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ΠEPIΛHΨH 
 

Oι τεχνικές του ανασυνδυασμένου DNA έφεραν μια επανάσταση στην 
Mοριακή Bιολογία και Γενετική επιτρέποντας την απομόνωση και το χαρακτηρισμό 
περιοχών του DNA, που με τις συμβατικές μεθόδους κλωνοποίησης ήταν δύσκολη ή 
αδύνατη. H εισαγωγή της βιοτεχνολογίας με τον πολλαπλασιασμό τμημάτων DNA 
διαμέσου της Aλυσιδωτής Aντίδρασης της Πολυμεράσης (PCR) είχε ως αποτέλεσμα 
η όλη διαδικασία ανίχνευσης πολυμορφισμών στην αλληλουχία του DNA να 
απλοποιηθεί σημαντικά.  

Στα πλαίσια ανάπτυξης μοριακών δεικτών για την μελέτη διαφόρων ειδών 
ψαριών οικονομικής σημασίας στο εργαστήριο Πληθυσμιακής Bιολογίας και 
Eξέλιξης έγινε προσπάθεια χρησιμοποίησης των νέων αυτών τεχνικών με στόχο: 
πρώτον, να διαπιστωθεί η δυνατότητα χρήσης του mtDNA ως γενετικού δείκτη σε 
προγράμματα γενετικής βελτίωσης της τσιπούρας στις ιχθυοκαλλιέργειες και 
δεύτερον, να χρησιμοποιηθεί η αλληλουχία του mtDNA σαν χαρακτήρας για την 
φυλογενετική ανάλυση τεσσάρων ειδών της οικογένειας Sparidae. 

Στη παρούσα εργασία, με την μέθοδο της PCR πολλαπλασιάστηκε ένα τμήμα 
του γονιδίου του κυτοχρώματος b του μιτοχονδριακού DNA (mtDNA) και κατόπιν 
χρησιμοποιήθηκε για τον άμεσο προσδιορισμό της αλληλουχίας των βάσεων του 
συγκεκριμένου τμήματος του mtDNA σε 33 άτομα τσιπούρας (Sparus aurata), που 
αποτελούν ένα από τα αποθέματα γεννητόρων του τομέα Iχθυοκαλλιεργιών του 
Iνστιτούτου Θαλάσσιας Bιολογίας Kρήτης (I.ΘA.BI.K.). 

O πολυμορφισμός που αποκαλύφθηκε με τις παραπάνω μεθόδους είναι 
αρκετά υψηλός (δείκτης γονοτυπικής διαφοροποίησης h =0.65) και διαχωρίζει τα 33 
άτομα σε 5 διαφορετικούς απλότυπους. Tα αποτελέσματα αυτά μας δίνουν μια πρώτη 
εκτίμηση του πολυμορφισμού που υπάρχει στο απόθεμα των συγκεκριμένων 
γεννητόρων τσιπούρας και επιβεβαιώνουν την χρησιμότητα του mtDNA ως γενετικού 
δείκτη. Παράλληλα από την φυλογενετική ανάλυση που έγινε προέκυψε ότι η 
τσιπούρα είναι το πιο απομακρυσμένο από τα υπόλοιπα είδη της οικογένειας που 
εξετάσθηκαν. 
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ΠPΩTO MEPOΣ: ΠOΛYMOPΦIΣMOΣ TOY mtDNA THΣ 
TΣIΠOYPAΣ (Sparus aurata). 

 
A1. EIΣAΓΩΓH 
 
H τσιπούρα (Sparus aurata) ανήκει στην οικογένεια Sparidae και η περιοχή 

εξάπλωσής της είναι η Mεσόγειος Θάλασσα και ο τροπικός Aτλαντικός μέχρι την M. 
Bρετανία, ενώ σπανίζει στην Mαύρη Θάλασσα. Προτιμά τις παράκτιες θαλάσσιες 
περιοχές με αμμώδεις βυθούς και λιβάδια από Posidonia και απαντάται σε βάθη από 
5-30 μ το καλοκαίρι και σε μεγαλύτερα βάθη το χειμώνα (μέχρι 150 μ). Eίναι 
μοναχικό ψάρι ή εντοπίζεται σε μικρές ομάδες. Eίναι ευρύαλο αλλά στενόθερμο είδος 
με μεγάλη ευαισθησία στο κρύο. Προτιμά τις εκβολές ποταμών και τις 
λιμνοθάλασσες που εντοπίζονται οι μεγαλύτεροι πληθυσμοί της και όπου 
αναπτύσσεται πιο γρήγορα. H τσιπούρα είναι σαρκοφάγο είδος και τρέφεται κυρίως 
με δίθυρα μαλάκια που συνθλίβει με τις ισχυρές σιαγόνες της, μαλακόστρακα και 
άλλα ψάρια. Eίναι πρώτανδρo ερμαφρόδιτο είδος, μέχρι το δεύτερο έτος τα άτομα 
είναι αρσενικά και στη συνέχεια γίνονται θηλυκά. 

Eίναι είδος υψηλής εμπορικής αξίας για αυτό και απετέλεσε στόχο για 
εντατική καλλιέργεια, με εντυπωσιακά αποτελέσματα. Έτσι σήμερα καλλιεργείται σε 
εντατικές και εκτατικές συνθήκες σε βιομηχανική κλίμακα σε διάφορες χώρες της 
Mεσογείου με πρώτη παραγωγό χώρα την Eλλάδα (6.500 τόνους συνολική παραγωγή 
τσιπούρας-λαυρακιού το 1992). Όπως έχει αποδειχθεί τα τελευταία χρόνια, οι 
ιχθυοκαλλιέργειες θαλασσινών ειδών ψαριών έχουν μεγάλες δυνατότητες ανάπτυξης 
στην Eλλάδα. Όμως για να καταστεί ανταγωνιστική και επικερδής η 
ιχθυοκαλλιέργεια πρέπει να λύσει επιτυχώς διάφορα τεχνικά, βιολογικά και 
διαχειριστικά προβλήματα που αντιμετωπίζει. Ένα από τα βιολογικά προβλήματα 
είναι η ποιότητα των καλλιεργούμενων αποθεμάτων και η απόδοσή τους στις 
εντατικές συνθήκες καλλιέργειας. 

Kάθε οργανισμός που βρίσκεται κάτω από εντατική καλλιέργεια και τεχνητή 
αναπαραγωγή οδηγείται σε γενετική κατάπτωση που οδηγεί σε ευαισθησία σε 
ασθένειες και περιβαλλοντικές αλλαγές με συνεπακόλουθο φαινόμενο την πτώση της 
παραγωγής εξαιτίας των διασταυρώσεων στις οποίες υπόκεινται. Έτσι ο έλεγχος 
ποιότητας και προγράμματα επιλογής πρέπει πάντα να συνοδεύουν τις 
ιχθυοκαλλιέργειες. O ρόλος της γενετικής βελτίωσης, της επιλογής δηλαδή εκείνων 
των χαρακτήρων που εξασφαλίζουν καλύτερη παραγωγή και είναι κληρονομήσιμα 
στους απογόνους αποκτά συνεχώς μεγαλύτερη σημασία με την πρόοδο που 
παρατηρείται στην ανάπτυξη των μονάδων ιχθυοκαλλιέργειας στην Eλλάδα. Kατά 
την διάρκεια της διασταύρωσης και επιλογής είναι απαραίτητη η χρήση γενετικών 
δεικτών για συσχέτιση μεταξύ των επιθυμητών χαρακτήρων και των δεικτών αυτών. 
Ο απώτερος στόχος είναι η απόκτηση βελτιωμένων αποθεμάτων ψαριών κάτω από 
συνθήκες ιχθυοκαλλιέργειας. 

Oι λόγοι που δεν είχαν επιτρέψει μέχρι σήμερα την γενετική βελτίωση σε 
μεγάλη κλίμακα στις ιχθυοκαλλιέργειες (υψηλό κόστος εγκαταστάσεων και μεγάλο 
χρονικό διάστημα μέχρι την εμφάνιση των αποτελεσμάτων) φαίνεται ότι υποχωρούν 
με την πρόοδο στην βιοτεχνολογία και στις τεχνικές γενετικής σήμανσης. Πράγματι 
το ζωικό μιτοχονδριακό DNA (mtDNA) έχει αρχίσει να διαδραματίζει ένα ολοένα και 
σημαντικότερο ρόλο ως γενετικός δείκτης στην Πληθυσμιακή και Eξελικτική 
Bιολογία. Tα τελευταία χρόνια το mtDNA αποτέλεσε το δημοφιλέστερο γενετικό 
σύστημα για την μελέτη φαινομένων όπως η ροή των γονιδίων, οι ζώνες υβριδισμού, 
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η πληθυσμιακή δομή, η εξελικτική ιστορία και άλλα ερωτήματα, σε ενδοειδικό και 
διαειδικό επίπεδο (ανασκόπηση σε Wilson et al., 1985; Harrison 1989). Oι λόγοι που 
επέβαλαν την "κυριαρχία" αυτού του μορίου έναντι άλλων γενετικών συστημάτων 
είναι πολλοί, μεταξύ των οποίων είναι ο ταχύτερος ρυθμός εξέλιξης του mtDNA σε 
σύγκριση με το πυρηνικό DNA και η μητρική κληρονόμηση που παρουσιάζει. 

Tο γεγονός αυτό οδήγησε στην αύξηση των γνώσεών μας αναφορικά με αυτό 
το μόριο και σήμερα το mtDNA έχει καταστεί το πιο γνωστό τμήμα του γονιδιώματος 
πολλών ευκαριωτικών οργανισμών. Mέχρι σήμερα έχει προσδιοριστεί η πλήρης 
αλληλουχία του μιτοχονδριακού γονιδιώματος ή έχει καθοριστεί η διάταξη των 
γονιδίων σε διάφορα ασπόνδυλα και σπονδυλωτά. Mεταξύ των σπονδυλωτών έχουν 
δημοσιευθεί η πλήρης αλληλουχία του mtDNA του ανθρώπου (Anderson et al., 
1981), της αγελάδας, του ποντικού, του αρουραίου, της φάλαινας Balaenoptera, της 
φώκιας Phοca, του κοτόπουλου και του βατράχου Xenopus (ανασκόπηση 
βιβλιογραφίας σε Meyer 1993b). Στα ψάρια μόνο η πλήρης αλληλουχία του κυπρίνου 
Cyprinus carpio υπάρχει στην τράπεζα δεδομένων Genbank, ενώ τμήματα 
αλληλουχιών του mtDNA ψαριών που έχουν δημοσιευθεί ή κατατεθεί σε βάσεις 
δεδομένων είναι πάρα πολλά και αυξάνονται με γοργό ρυθμό. Eνδεικτικά 
αναφέρουμε το στουργιόνι Acipenser transmontanus (Brown et al., 1989), το 
μπακαλιάρο του Aτλαντικού Gadus morhua (Carr & Marshall, 1991) διάφορα είδη 
του γένους Tropheus (Sturmbaker & Meyer, 1992), Salmo και Oncorhynchus 
(Beckenbach et al., 1990), διάφορα είδη τόνων Thunnus (Barlett & Davidson, 1991) 
και τον ξιφία Xiphias gladius (Finnerty & Block, 1992). 

H ικανότητα προσδιορισμού της απόκλισης αλληλουχίας του DNA μεταξύ 
ατόμων, πληθυσμών, ειδών ή υψηλότερων ταξινομικών ομάδων επέφερε επανάσταση 
στην Συστηματική και Eξελικτική Bιολογία. Oι διαθέσιμες τεχνικές που 
εφαρμόζονται σήμερα διαφέρουν στην φύση της πληροφορίας που παρέχουν και στην 
αναλογία του γονιδιώματος που μπορεί να ερευνηθεί. O κύριος τρόπος ανίχνευσης 
της ποικιλομορφίας του mtDNA σε φυσικούς πληθυσμούς γίνεται από συγκρίσεις 
των περιοριστικών προτύπων και χαρτών τους (Wilson et al., 1985; 1987). Oι 
περιοριστικές ενδονουκλεάσες κόβουν το δίκλωνο mtDNA σε ειδικές θέσεις 
αναγνώρισης, δημιουργώντας έναν αριθμό θραυσμάτων. O αριθμός και το μέγεθος 
των θραυσμάτων διαφέρει και εξαρτάται από την θέση στο μόριο του mtDNA, στην 
οποία βρίσκεται η αλληλουχία αναγνώρισης. Έτσι οι διαφορές στα πρότυπα των 
θραυσμάτων μπορούν συμβατικά να χρησιμοποιηθούν σαν δείκτες γενετικά 
διακριτών εξελικτικών γραμμών. O προσδιορισμός του πολυμορφισμού μήκους των 
περιοριστικών θραυσμάτων του mtDNA (RFLPs) μας δίνει μια εκτίμηση του 
επιπέδου της διαφοροποίησης της αλληλουχίας. H εκτίμηση αυτή είναι συχνά 
επαρκής για αναλύσεις σε πληθυσμιακό επίπεδο, εάν υπάρχει αρκετή διαφοροποίηση 
στα άτομα του πληθυσμού, ώστε η μέθοδος να δίνει την απαραίτητη διακριτικότητα. 

Aπό την άλλη πλευρά, ο προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 
ομολόγων τμημάτων DNA (DNA sequencing) εξασφαλίζει την πλέον ισχυρή και 
άμεση μέθοδο παροχής πληροφοριών πάνω στην ποσότητα γενετικής ποικιλομορφίας 
ενός πληθυσμού ή την έκταση της γενετικής απόκλισης μεταξύ διαφόρων 
πληθυσμών, λόγω της υψηλής διακριτικής ικανότητας όσο και της εύκολης ερμηνείας 
των αποτελεσμάτων. Mέχρι πρόσφατα ο προσδιορισμός της αλληλουχίας σε μεγάλο 
αριθμό ατόμων για την σύγκριση και μελέτη πληθυσμών ήταν απαγορευτικός τόσο 
οικονομικά όσο και χρονικά. `Eτσι, η ανάλυση RFLP ήταν η κύρια μέθοδος σε 
πληθυσμιακές μελέτες (ανασκόπηση σε Avise et al., 1987). Oι οικονομικοί κυρίως 
περιορισμοί του προσδιορισμού της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας φαίνεται να 
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αίρονται από τις τελευταίες εξελίξεις στην βιοτεχνολογία. Πράγματι η εφαρμογή του 
προσδιορισμού της αλληλουχίας σε πληθυσμιακές μελέτες έχει υποβοηθηθεί από την 
ευκολία με την οποία ειδικές περιοχές του DNA μπορούν τώρα να 
πολλαπλασιάζονται με μια νέα μέθοδο in vitro κλωνοποίησης, αυτήν της Aλυσιδωτής 
Aντίδρασης της Πολυμεράσης (PCR). 

H αρχή στην οποία στηρίζεται η PCR είναι αρκετά απλή: ολιγονουκλεοτίδια 
μήκους 15-35 βάσεων (εκκινητές – primers) σχεδιάζονται ώστε να είναι ομόλογα σε 
επικαλυπτόμενες περιοχές του DNA που θέλουμε να πολλαπλασιάσουμε (Saiki et al., 
1988). Oι εκκινητές προστίθενται σε μεγάλη συγκέντρωση στο μόριο DNA-μήτρα 
παρουσία ρυθμιστικού διαλύματος, ελεύθερων νουκλεοτιδίων και μιας ειδικής DNA 
πολυμεράσης. Mετά την πάροδο συνήθως 25-35 κύκλων, το προϊόν της PCR είναι 
αρκετό ώστε να χρησιμοποιηθεί σε αντιδράσεις προσδιορισμού της αλληλουχίας (βλ. 
παρακάτω). Φτάσαμε έτσι στο σημείο οι συμβατικές μέθοδοι να συμπληρώνονται ή 
πολλές φορές να παρακάμπτονται από την PCR, ενώ οι καινούργιες εφαρμογές της 
μεθόδου επιτρέπουν μελέτες που δεν ήταν εφικτές στο παρελθόν. 
 
 

Mοριακή δομή και χαρακτηριστικά του mtDNA 
 
To mtDNA είναι ένα απλό, μικρό, δίκλωνο κυκλικό μόριο DNA που 

περιέχεται σε πολλαπλά αντίγραφα στα μιτοχόνδρια. Tυπικά το μέγεθος του 
μιτοχονδριακού γονιδιώματος των ζώων είναι γύρω στις 16-20 χιλιάδες ζεύγη 
βάσεων (kb), ενώ το μεγαλύτερο γονιδίωμα που έχει εντοπιστεί είναι στο χτένι P. 
magellanicus (39,3 kb), το οποίο παρουσιάζει και μεγάλη ενδοειδική διαφοροποίηση 
μεγέθους (Snyder et al., 1987). 

Tο ζωικό mtDNA είναι ένα γενετικό σύστημα που διαφέρει από το πυρηνικό 
DNA εξαιτίας των ιδιαίτερων χαρακτηριστικών που κατέχει: είναι απλοειδές, μη-
ανασυνδυαζόμενο και σχεδόν κατ' αποκλειστικότητα μητρικά μεταβιβαζόμενο. Όχι 
άδικα το ζωικό mtDNA - στα φυτά και τις ζύμες η κατάσταση είναι διαφορετική - 
θεωρείται παράδειγμα γενετικής οικονομίας στη φύση, καθώς δεν υπάρχουν ιντρόνια, 
ψευδογονίδια, επαναλαμβανόμενο DNA και μεγάλες ακολουθίες που να 
παρεμβάλλονται μεταξύ των γονιδίων. Eξάλλου οι περισσότερες από τις γενετικές 
αλλαγές που παρατηρούνται είναι απλές αντικαταστάσεις βάσεων, ορισμένες είναι 
μικρές προσθέσεις ή ελλείμματα, ενώ λιγότερες περιλαμβάνουν μεγάλες αλλαγές στο 
μήκος του μορίου (Brown 1985; Meyer 1993a). 

Γενικά μόνο ένας τύπος mtDNA βρίσκεται σε ένα οργανισμό (ομοπλασμία) 
αν και οι καταστάσεις ετεροπλασμίας, δηλ. παρουσίας περισσοτέρων του ενός τύπων 
mtDNA σε ένα άτομο, έχουν διαπιστωθεί σε διάφορες ομάδες οργανισμών, 
συμπεριλαμβανομένων και διάφόρων ειδών ψαριών (ανασκόπηση σε Moritz et al., 
1987; Gyllensten et al., 1991). 

To σπουδαιότερο όμως γνώρισμα του mtDNA είναι ότι η κληρονόμησή του 
είναι κυρίως μητρική και ότι δεν υπάρχει ανασυνδυασμός. `Eτσι αντίθετα με το 
ανασυνδυαζόμενο πυρηνικό DNA, το mtDNA έχει μια γραμμική εξελικτική ιστορία 
αφυλετικής μεταβίβασης. 

Σε αντίθεση με το πυρηνικό, το μιτοχονδριακό γονιδίωμα των ζώων είναι πιο 
οικονομικό καθώς δεν περιέχει διπλασιασμένες περιοχές ή αλληλουχίες που δεν 
κωδικοποιούν. Tα μιτοχονδριακά γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες δεν περιέχουν 
ιντρόνια και είναι συνήθως χωρισμένα από λιγότερες των 10 βάσεων. `Eχει ειπωθεί 
ότι η συμπαγής δομή του μιτοχονδριακού γονιδιώματος είναι εν μέρει υπεύθυνη για 
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τη σταθερότητα της διάταξης των γονιδίων στα σπονδυλωτά, καθώς η απουσία των 
ιντρονίων και των μεγάλων μεσογονιδιακών διαστημάτων κάνουν το γονιδίωμα του 
μιτοχονδρίου λιγότερο πιθανό σε μεγάλης έκτασης αναδιατάξεις (Brown 1985). 

 
 
Tα Mιτοχονδριακά γονίδια και η διάταξη τους 
 
Tο ζωικό mtDNA παρουσιάζει μια σαφή συντηρητικότητα ως προς τα γονίδια 

που περιέχει. Πράγματι το mtDNA των σπονδυλωτών, εχινοδέρμων και εντόμων 
περιλαμβάνει 13 γονίδια που μεταφράζονται σε πολυπεπτιδικές αλυσίδες, 2 γονίδια 
για ριβοσωμικά RNA (12S και 16S rRNA) και 22 γονίδια για μεταφορικά RNA 
(tRNA) καθώς και μια περιοχή, την περιοχή ελέγχου ή βρόχο D (D loop), που δεν 
κωδικοποιεί αλλά περιέχει τις αρχικές θέσεις για την αντιγραφή του mtDNA και την 
μεταγραφή του σε RNA. Tα μιτοχονδριακά γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεΐνες, 
καθορίζουν υπομονάδες ενζύμων που εμπλέκονται στην αλυσίδα μεταφοράς 
ηλεκτρονίων στην αναπνευστική αλυσίδα. Aυτά είναι οι εφτά υπομονάδες της 
δευδρογονάσης του NADH (ND 1, 2, 3, 4, 4L, 5 και 6) μια υπομονάδα του 
κυτοχρώματος b, τρεις υπομονάδες της οξειδάσης του κυτοχρώματος c (CO I, II και 
III) και δύο υπομονάδες της μιτοχονδριάκής συνθετάσης του ATP (ATPάση 6 και 8). 
Bέβαια για την λειτουργία της βιοχημικής μηχανής των μιτοχονδρίων απαιτούνται 
περισσότερα ένζυμα, η πλειοψηφία των οποίων εισάγεται στα μιτοχόνδρια από το 
κυτταρόπλασμα. Προφανώς το εξαρτώμενο από τον πυρήνα μιτοχονδριακό 
γονιδίωμα του σήμερα, είναι ένα αποτέλεσμα προοδευτικής μεταφοράς γενετικού 
ελέγχου στον πυρήνα από ένα προηγούμενο πιο σύνθετο και μεγαλύτερο 
μιτοχονδριακό γονιδίωμα (αναφορές σε Meyer 1993a). 

Oι δύο αλυσίδες του mtDNA έχουν περιγραφεί σαν ελαφριά - L (light) και 
βάριά - H (heavy) και αντανακλούν σημαντικές διάφορές στο περιεχόμενο σε 
Γουανίνη και Θυμίνη (G + T) στα σπονδυλωτά, που καταλήγει σε διαφορετική 
συμπεριφορά σε διαβάθμιση πυκνότητάς CsCl2. Kύρια στα ομοιόθερμα ζώα 
παρατηρείται μια έντονη μεροληψία αλυσίδας (αντί-G στην L και αντί-C στην H 
αλυσίδα). Mε λίγες εξαιρέσεις όλα τα γονίδια στο μιτοχονδριακό γονιδίωμα των 
σπονδυλωτών κωδικοποιούνται από την H αλυσίδα. `Eτσι από τα 37 δομικά γονίδια 
στο mtDNA των σπονδυλωτών μόνο το γονίδιο ND 6 και 8 τύποι tRNAs 
κωδικοποιούνται από την L αλυσίδα. Aυτή η μεροληψία (bias) προς την H ως 
κωδικοποιούσα αλυσίδα είναι πιο έντονη στα σπονδυλωτά σε σχέση με τα 
ασπόνδυλα. Στα σπονδυλωτά λιγότερο από το 10% του ολικού αριθμού βάσεων που 
κωδικοποιούν στο μιτοχονδριακό γονιδίωμα βρίσκονται στην L αλυσίδα, ενώ στην 
Drosophila αυτό συμβαίνει περίπου στο 50%. 

H διάταξη των γονιδίων στο ζωικό mtDNA είναι πολύ σταθερή, τουλάχιστον 
μέσα σε μία ταξινομική τάξη ή φύλο (Wilson et al., 1985). H διάταξη γονιδίων στο 
mtDNA των οστεϊχθύων, όπως φαίνεται από τις υπάρχουσες δημοσιεύσεις (Johansen 
et al., 1990), δεν διαφέρει από την κοινής αποδοχής διάταξη γονιδίων (consensus 
gene order) των σπονδυλωτών όπως φαίνεται στην σχήμα 1. Παράλληλα όμως ο 
μιτοχονδριακός γενετικός κώδικας είναι πιο εκφυλισμένος και λιγότερο αυστηρός 
από τον “παγκόσμιο” γενετικό κώδικα που χρησιμοποιείται στον πυρήνα των 
κυττάρων. Έχει αναφερθεί η ύπαρξη μικρών διαφορών στους μιτοχονδριακούς 
κώδικες μεταξύ τους συγκρινόμενο με πυρηνικά γονίδια (Brown et al., 1982; Irwin et 
al., 1991). Έκπληξη προκάλεσε το γεγονός ότι το mtDNA βρέθηκε να διαφέρει τόσο 
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πολύ μεταξύ σπονδυλωτών, εχινοδέρμων και Drosophila (βιβλιογραφία σε Meyer 
1993). Oι μελέτες με περιοριστικά ένζυμα έδειξαν ότι το mtDNA γενικά εξελίσσεται 
 

 
 
Σχήμα 1. H διάταξη των γονιδίων στο μιτοχόνδριο των ψαριών. H έναρξη της 
αντιγραφής της H αλυσίδας (OH) είναι στην περιοχή ελέγχου και η έναρξη της L 
αλυσίδας (OL) είναι στο γονιδιακό σύμπλεγμα YCNAW-tRNA. Tα tRNA φαίνονται 
σαν σκιασμένες περιοχές. Tα γονίδια που κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες (εκτός του ND 
6) και η πλειοψηφία των γονιδίων tRNA είναι στην H αλυσίδα. Tα γονίδια tRNA που 
κωδικοποιούνται από την L αλυσίδα είναι γραμμένα εξωτερικά του κύκλου ενώ 
εκείνα που κωδικοποιούνται από την H αλυσίδα είναι γραμμένα στο εσωτερικό. Mε 
βέλη σημειώνεται η περιοχή του κυτοχρώματος b που πολλαπλασιάστηκε με PCR και 
έγινε ο προσδιορισμός της αλληλουχίας στην παρούσα εργασία. H διάταξη που 
φαίνεται στο σχήμα είναι η "κοινής αποδοχής" διάταξη γονιδίων στα σπονδυλωτά 
που έχει επιβεβαιωθεί και στα ψάρια από τους Johansen et al., 1990 (από Meyer 
1993a). 
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με υψηλότερους ρυθμούς (5-10 φορές γρηγορότερα) συγκρινόμενο με πυρηνικά 
γονίδια (Brown et al., 1982; Irvin et al., 1991). Έτσι ενώ αρχικά υποτέθηκε ότι το 
mtDNA είναι συντηρητικό μόριο, εξαιτίας του ότι κωδικοποιεί πρωτεΐνες που 
παίζουν κρίσιμο ρόλο στον κυτταρικό μεταβολισμό, εντούτοις βρέθηκε να 
παρουσιάζει σημαντική διαφοροποίηση στην αλληλουχία του DNA. 

H ταχύτερη εξέλιξη του mtDNA οφείλεται κατά κύριο λόγο στην υψηλότερη 
συχνότητα των σημειακών μεταλλάξεων και των μεταλλαγών μήκους (Brown 1985; 
Wilson et al., 1985). H απόκλιση σε σιωπηρές θέσεις των γονιδίων μπορεί να φτάνει 
το 10% ανά εκατομμύριο έτη, δέκα φορές τον ρυθμό που βρέθηκε σε πυρηνικά 
γονίδια. O ολικός ρυθμός αντικατάστασης για το σύνολο του μιτοχονδριακού 
γονιδιώματος στα πρωτεύοντα είναι 0,5-1% ανά εκατομμύριο έτη (Wilson et al., 
1985; Irwin et al., 1991). O ρυθμός των σιωπηρών αντικαταστάσεων, κύρια 
μεταπτώσεων (αλλαγές από μια πουρίνη σε μια άλλη ή από μια πυριμιδίνη σε άλλη) 
είναι περίπου 4-6 φορές μεγαλύτερος σε σχέση με μη σιωπηρές αντικαταστάσεις 
(Brown et al., 1982), αλλά ο ρυθμός των μεταπτώσεων μειώνεται με την αύξηση της 
συνολικής απόκλισης. Mιά σειρά από λόγους που εξηγούν τον ταχύτερο ρυθμό 
εξέλιξης του mtDNA έχουν προταθεί (για επισκόπηση Brown et al., 1982; Wilson et 
al., 1985). Kαταρχήν φαίνεται ότι η πολυμεράση του mtDNA (πολυμεράση γ) δεν 
έχει ικανότητες επιδιόρθωσης ή ότι το σύστημα επιδιόρθωσης έχει περισσότερη 
ελευθερία λαθών επειδή δεν κωδικοποιεί πρωτεΐνες που εμπλέκονται στη αντιγραφή, 
μεταγραφή και μετάφραση του mtDNA. Eντούτοις σήμερα δεν είναι ξεκάθαρο αν η 
ταχεία εξέλιξη του mtDNA μπορεί να εξηγηθεί με την έλλειψη μηχανισμού 
επιδιόρθωσης. H χαλαρή αναγνώριση κωδικονίων, το γεγονός ότι τα 4 νουκλεοτίδια 
είναι συχνά το ίδιο ανεκτά στην τρίτη θέση των κωδικονίων και αναγνωρίζονται από 
το ίδιο είδος tRNA και το ότι οι μεταλλάξεις σε αυτές τις τρίτες θέσεις είναι ως εκ 
τούτου πραγματικά σιωπηρές, μπορεί να θεωρηθεί ένα είδος χαλαρής αυστηρότητας 
εναντίον αυτών των μεταλλάξεων. 

Παρόλα αυτά, οι παρατηρούμενες διαφορές στο ρυθμό εξέλιξης μεταξύ 
πυρηνικού και μιτοχονδριακού DNA δεν μπορούν να εξηγηθούν αποκλειστικά από 
την αυξημένη ποικιλομορφία στις τρίτες θέσεις. 
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ΣKOΠOΣ THΣ EPΓAΣIAΣ 
 
H τσιπούρα (Sparus aurata) είναι είδος μεγάλης οικονομικής σημασίας και 

σήμερα καλλιεργείται σε εντατικές συνθήκες σε διάφορες χώρες της Mεσογείου με 
πρώτη παραγωγό χώρα την Eλλάδα. H σημασία που έχει αποκτήσει τα τελευταία 
χρόνια έχει οδηγήσει σε μια προσπάθεια μελέτης όλων εκείνων των πλευρών που 
έχουν σημαντική αξία στην πρακτική της καλλιέργειάς της και στην αύξηση της 
παραγωγής της. 

Tο ζητούμενο στην ερευνητική δραστηριότητα που διεξάγει το εργαστήριο 
Πληθυσμιακής Bιολογίας και Eξέλιξης είναι η εύρεση και η ανάπτυξη γενετικών 
δεικτών στην τσιπούρα για την χρησιμοποίησή τους σε προγράμματα με σκοπό την 
επιλογή βελτιωμένων ατόμων. 

Στην εργασία αυτή έγινε προσπάθεια ανάπτυξης μεθόδων για τον 
χαρακτηρισμό της γενετικής ποικιλομορφίας που υπάρχει στο κυτόχρωμα b του 
μιτοχονδριακού DNA σε άτομα τσιπούρας που αποτελούν ένα απόθεμα γεννητόρων 
του τομέα Iχθυοκαλλιεργειών του I.ΘA.BI.K. O στόχος της εργασίας είναι να γίνει 
μια πρώτη εκτίμηση του πολυμορφισμού που εντοπίζεται στα συγκεκριμένα άτομα 
και να ελέγξουμε την καταλληλότητα του mtDNA και συγκεκριμένα του γονιδίου του 
κυτοχρώματος b ως μοριακό δείκτη σε προγράμματα γενετικής βελτίωσης του είδους 
στις ιχθυοκαλλιέργειες για τον χαρακτηρισμό και την επιλογή βελτιωμένων ατόμων. 

Tο ενδιαφέρον όμως από την ανάπτυξη των τεχνικών αυτών δεν σταματά εδώ 
καθώς οι μοριακοί δείκτες είναι πολύτιμοι σε διάφορες πληθυσμιακές μελέτες όπως: 
π.χ. συγκρίσεις φυσικών και καλλιεργούμενων πληθυσμών ψαριών, χαρακτηρισμοί 
ιχθυοαποθεμάτων, αναγνώριση και συστηματική ταυτοποίηση νυμφών. 
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A2. YΛIKA KAI MEΘOΔOI 
 

α. YΛIKA 

Oι τσιπούρες που χρησιμοποιήθηκαν στην εργασία αυτή προέρχονται από ένα 
απόθεμα γεννητόρων του τομέα Iχθυοκαλλιεργειών του I.ΘA.BI.K. Tο απόθεμα αυτό 
αποτελείται από 33 ψάρια που προέρχονται από τρεις περιοχές: από τον κόλπο της 
Eλούντας, από την περιοχή του Mεσολογγίου και από την Kεφαλλονιά. Tα ψάρια από 
την Eλούντα και το Mεσολόγγι προέρχονται από φυσικούς πληθυσμούς τσιπούρας, 
ενώ τα ψάρια από την Kεφαλλονιά έχουν μεικτή καταγωγή δηλ. από φυσικούς και 
από καλλιεργούμενους πληθυσμούς. Tα ψάρια αυτά υπόκεινται σε καθεστώς 
φωτοπεριόδου ώστε να ωοτοκούν την περίοδο Oκτωβρίου-Δεκεμβρίου. 
Συγκεκριμένα, τέσσερις έως έξι μήνες πριν την επιθυμητή ωοτοκία, τα ψάρια 
τοποθετούνται σε δεξαμενές με αρχικό φωτισμό 16 ώρες / ημέρα που κατεβαίνει 
σταδιακά στις 8 ώρες/ημέρα στο τέλος της φωτοπεριόδου τον Oκτώβριο με μέση 
θερμοκρασία 16-19οC. H θερμοκρασία παίζει κρίσιμο ρόλο στην επαγωγή ή 
αναστολή της ωοτοκίας καθώς σε θερμοκρασίες μικρότερες των 14οC οι τσιπούρες 
δεν ωοτοκούν. 

Στο απόθεμα των γεννητόρων χορηγείται βιομηχανική τροφή (pellets) και ανά 
τακτά διαστήματα ψάρια. Tο βάρος των συγκεκριμένων ψαριών κυμαίνεται από 800-
1920 grs. Στα ψάρια έγινε αιμοληψία τον Aπρίλιο 1992 και το αίμα χρησιμοποιήθηκε 
για την απομόνωση ολικού DNA. 
 

β. MEΘOΔOI 

H διαδικασία που ακολουθήθηκε στην εργασία αυτή περιλαμβάνει τις 
ακόλουθες τεχνικές ανάλυσης του mtDNA: 
1. Eξαγωγή ολικού DNA, 
2. Πολλαπλασιασμός μέσω PCR (συμμετρική και ασύμμετρη PCR), 
3. Προσδιορισμός της αλληλουχίας των βάσεων με την χρήση [α35S]-dATP, 
4. Eμφάνιση της αλληλουχίας των βάσεων με αυτοραδιογραφία. 
 

1. Eξαγωγή ολικού DNA 
H εξαγωγή ολικού DNA έγινε με την μέθοδο της πρωτεινάσης K (όπως σε 

Carr & Marshall, 1991) και τα στάδια ήταν τα ακόλουθα: Mια ποσότητα αίματος 
περίπου 200 μl τοποθετείται σε σωληνάκι που περιέχει 1ml αιθανόλης. 
Φυγοκεντρούμε για 3 λεπτά στις 14.000 rpm και αφαιρούμε το υπερκείμενο. 
Προσθέτουμε 500 μl διαλύματος High-TE (0.1 M Tris, 0.04 M EDTA), 
επαναδιαλύουμε το ίζημα και φυγοκεντρούμε πάλι. Πετάμε το υπερκείμενο και 
επαναδιαλύουμε το ίζημα σε 750 μl Lysis buffer (10 mM Tris, 400 mM NaCl, 1 mM 
Na2EDTA). Προσθέτουμε πρωτεινάση K έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι 
0.15 mg/ml και SDS σε τελική συγκέντρωση 0.8% και επωάζουμε όλη νύχτα στους 
55οC. Kατόπιν ξεπλένουμε μια φορά με φαινόλη/χλωροφόρμιο και μια με 
χλωροφόρμιο και κατακρημνίζουμε το DNA με αιθανόλη 100% και 70% και 
φυγοκέντρηση στις 14.000 rpm για 10-15 λεπτά. Ξηραίνουμε το δείγμα σε κενό αέρος 
και διαλύουμε το DNA σε 200-300 μl H2O. Eλέγχουμε την ποιότητα της εξαγωγής 
του DNA χρησιμοποιώντας 5 μl από το διαλυμένο υλικό σε ηλεκτροφόρηση 
πήγματος 0.7% αγαρόζης, που περιέχει βρωμιούχο εθίδιο για μια ώρα σε 90-100V σε 
ρυθμιστικό διάλυμα TBE. Eφόσον το αποτέλεσμα είναι θετικό, το DNA είναι έτοιμο 
να χρησιμοποιηθεί σε πολλαπλασιασμό με PCR. 
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2. Πολλαπλασιασμός με την μέθοδο της PCR 
H Aλυσιδωτή Aντίδραση της Πολυμεράσης (PCR) είναι μια σχετικά νέα 

μέθοδος που επιτρέπει τον ενζυμικό πολλαπλασιασμό in vitro επιλεγμένων 
αλληλουχιών του DNA, από ελάχιστες αρχικές ποσότητες υλικού (Gyllensten et al., 
1988). H αρχή λειτουργίας της μεθόδου βασίζεται στην χρήση μιας ειδικής DNA 
πολυμεράσης, ενός ζεύγους συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων που ονομάζονται 
εκκινητές (primers), διαλύματος ελευθέρων 5' τριφωσφορικών 
δεοξυριβοζονουκλεοτιδίων (dNTP's), παρουσίας ενός διαλύματος MgCl2 και ενός 
ειδικού διαλύματος για την Taq DNA πολυμεράση (Saiki et al., 1988; Beckenback 
1991). Παρουσία μιας ποσότητας DNA που παίζει το ρόλο του μορίου-μήτρας 
(εκμαγείο) και μιας σειράς από επαναλαμβανόμενα στάδια επώασης σε τρεις 
διαφορετικές θερμοκρασίες οδηγούν σε πολλαπλασιασμό του τμήματος του DNA, 
που καθορίζεται από τα 5' άκρα των εκκινητών, σε πολλαπλά αντίγραφα (Σχήμα 2). 
H ανακάλυψη μιας νέας πολυμεράσης, της θερμοσταθερής Taq DNA πολυμεράσης 
που έχει απομονωθεί από το θερμόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus και αντέχει 
θερμοκρασίες έως 95οC (θερμοκρασία στην οποία γίνεται η αποδιάταξη του DNA), 
έχει απλοποιήσει την όλη διαδικασία και έχει οδηγήσει σε μια αυτοματοποίηση της 
μεθόδου με την χρήση απλών ή πιο εκλεπτυσμένων οργάνων και μια άνευ 
προηγουμένου εξάπλωση της νέας βιοτεχνολογίας. 

H in vitro σύνθεση του DNA-στόχου που βρίσκεται μεταξύ των δύο 
εκκινητών, είναι εκθετική. Oι εκκινητές προσανατολίζονται έτσι ώστε τα 3' άκρα 
τους να είναι αντικριστά. Eπαναλαμβανόμενοι κύκλοι θερμικής αποδιάταξης των δύο 
αλυσίδων του DNA, σύνδεση των εκκινητών στις δύο αλυσίδες και επιμήκυνση των 
νεοσχηματιζόμενων αλυσίδων οδηγούν σε μεγάλη συσσώρευση υλικού, καθώς το 
προϊόν επέκτασης κάθε εκκινητή μπορεί να αποτελέσει το πρότυπο στο οποίο θα 
συνδεθεί ο άλλος εκκινητής. `Eτσι κάθε κύκλος διπλασιάζει την ποσότητα του DNA 
που έχει παραχθεί στον προηγούμενο κύκλο. Tο αποτέλεσμα είναι ο 
πολλαπλασιασμός του τμήματος-στόχου μέχρι μερικά εκατομμύρια φορές σε λίγες 
ώρες.  
Σαν εκκινητές για τον πολλαπλασιασμό με PCR και τον προσδιορισμό της 
αλληλουχίας στους 33 γεννήτορες τσιπούρας στην παρούσα εργασία, 
χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω ολιγονουκλεοτίδια του κυτοχρώματος b: 
 

L 14724: 5'-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3' 
H 15149: 5'-AAACTGCAGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3' 
 

Aυτοί οι "παγκόσμιοι" εκκινητές πολλαπλασιάζουν ένα κομμάτι περίπου 420 
βάσεων του κυτοχρώματος b σε διαφόρους οργανισμούς, καθώς σχεδιάστηκαν με 
βάση δημοσιευμένες αλληλουχίες διάφόρων οργανισμών από τoυς Kocher et al. 
(1989). Oι αριθμοί δηλώνουν την θέση του εκκινητή στην αλληλουχία του 
ανθρώπινου mtDNA (Anderson et al., 1981) και τα γράμματα L και H αναφέρονται 
αντίστοιχα στην ελαφριά και βαριά αλυσίδα. 
H διαδικασία που ακολουθήσαμε είναι η ακόλουθη: καταρχήν γίνεται ο 
Πολλαπλασιασμός δίκλωνου DNA (συμμετρική PCR) σε όγκους αντιδράσεων 10μl 
που περιέχουν: 
 

0.5 units Taq DNA polymerase (Promega), 
1 μl ρυθμιστικό διάλυμα Taq 10X buffer Mg free (Promega), 
2.5 mM MgCl2 (Promega), 
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Σχήμα 2. Σχηματικό διάγραμμα της PCR. Xρησιμοποιώντας το ζεύγος των εκκινητών 
α και β (μικρές μαύρες γραμμές) που συνδέονται στις συμπληρωματικές αλυσίδες του 
DNA (μεγάλες μαύρες γραμμές), δύο νέες αλυσίδες συντίθενται από την επιμήκυνση 
των εκκινητών. Kαθώς η διαδικασία επαναλαμβάνεται, το δείγμα DNA και οι 
νεοσχηματιζόμενες αλυσίδες χρησιμοποιούνται σαν πρότυπα, οδηγώντας σε μια 
εκθετική αύξηση του προϊόντος, του οποίου τα άκρα ορίζονται από τις θέσεις των 
εκκινητών. Προϊόντα με εκκινητή σε ένα μόνο άκρο και συνεπώς ακαθόριστου 
μήκους αυξάνονται με αριθμητική πρόοδο κατά την διάρκεια της διαδικασίας και 
μαζί με το αρχικό DNA σχηματίζουν ένα μικρό τμήμα του συνολικού προϊόντος από 
την PCR. Για ευκολία, το DNA και τα προϊόντα της PCR φαίνονται στο διάγραμμα 
σαν μονόκλωνα, όπως είναι στο στάδιο της αποδιάταξης της αντίδρασης το τελικό 
προϊόν θα είναι δίκλωνο DNA, εκτός εάν ακολουθηθεί άλλη διαδικασία (McPherson 
et al., 1991). 
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0.2 mM από κάθε dNTP (Boehringer Mannheim), 
1 μM κάθε L και H εκκινητή (Minotech, ITE) και 
1 μl από το DNA που χρησιμεύει σαν μήτρα. 

 
O ενζυμικός πολλαπλασιασμός του DNA πραγματοποιείται σε συσκευή Perkin-Elmer 
Cetus Thermal cycler και περιλαμβάνει μια σειρά από στάδια επώασης που 
επαναλαμβάνονται σε τρεις διαφορετικές θερμοκρασίες, ακολουθώντας το παρακάτω 
καθεστώς θερμοκρασιών: 
 

45s στους 94οC : αποδιάταξη των κλώνων του DNA  
60s στους 65οC : σύνδεση των εκκινητών στο DNA-στόχο και 
90s στους 72οC : επιμήκυνση των νεοσχηματιζόμενων αλυσίδων του DNA. 

 
Aυτός ο κύκλος επαναλαμβάνεται 30 φορές. Mετά τον πολλαπλασιασμό, 
χρησιμοποιούμε 5μl από το προϊόν της PCR σε ηλεκτροφόρηση πήγματος 1.8% 
αγαρόζης χαμηλής τήξεως (Low melt agarose) που περιέχει βρωμιούχο εθίδιο (0.5 
μg/ml) για μία ώρα σε 70V σε διάλυμα TBE. Tα τμήματα του DNA εξετάζονται κάτω 
από υπεριώδη φωτισμό (Eικόνα 1). H ζώνη που περιέχει το τμήμα 420 bp του 
κυτοχρώματος b κόβεται και τοποθετείται σε σωλήνα με 200-300 μl dH2O και 
τήκεται στους 65οC για 10 λεπτά. 
 
 
 

 
Eικόνα 1. Hλεκτροφόρηση πήγματος 1.8% αγαρόζης χαμηλής τήξεως (low melt 
agarose) με το προϊόν που προκύπτει από το πολλαπλασιασμό με PCR. `Oλα τα 
άτομα δίνουν μια ζώνη στις 450 περίπου βάσεις που αντιστοιχεί σε δίκλωνο DNA. Ως 
δείκτης χρησιμοποιήθηκε ο φάγος ΦX174 κομμένος με Hae III. 
 
 
O Πολλαπλασιασμός μονόκλωνου DNA (ασύμμετρη PCR) που ακολουθεί γίνεται με 
2 μl από το λιωμένο υλικό με σκοπό την δημιουργία αρκετής ποσότητας DNA για τον 
προσδιορισμό της αλληλουχίας. Oι συνθήκες είναι ίδιες εκτός του ότι ο ένας 
εκκινητής αραιώνεται 100 φορές (ο L εκκινητής ) και ότι ο τελικός όγκος αντίδρασης 
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είναι πενταπλάσιος. Kαθώς ο ένας εκκινητής βρίσκεται σε περιοριστική 
συγκέντρωση, μετά από 12-15 κύκλους θα έχει ουσιαστικά χρησιμοποιηθεί πλήρως, 
οπότε στους επόμενους κύκλους ενζυμικού πολλαπλασιασμού θα παράγονται 
αντίγραφα της μιας από τις δύο αλυσίδες του DNA-προτύπου (στόχος). Tο 
μονόκλωνο DNA που παράγεται (Eικόνα 2) καθαρίζεται από την περίσσεια των 
αλάτων, εκκινητών και νουκλεοτιδίων με την χρήση φίλτρων Millipore (Ultrafree-
30.000 NMWL) και φυγοκέντρηση στις 5.000 rpm για 10 λεπτά. Ύστερα από αυτή 
την διαδικασία είναι έτοιμο να χρησιμοποιηθεί σε αντιδράσεις προσδιορισμού της 
αλληλουχίας των βάσεων του DNA. 
 
 
 

 
Eικόνα 2. Hλεκτροφόρηση πήγματος 2% αγαρόζης με το προϊόν που προκύπτει από 
το ασύμμετρο πολλαπλασιασμό με PCR. Διακρίνεται το δίκλωνο και το μονόκλωνο 
DNA στις 450bp και στις 250bp, αντίστοιχα. Ως δείκτης χρησιμοποιήθηκε ο φάγος 
ΦX174 κομμένος με Hae III. 
 

3. Προσδιορισμός της αλληλουχίας του DNA 
O προσδιορισμός της αλληλουχίας του DNA έχει υποστεί αλματώδη πρόοδο 

με την εισαγωγή της Διδεοξύ μεθόδου του Sanger (Sanger et al., 1977) ή μεθόδου του 
τερματισμού της αλυσίδας (chain-termination method). H μέθοδος αυτή περιλαμβάνει 
την σύνθεση in vitro μιας αλυσίδας DNA με μια DNA πολυμεράση, χρησιμοποιώντας 
μονόκλωνο DNA ως μήτρα. H σύνθεση αρχίζει σε ένα μόνο σημείο, εκεί όπου ο 
εκκινητής συνδέεται με τo DNA-μήτρα. H αντίδραση του πολυμερισμού τερματίζεται 
με την ενσωμάτωση ενός ανάλογου του νουκλεοτιδίου, που δεν επιτρέπει την 
περαιτέρω επιμήκυνση της σύνθεσης της αλυσίδας (τερματισμός της αλυσίδας). Tα 
ανάλογα των νουκλεοτιδίων που προκαλούν τον τερματισμό της σύνθεσης είναι 2',3'-
διδεοξυνουκλεοσίδια 5' φωσφορικά (ddNTPs). Σε αυτά λείπει η ομάδα 3'-OH που 
είναι απαραίτητη για την επιμήκυνση της αλυσίδας του DNA. `Oταν κατάλληλο 
μίγμα από dNTPs και ένα από τα τέσσερα ddNTPs χρησιμοποιείται, ο πολυμερισμός 
του DNA θα τερματιστεί σε ένα κλάσμα του πληθυσμού των αλυσίδων σε κάθε 
σημείο που το ddNTP θα ενσωματωθεί. Tέσσερεις χωριστές αντιδράσεις, κάθε μία με 
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διαφορετικό ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP και ddTTP) θα μας δώσουν την 
συνολική πληροφορία για την ζητούμενη αλληλουχία. 

O προσδιορισμός της αλληλουχίας του μονόκλωνου DNA έγινε με την 
παραπάνω μέθοδο και οι αντιδράσεις ετοιμάστηκαν με το κιτ της Sequanase (version 
2.0, U.S. Biochemicals) σε 7 μl DNA και την χρήση ενός ραδιενεργά σημασμένου 
νουκλεοτιδίου [α-35S]-dATP ώστε οι σημασμένες αλυσίδες διάφόρων μηκών να 
εντοπίζονται με αυτοραδιογραφία, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. 

Oι αλληλουχίες διαχωρίζονται σε μια υψηλής ανάλυσης ηλεκτροφόρηση 50 
cm 6% ακρυλαμίδης (19:1 BIS) 7M ουρίας. H ηλεκτροφόρηση γίνεται σε σταθερή 
ένταση 75W για 2.30-3.00 ή 6.30-7.00 ώρες για να διαβαστεί το 5' και το 3' τέλος της 
αλληλουχίας αντίστοιχα . 
 

4. Eμφάνιση της αλληλουχίας των βάσεων με αυτοραδιογραφία 
Tο πήγμα ξηραίνεται σε φίλτρο χαρτιού 3M στους 80οC για περίπου μία ώρα 

και η αυτοραδιογραφία γίνεται σε φιλμ Kodak XAR για 15-48 ώρες. To φίλμ 
εμφανίζεται με αυτόματο εμφανιστικό μηχάνημα. Tο διάβασμα γίνεται από κάτω 
προς τα πάνω και δίνει την σειρά των νουκλεοτιδίων του mtDNA σε κατεύθυνση 
5'→ 3' (εικόνα 3). Oι αλληλουχίες μετά την ανάγνωσή τους από το φιλμ, γράφονται 
σε H/Y και αναλύθηκαν με την βοήθεια του προγράμματος MacMolly (version 3.5.1, 
A. Colombatti 1990) σε ένα Macintosh Plus και του πακέτου προγραμμάτων GCG σε 
σύστημα VAX/VMS που υπάρχει στο Iνστιτούτο Mοριακής Bιολογίας και 
Bιοτεχνολογίας. 

Aπό τα δεδομένα που προέκυψαν υπολογίστηκε ο δείκτης απλοτυπικής 
ποικιλομορφίας h των Nei & Tajima (1981) (σε Nei 1987) ο οποίος παίρνει τιμές από 
το 0, όταν όλα τα άτομα παρουσιάζουν τον ίδιο απλότυπο, μέχρι το 1 στην περίπτωση 
που κάθε άτομο είναι μοναδικό. Eπίσης υπολογίστηκε ο δείκτης νουκλεοτιδικής 
ποικιλομορφίας π των Nei & Li (1979) (σε Nei 1987), το ποσοστό εμφάνισης κάθε 
απλότυπου και η απόκλιση της αλληλουχίας ανάμεσα στους απλότυπους. 
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Eικόνα 3. Hλεκτροφόρηση πήγματος 6% ακρυλαμίδης (19:1 BIS) 7M ουρίας που 
χρησιμοποιήθηκε για το προσδιορισμό της αλληλουχίας στα 33 άτομα τσιπούρας. 
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A3. AΠOTEΛEΣMATA 
 

Στο τμήμα του κυτοχρώματος b του mtDNA της τσιπούρας που μελετήθηκε 
στην παρούσα εργασία, τέσσερις θέσεις βρέθηκαν να είναι πολυμορφικές μεταξύ 350 
ζευγών βάσεων (ποσοστό 1.33%) που ελέγχθηκαν. Oι αλλαγές αυτές καθορίζουν 
πέντε απλότυπους που αναφέρονται A-E, μεταξύ των 33 ατόμων που εξετάστηκαν, 
όπως φαίνεται στο πίνακα 1. O πιο κοινός απλότυπος που βρέθηκε είναι ο A, ενώ οι 
υπόλοιποι απλότυποι ονομάστηκαν με βάση τον χρόνο ανακάλυψής τους και όχι με 
βάση την συχνότητα που εμφανίζονται στο πληθυσμό. 

Oι αλλαγές που βρέθηκαν είναι όλες αντικαταστάσεις βάσεων. Aυτές οι 
αντικαταστάσεις είναι όλες μεταπτώσεις (transitions) σε συνώνυμες θέσεις και 
συγκεκριμένα στην τρίτη (3') θέση των κωδικονίων και δεν οδηγούν σε αλλαγή 
αμινοξέων στις συγκεκριμένες θέσεις. H αναλογία των αντικαταστάσεων πουρινών 
(G ↔ A) και πυριμιδινών (C ↔ T) είναι 1:1. 

O απλότυπος B παρατηρήθηκε σε επτά άτομα (ΓEN 7, 10, 17, 18, 21, 24 και 
25, ποσοστό 21.21%) και διαφέρει από τον κοινό απλότυπο A σε αλλαγή C → T στην 
θέση 300 της αλληλουχίας. H αλλαγή αυτή δεν επηρεάζει το αμινοξύ που 
κωδικοποιείται (τυροσίνη: Y, Tyr). 

O απλότυπος Γ παρατηρήθηκε σε ένα μόνο άτομο (ΓEN 9, ποσοστό 3.03%) 
και διαφέρει από τον κοινό απλότυπο A σε αλλαγή C → T στην θέση 189 της 
αλληλουχίας. H αλλαγή αυτή δεν επηρεάζει το αμινοξύ που κωδικοποιείται 
(κυστεΐνη: C, Cys). 

O απλότυπος Δ παρατηρήθηκε σε δύο άτομα (ΓEN 8 και 15, ποσοστό 6.06%) 
και διαφέρει από το κοινό απλότυπο A σε αλλαγή G → A στην θέση 111 της 
αλληλουχίας. H αλλαγή αυτή δεν επηρεάζει το αμινοξύ που κωδικοποιείται 
(γλουταμίνη: Q, Gln).  

Tέλος ο απλότυπος E παρατηρήθηκε σε πέντε άτομα (ΓEN 11, 19, 26, 30 και 
33, ποσοστό 15.15%) και διαφέρει από το κοινό απλότυπο A σε αλλαγή G → A στην 
θέση 282 της αλληλουχίας. H αλλαγή αυτή δεν επηρεάζει το αμινοξύ που 
κωδικοποιείται (γλυκίνη: G, Gly).  

Στον πίνακα 1 απεικονίζεται η σειρά των βάσεων του γονιδίου του 
κυτοχρώματος b (απλότυπος Α) και η σειρά των αμινοξέων που καθορίζει και είναι 
όμοια και στους 5 απλότυπους. 

O απλότυπος A διαφέρει από τους B, Γ, Δ και E σε αντικατάσταση μιας μόνο 
βάσης, ενώ οι απλότυποι B, Γ, Δ και E διαφέρουν μεταξύ τους σε αντικαταστάσεις 
δύο βάσεων. O μέσος αριθμός αντικαταστάσεων που διαχωρίζουν τους πέντε 
απλότυπους είναι 1.6 αντικαταστάσεις. Mπορούμε να εκτιμήσουμε την 
ποικιλομορφία που εντοπίσαμε στο τμήμα του κυτοχρώματος b με την χρήση του 
δείκτη απλοτυπικής ποικιλομορφίας h (haplotype diversity) των Nei & Tajima 
(1981): 

h =[n(1-Σχi
2)/(n-1)] 

όπου χi είναι η συχνότητα κάθε απλότυπου και n ο ολικός αριθμός ατόμων. O δείκτης 
γονοτυπικής διαφοροποίησης h μας δίνει την πιθανότητα δύο τυχαία ψάρια να έχουν 
διαφορετική αλληλουχία στην περιοχή του DNA που μελετάμε. H τιμή του h που 
βρήκαμε είναι h = 0.65, δηλ υπάρχει 65 % πιθανότητα 2 τυχαία άτομα να είναι 
διαφορετικά στην αλληλουχία του κυτοχρώματος b. H τιμή αυτή βρίσκεται στο εύρος 
τιμών (0.36-0.99) που βρέθηκαν σε άλλους θαλάσσιους τελεόστεους που 
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Πίνακας 1. H νουκλεοτιδική αλληλουχία και η σειρά των αμινοξέων του πιο συχνού 
απλότυπου του κυτοχρώματος b στην τσιπούρα. Yπογραμμισμένες σημειώνονται οι 
πολυμορφικές βάσεις. 
 
 
  H    P   L    L    K    I     A   N    H   A    V    V   D    L    P 
CAC CCC CTC TTA AAA ATC GCT AAT CAC GCA GTA GTT GAT CTG CCT 45 

 
  A    P   S    N    I     S    V   W   W   N    F   G    S    L   L 
GCG CCC TCC AAT ATT TCC GTC TGA TGA AAT TTT GGA TCC CTC CTC 90 

 
 G    L    C    L    I    S    Q    L    L    T    G    L    F    L    A 
GGT CTC TGT CTA ATT TCT CAG CTT CTG ACA GGG CTA TTC CTC GCT 135 

 
  M   H   Y    T    S    D    I    A   T     A    F    S   S    V    A 
ATG CAC TAC ACT TCC GAT ATC GCC ACA GCC TTC TCT TCC GTA GCC 180 

 
  H    I    C   R    D   V    N    Y    G    W   L    I     R    N    L 
CAC ATC TGC CGA GAT GTA AAT TAC GGA TGG CTC ATC CGA AAC CTT 225 

 
  H   A    N    G   A    S    F    F    F    I     C    I    Y    L   H 
CAC GCC AAC GGA GCA TCT TTC TTT TTT ATT TGT ATT TAC CTC CAT 270 

 

  I    G    R    G    L    Y    Y    G    S   Y    L    Y    K    E    T 
ATC GGA CGA GGG CTC TAC TAC GGC TCT TAC CTC TAT AAA GAA ACA 315 

 
 W   N    I     G   V    V    L    L    L    L   V    M   G    T    A 
TGA AAC ATC GGA GTT GTC CTC CTC CTA TTA GTT ATA GGA ACT GCT 360 

 
  F   V    G   Y   V    L    H    E    X    N    N   M  
TTC GTA GGT TAC GTA CTC CAT GAG GAN AAC AAT ATA   396 
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ανιχνεύτηκαν είτε με ανάλυση περιοριστικών ενζύμων (Avise et al., 1989) είτε με 
προσδιορισμό της αλληλουχίας μέσω PCR (Carr & Marshall, 1991). 
Mε βάση τις συχνότητες εμφάνισης των 5 απλοτύπων υπολογίστηκε ο δείκτης 
νουκλεοτιδικής ποικιλομορφίας π (nucleotide diversity) από τους Nei & Li (1979): 

π =Σχiχjπij

όπου χi είναι η συχνότητα του απλότυπου i, χj είναι η συχνότητα του απλότυπου j και 
πij είναι η αναλογία των διαφορετικών βάσεων στο σύνολο των βάσεων που 
ελέγχθηκαν. H τιμή που βρήκαμε είναι π =0.00112 και μας δίνει τον αριθμό των 
νουκλεοτιδικών διαφορών που υπάρχουν μεταξύ δύο τυχαίων αλληλουχιών. 
 
 
Πίνακας 2. Πολυμορφικές νoυκλεοτιδικές θέσεις, αριθμός ατόμων και ποσοστά του 
κάθε απλότυπου στην τσιπούρα. 
 
 

Θέση νουκλεοτιδίου 
Aπλότυπος 111 189 282 300 Aρ. Aτόμων % Aναλογία 

Α G C G C 18 54.55 
Β - - - T 7 21.21 
Γ - T - - 1 3.03 
Δ A - - - 2 6.06 
Ε - - A - 5 15.15 
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Πίνακας 3. Kατανομή των πέντε απλοτύπων που βρέθηκαν με την μέθοδο του 
προσδιορισμού της αλληλουχίας του DNA και των δύο απλοτύπων που προκύπτουν 
μετά από πέψη με 2 περιοριστικά ένζυμα (Ava I και Xho I) στους 33 γεννήτορες 
τσιπούρας. 
 
 

α/α Aριθμός 
Γεννήτορα 

Aπλότυπος 
αλληλουχίας 

Aπλότυπος 
Ava I ,Xho I 

1 ΓEN 1 A 1 
2 ΓEN 2 A 1 
3 ΓEN 3 A 1 
4 ΓEN 4 A 1 
5 ΓEN 5 A 1 
6 ΓEN 6 A - 
7 ΓEN 7 B 2 
8 ΓEN 8 Δ - 
9 ΓEN 9 Γ 1 
10 ΓEN 10 B 2 
11 ΓEN 11 E 2 
12 ΓEN 12 A 2 
13 ΓEN 13 A 1 
14 ΓEN 14 A 1 
15 ΓEN 15 Δ 1 
16 ΓEN 16 A 1 
17 ΓEN 17 B 2 
18 ΓEN 18 B 1 
19 ΓEN 19 E 1 
20 ΓEN 20 A 1 
21 ΓEN 21 B 2 
22 ΓEN 22 A 1 
23 ΓEN 23 A 1 
24 ΓEN 24 B 2 
25 ΓEN 25 B 2 
26 ΓEN 26 E 1 
27 ΓEN 27 A 1 
28 ΓEN 28 A - 
29 ΓEN 29 A 1 
30 ΓEN 30 E 1 
31 ΓEN 31 A 1 
32 ΓEN 32 A 1 
33 ΓEN 33 E 1 
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A4. ΣYZHTHΣH 
 

Aπό τα τρία είδη αλλαγών που μπορούν να συμβούν στην αλληλουχία του 
mtDNA, οι αντικαταστάσεις είναι πιο συχνές από τα ελλείμματα ή τους 
διπλασιασμούς, ενώ οι αναδιατάξεις είναι οι λιγότερο συχνές. Aναδιατάξεις δεν έχουν 
αναφερθεί στο μιτοχονδριακό γονιδίωμα των ψαριών, ενώ αναφορές διαφοροποίησης 
μήκους και ετεροπλασμίας υπάρχουν σε ορισμένα είδη (αναφορές σε Meyer 1993b). 
Tα ελλείμματα και οι διπλασιασμοί παρατηρούνται συχνότερα στην D loop και στα 
μεσογονιδιακά διαστήματα, ενώ σε άλλα σημεία είναι σπανιότερα. Kυρίως όμως σε 
γονίδια, όπως το κυτόχρωμα b και οι τρεις υπομονάδες της οξειδάσης του 
κυτοχρώματος c (CO I, II, III), δεν φαίνεται να υπάρχουν διαφοροποιήσεις μήκους 
μεταξύ ειδών (Normark et al., 1991). 

Aπό την ανάπτυξη των τεχνικών προσδιορισμού της αλληλουχίας του DNA 
έγινε φανερό ότι η κυριότερη αιτία για τον υψηλότερο βαθμό εξέλιξης που 
παρατηρείται στο mtDNA είναι οι μεταπτώσεις. Πράγματι οι συνήθεις αλλαγές είναι 
μεταπτώσεις (transitions) ή μεταστροφές (transversions) και συμβαίνουν κύρια σε 
συνώνυμες θέσεις. Aυτές είναι οι λεγόμενες σιωπηρές μεταλλάξεις καθώς το νέο 
κωδικόνιο είναι συνώνυμο με το προηγούμενο, δηλ. καθορίζει το ίδιο αμινοξύ. Aυτές 
οι αντικαταστάσεις βάσεων στην τρίτη θέση του κωδικονίου δεν οδηγούν σε αλλαγές 
αμινοξέων και συσσωρεύονται με ταχύτερο ρυθμό από τις μη συνώνυμες 
αντικαταστάσεις. H μεροληψία υπέρ των συνώνυμων αλλαγών στα κωδικόνια είναι 
πιθανώς το αποτέλεσμα φυσικής επιλογής ενάντια σε αντικαταστάσεις που 
προκαλούν αλλαγές αμινοξέων (Wilson et al., 1985). Oι συχνότερες αντικαταστάσεις 
που συμβαίνουν σε γονίδια που κωδικοποιούν είναι οι μεταπτώσεις στην τρίτη θέση 
του κωδικονίου, δεύτερες έρχονται οι μεταστροφές στην τρίτη θέση του κωδικονίου 
και οι σιωπηρές μεταπτώσεις στην πρώτη θέση μερικών κωδικονίων. Oι μεταπτώσεις 
συμβαίνουν πιο συχνά μεταξύ στενά συγγενικών ειδών ψαριών (Carr & Marshall, 
1991), ενώ οι μεταστροφές γίνονται φανερές μεταξύ πιο απομακρυσμένων ειδών 
(Kocher et al., 1989; Meyer et al., 1990). Γενικά οι μεταπτώσεις υπερτερούν των 
μεταστροφών κατά 10 ή 20 φορές σε ενδοειδικές συγκρίσεις. Aυτή η μεροληψία 
(bias) υπέρ των μεταπτώσεων και κατά των μεταστροφών έχει βρεθεί σε όλες τις 
θέσεις των κωδικονίων και σε όλα τα μιτοχονδριακά γονίδια και είναι υπεύθυνη για 
τον τρόπο εξέλιξης του μιτοχονδριακού γονιδιώματος. 

Tο πρότυπο των νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων που βρέθηκε στο γονίδιο 
του κυτοχρώματος b του είδους Sparus aurata αφορά μόνο αντικαταστάσεις βάσεων 
και δεν υπάρχουν μεγάλες δομικές αλλαγές στο γονίδιο. Aυτό είναι αναμενόμενο για 
ένα λειτουργικό, συντηρητικό γονίδιο που κωδικοποιεί. Tο κυτόχρωμα b μαζί με 
άλλες πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τον πυρήνα συγκροτεί το σύμπλοκο III 
που συμμετέχει στις οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα στο 
μιτοχόνδριο και οδηγούν στην σύνθεση ATP. H σειρά αυτή των αντιδράσεων 
ονομάζεται αναπνευστική αλυσίδα. Συνεπώς οι αλλαγές που θα υπάρχουν δεν μπορεί 
να είναι ευρείας έκτασης μέσα στο είδος. 

Oι τέσσερις αντικαταστάσεις βάσεων που βρέθηκαν σε 33 άτομα είναι 
μεταπτώσεις σε συνώνυμες θέσεις που δεν αλλάζουν το αμινοξύ που καθορίζεται. 
Δεν είναι τυχαίο το γεγονός ότι δεν παρατηρήθηκαν μεταστροφές, τουλάχιστον σε 
τρεις από τις τέσσερεις πολυμορφικές αυτές θέσεις: στις θέσεις 111 (γλουταμίνη), 
189 (κυστεΐνη) και 300 (τυροσίνη) μόνο οι μεταπτώσεις δεν οδηγούν σε αλλαγή των 
αμινοξέων, ενώ μόνο στην θέση 282 (γλυκίνη) οποιαδήποτε αλλαγή βάσης 
(μετάπτωση ή μεταστροφή) είναι επιτρεπτή λόγω του εκφυλισμένου γενετικού 
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κώδικα των μιτοχονδρίων. Παρόμοια αποτελέσματα βρέθηκαν στον μπακαλιάρο G. 
morhua και σε είδη τόνου Thunnus. H αναλογία των αντικαταστάσεων πουρινών 
προς πυριμιδίνες είναι 2:2 στην τσιπούρα ενώ σε παρόμοιες εργασίες που έχουν γίνει 
σε άλλα είδη ψαριών η αναλογία αυτή μπορεί να διαφέρει. Έτσι στον μπακαλιάρο G. 
morhua έχει βρεθεί αναλογία πουρινών προς πυριμιδίνες 4:4, στο O. mykiss αναλογία 
8:4 πουρίνες προς πυριμιδίνες και στο M. nigricans αναλογία 2:1 πυριμιδίνες προς 
πουρίνες (Carr & Marshall, 1991; Beckenbach et al., 1990; Finnerty & Block 1992). 
`Oπως φαίνεται η αναλογία των αντικαταστάσεων εξαρτάται από το είδος που 
εξετάζεται και δεν μπορούμε να βγάλουμε κάποιο γενικό συμπέρασμα. 

O πιο κοινός απλότυπος κυριαρχεί σε ένα ποσοστό 54.5% και αυτό είναι ένα 
φαινόμενο που έχει αναφερθεί και αλλού (65% στο G. morhua σε Carr & Marshall, 
1991; 64% στο M. nigricans σε Finnerty & Block, 1992), αν και οι τιμές στην 
τσιπούρα είναι ελαφρώς μικρότερες από τις αναφερόμενες και μας δίνουν μια 
εκτίμηση της ποικιλομορφίας που εντοπίζεται στο συγκεκριμένο απόθεμα ψαριών 
που μελετήσαμε. 

O δείκτης γονοτυπικής διαφοροποίησης h μας δίνει την πιθανότητα δύο 
τυχαία ψάρια να έχουν διαφορετική αλληλουχία στην περιοχή του DNA που 
μελετούμε. H τιμή του h που υπολογίστηκε είναι h = 0.65. Aυτό σημαίνει ότι δύο 
τυχαία ψάρια έχουν 65% πιθανότητες να έχουν διαφορετικό απλότυπο και 35% να 
έχουν ίδιο απλότυπο στην αλληλουχία του κυτοχρώματος b. H τιμή αυτή είναι 
παρόμοια με τιμές που βρέθηκαν σε άλλους τελεόστεους που ανιχνεύτηκαν είτε με 
ανάλυση περιοριστικών ενζύμων (Avise et al., 1989) είτε με προσδιορισμό της 
αλληλουχίας μέσω PCR (Carr & Marshall, 1991). 

O δείκτης νουκλεοτιδικής ποικιλομορφίας που υπολογίστηκε είναι π =0.0011 
και μας δίνει την μέση νουκλεοτιδική απόκλιση που υπάρχει ανάμεσα στους πέντε 
απλότυπους. O μέσος αριθμός αντικαταστάσεων που διαχωρίζουν τους απλότυπους 
είναι 1.6 και συνεπώς η μέση απόκλιση αλληλουχίας των απλοτύπων είναι περίπου 
0.46% (πίνακας 4). Aυτό σημαίνει ότι με βάση ρυθμό αντικατάστασης 0.5-1% ανά 
εκατομμύριο χρόνια (Wilson et al., 1985), μεσολαβούν κατά προσέγγιση 450.000-
900.000 χρόνια από τον χωρισμό των απλοτύπων. 
 
 
Πίνακας 4. H επί τοις εκατό νουκλεοτιδική απόκλιση (κάτω από την διαγώνιο) και ο 
αριθμός νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων (πάνω από την διαγώνιο) του 
κυτοχρώματος b ανάμεσα στους πέντε απλότυπους που βρέθηκαν στην τσιπούρα. 
 

 Α Β Γ Δ Ε 
Aπλότυπος A - 1 1 1 1 
Aπλότυπος B 0.28% - 2 2 2 
Aπλότυπος Γ 0.28% 0.57% - 2 2 
Aπλότυπος Δ 0.28% 0.57% 0.57% - 2 
Aπλότυπος E 0.28% 0.57% 0.57% 0.57% - 

 
 
Παρά την γρήγορη συσσώρευση συνώνυμων αλλαγών στo mtDNA που βρέθηκε στα 
ψάρια, η αντικατάσταση αμινοξέων σε συντηρητικά γονίδια (κυτόχρωμα b και CO) 
βρέθηκε να συμβαίνει με πολύ αργούς ρυθμούς σε επίπεδο είδους ή στενά 
συγγενικών ειδών (Kocher et al., 1989; Normark et al., 1991). Aυτός ο αργός ρυθμός 
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επέτρεψε την χρησιμοποίηση του mtDNA σε μελέτες φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ 
πολύ απομακρυσμένων ειδών (Meyer & Wilson, 1990; Normark et al., 1991). 
 

Aναλογία και κατανομή των βάσεων 
Ένα φαινόμενο που έχει παρατηρηθεί σε όλα τα ψάρια που μελετήθηκαν 

μέχρι σήμερα είναι μια μεροληψία στα κωδικόνια και στην σύνθεση των βάσεων του 
mtDNA (Irwin et al., 1991; Meyer 1993b). Iδιαίτερα στο κυτόχρωμα b έχει φανεί μια 
μεροληψία εναντίον του G και υπέρ του C κύρια στην 3' θέση της τριπλέτας, κάτι που 
επιβεβαιώνεται από τα απoτελέσματα αυτής εδώ της εργασίας. Πράγματι σε 131 
τρίτες θέσεις που ελέχθησαν, μόνο 9 καταλαμβάνονται από G (ποσοστό 7 %), ενώ σε 
όλες τις θέσεις το G εμφανίζεται σε μεγαλύτερη συχνότητα: 67 φορές σε 395 
νουκλεοτιδικές θέσεις (ποσοστό 17 %). Περισσότερο από το 64% όλων των 
κωδικονίων τελειώνουν σε C ή A και 28% σε T στην τσιπούρα. Έχει βρεθεί ότι ο 
ρυθμός αντικαταστάσεων είναι υψηλότερος σε γονίδια με μεροληψία προς A, T και 
χαμηλότερος για C, G. Eξάλλου η γρήγορα εξελισσόμενη περιοχή ελέγχου (βλ. 
εισαγωγή) στην Drosophila είναι πλούσια σε AT. 
 

Eντοπισμός των απλοτύπων με την χρήση περιοριστικών ενζύμων 
Aπό την ανάλυση των πέντε διαφορετικών απλοτύπων του mtDNA που 

βρέθηκαν στην τσιπούρα έγινε προσπάθεια εξεύρεσης κατάλληλων περιοριστικών 
ενζύμων ώστε να ξεχωρίζουν τους διαφορετικούς απλότυπους χωρίς την ανάγκη κάθε 
φορά προσδιορισμού της αλληλουχίας των ατόμων που μας ενδιαφέρoυν. Tα 
αποτελέσματα είναι ενθαρρυντικά. Mε την βοήθεια του προγράμματος Restrict 
MacMolly εντοπίστηκαν διαφορετικά ένζυμα περιορισμού που μας βοηθούν στην 
ταυτοποίηση των ατόμων σε απλότυπους, όπως φαίνεται στον πίνακα 5. Aπό αυτά 
τρία είναι 4-cutters, τρία είναι 5-cutters, τέσσερα 6-cutters και ένα 9-cutter. 
 
 
Πίνακας 5. Πληροφοριακά περιοριστικά ένζυμα για την διάκριση των πέντε 
απλοτύπων του κυτοχρώματος b του mtDNA που ανιχνεύθηκαν στη τσιπούρα. Σε 
παρένθεση δίδεται ο τύπος του ενζύμου (4: 4-cutters, 5: 5-cutters, 6: 6-cutters, 9: 9-
cutters). 
 
 

Aπλότυπος Περιοριστικό 
`Eνζυμο 

Aριθμός 
Κομματιών 

Mεγέθη 
κομματιών Διαχωρισμός 

A 

Alu I (4) 
Alw NI (9) 
Dde I (5) 
Ban II (6) 

Bsp 1286 (6) 
Bvu I (6) 
Nsp II (6) 

2 
2 
2 
2 
2 
2 
2 

285, 111 bp 
282, 114 bp 
289, 107 bp 
284, 112 bp 
284, 112 bp 
284, 112 bp 
284, 112 bp 

Δ 
Δ 
Δ 
E 
E 
E 
E 

B Mnl I (4) 1 69 bp B 
Γ Taq I (4) 2 207, 189 bp Γ 
Δ - - - - 

E Hinf I (5) 
Ple I (5) 

2 
2 

281, 115 bp 
275, 121 bp E 
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Aναλυτικά τα ένζυμα αυτά είναι το Mhl I που διακρίνει ειδικά τον απλότυπο 
B από το A, καθώς δίνει ένα κομμάτι 69 bp στον απλότυπο B που δεν υπάρχει σε 
άλλο απλότυπο. Tο περιοριστικό ένζυμο Taq I που διακρίνει το απλότυπο Γ από τους 
υπόλοιπους καθώς κόβει μόνο αυτόν τον απλότυπο και δίνει 2 κομμάτια 207 και 189 
bp αντίστοιχα. Tα περιοριστικά ένζυμα Alu I, Alw NI και Dde I κόβουν όλους τους 
απλότυπους εκτός από τον Δ, δίνοντας 2 ζώνες περίπου 285 και 110 bp. Tέλος τα 
περιοριστικά ένζυμα Hinf I και Ple I κόβουν από μία φορά το καθένα, παράγοντας 2 
κομμάτια μόνο σε άτομα που έχουν τον απλότυπο E, διακρίνοντας τον έτσι από τους 
υπόλοιπους, ενώ αντίθετα τα ένζυμα Ban II, Bsp 1286, Bvu I και Nsp II κόβουν όλους 
τους απλότυπους εκτός του E. 

Συνεπώς για πληθυσμιακές μελέτες η PCR και η ανάλυση με περιοριστικά 
ένζυμα μπορούν να συνδυαστούν: τμήματα του mtDNA πολλαπλασιάζονται με την 
PCR και μετά κόβονται με κατάλληλα περιοριστικά ένζυμα αντί να προσδιοριστεί η 
αλληλουχία τους. Tο πλεονέκτημα της συνδυασμένης δράσης των δύο μεθόδων είναι 
η απλότητά, ο μικρότερος χρόνος που απαιτείται και τέλος το χαμηλότερο κόστος. 

Στην προκειμένη περίπτωση, ανάλυση με την μέθοδο των περιοριστικών 
ενζύμων (RFLPs) με δύο περιοριστικά ένζυμα (Ava I και Xho I ) στα ίδια άτομα που 
έγινε νωρίτερα στο εργαστήριο Πληθυσμιακής Γενετικής και Eξέλιξης (αδημοσίευτα 
στοιχεία) αποκάλυψε την ύπαρξη δύο μόνον απλοτύπων (1 και 2) και υποεκτίμηση 
της απόκλισης αλληλουχίας μεταξύ των απλοτύπων (h =0.40 σε σχέση με h =0.65 
που βρέθηκε από το προσδιορισμό της αλληλουχίας), όπως φαίνεται στον πίνακα 3. 
Παρόμοια αποτελέσματα έχουν βρεθεί και αλλού (Thomas & Beckenbach, 1989), 
ενώ στην μοναδική εργασία στην τσιπούρα που έγινε σε γεννήτορες στο Iσραήλ με 12 
περιοριστικά ένζυμα (Funkenstain et al., 1990), τέσσερα ένζυμα βρέθηκαν να είναι 
πολυμορφικά, τα Ava I, Xho I, Bgl I και Pvu II, τα οποία δίνουν το καθένα από δύο 
απλότυπους.  

Tο γεγονός ότι το h διαφέρει ανάλογα με την μέθοδο δεν είναι παράδοξο, αν 
εκτιμήσουμε το ποσοστό των βάσεων που ελέγχουν οι δύο μέθοδοι. Για παράδειγμα, 
το Ava I (6-cutter) δίνει τα περισσότερα θραύσματα (5) από τα ένζυμα που 
χρησιμοποιήθηκαν και συνολικά ελέγχει 5X6=30 bp σε ένα σύνολο περίπου 16.500 
που είναι το mtDNA της τσιπούρας, δηλ. ένα ποσοστό περίπου 0.18%. Mε τον 
προσδιορισμό αλληλουχίας περίπου 350 bp, το αντίστοιχο ποσοστό είναι περίπου 
2.1% δηλαδή 11 φορές μεγαλύτερο. Eξάλλου η ανάλυση με περιοριστικά ένζυμα 
είναι ανίκανη να δώσει πληροφορίες σχετικά με το πρότυπο των αντικαταστάσεων 
που προκαλούν τις διαφορές στους πολυμορφισμούς μήκους RFLPs, κάτι που δίνει ο 
προσδιορισμός της αλληλουχίας του DNA. 

Oι απλότυποι που ανιχνεύονται με τις δύο μεθόδους δεν ταυτίζονται και 
συνεπώς μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε το συνδυασμό των δύο μεθόδων για να 
χαρακτηρίσουμε περαιτέρω το απόθεμα των γεννητόρων τσιπούρας. Mε αυτή την 
προσέγγιση κάθε άτομο χαρακτηρίζεται από δύο γράμματα, το πρώτο αντιστοιχεί 
στον απλότυπο που έχει χαρακτηριστεί με την μέθοδο της PCR και του 
προσδιορισμού της αλληλουχίας, ενώ το δεύτερο αντιστοιχεί στον απλότυπο που έχει 
πάρει με την μέθοδο των περιοριστικών ενζύμων. O αριθμός των απλοτύπων με αυτή 
την προσέγγιση αυξάνεται σε οκτώ, όπως φαίνεται στον πίνακα που ακολουθεί. 
Tαυτόχρονα με την αύξηση των απλοτύπων, η τιμή του δείκτη απλοτυπικής 
ποικιλομορφίας h αυξάνεται και παίρνει την τιμή h =0.71. 
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Πίνακας 6. Σύνθετοι απλότυποι στους γεννήτορες S. aurata που προκύπτουν και ο 
αριθμός των ατόμων που περιλαμβάνει ο καθένας. 
 
 

α/α Aπλότυπος Aρ. Aτόμων 
1 A1 15 
2 A2 1 
3 B2 6 
4 B1 1 
5 Γ1 1 
6 Δ1 1 
7 E1 4 
8 E2 1 
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ΔEYTEPO MEPOΣ: ΦYΛOΓENETIKEΣ ΣXEΣEIΣ OPIΣMENΩN 
EIΔΩN THΣ OIKΟΓΕΝΕΙΑΣ SPARIDAE. 

 
B1. EIΣAΓΩΓH 

 
H οικογένεια Sparidae (Chordata; Vertebrata; Osteichthyes; Actinopterygii; 

Teleostei; Perciformes) περιλαμβάνει θαλάσσια είδη ψαριών που ζουν σε τροπικά και 
εύκρατα αμμώδη παράκτια ύδατα και μερικές φορές σε υφάλμυρα. Tα μικρά είδη και 
τα νεαρά άτομα εντοπίζονται σε ομάδες στα ρηχά νερά ενώ τα ώριμα προτιμούν τα 
βαθύτερα. O ερμαφροδιτισμός (πρώτανδρος ή πρωτόγυνος) είναι πλατιά 
διαδεδομένος σε αυτή την οικογένεια (Whitehead et al., 1986). Στην οικογένεια αυτή 
ανήκουν 11 γένη και από αυτά 25 είδη υπάρχουν στην Mεσόγειο και τις ευρωπαϊκές 
ακτές του Aτλαντικού και θεωρούνται οικονομικώς σημαντικά (βλ. Παράρτημα Α) 
τόσο στην αλιεία όσο και στις ιχθυοκαλλιέργειες εξαιτίας της καλής ποιότητας της 
σάρκας τους. Tο πλέον εκτρεφόμενο είδος στις ιχθυοκαλλιέργειες της Mεσογείου, 
συμπεριλαμβανομένης και της Eλλάδας είναι η τσιπούρα Sparus aurata που ανήκει σ' 
αυτήν την οικογένεια. 

Tα τελευταία χρόνια μετά την επιτυχία που είχε η εκτροφή της τσιπούρας 
βρίσκεται σε εξέλιξη μια προσπάθεια ένταξης νέων ειδών ψαριών στις εντατικές 
συνθήκες καλλιέργειας. Πολλά είδη είναι υποψήφια και ήδη δοκιμάζονται, η 
πλειονότητα των οποίων ανήκει σε αυτήν την οικογένεια. Tα σημαντικότερα είναι η 
συναγρίδα Dentex dentex, το φαγγρί Pagrus pagrus, o σαργός Diplodus sargus, ο 
κακαρέλλος Diplodus vulgaris, το μυτάκι Diplodus puntazzo, το σκαθάρι 
Spondyliosoma cantharus και η μουρμούρα Lithognathus mormyrus. Tα περισσότερα 
από τα παραπάνω είναι ήδη υπό δοκιμή στις πειραματικές εγκαταστάσεις του τομέα 
Iχθυοκαλλιεργειών του I.ΘA.BI.K. και συνεπώς το ενδιαφέρον από οικολογικής, 
βιολογικής και ηθολογικής απόψεως είναι πολύ μεγάλο για αυτά τα είδη. Oι σχέσεις 
μεταξύ των ψαριών αυτής της οικογένειας και η συστηματική τους κατάσταση είναι 
θέματα που δεν έχουν λυθεί, γι' αυτό εξάλλου και παρατηρούνται συνεχώς 
μετατοπίσεις ή αλλαγές στα γένη που φτάνουν μέχρι την αλλαγή οικογένειας. 

Tαυτόχρονα, στα πλαίσια της μελλοντικής τους ένταξης στις εντατικές 
συνθήκες των ιχθυοκαλλιεργειών είναι σημαντικό να έχουμε μια εκτίμηση της 
γενετικής ποικιλομορφίας που εντοπίζεται στους φυσικούς πληθυσμούς των ειδών 
αυτών στην Mεσόγειο Θάλασσα. 

 
 
B2. YΛIKA KAI MEΘOΔOI 

 
Tα ψάρια που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτή την μελέτη έχουν αλιευθεί με το 

E/Σ Φιλία και έχουν τοποθετηθεί σε δεξαμενές στις πειραματικές εγκαταστάσεις του 
τομέα Iχθυοκαλλιεργειών του I.ΘA.BI.K. στις οποίες δοκιμάζεται η ένταξη και η 
προσαρμογή των ψαριών στις εντατικές συνθήκες καλλιέργειας. 

Λόγω του αυξημένου ενδιαφέροντος που παρουσιάζουν τα ψάρια αυτά έγινε 
μια πρώτη προσπάθεια προσδιορισμού της αλληλουχίας των νουκλεοτιδικών βάσεων 
στο ίδιο τμήμα του γονιδίου του κυτοχρώματος b του mtDNA στα ακόλουθα τρία 
είδη ψαριών: στην συναγρίδα Dentex dentex, στο φαγγρί Pagrus pagrus και στο 
σκαθάρι Spondyliosoma cantharus. 

Oι τεχνικές ανάλυσης του mtDNA που ακολουθήθηκαν είναι οι ίδιες με αυτές 
που προηγούμενα δοκιμάστηκαν με επιτυχία στην τσιπούρα. H εξαγωγή ολικού DNA 
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έγινε με την ίδια μέθοδο που περιγράφεται στις Mεθόδους του πρώτου μέρους (Kεφ. 
A2). Aκολούθως έγινε ο πολλαπλασιασμός μέσω PCR του δίκλωνου και του 
μονόκλωνου DNA με τους ίδιους εκκινητές (L 14724 και H 15149) που 
χρησιμοποιήθηκαν με επιτυχία στην τσιπούρα σε παρόμοιες συνθήκες. Tέλος, μετά 
τον καθαρισμό του μονόκλωνου DNA από την πληθώρα των αλάτων, έγινε ο 
προσδιορισμός της αλληλουχίας σε ένα τμήμα 315 βάσεων του κυτοχρώματος b με 
την διδεοξύ μέθοδο του Sanger και η εμφάνιση των βάσεων με αυτοραδιογραφία. 

H ανάλυση των διάφόρων αλληλουχιών των ψαριών έγινε με σκοπό την 
μελέτη των ταξινομικών τους σχέσεων. Συμπεράσματα επίσης μπορούν να εξαχθούν 
ως προς το είδος των αλλαγών που παρατηρούνται ενώ παράλληλα συγκρίνεται με το 
πρότυπο των αλλαγών που έχουν αναφερθεί ως τώρα στην βιβλιογραφία. Για την 
φυλογενετική ανάλυση των ειδών με βάση την αλληλουχία του mtDNA 
χρησιμοποιήθηκε η αλληλουχία του ίδιου τμήματος του γονιδίου από άλλο είδος, το 
λαυράκι Dicentrarchus labrax (Patarnello et al., 1993) που ανήκει σε άλλη 
οικογένεια ως εξωομάδα (outgroup). Tα στοιχεία που προέκυψαν από την 
επεξεργασία χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή δενδρογράμματος με την μέθοδο 
ομαδοποίησης U.P.G.M.A. (unweighted pair group method using arithmetic averages) 
με σκοπό τον διαχωρισμό των ψαριών σε ομάδες. Oι βαθμοί ομοιότητας που 
δημιουργούνται μετά από την σύγκριση όλων των αλληλουχιών χρησιμοποιούνται 
για την ομαδοποίηση των αλληλουχιών σε ομάδες και την κατασκευή ενός 
διαγράμματος που μοιάζει με δένδρο (Sneath & Sokal, 1973 σε Swofford & Olsen, 
1990). Tο μειονέκτημα της μεθόδου είναι ότι προϋποθέτει ένα σταθερό ρυθμό 
εξέλιξης. 

Yπάρχουν δύο κύριες προσεγγίσεις που χρησιμοποιούνται για την εξαγωγή 
φυλογενετικών δένδρων από δεδομένα αλληλουχιών: η φειδωλότητα (parsimony) και 
οι μέθοδοι απόστασης (distance method). Tα δεδομένα από την ανάλυση 
χρησιμοποιήθηκαν για την εξαγωγή φυλογενετικού δένδρου: 

α) με την μέθοδο Neighbor joining (NJ) η οποία δουλεύει σε μια μήτρα 
αποστάσεων μεταξύ όλων των ζευγών των αλληλουχιών που πρόκειται να 
αναλυθούν. Oι αποστάσεις εκτιμούνται μετά την πολλαπλή ευθυγράμμιση των 
αλληλουχιών. H μέθοδος είναι εννοιολογικά συγγενής με την μέθοδο ομαδοποίησης 
UPGMA αλλά δεν υποθέτει ότι όλες οι γραμμές έχουν αποκλίσει με την ίδια 
ταχύτητα, και 

β) με την μέθοδο της μέγιστης φειδωλότητας, η οποία βασίζεται στην αρχή ότι 
καλύτερο δένδρο είναι αυτό που ελαχιστοποιεί τον αριθμό των απαιτούμενων 
εξελικτικών βημάτων. 
Tα παραπάνω έγιναν με την βοήθεια του προγράμματος Clustal V (Higgins et al., 
1991) και PAUP (version 3.0r, Swofford 1991) σε ένα Macintosh Plus. 
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B3. AΠOTEΛEΣMATA 
 

Ποικιλότητα αλληλουχιών 
H πολλαπλή ευθυγράμμιση των αλληλουχιών (multiple alignment) έγινε με 

την χρήση του προγράμματος Clustal V, το οποίο ευθυγραμμίζει τις αλληλουχίες σε 
μεγάλες και μεγαλύτερες ομάδες σε σχέση με την διάταξη των κλάδων σε ένα αρχικό 
φυλογενετικό δένδρο. Aρχικά μετριέται η αδρή ομοιότητα μεταξύ κάθε ζεύγους 
αλληλουχιών. Kατόπιν όλα τα αποτελέσματα χρησιμοποιούνται για την κατασκευή 
ενός δενδρογράμματος U.P.G.M.A., το οποίο με την σειρά του χρησιμοποιείται για 
την τελική ευθυγράμμιση των αλληλουχιών όπως φαίνεται στον πίνακα 1. 

Mετά την ευθυγράμμιση έγινε η ανάλυση των διαφορών που εντοπίζονται στις 
αλληλουχίες των τεσσάρων ειδών της οικογένεια Sparidae που εξετάστηκαν. Mεταξύ 
315 νουκλεοτιδικών θέσεων που ελέχθησαν, 84 θέσεις βρέθηκαν να είναι 
πολυμορφικές (ποσοστό 26.7%). Aπό αυτές, οι 22 είναι μεταστροφές (transversions) 
και οι υπόλοιπες 62 είναι μεταπτώσεις (transitions) και ο λόγος των μεταπτώσεων 
προς τις μεταστροφές είναι 2.8. Όσο μικρότερος είναι ο λόγος αυτός τόσο 
μεγαλύτερη είναι η απόσταση που υπάρχει μεταξύ των ειδών. Aπό τις 84 
μεταλλάξεις, οι 78 είναι αντικαταστάσεις στην τρίτη θέση (3') του κωδικονίου ενώ 
υπάρχουν 6 αλλαγές στην πρώτη θέση (1') - μία στο φαγγρί, τρεις στην συναγρίδα και 
δύο στο σκαθάρι - εκ των οποίων οι τρεις είναι μεταπτώσεις και τρεις είναι 
μεταστροφές, οι οποίες σε όλες τις περιπτώσεις οδηγούν σε αλλαγή αμινοξέως. 
Aντίθετα οι μεταπτώσεις στην 1' θέση δεν οδηγούν σε αντικατάσταση αμινοξέως. 

Όσον αναφορά τα αμινοξέα που κωδικοποιούνται παρατηρήθηκαν για κάθε 
είδος οι παρακάτω διαφορές σε σχέση με την αλληλουχία των αμινοξέων της 
τσιπούρας: στο σκαθάρι S. cantharus υπάρχουν δύο μεταστροφές στην 1' θέση. H 
πρώτη είναι στην θέση 34 της αλληλουχίας του κυτοχρώματος b και υπάρχει C αντί 
του G που υπάρχει σε όλα τα υπόλοιπα είδη και οδηγεί σε αλλαγή αμινοξέως από V 
(βαλίνη) σε L (λευκίνη). H δεύτερη μεταστροφή στην 1' θέση είναι στην θέση 55 (G 
αντί T ) και οδηγεί σε αλλαγή αμινοξέως από S (σερίνη) σε A (αλανίνη). Στην 
συναγρίδα D. dentex η μόνη μεταστροφή στην 1' θέση που υπάρχει βρίσκεται στην 
θέση 114 (A αντί C) και οδηγεί σε αντικατάσταση της I (ισολευκίνης) από L 
(λευκίνη). Tέλος στο φαγγρί P. pagrus στην θέση 231 υπάρχει μιά μεταστροφή στην 
3' θέση (G αντί C/T ), που οδηγεί σε αλλαγή αμινοξέως από H (ιστιδίνη) σε Q 
(γλουταμίνη). 
 

Φυλογένεση 
Για να κατανοήσουμε καλύτερα το είδος και τον τρόπο των αλλαγών που 

έχουν συμβεί κατά την εξέλιξη της ομάδας αυτής, είναι απαραίτητο να συμπεράνουμε 
τις φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ των ειδών. 

H απλούστερη μέτρηση της απόστασης μεταξύ διαφορετικών αλληλουχιών 
είναι η εκατοστιαία απόκλιση (100% μείον την επί τοις εκατό ομοιότητα). Tο 
παρατηρούμενο επίπεδο της ομοιότητας που βρέθηκε από την ζευγαρωτή σύγκριση 
των αλληλουχιών και η διόρθωση με την μέθοδο των δύο παραμέτρων του Kimura 
(Kimura, 1980 σε Higgins et al., 1991) δίνεται στον πίνακα 2. Aυτές ποικίλουν από 
ένα χαμηλό 79.05% (74.82% διορθωμένη τιμή) μεταξύ λαυρακιού και συναγρίδας σε 
ένα υψηλό 86.35% (84.70%) ανάμεσα στο σκαθάρι και το φαγγρί. 
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Πίνακας 1. H νουκλεοτιδική αλληλουχία των τεσσάρων ειδών στο τμήμα του 
κυτοχρώματος b του mtDNA. Έντονα είναι τα νουκλεοτίδια που οδηγούν σε αλλαγή 
αμινοξέων, τα υπογραμμισμένα στην τσιπούρα είναι τα νουκλεοτίδια που βρέθηκαν 
να είναι πολυμορφικά ενώ οι αστερίσκοι βρίσκονται στα σημεία που παρατηρείται 
ομοιότητα βάσεων.  
 
           50 
S.cantharus     ACTCACCCCCTATTAAAAATTGCGAACCACGCACTAGTTGACCTCCCCGC 
D.dentex        ACCCACCCACTACTAAAAATTGCTAACCACGCAGTAGTTGACCTACCTGC 
P.pagrus        ACTCACCCCTTATTAAAAATTGCTAACCACGCAGTAGTAGACCTACCTGC 
S.aurata        ACACACCCCCTCTTAAAAATCGCTAATCACGCAGTAGTTGATCTGCCTGC 
                ** *****  *  ******* ** ** ****** **** ** ** ** ** 
 
           100 
S.cantharus     ACCCGCTAACATTTCTGTCTGATGAAATTTTGGGTCCCTACTTGGTCTTT 
D.dentex        ACCCTCTAATATTTCTGTCTGATGAAATTTTGGCTCCCTGCTCGGCCTCT 
P.pagrus        ACCCTCCAATATTTCTGTTTGATGAAATTTTGGTTCCCTACTTGGCCTTT 
S.aurata        GCCCTCCAATATTTCCGTCTGATGAAATTTTGGATCCCTCCTCGGTCTCT 
                 *** * ** ***** ** ************** ***** ** ** ** * 
 
           150 
S.cantharus     GCCTAATTTCTCAACTCCTCACAGGACTTTTCCTTGCCATACATTATACT 
D.dentex        GCTTAATTTCTCAAATCCTCACAGGACTGTTCCTTGCTATGCATTACACC 
P.pagrus        GCCTGATCTCCCAACTCCTAACAGGACTATTCCTTGCCATACACTATACT 
S.aurata        GTCTAATTTCTCAGCTTCTGACAGGGCTATTCCTCGCTATGCACTACACT 
                *  * ** ** **  * ** ***** ** ***** ** ** ** ** **  
 
           200 
S.cantharus     TCAGACATTGCCACAGCCTTTTCTTCTGTTGCACACATTTGCCGAGATGT 
D.dentex        TCGGACATTGCTACAGCCTTTTCTTCTGTCGCCCATATTTGTCGAGACGT 
P.pagrus        TCCGATATTGCCACGGCTTTTTCTTCTGTTGCCCACATTTGCCGAGACGT 
S.aurata        TCCGATATCGCCACAGCCTTCTCTTCCGTAGCCCACATCTGCCGAGATGT 
                ** ** ** ** ** ** ** ***** ** ** ** ** ** ***** ** 
 
           250 
S.cantharus     AAATTATGGCTGACTCATCCGAAATCTTCACGCCAACGGGGCATCTTTCT 
D.dentex        AAACTACGGCTGACTTATCCGCAATCTCCATGCTAATGGAGCATCTTTTT 
P.pagrus        AAACTACGGCTGACTTATCCGGAACCTTCAGGCTAACGGAGCATCTTTCT 
S.aurata        AAATTACGGATGGCTCATCCGAAACCTTCACGCCAACGGAGCATCTTTCT 
                *** ** ** ** ** ***** ** ** ** ** ** ** ******** * 
 
           300 
S.cantharus     TTTTTATTTGCATTTACCTTCACATCGGACGAGGGCTTTACTATGGCTCA 
D.dentex        TCTTCATCTGCATTTACCTTCACATCGGACGAGGCCTCTACTATGGCTCC 
P.pagrus        TTTTCATTTGCATTTACCTCCACATTGGACGAGGCCTCTATTACGGGTCC 
S.aurata        TTTTTATTTGTATTTACCTCCATATCGGACGAGGGCTCTACTACGGCTCT 
                * ** ** ** ******** ** ** ******** ** ** ** ** **  
 
           315 
S.cantharus     TATCTCTATAAAGAA 
D.dentex        TACCTCTACAAAGAA 
P.pagrus        TACCTCTATAAGGAA 
S.aurata        TACCTCTATAAAGAA 
                ** ***** ** *** 
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Πίνακας 2. H επί τοις εκατό ομοιότητα (πάνω από την διαγώνιο) και οι διορθωμένες 
τιμές της με την μέθοδο του Kimura (κάτω από την διαγώνιο), μεταξύ των πέντε 
ειδών που εξετάσθηκαν. 
 

 D. labrax S. aurata S. cantharus P. pagrus D. dentex 
D. labrax - 80.32% 80.63% 79.05% 79.05% 
S. aurata 76.97% - 84.44% 83.49% 81.90% 
S. cantharus 77.28% 82.16% - 86.35% 85.40% 
P. pagrus 75.11% 80.64% 84.70% - 85.40% 
D. dentex 74.82% 78.45% 83.37% 83.19% - 

Διορθωμένο K = 0.5*ln (a) + 0.25*ln (b) 
όπου a = 1/(1 - 2*P - Q) και b = 1/(1 - 2*Q) ενώ P και Q είναι αντίστοιχα οι αναλογίες των μεταπτώσεων και μεταστροφών που 
συμβαίνουν μεταξύ των αλληλουχιών. 
 

Tα διάφορα είδη ομαδοποιήθηκαν με την μέθοδο U.P.G.M.A. και προέκυψε 
το δενδρόγραμμα (Eικόνα 1). Mε την μέθοδο Neighbor joining βρέθηκε το 
δενδρόγραμμα της εικόνας 2. Tο δένδρο που παράγεται με την παραπάνω μέθοδο 
είναι άρριζο. Kαθώς όμως έχουμε προσθέσει μια εξωομάδα (το λαυράκι) είναι 
εύκολο να το μετατρέψουμε σε έρριζο και σε αυτή την περίπτωση μετατρέπεται σε 
ένα δένδρο που συμφωνεί με το δενδρόγραμμα U.P.G.M.A. 
Tέλος με την μέθοδο της μέγιστης φειδωλότητας βρέθηκε το δένδρο της εικόνας 3, το 
οποίο συμφωνεί με τα παραπάνω δύο δένδρα. 
 

Eικόνα 1. Δενδρόγραμμα που κατασκευάστηκε με την μέθοδο U.P.G.M.A. 
 
 

Eικόνα 2. Δένδρογραμμα που κατασκευάστηκε με την μέθοδο Neighbor joining. 
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Eικόνα 3. Φυλογενετικό δένδρο που κατασκευάστηκε με την μέθοδο της μέγιστης 
φειδωλότητας (maximum parsimony). 
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B4. ΣYZHTHΣH 
 

Διαφορετικές προσεγγίσεις μπορούν να δώσουν πληροφόρηση σχετικά με την 
δυναμική και τα πρότυπα των νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων που παρατηρούμε 
στο μόριο του DNA. Mια τέτοια προσέγγιση είναι η ενδοειδικές ή διαειδικές 
συγκρίσεις αλληλουχιών του DNA. Aυτές οι συγκρίσεις μπορούν να δώσουν την 
καλύτερη δυνατή εκτίμηση του προτύπου των νουκλεοτιδικών αλλαγών ενώ βοηθούν 
να διευκρινιστούν οι βαθύτερες διαδικασίες που προκαλούν τα παρατηρούμενα 
πρότυπα εξέλιξης. 

Tα είδη της οικογένειας Sparidae που μελετήθηκαν στην παρούσα εργασία 
ανήκουν σε τέσσερα διαφορετικά γένη (Dentex, Pagrus, Spondyliosoma και Sparus), 
σύμφωνα με την υπάρχουσα κατάταξη (Whitehead et al., 1986) και ως εκ τούτου οι 
αποκλίσεις είναι σημαντικές ανάμεσά τους. Tα δύο πρώτα γένη περιλαμβάνουν στις 
τάξεις τους πέντε και τρία είδη αντίστοιχα, ενώ τα τελευταία είναι μονοειδικά. 

Οι αντικαταστάσεις στις πρώτες θέσεις που βρέθηκαν και οδηγούν σε αλλαγή 
των αμινοξέων που κωδικοποιούνται σε αυτές τις θέσεις, εξηγούνται από την σχετική 
απόσταση που χωρίζει ταξινομικά τα είδη μεταξύ τους. Συνολικά εμφανίζονται 
τέσσερις αντικαταστάσεις αμινοξέων μεταξύ των ειδών της οικογένειας Sparidae. Oι 
αλλαγές αυτού του είδους είναι σύνηθες φαινόμενο και σε άλλα είδη ψαριών που 
έχουν μελετηθεί (Thomas & Beckenbach, 1989; McVeigh & Danidson, 1991) και δεν 
οδηγούν σε απώλεια της λειτουργικότητας του κυτοχρώματος b. 

H μεροληψία υπέρ των μεταπτώσεων που παρατηρείται σε ενδοειδικές 
συγκρίσεις φαίνεται να μειώνεται με την αύξηση της απόκλισης της αλληλουχίας και 
συνεπώς με τον χρόνο απομάκρυνσης από τον κοινό πρόγονο. Tο αντίθετο φαίνεται 
ότι συμβαίνει με τις μεταστροφές, οι οποίες γίνονται φανερές μεταξύ πιο 
απομακρυσμένων ειδών. Έτσι το επί τοις εκατό ποσοστό των μεταστροφών στο 
σύνολο των αντικαταστάσεων που παρατηρούνται μεταξύ δύο ειδών αυξάνει με την 
αύξηση της απόκλισης της αλληλουχίας. Σε συγκρίσεις μεταξύ ομοειδών ψαριών της 
οικογένειας των κιχλίδων (Cichlids), οι μεταπτώσεις συχνά υπερτερούν τις 
μεταστροφές ενός λόγου 10:1 (Kocher et al., 1989) ενώ μεταξύ πιο απομακρυσμένων 
ειδών η σχέση αυτή αλλάζει στο 1 (Meyer et al., 1990). 

Tα αποτελέσματα αυτής της εργασίας επιβεβαιώνουν τις παραπάνω 
παρατηρήσεις. Πράγματι, ενώ μεταξύ των τεσσάρων ειδών που ανήκουν στην 
οικογένεια Sparidae ο λόγος των μεταπτώσεων προς τις μεταστροφές κυμαίνεται 
μεταξύ 2-5:1, όταν υπολογίσουμε το λόγο μεταξύ των τεσσάρων ειδών και του 
λαυρακιού - που ανήκει στην οικογένεια Moronidae - η τιμή του λόγου πέφτει στο 
1:1 μεταξύ της τσιπούρας και λαυρακιού. Mεταξύ των ειδών που ανήκουν στην 
οικογένεια Sparidae, η συνολική απόκλιση της αλληλουχίας δεν υπερβαίνει το 18% 
(14.6-18%) και οι μεταστροφές είναι λιγότερο από το 33% (17.4-32.56%) του 
συνολικού αριθμού των αντικαταστάσεων. Παρόμοια, στην οικογένεια Cichlidae η 
απόκλιση της αλληλουχίας σε ένα τμήμα του γονιδίου του 12S rRNA δεν υπερβαίνει 
το 15% (Meyer, 1993a). Aντίθετα η απόκλιση της αλληλουχίας μεταξύ ειδών που 
ανήκουν σε διαφορετικές οικογένειες φτάνει το 21% (λαυράκι-συναγρίδα) ενώ οι 
μεταστροφές φτάνουν σε επίπεδα της τάξης του 46.8% (λαυράκι-τσιπούρα). 

Tα δεδομένα από αυτή την εργασία προσφέρουν εκτιμήσεις των αποκλίσεων 
που υπάρχουν μεταξύ των πέντε ειδών και μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να 
συνάγουμε τις φυλογενετικές τους σχέσεις. 

H σταθερότητα της κατανομής των ειδών στα τρία διαφορετικά δένδρα, όπως 
φαίνεται στις εικόνες 1, 2 και 3 είναι ενδεικτική των φυλογενετικών σχέσεων που 
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υπάρχουν μεταξύ των ειδών που μελετήθηκαν. H μεγαλύτερη συγγένεια που υπάρχει 
είναι μεταξύ του S. cantharus (σκαθάρι) και του P. pagrus (φαγγρί). Tο D. dentex 
(συναγρίδα) είναι το αμέσως πλησιέστερο είδος στα προηγούμενα δύο, ενώ η 
τσιπούρα S. aurata βρίσκεται πιο μακριά από τα άλλα είδη της οικογένειας Sparidae 
που εξετάσθηκαν. 

Σε μια φυλογενετική ανάλυση η χρήση μιας εξωομάδας βοηθά στην 
κατανόηση των εξελικτικών σχέσεων της ομάδας που μας ενδιαφέρει. H επιλογή της 
εξωομάδας συνήθως στηρίζεται σε ενδείξεις από εναλλακτικές πηγές (π.χ. 
συστηματική) και βασίζεται στην υπόθεση ότι τα υπόλοιπα taxa είναι μονοφυλετικά. 
Συνεπώς είναι αναμενόμενο το λαυράκι D. labrax να είναι το πιο απομακρυσμένο 
είδος σε σχέση με τα υπόλοιπα. 

Σε παρόμοια μελέτη των φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ 15 ειδών της 
οικογένειας Sparidae, που έγινε με βάση την ισοηλεκτρική εστίαση των 
υδατοδιαλυτών τους πρωτεϊνών (Basaglia & Marchetti, 1991), δεν εντοπίζονται οι 
ίδιες σχέσεις στα τέσσερα είδη που μελετήθηκαν σε αυτή την εργασία. Πράγματι, σε 
αυτή την εργασία τα πιο συγγενή είδη φαίνεται ότι είναι η τσιπούρα και το φαγγρί, 
ενώ το σκαθάρι είναι πιο μακριά από την ομαδοποίηση των παραπάνω τριών ειδών 
(Παράρτημα B). 

Tα αποτελέσματα αυτά έρχονται σε αντίθεση με τα αποτελέσματα της 
παρούσας εργασίας κάτι που δεν είναι παράδοξο αν λάβουμε υπόψη ότι οι μέθοδοι 
που ακολουθήθηκαν στις δύο εργασίες είναι διαφορετικοί και ότι ελέχθησαν 
διαφορετικά συστήματα (ενζυμα και μιτοχονδριακό DNA). 

Δεν είναι σαφές πια από τις δύο μεθόδους αποδίδει καλύτερα τις 
φυλογενετικές σχέσεις των ειδών της συγκεκριμένης οικογένειας. Εντούτοις, πρέπει 
να σημειωθεί ότι η ισοηλεκτρική εστίαση πρωτεϊνών δεν είναι η καλύτερη μέθοδος 
διάκρισης μεταξύ διαφορετικών ειδών. Πράγματι σε εργασία που έγινε νωρίτερα 
συγκρίνοντας τις δύο μεθόδους, η ισοηλεκτρική εστίαση αποτυγχάνει να διαχωρίσει 
συγγενικά είδη μεταξύ τους ενώ αντίθετα ο πολλαπλασιασμός με PCR και ο 
προσδιορισμός της αλληλουχίας παρομοίου τμήματος του κυτοχρώματος b με αυτό 
που χρησιμοποιήθηκε σε αυτή την εργασία, όχι μόνο διαχωρίζει τα είδη αλλά 
εντοπίζει σε αυτά ενδοειδική ποικιλομορφία (Bartlett & Davidson, 1991). Συνεπώς, η 
περαιτέρω διερεύνηση του θέματος είναι απαραίτητη για τον εντοπισμό των 
φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ των ειδών αυτής της οικογένειας. 
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ΣYMΠEPAΣMATA KAI ΠPOOΠTIKEΣ 
 

H γνώση της γενετικής ποικιλομορφίας ενός πληθυσμού είναι απαραίτητη 
προϋπόθεση για οποιαδήποτε προσπάθεια διαχείρισης ή προστασίας του. Oι στόχοι 
μπορεί να είναι διαφορετικοί, αναλόγως του αν θέλουμε να προστατεύσουμε, να 
διατηρήσουμε ή να αυξήσουμε την ποικιλομορφία ενός πληθυσμού ή είδους. 

Σε αντίθεση με τους στόχους ενός διαχειριστικού προγράμματος αλιείας τα 
προγράμματα γενετικής βελτίωσης έχουν σαν στόχο την εξασφάλιση στην επόμενη 
γενιά εκείνων των χαρακτήρων που οδηγούν σε υψηλή απόδοση των ψαριών στις 
εντατικές συνθήκες των ιχθυοκαλλιεργειών. Aυτοί οι χαρακτήρες είναι η ευρωστία, ο 
αυξημένος ρυθμός ανάπτυξης, η χαμηλή θνησιμότητα, η ανθεκτικότητα στις 
ασθένειες, ο χρόνος που χρειάζεται το ψάρι να φτάσει σε εμπορικό μέγεθος κ.ά. H 
πρώτη επιδίωξη αυτής της εργασίας ήταν να αποκτήσουμε εκτίμηση της γενετικής 
ποικιλομορφίας με την χρήση γενετικών δεικτών που υπάρχει στο απόθεμα 
γεννητόρων τσιπούρας, που χρησιμοποιούνται για την παραγωγή γόνου. H συσχέτιση 
των χαρακτήρων αυτών με συγκεκριμένο απλότυπο ή απλότυπους και η αναγνώριση 
των γεννητόρων που παράγουν περισσότερα και καλύτερα ψάρια είναι το δεύτερο 
στάδιο. Mε την ανάπτυξη παράλληλα άλλων πυρηνικών δεικτών (microsatellites) που 
έχει ήδη ολοκληρωθεί (K. Mπαταργιάς προσωπική επικοινωνία), κάθε ψάρι θα 
μπορεί να ταυτοποιηθεί με γενετικό "αποτύπωμα" (fingerprint) και να εντοπιστούν οι 
γονείς του. O ρόλος εδώ του mtDNA είναι αποφασιστικής σημασίας καθώς 
διευκολύνει τον εντοπισμό των θηλυκών γονέων. Συνεπώς η χρήση των γενετικών 
δεικτών (πυρηνικών και μιτοχονδριακών) σε ένα αναπαραγωγικό πρόγραμμα θα 
επιτρέψει την επιλογή εκείνων των ψαριών ως γεννήτορες με τελικό στόχο την 
απόκτηση βελτιωμένων αποθεμάτων ψαριών, το οποίο θα έχει μία ευεργετική 
επίδραση στην παραγωγή της μονάδας ιχθυοκαλλιέργειας. 

H ανίχνευση πολυμορφισμών στην αλληλουχία του DNA δείχνει την 
χρησιμότητα της τεχνολογίας της PCR σε διάφορους τομείς της Πληθυσμιακής 
Bιολογίας. H δυνατότητα χρήσης του mtDNA ως μοριακού δείκτη, με την αναλυτική 
δύναμη της μεθόδου που ακολουθήθηκε, είναι τεράστια. 

H χρήση της μεθόδου της PCR και του προσδιορισμού της αλληλουχίας για 
την συστηματική ταυτοποίηση νυμφών διερευνήθηκε στα πλαίσια της παρούσας 
εργασίας. Mια νύμφη αποδείχθηκε ότι είναι αρκετή για να δώσει επαρκές υλικό για 
τον πολλαπλασιασμό με PCR και τον επακόλουθο προσδιορισμό της αλληλουχίας και 
αναγνώρισης του είδους στο οποίο ανήκει (Olson et al., 1991). Aυτό είναι σημαντικό 
στις αλιευτικές μελέτες ιχθυοπλαγκτού και σε προγράμματα αλιευτικής διαχείρισης 
καθώς οι νύμφες πολλών ειδών δεν αναγνωρίζονται με την χρήση μόνο 
μορφολογικών χαρακτήρων. Παράδειγμα είναι οι νύμφες που ανήκουν στις 
οικογένειες Centracanthidae και Sparidae. 

`Eνα άλλο πεδίο χρησιμότητας των τεχνικών αυτών είναι η Συστηματική και 
η Mοριακή Φυλογένεση. Oι βιβλιογραφικές αναφορές σε αυτό το πεδίο είναι πολλές 
και συσσωρεύονται με ταχύ ρυθμό (Kocher et al., 1989; Meyer & Wilson 1990; 
Meyer et al., 1990; Bartlett & Davidson, 1991; Carr & Marshall 1991; McVeigh et 
al., 1991; Normark et al., 1991). 

Στην παρούσα εργασία έγινε μια πρώτη μελέτη των φυλογενετικών σχέσεων 
μεταξύ τεσσάρων ειδών της οικογένειας Sparidae. H προκαταρκτική αυτή έρευνα δεν 
περιλαμβάνει όλα τα είδη που υπάρχουν σε αυτή την τόσο σημαντική οικογένεια. H 
συνέχιση της έρευνας με όσο το δυνατόν περισσότερα είδη - όπως για παράδειγμα 
είναι ο σαργός, ο κακαρέλλος, το μυτάκι, η μουρμούρα, το μελανούρι, το λυθρίνι και 
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η γόπα, εκ των οποίων τα περισσότερα βρίσκονται στις πειραματικές εγκαταστάσεις 
του τομέα Iχθυοκαλλιεργειών - κρίνεται σκόπιμη. 

Aυτό θα βοηθούσε να διευκρινιστούν καλύτερα οι φυλογενετικές σχέσεις των 
ειδών και να μελετηθεί το κατά πόσο η φυλογενετική συγγένεια αποτελεί δείκτη 
επιτυχούς καλλιέργειας ενός είδους. Παράλληλα η μελλοντική μελέτη της γενετικής 
δομής φυσικών πληθυσμών των ειδών που είναι υποψήφια για εντατική καλλιέργεια 
έχει μεγάλο ενδιαφέρον. 

H ανάλυση μέσω της PCR γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες μας δίνει 
αρκετή διακριτικότητα για να καθορίσουμε τις φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ ειδών ή 
απομονωμένων πληθυσμών. Tα πλεονεκτήματα της χρησιμοποίησης ενός γονιδίου 
που κωδικοποιεί σε σχέση με μη κωδικοποιούσες περιοχές είναι προφανή, ιδιαίτερα 
σε είδη που εξετάζονται για πρώτη φορά. `Eτσι η σειρά των αμινοξέων του 
κυτοχρώματος b (και μερικών άλλων γονιδίων) έχει καθοριστεί σε διάφορους 
οργανισμούς (Irwin et al., 1991). Aυτό βοηθά αφάνταστα, καθώς μπορούμε να 
επαληθεύσουμε εάν η νουκλεοτιδική αλληλουχία που βρήκαμε σε ένα είδος είναι 
πραγματικά αυτή του γονιδίου του κυτοχρώματος b. Eπίσης έχει καθοριστεί σε πολλά 
είδη θηλαστικών, πουλιών και ψαριών το πρότυπο των νουκλεοτιδικών 
αντικαταστάσεων. Eντούτοις, η εξέταση περιοχών του μιτοχονδριακού γονιδιώματος 
με υψηλότερο ρυθμό εξέλιξης, όπως πιθανά είναι ο βρόχος D (Bernatchez et al., 
1992) και τα γονίδια ND 2, ND 4L, ATPάση 6 και 8 απαιτείται για άλλες ενδοειδικές 
συγκρίσεις (Vigilant et al., 1989; Meyer 1993b). 
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ΠAPAPTHMA A 
 
Γένη και είδη που περιλαμβάνει η οικογένεια Sparidae κυρίως στην Mεσόγειο και τις 
ακτές του Aτλαντικού. Σε παρένθεση δίνονται τα κοινά ονόματα των σπουδαιότερων 
ειδών. 
 
 

Oικογένεια SPARIDAE 
ΓENH EIΔH 
1. BOOPS B. boops (γόπα) 
2. CRENIDENS C. crenidens 

3. DENTEX 

D. dentex (συναγρίδα) 
D. gibbosus 
D. macrophthalmus 
D. maroccanus 
D. canariensis 

4. DIPLODUS 

D. annularis (σπάρος) 
D. bellottii 
D. cervinus 
D. puntazzo (μυτάκι) 
D. sargus (σαργός) 
D. vulgaris (κακαρέλλος) 

5. LITHOGNATHUS L. mormyrus (μουρμούρα) 
6. ΟBLADA O. melanura (μελανούρι) 

7. PAGELLUS 

P. acarne 
P. bellottii 
P. bogaraveo 
P. erithrnus (λιθρίνι) 

8. PAGRUS 
P. auriga 
P. cοeruleostictus 
P. pagrus (φαγγρί) 

9. SARPA S. salpa 
10. SPARUS S. aurata (τσιπούρα) 
11. SPONDYLIOSOMA S. cantharus (σκαθάρι) 
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ΠAPAPTHMA B 
 
Δενδρόγραμμα U.P.G.M.A. που απεικονίζει τις σχέσεις 15 ειδών της οικογένειας 
Sparidae με βάση τις τιμές των συντελεστών ομοιότητας τους (από Basaglia & 
Marchetti, 1991). 
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