCTGGTG (GT)32(GA)12 154–194 62 29 18 0.793 0.912 0.0001
[AY934863] R: 5′-GCCCAAATGTCTACAACTGTGG
MR-9 L: 5′-FAM-CCAATGCTCCAGGCGTG (CT)16 97–105 55.5 27 5 0.482 0.771 0.0064
[AY934864] R: 5′-GCCAGTCTTACTGCTGAACC

L, forward primer; R, reverse primer. Ta, annealing temperature; n, sample size; Na, number of alleles; HO, observed heterozygosity; 
HE, expected heterozygosity; HWE, Hardy–Weinberg equilibrium.
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