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Περίληψη 

Το γένος Rana (Linnaeus, 1758) είναι ένας ευρέως χρησιµοποιούµενος οργανισµός σε 

µελέτες φυσιολογίας, ανάπτυξης, συµπεριφοράς, οικολογίας, γενετικής και εξέλιξης. Για τη 

φυλογεωγραφία συνιστά εργαλείο κλειδί για τη διασαφήνιση παλαιογεωγραφικών γεγονότων, λόγω 

της αδυναµίας του - όπως και των περισσότερων αµφιβίων - να διασχίσει θαλάσσια φράγµατα. 

Αποτελεί ένα πολυπληθές τάξο µε πάνω από 250 διαφορετικά είδη που κατανέµονται σχεδόν σε 

ολόκληρο τον πλανήτη. Στην ηπειρωτική Ελλάδα και στην ευρύτερη περιοχή της νότιας 

βαλκανικής χερσονήσου κατανέµονται τρία είδη του γένους τα οποία και µελετήθηκαν εδώ: το 

Rana graeca του οποίου η κατανοµή περιορίζεται στη περιοχή αυτή και τα R. dalmatina και R. 

temporaria µε ευρύτερη κατανοµή στην Ευρώπη. Στη παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν 65 

δείγµατα των ειδών αυτών από διαφορετικές περιοχές της Ελλάδας απ’ τα οποία έγινε αλληλούχιση 

δύο µιτοχονδριακών γονιδίων (16S και COI) και ενός πυρηνικού (BDNF). Ταυτόχρονα 

προστέθηκαν ήδη δηµοσιευµένες αλληλουχίες (GenBank) των τριών αυτών γονιδίων από 23 άτοµα 

και των τριών ειδών από όλο το εύρος της κατανοµής τους. Οι αναλύσεις που έγιναν είχαν σαν 

στόχο µια πρώτη προσπάθεια εξέτασης των φυλογενετικών σχέσεων µεταξύ των διαφορετικών 

πληθυσµών του γένους στη περιοχή µελέτης. Όπως φάνηκε µέσα στο γένος εντοπίζονται τρεις 

µονοφυλετικές οµάδες πληθυσµών, οι οποίες αντιστοιχούν καλά στα τρία είδη του γένους. 

Επιπλέον τα αποτελέσµατα του χρονοφυλογενετικού δέντρου συνηγορούν στο ότι οι τρεις 

διαφορετικοί κλάδοι διαχωρίστηκαν µεταξύ τους κατά τη περίοδο του Μεσσηνίου και στο ότι η 

ενδοειδική διαφοροποίηση ξεκινάει κατά το ανώτερο Πλειστόκαινο. Αν και τα αποτελέσµατα 

µπορούν να δώσουν µια πρώτη εικόνα για τις σχέσεις του γένους η χρήση επιπλέον δειγµάτων αλλά 

και επιπλέον γενετικών τόπων φαίνεται απαραίτητη για µια ολοκληρωµένη επισκόπηση του στη 

περιοχή. 
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Abstract 

 

The frogs of the genus Rana (Linnaeus, 1758) are widely used as a model organism in studies of 

physiology, development, behavior, ecology, genetics and evolution. They constitute a key group 

for phylogeographic studies by revealing and verifying paleogeographic events, because of their 

weakness – like the most of amphibians - to disperse through sea barriers. Rana constitute a 

numerous taxon with more than 250 different species distributed almost all over the planet. Three 

species of the genus are distributed in continental Greece and the surrounding area of south Balkan 

Peninsula which are also studied here: Rana graeca is distributed only in this region, as well as R. 

dalmatina and R. temporaria has a broader distribution in European continent. In this study, 88 

specimens were used, covering a big part of the Greek distribution of these three species. Two 

mitochondrial genes (16S and COI) and one nuclear (BDNF) gene were used as markers in order to 

examine in a first level the phylogenetic relationships between the different populations of the genus 

in the region of study. After the analysis, three monophyletic groups appeared, corresponding to the 

three species of genus. Furthermore, results of chronophylogenetic tree analysis indicate that the 

three lineages split during the Messinian, and intraspecific differentiation started during upper 

Pleistocene. Although the results can give a first assessment of the relationships inside the genus in 

this region, more samples as well as more genetic locus are necessary for a more complete 

overview. 
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1. Εισαγωγή  

1.1. Φυλογενετικές εργασίες στην ευρύτερη περιοχή µελέτης 

Η ιστορική βιογεωγραφία αποτελεί τον ερευνητικό κλάδο ο οποίος καταπιάνεται µε τη µελέτη 

της µεταβολής της κατανοµής των οργανισµών στο χώρο και το χρόνο. Η φυλογεωγραφία ως 

κοµµάτι της ιστορικής βιογεωγραφίας στοχεύει στη φυλογενετική ανάλυση γενετικών δεδοµένων 

µε έµφαση στον έλεγχο υποθέσεων που αφορούν την κατανοµή χαµηλότερων ταξινοµικών 

µονάδων (Hickerson et al., 2010). Με άλλα λόγια στοχεύει στην ανάλυση γενετικών δεδοµένων 

πληθυσµιακών µονάδων µε σκοπό τη µελέτη της µεταβολής της χωρικής και χρονικής κατανοµής 

των ενδιαφερόµενων πληθυσµών.  

Η πρόκληση στη φυλογεωγραφία αφορά στη εξασφάλιση δεδοµένων τόσο απ' το 

µιτοχονδριακό όσο και απ' το πυρηνικό γονιδίωµα και η ανάλυσή τους µέσω σύγχρονων 

θεωρητικών µεθοδολογικών εργαλείων. Σύµµαχος αποτελεί η ολοένα και αυξανόµενη τεχνολογική 

ανάπτυξη σε πρακτικό και θεωρητικό επίπεδο στην ανάλυση του γονιδιώµατος (Poulakakis et al., 

2015).  

Η ευρύτερη περιοχή του ελληνικού χώρου αποτελεί ιδανικό πεδίο µελέτης για την ιστορική 

βιογεωγραφία και κατ' επέκταση για τη φυλογεωγραφία. Η σύνθετη γεωλογική ιστορία της 

περιοχής της βαλκανικής χερσονήσου και ιδιαίτερα του ελληνικού χώρου (Creutzburg, 1963, 

Dermitzakis, 1990b, Meulenkamp, 1985, Steininger and Rögl, 1984)κατά τη διάρκεια του ανώτερου 

Τριτογενούς καθώς και η επίδραση των κλιµατικών διακυµάνσεων κατά τη διάρκεια του 

Τεταρτογενούς (Hewitt, 2011) συντέλεσαν στη διαφοροποίηση και κατανοµή πολλών χερσαίων 

οργανισµών.  

Έτσι τα τελευταία 20 χρόνια υπάρχει µεγάλος αριθµός εξελικτικών µελετών µε χρήση 

µοριακών δεδοµένων στην ευρύτερη περιοχή. Οι µελέτες αυτές αφορούν µια µεγάλη ποικιλία 

οργανισµών, όπως αµφίβια (Beerli et al., 1996, Lymberakis et al., 2007, Sotiropoulos et al., 2007, 

Akin et al., 2010, Eleftherakos et al., 2007, Steinfartz et al., 2000, Veith et al., 2008, Arntzen et al., 
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2007, Wielstra et al., 2010, Plötner et al., 2010, Veith et al., 2003b, Babik et al., 2005, Hofman et 

al., 2015, Pabijan et al., 2015), σαύρες (Poulakakis et al., 2003, Harris et al., 2004, Kasapidis et al., 

2005a, Kasapidis et al., 2005b, Poulakakis et al., 2005c, Poulakakis et al., 2005b, Poulakakis et al., 

2005a, Carranza and Arnold, 2006, Lymberakis et al., 2008, Poulakakis et al., 2008, Lymberakis 

and Poulakakis, 2010, Marzahn et al., 2016, Psonis et al., 2017), φίδια (Carranza et al., 2006, 

Kyriazi et al., 2008, Ursenbacher et al., 2008, Kyriazi et al., 2013), χελώνες (Mantziou et al., 2004), 

θηλαστικά (Barome et al., 2001, Michaux et al., 2004, Kasapidis et al., 2005b, Thanou et al., 2005, 

Tryfonopoulos et al., 2008, Hulva et al., 2010), αρθρόποδα (Klossa-Kilia et al., 2006, Parmakelis et 

al., 2008, Poulakakis and Sfenthourakis, 2008, Parmakelis et al., 2006a, Parmakelis et al., 2006b, 

Papadopoulou et al., 2008, Papadopoulou et al., 2009, Papadopoulou et al., 2010, Gkontas et al., 

2016), µαλάκια (Douris et al., 1995, Douris et al., 1998, van Moorsel et al., 2000, Parmakelis et al., 

2003, Schilthuizen et al., 2004, Parmakelis et al., 2005, Douris et al., 2007, Kornilios et al., 2009, 

Kotsakiozi et al., 2012, Falniowski and Szarowska, 2011, Psonis et al., 2015), φυτά (Bittkau and 

Comes, 2005, Bittkau and Comes, 2009, Edh et al., 2007, Comes et al., 2008, Cellinese et al., 2009).  

 

 

1.2. Η σηµασία των αµφιβίων στη µελέτη της φυλογεωγραφίας  

Όπως είναι γνωστό τα αµφίβια είναι υπερβολικά ευαίσθητα σε συνθήκες έντονου ωσµωτικού 

στρες και άρα δεν µπορούν να επιβιώσουν στο θαλασσινό νερό. Εξαίρεση αποτελούν κάποια είδη 

βατράχων τα οποία µπορούν να ανεχθούν και εν µέρη να ζήσουν σε υφάλµυρο νερό. Ως 

αποτέλεσµα της ιδιαιτερότητά τους αυτής η διασπορά µέσω θάλασσας των αµφιβίων καθίσταται 

αδύνατη. Στην ιστορική βιογεωγραφία η ηλικία θαλάσσιων φραγµάτων µπορεί να συσχετιστεί µε 

τον ελάχιστο χρόνο διαφοροποίησης δύο γενεαλογικών γραµµών υπό τη προϋπόθεση ότι για τη 

συγκεκριµένη οµάδα οργανισµών η διασπορά πάνω από τα φράγµατα αυτά δεν είναι εφικτή. Έτσι 

λοιπόν λόγω της αδυναµίας τους αυτής τα αµφίβια συνιστούν οµάδα κλειδί για την ιστορική 

βιογεωγραφία (Brown and Guttman, 2002, Bossuyt and Milinkovitch, 2001, Duellman, 1986, Inger 
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and Voris, 2001, Louette et al., 1999, Yuan et al., 2016). Οι οργανισµοί αυτοί δηλαδή µπορούν απ' 

τη µία να αποκαλύψουν γενικά βιογεωγραφικά πρότυπα, ενώ όπως έχει φανεί κύριες 

βιογεωγραφικές υποθέσεις έχουν βασιστεί στην ύπαρξη µιας οµάδας αµφιβίων σε ένα νησί ή σε µια 

ήπειρο (Bossuyt and Milinkovitch, 2001, Brown and Guttman, 2002, Duellman, 1986, Richards and 

Moore, 1996, Worthy et al., 1999).  

 

 

1.3. Η οικογένεια Ranidae (Amphibia: Anura)  

Η οικογένεια των Ranidae είναι µια από τις πιο διαφοροποιηµένες και πολυπληθής σε είδη 

οικογένειες αµφιβίων µε περισσότερα από 1000 είδη να ζουν σήµερα (Bossuyt et al., 2006), 

εποικίζοντας µια µεγάλη ποικιλία ενδιαιτηµάτων, όπως δάση, σαβάνες, λιβάδια και ερήµους. Οι 

χαρακτήρες που σχετίζονται µε την οικολογική, µορφολογική και αναπτυξιακή διαφοροποίησή 

τους έχουν χρησιµοποιηθεί εκτενώς από τους συστηµατικούς ώστε να αναπτυχθούν υποθέσεις 

αναφορικά µε τις σχέσεις µέσα στην οικογένεια (Clarke, 1981, Dubois, 1992, Blommers-Schlösser, 

1993, Inger, 1996). Με την ανάπτυξη των µοριακών τεχνικών και τη χρήση γενετικών δεδοµένων 

στις φυλογενετικές εργασίες έχουν γίνει πολλές αναθεωρήσεις της ταξινοµικής των διαφορετικών 

οµάδων µέσα στην οικογένεια (Bossuyt and Milinkovitch, 2001, Emerson et al., 2000, Roelants et 

al., 2004, Lymberakis et al., 2007). 

 

 

1.4. Το υπό µελέτη γένος Rana (Linnaeus, 1758)  

Το γένος Rana αποτελείται από περίπου 250 διαφορετικά είδη "αληθινών" βατράχων (true 

frogs) τα οποία κατανέµονται σχεδόν στο σύνολο της χέρσου του πλανήτη µε κύριες εξαιρέσεις τις 

πολικές περιοχές, το µεγαλύτερο κοµµάτι της Αυστραλίας και τις θερµές περιοχές της Νότιας 

Αµερικής (Hillis and Wilcox, 2005). Λόγω αυτού, έχουν αποτελέσει αντικείµενο µελέτης σε πτυχές 
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της Βιολογίας που σχετίζονται µε την εξέλιξη, την οικολογία, τη συµπεριφορά, την ανάπτυξη, τη 

γενετική και τη φυσιολογία. Τα είδη του γένους διαβιούν σε µια ευρεία ποικιλία ενδιαιτηµάτων, 

όπως τούνδρα, εύκρατα κωνοφόρα και φυλλοβόλα δάση, λιβάδια, έρηµοι, έλη υφάλµυρου νερού, 

ρέµατα και λίµνες γλυκού νερού, ορεινούς καταρράκτες, υποτροπικά και τροπικά δάση (Hillis and 

Wilcox, 2005).  

Πολλά από τα είδη βρίσκονται υπό καθεστώς προστασίας ενώ κάποια έχουν πρόσφατα 

εξαφανιστεί ή αντιµετωπίζουν άµεσα το κίνδυνο εξαφάνισης (Yuan et al., 2016).  

Τα ευρασιατικά είδη του γένους χαρακτηρίζονται από συντηρηµένη µορφολογία συγκριτικά 

µε τα περισσότερα είδη του Νέου Κόσµου. Εκτός των άλλων, τα πρώτα εµφανίζουν ιδιαίτερες 

σκουρόχρωµες ραχιοπλευρικές κηλίδες και καφετί σώµα που έχει σαν αποτέλεσµα τον αρχικό 

χαρακτηρισµό τους ως "καφέ βάτραχοι" (Boulenger, 1920, Liu and Hu, 1961). Αν και το 

συγκεκριµένο πρότυπο υπάρχει και σε ορισµένα είδη του Νέου Κόσµου, τα τελευταία, ως επί το 

πλείστον, εµφανίζουν σηµαντική µορφολογική διαφοροποίηση, η οποία συσχετίζεται µε τα 

πολυποίκιλα οικολογικά, συµπεριφορικά και φυσιολογικά χαρακτηριστικά τους (Hillis and Wilcox, 

2005). 

Η καταγωγή και η εξέλιξη του γένους έχει απασχολήσει αρκετά τους βιογεωγράφους µέχρι 

σήµερα (Case, 1978, Veith et al., 2003a, Robert Macey et al., 2006). Οι Yuan et al. (2016) 

κατέληξαν σε µια καλά επιλυµένη φυλογένεση του γένους µε βάση έξι πυρηνικούς και τρεις 

µιτοχονδριακούς γενετικούς τόπους από τα περισσότερα είδη του γένους, ενώ µε βάση αυτή 

αποκρίθηκαν για τη διαφοροποίηση της οµάδας αλλά και για τη βιογεωγραφία της σε παγκόσµιο 

επίπεδο. Σύµφωνα µ' αυτούς λοιπόν, το γένος Rana προέρχεται από την Ανατολική Ασία, 

πιθανότατα στη περιοχή της σηµερινής νοτιοανατολικής Κίνας, ενώ σχετικά µε τη διασπορά του 

προτείνεται ένα πρότυπο που περιλαµβάνει συνολικά τρεις µετακινήσεις: δύο ανεξάρτητες µεταξύ 

τους από την Ασία προς το Νέο Κόσµο και µία τρίτη από την Ασία προς την Ευρώπη. Πιο 

συγκεκριµένα, η πρώτη εξάπλωση προς την ανατολική Βόρεια Αµερική (διαµέσου των 

βορειότερων περιοχών της Βόρειας Αµερικής) φαίνεται να γίνεται περί τα 48- 43 εκ. χρ. (Ηώκαινο) 



 13 

ακολουθούµενη από ένα βικαριανιστικό γεγονός, περί τα 43 εκ. χρ., το οποίο διέρρηξε τις 

προηγούµενες χερσαίες συνδέσεις. Στη συνέχεια µια δεύτερη εξάπλωση του γένους 

πραγµατοποιήθηκε από την Ανατολική Ασία προς τη δυτική Βόρεια Αµερική γύρω στα 43-34 εκ. 

χρ., ακολουθούµενη επίσης από ένα δεύτερο βικαριανιστικό γεγονός γύρω τα 34 εκ. χρ.. Το τρίτο 

σηµαντικό γεγονός, η εξάπλωση στη Δυτική Ασία και την Ευρώπη, έλαβε χώρα στα 29-25 εκ. χρ.. 

Η διαδικασία αυτή φαίνεται να αντιστοιχίζεται µε την υποχώρηση του στενού θαλάσσιου διαύλου 

Turgai στα 30- 29 εκ. χρ., το οποίο λειτουργούσε σαν φράγµα για την διασπορά οργανισµών µεταξύ 

Ασίας και Ευρώπης από την Ιουρασική περίοδο ως το Ηώκαινο (Sanmartin et al., 2001). Ο κοινός 

πρόγονος που εποίκησε την Δυτική Ασία και την Ευρώπη φαίνεται να διαχωρίστηκε πριν τα 20 εκ. 

χρ. από κάποιο βικαριανιστικό γεγονός. Η προοδευτική αύξηση της ξηρασίας στη περιοχή της 

Κεντρική Ασίας από τα 22 εκ. χρ. και έπειτα (Guo et al., 2008) ίσως να είναι το γεγονός στο οποίο 

οφείλεται η διάσπαση των δύο εξελικτικών γραµµών που γέννησαν απ' τη µια τα Ευρωπαϊκά και 

απ' την άλλη τα είδη της Δυτικής Ασίας. O Savage (1973) αρχικά πρότεινε πως η αύξηση της 

ξηρασίας οφείλεται για τη διαφοροποίηση της πανίδας των αµφιβίων µεταξύ Ευρώπης και Ασίας 

κάτι που φαίνεται να επιβεβαιώνεται κι από άλλες οµάδες αµφιβίων όπως του γένους Bombina 

(Zheng et al., 2009), του γένους Hyla (Li et al., 2015), καθώς και δύο κλάδων εντός των 

Salamandridae (Zhang et al., 2008). 
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Εικόνα 1: Φωτογραφίες των ειδών που µελετήθηκαν στη παρούσα µελέτη. Από πάνω προς τα 

κάτω: Rana graeca, Rana dalmatina, Rana temporaria.  

 

1.4.1. Rana graeca 

O ελληνικός βάτραχος (Greek stream frog) του είδους Rana graeca Boulenger 1891 

θεωρείται ένα από τα πιο παλιά είδη της οµάδας των καφέ βατράχων (Rocek, 1980). Η κατανοµή 

του είναι σχετικά περιορισµένη σε σχέση µε το εύρος της κατανοµής του γένους. Η κύρια περιοχή 

κατανοµής του είδους είναι ο χώρος της ηπειρωτικής Ελλάδας (Παφίλης and Βαλάκος, 2012) (Εικ. 

2). Παρόλα αυτά η κατανοµή του επεκτείνεται στη βαλκανική χερσόνησο µέχρι το Μαυροβούνιο 

στα βορειοδυτικά, τη νότια Σερβία στα βόρεια και τη νότια Βουλγαρία στα βορειοανατολικά 

(Sillero et al., 2014a, Sillero et al., 2014b). Ακόµα στα ανατολικά η κατανοµή του περιορίζεται στο 
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ευρωπαϊκό τµήµα της Τουρκίας. Πρέπει να σηµειωθεί πως ο οργανισµός δεν έχει βρεθεί σε κανένα 

νησί. Εξαίρεση ίσως αποτελεί το νησί Εύβοια, όπου βρέθηκε το είδος στο όρος Δίρφυς. 

 

 
Εικόνα 2: Περιοχή κατανοµής του είδους R. graeca (Sillero et al., 2014a, Sillero et al., 2014b) 

 

Οι βιότοποι του είδους περιλαµβάνουν ρυάκια, πηγές και ποτάµια που βρίσκονται σε ορεινές 

περιοχές (Παφίλης and Βαλάκος, 2012). Συνήθως ο πυθµένας αυτών των υδάτινων σωµάτων 

καλύπτεται από βράχους ή µεγάλες πέτρες. Με βάση το υψόµετρο, το κλίµα και την παρακείµενη 

βλάστηση οι βιότοποι µπορούν να χωριστούν σε δύο τύπους: Ο πρώτος τύπος περιλαµβάνει 

βιότοπους µε υψόµετρο από 240 µέχρι 1000µ. Οι βιότοποι αυτοί βρίσκονται σε δασώδεις περιοχές 

των οποίων η βλάστηση ανήκει είτε στις διαπλάσεις των θερµόφιλων υποηπειρωτικών φυλλοβόλων 

δρυών µε χαρακτηριστικό ύφυγρο κλίµα µε ήπιο, ψυχρό ή δριµύ χειµώνα, είτε στις οροµεσογειακές 

διαπλάσεις µε κλίµα που χαρακτηρίζεται σαν υγρό µε χειµώνα θερµό, ήπιο ή ψυχρό. Αυτού του 

τύπου η βλάστηση, λόγω της πυκνότητάς της, σκιάζει µόνιµα το νερό και τις όχθες ενώ το 

φθινόπωρο, το χειµώνα και στις αρχές της άνοιξης πυκνό στρώµα πεσµένων φύλλων καλύπτει τόσο 

τις όχθες όσο και τις κοίτες.  

Ο δεύτερος τύπος περιλαµβάνει βιότοπους που βρίσκονται σε υψόµετρα µεγαλύτερα των 

1000µ. Η βλάστηση στις περιοχές αυτές αποτελείται κυρίως από οροµεσογειακές ή και υποαλπικές 

διαπλάσεις, ενώ το κλίµα χαρακτηρίζεται σαν υγρό µε δριµύ χειµώνα. Στις όχθες των βιοτόπων 
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αυτών υπάρχει κυρίως χαµηλή βλάστηση, ενώ η δενδρώδης δεν είναι πυκνή.  

Και στους δύο τύπους βιοτόπων τα άτοµα του R. graeca είναι δραστήρια από το τέλος του 

χειµώνα ή τις αρχές της άνοιξης, ανάλογα µε τις καιρικές συνθήκες, ως και τις αρχές ή τα µέσα 

φθινοπώρου.  

Όσον αφορά στην εξωτερική τους µορφολογία µπορούν να συνοψιστούν τα παρακάτω 

(Asimakopoulos, 1992). Τα ώριµα βατράχια έχουν συνήθως µήκος ρύγχους-έδρας που ποικίλει από 

5 ως 7 εκ. Το τύµπανο είναι τόσο µικρό που µπορεί να γίνει δύσκολα διακριτό. Τα οπίσθια µέλη 

είναι µακριά τόσο ώστε ο αστράγαλος να ξεπερνάει την άκρη του ρύγχους. Το δέρµα της ράχης έχει 

µικρά εξογκώµατα και ο χρωµατισµός του µπορεί να είναι γκρι-καφέ, ανοιχτός καφέ ή 

σταχτοπράσινος µε µικρές γωνιώδεις κηλίδες ανοιχτού καφέ, µολυβί και µαύρου χρώµατος. Οι 

πλευρές και τα πόδια έχουν τον ίδιο χρωµατισµό µε τη ράχη, ενώ η κοιλιακή πλευρά είναι 

ανοιχτόχρωµη ποικίλλοντας από λευκή ως κίτρινο της ώχρας. Τα αρσενικά βατράχια έχουν 

περισσότερο µυώδη εµπρόσθια µέλη απ' τα θηλυκά αλλά µικρότερο µέγεθος σώµατος. Επίσης τα 

ανώριµα άτοµα δεν έχουν έντονους χρωµατισµούς. Ιδιαίτερη έµφαση από τους ερευνητές που 

έχουν ασχοληθεί µε τη µορφολογία του είδους δίνεται στο στρογγυλωπό ρύγχος, στο πολύ µικρό 

τύµπανο και στο χαρακτηριστικό υποσιαγώνιο χρωµατισµό µε τη λεπτή ανοιχτόχρωµη λωρίδα στη 

µέση, χαρακτηριστικά που διακρίνουν το είδος από τα συγγενικά και συµπάτρια είδη R. dalmatina 

και R. temporaria. 

 

1.4.2. Rana dalmatina 

Ο "ευκίνητος" βάτραχος (agile frog) R. dalmatina Fitzinger in Bonaparte, 1839 αποτελεί ένα 

είδος της οµάδας των καφέ βατράχων µε ευρεία εξάπλωση κυρίως στην ανατολική, κεντρική και 

νότια Ευρώπη, όπου και κατοικεί σε µια ποικιλία ενδιαιτηµάτων, κατά κύριο λόγω µικτών 

φυλλοβόλων δασών από το επίπεδο της θάλασσας µέχρι τα 2000µ (Canestrelli et al., 2014).  

Πιο συγκεκριµένα στα δυτικά η κατανοµή του φτάνει µέχρι τις γαλλικές ακτές του 

Aτλαντικού, ενώ στα νοτιοδυτικά περιορίζεται απ' την οροσειρά των Πυρηναίων (Εικ. 3). 
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Ταυτόχρονα βρίσκεται σε όλες τις χώρες της κεντρικής Ευρώπης αλλά και στο σύνολο της 

χερσονήσου της Ιταλίας. Ακόµη ανατολικά φτάνει µέχρι τις ρουµανικές και βουλγαρικές ακτές της 

Μαύρης Θάλασσας ενώ στα νοτιοανατολικά εντοπίζεται στο µεγαλύτερο τµήµα της ελληνικής 

επικράτειας. Τέλος στα βόρεια η κατανοµή του φτάνει µέχρι τη Δανία και τις νότιες περιοχές της 

Σκανδιναβικής χερσονήσου, ενώ στα νοτιοανατολικά δεν επεκτείνεται βορειότερα από τη νότια 

Πολωνία και τα νότια ουκρανικά Καρπάθια (Sillero et al., 2014a, Sillero et al., 2014b). Πρέπει να 

σηµειωθεί ότι το είδος κατανέµεται αρκετά άνισα, αφού είναι απών από µεγάλες περιοχές µέσα στο 

εύρος κατανοµής του.  

 

 
Εικόνα 3: Περιοχή κατανοµής του είδους R. dalmatina (Sillero et al., 2014a, Sillero et al., 2014b) 

 

Όπως ειπώθηκε και πιο πάνω το είδος κατοικεί κατά κύριο λόγω σε δάση φυλλοβόλων, 

αποτελούµενα κυρίως από βελανιδιές, οξιές, κάρπινους, φλαµουριές κτλ.(Gasc et al., 1997). Αυτά 

τα δάση περιέχουν συνήθως ένα παχύ στρώµα φυλλοστρωµνής. Η αναπαραγωγή γίνεται σε καλά-

φωτιζόµενα και ζεστά φυσικά και ανθρωπογενή υγρά σώµατα, όπως πληµµυρισµένα χωράφια, 

νερόλακκους, λίµνες µέσα στα δάση ή στα όρια αυτών. Στα νότια της κατανοµής τους 

αναπαράγονται πέρα από στάσιµα νερά σε ποτάµια ή ρυάκια που τα νερά τους κινούνται αργά.  

Τα R. dalmatina είναι ενεργά κατά τη διάρκεια του πρώτου µισού της µέρας και τα 

µεσάνυχτα. Η χειµερία νάρκη ξεκινά στο τέλος του Σεπτεµβρίου - αρχές Οκτωβρίου και τελειώνει 
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στο τέλος του Γενάρη - αρχές Μάρτη. Η αναπαραγωγή γίνεται κατά κύριο λόγω το Μάρτη µε 

Απρίλη. Η µεταµόρφωση λαµβάνει χώρα από τα τέλη Ιούνη µέχρι τις αρχές Αυγούστου. Η 

αναπαραγωγικά ώριµη ηλικία είναι τα 3 έτη ενώ το ανώτερο όριο ηλικίας που έχει καταγραφεί είναι 

τα 7 έτη. Τα ώριµα άτοµα καταναλώνουν κυρίως χερσαία έντοµα, σκουλήκια, αράχνες, µυριάποδα 

κτλ (Sergius L. Kuzmin, 2012).  

Παρόλο που το είδος δεν θα λέγαµε ότι βρίσκεται σε επικείµενο κίνδυνο εξαφάνισης, σε 

αρκετές περιοχές κατά τη διάρκεια των τελευταίων δεκαετιών η αντιπροσώπευση του έχει µειωθεί 

µε κάποιους πληθυσµούς να έχουν εξαφανιστεί κυρίως λόγω της απότοµης εναλλαγής του 

ενδιαιτήµατος (Ugur Kaya and Tejedo, 2009). 

 

1.4.3. Rana temporaria 

Τα βατράχια του είδους R. temporaria Linnaeus 1758 ή αλλιώς ο ευρωπαϊκός κοινός 

βάτραχος, είναι ευρέως γνωστά για την κατάληψη µιας ποικιλίας ενδιαιτηµάτων και τη διατήρηση 

βιώσιµων πληθυσµών από το επίπεδο της θάλασσας µέχρι τα 2500- 2800µ υψόµετρο στα Πυρηναία 

και τις Άλπεις και από τις υπo-αρκτικές περιοχές µέχρι αρκετά πιο θερµές στη ανατολική Ισπανία 

(Gasc et al., 1997, Tiberti and von Hardenberg, 2012, Vences et al., 2003, Vences et al., 2013). 

Πιο αναλυτικά, καταλαµβάνοντας το σύνολο σχεδόν της ευρωπαϊκής ηπείρου, το είδος 

απουσιάζει µόνο από την Πορτογαλία, την κεντρική και νότια Ισπανία, τη νότια Ιταλία, το 

µεγαλύτερο τµήµα της Ελλάδας (πληθυσµοί του είδους υπάρχουν µόνο στο βόρειο τµήµα της 

χώρας), τη νότια Ουκρανία καθώς και το νότιο τµήµα της ευρωπαϊκής Ρωσίας (AmphibiaWeb, 

2016) (Εικ. 4). Επιπλέον κάποιοι πληθυσµοί του βατράχου εισχωρούν και σε τµήµατα του βορείου 

Καζακστάν. Σηµειώνεται επίσης πως το είδος κατανέµεται αρκετά άνισα στο νότιο τµήµα της 

κατανοµής του ενώ υπάρχει µια τάση µείωσης και εξαφάνισης κάποιων πληθυσµών και σταδιακή 

αποµόνωση άλλων.  
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Εικόνα 4: Περιοχή κατανοµής του είδους R. temporaria (Sillero et al., 2014a, Sillero et al., 2014b) 

 

Τα R. temporaria κατοικούν κυρίως σε φυλλοβόλα, κωνοφόρα και µικτά δάση σε πεδινές και 

ορεινές περιοχές (Sergius L. Kuzmin, 2010). Στις περιοχές αυτές, οι οποίες αποτελούν το κέντρο 

της κατανοµής τους, ζουν σε αρκετά διαφοροποιηµένα ενδιαιτήµατα, όπως σε δάση, σε ξέφωτα, σε 

θαµνώδεις εκτάσεις, σε ξηρά ή βαλτώδη λιβάδια, σε έλη και σε διαφόρους τύπους ανθρωπογενείς 

οικότοπους τοπίων (αγρούς, κήπους, πάρκα, οικισµούς, πόλεις κτλ.). Σ' αυτή τη ζώνη το είδος έχει 

τη τάση να επιλέγει, ιδιαίτερα σε περιόδους ξηρασίας, νερόλακκους, λίµνες ή ποτάµια και 

γενικότερα να περνάει περισσότερο χρόνο στο νερό παρόλο που, όπως αναφέρθηκε, µπορεί να ζει 

και σε πιο ξηρά περιβάλλοντα. Ταυτόχρονα βέβαια το είδος φαίνεται να εισβάλει σε 

οικοσυστήµατα τούνδρας και δασών στέπας στα βόρεια και νοτιοανατολικά της κατανοµής του 

αντίστοιχα. Έτσι στα βόρεια όρια της κατανοµής τους, τα ευρωπαϊκά βατράχια ζουν πέρα απ' τα 

δάση, σε οικοσυστήµατα τούνδρας συνήθως στις ακτές µόνιµων λιµνών. Αντίστοιχα στα νότια όρια 

της κατανοµής τους αναπτύσσονται, πέρα απ' τις τυπικές δασικές περιοχές ανάπτυξής τους, σε δάση 

στέπας. Συγκεκριµένα στις περιοχές αυτές το είδος συµπεριφέρεται σαν αποκλειστικά υδρόφιλο 

ζώντας κοντά στις όχθες λιµνών, ποταµών είτε σε εκβολές υπόγειων υδάτων.  

Ο ευρωπαϊκός βάτραχος συνήθως διαχειµάζει µέσα στο νερό ( ποτάµια, κανάλια, ρυάκια 

αλλά και λίµνες). Στα καταλύµατα διαχείµασης ο βάτραχος συναντάται σε οµάδες των πολλών 

ατόµων, κάποιες φορές χιλιάδων. Η διαχείµαση ξεκινάει από το διάστηµα Αυγούστου - Νοεµβρίου 
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και τελειώνει στο διάστηµα Φεβρουαρίου - Ιουνίου ανάλογα µε το υψόµετρο και το γεωγραφικό 

πλάτος. Απ' την άλλη µεριά η αναπαραγωγή λαµβάνει χώρα από το Μάρτιο µέχρι τα τέλη Ιουνίου, 

αλλά συνήθως τον Απρίλιο στο κύριο εύρος κατανοµής του είδους.  

Το είδος σε γενικές γραµµές δεν απειλείται µε τους πληθυσµούς του να παραµένουν 

σταθεροί. Παρόλα αυτά αποµονωµένοι πληθυσµοί µπορεί να είναι πιο ευαίσθητοι από ανθρώπινες 

επιρροές και ίσως χρειάζονται ειδική προσοχή και διαχείριση. Οι κύριοι παράγοντες µείωσης των 

πληθυσµών του είδους αποτελούν η αστικοποίηση, η βιοµηχανική επίδραση και η µόλυνση των 

ενδιαιτηµάτων τους. Βέβαια θα µπορούσαµε να πούµε πως το είδος είναι πολύ καλά 

προσαρµοσµένο στη ζωή σε ανθρωπογενείς συνθήκες, ενώ κάποιοι αστικοί πληθυσµοί του µπορεί 

να είναι αρκετά µεγάλοι και ασφαλείς, αν υπάρχουν οι κατάλληλες συνθήκες.  

 

 

1.5. Η παλαιογεωγραφία της περιοχής µελέτης: Ελληνικός χώρος και ευρύτερη 

περιοχή 

Η ευρύτερη περιοχή µελέτης, αυτή δηλαδή της ανατολικής Μεσογείου, αλλά και πιο 

συγκεκριµένα της νότιας βαλκανικής χερσονήσου, έχει µια πολύπλοκη ιστορία που επηρέασε 

σηµαντικά την εξέλιξη και τη βιογεωγραφία πολλών οργανισµών, και ιδιαίτερα των αµφιβίων και 

των ερπετών (Poulakakis et al., 2015). 

Η ιστορία της ξεκινάει κατά το Ολιγόκαινο περίπου 35 εκ. χρόνια πριν όταν άρχισε να 

αναδύεται ξηρά από τον ωκεανό της Τηθύος. Η ορογένεση αυτή, που αποτελεί τµήµα της 

συνολικότερης αλπικής ορογένεσης, ολοκληρώθηκε στο τέλος του Ολιγόκαινου και στην αρχή του 

Μειόκαινου 23 εκ. χρόνια πριν . Έτσι, δηµιουργήθηκε στο χώρο αυτό µια ενιαία µάζα ξηράς που 

περιλάµβανε την βαλκανική χερσόνησο, το Αιγαίο και την Ανατολία, το νότιο τµήµα της οποίας 

ονοµάστηκε Αιγαιίδα. 

Στις αρχές του µέσου Μειόκαινου η χέρσος αυτή φαίνεται να περιβαλλόταν από θάλασσα 

αλλά στη συνέχεια απέκτησε χερσαίες συνδέσεις µε την Ασία και τη κεντρική Ευρώπη (Steininger 
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and Rögl, 1984). 

Τα τεκτονικά γεγονότα που οδήγησαν στη ανάδυση και την επακόλουθη αλλαγή της 

µορφολογίας της χερσαίας αυτής µάζας είναι από τη µία η προς βορρά κίνηση της αφρικανικής 

τεκτονικής πλάκας και από την άλλη η προς ανατολικά µετατόπιση της µικροπλάκας της 

Ανατολίας, σαν αποτέλεσµα της συνολικότερης προς βορρά µετατόπισης της αραβικής πλάκας 

(Lymberakis and Poulakakis, 2010). 

Εξαιτίας των παραπάνω αλλά και της αύξησης της γωνίας υποβύθισης του πυθµένα της 

Τηθύος κάτω από την Αιγαιίδα, παρατηρείται από το τέλος του Νεογενούς το φαινόµενο της 

υποχώρησης της ελληνικής ζώνης (Le Pichon et al., 1981) η οποία και προκάλεσε την προς τα 

δυτικά κίνηση του ελληνικού τόξου (Meulenkamp et al., 1988). 

Αποτέλεσµα των διεργασιών αυτών ήταν η εισχώρηση της θάλασσας στην ενιαία ως τότε 

µάζα της Αιγαιίδας. Η διαδικασία αυτή, η δηµιουργία δηλαδή της "τάφρου" του Αιγαίου όπως 

ονοµάζεται, ξεκίνησε από την περιοχή ανατολικά της Κρήτης και δυτικά της Κάσου - Καρπάθου 

κατά το µέσο Μειόκαινο 12 εκ. χρόνια πριν και ολοκληρώθηκε πλήρως στα τέλη του Μειόκαινου 

10-9 εκ. χρόνια πριν (Creutzburg, 1963, Dermitzakis and Papanikolaou, 1981, Daams and Van Der 

Weerd, 1980). Βέβαια σε όλη τη διάρκεια του ανώτερου Τορτονίου και πιθανά του Μεσσηνίου δεν 

αποκλείονται κάποιες γέφυρες ξηράς, τουλάχιστον στο χώρο του βορείου Αιγαίου, µεταξύ των δύο 

πλευρών του φράγµατος (Dermitzakis and Papanikolaou, 1981). 

Στις αρχές του Μεσσηνίου (τέλος του Μειόκαινου) περίπου 6.5 εκ. χρόνια πριν [κατ’ άλλους 

λίγο αργότερα περί τα 5.96 (Krijgsman et al., 1999)], η Μεσόγειος θάλασσα έκλεισε στα δυτικά µε 

αποτέλεσµα να αποµονωθεί από τον Ατλαντικό ωκεανό ξεκινώντας µια περίοδο που είναι γνωστή 

ως κρίση αλατότητας του Μεσσηνίου (KAM). Σαν αποτέλεσµα της αποµόνωσης της η Μεσόγειος 

αποξηράνθηκε σταδιακά και τελικά µετατράπηκε σε ένα µωσαϊκό από αλµυρές λίµνες και αλµυρές 

ερήµους (Πουλακάκης, 2005). H περίοδος αυτή κράτησε µέχρι τα 5.33 εκ. χρόνια πριν όπου η 

σύνδεση της Μεσογείου µε τον Ατλαντικό ξανάνοιξε µε επακόλουθο την άµεση επαναπλήρωση της 

περιοχής µε νερό σε περίπου 1000 χρόνια (Krijgsman et al., 1999, Beerli et al., 1996). Στη περίοδο 
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της ΚΑΜ φαίνεται να δηµιουργήθηκαν χερσαίες συνδέσεις µεταξύ προηγούµενα αποµονωµένων 

περιοχών στον ευρύτερο χώρο της λεκάνης αλλά και πιο συγκεκριµένα στη περιοχή µελέτης 

(Allegrucci et al., 2009). 

Η σύγκρουση της Αραβικής µικροπλάκας µε αυτή της πλάκας της Ανατολίας και η 

επακόλουθη µετακίνηση της τελευταίας δυτικά, ένα γεγονός που ξεκίνησε στο τέλος του 

Μειόκαινου, είχε σαν αποτέλεσµα σηµαντικές αλλαγές στην γεωγραφία και τη γεωµορφολογία του 

Αιγαίου και της περιοχής γύρω του στη περίοδο του Πλειοκαίνου που ακολούθησε (Westaway and 

Arger, 1996). Ένα απ' τα σηµαντικότερα επακόλουθα ήταν η αποµόνωση της Πελοποννήσου τόσο 

από τη Κρήτη όσο και από την ηπειρωτική Ελλάδα µέσω του θαλάσσιου Κορινθιακού διαύλου 

περίπου 3.5 εκ. χρόνια πριν (Dermitzakis, 1990b, Dermitzakis, 1990a). Ταυτόχρονα το πρωτύτερα 

αποµονωµένο σύµπλεγµα νησιών της Κάσου - Καρπάθου ενώνεται µε τη Ρόδο και την Ανατολία 

κατά το κατώτερο Πλειόκαινο για να αποµονωθεί µόνιµα κατά τη διάρκεια του µέσου και 

ανώτερου Πλειοκαίνου (Daams and Van Der Weerd, 1980). 

Στο Πλειστόκαινο, οι βασικοί λόγοι που προκάλεσαν αλλαγή στη γεωγραφίας της περιοχής 

αποτελούν ο ευστατισµός και ο τεκτονισµός (Πουλακάκης, 2005). Οι οκτώ κύκλοι παγετωδών 

µεσοπαγετωδών περιόδων που φαίνεται να έλαβαν χώρα οδηγούσαν στην επέκταση ή στη µείωση 

των χερσαίων περιοχών µε ταυτόχρονη µεταβολή των µεταξύ τους συνδέσεων, λόγω των 

ευστατικών κινήσεων που προκαλούσαν (Beard et al., 1982). Κατά τη διάρκεια του µέγιστου των 

παγετώνων η στάθµη της θάλασσας ήταν 200 µέτρα χαµηλότερα από σήµερα (Beerli et al., 1996). 

Σηµειώνεται πως η τελευταία περίοδος παγετώνων, η Βούρµιος, ξεκίνησε 70.000 χρόνια πριν και 

ολοκληρώθηκε 18.000 χρόνια πριν.  

Συνοπτικά, η παλαιογεωγραφική εξέλιξη της ευρύτερης περιοχής µελέτης κατά τη διάρκεια 

του ανώτερου Τριτογενούς και Τεταρτογενούς (από 17 εκ. χρόνια πριν ως 21.000 χρόνια πριν) 

µπορεί να περιγραφεί από µια σειρά από παλαιογεωγραφικούς χάρτες (Εικόνα 5). 
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Εικόνα 5: Η περιοχή την νότια βαλκανικής χερσονήσου από το Μειόκαινο µέχρι σήµερα (οι χάρτες 

σχεδιάστηκαν από τους Poulakakis et al. (2015) µε βάση τους (Creutzburg, 1963, Daams and Van 

Der Weerd, 1980, Dermitzakis and Papanikolaou, 1981, Dermitzakis, 1990b, Meulenkamp, 1985). 

Ο χάρτης του κατώτερου Πλειοκαίνου (early Pliocene) βασίστηκε στον (Daams and Van Der 

Weerd, 1980) και δεν περιλαµβάνει πληροφορίες για τις περιοχές µε ερωτηµατικό.  

 

 

1.6. Η εξέλιξη του κλίµατος στη περιοχή µελέτης  

Δεδοµένα φυτικών απολιθωµάτων δείχνουν ότι το κλίµα κατά το Νεογενές στον Ελλαδικό 

χώρο αλλά και συνολικότερα στη µεσογειακή λεκάνη ήταν υγρό και ζεστό (τροπικό - υποτροπικό) 

από το κατώτερο Μειόκαινο µέχρι το Πλειόκαινο. Η βλάστηση ήταν πυκνή, µικτού µεσοφυτικού 

χαρακτήρα (Velitzelos and Gregor, 1990). 

Κατά τη κρίση του Μεσσηνίου βέβαια παρατηρείται αλλαγή του κλίµατος. Τα δεδοµένα 

δείχνουν σχετικά µικρή διαφοροποίηση κατά τη περίοδο αυτή µε ξηρούς χειµώνες και υγρά 

καλοκαίρια. Η βλάστηση παρέµεινε πυκνή µε µικτό µεσοφυτικό χαρακτήρα (Velitzelos and Gregor, 

1990). 

Τελικά τα τελευταία 3 εκ. χρόνια το κλίµα παίρνει τη µορφή που έχει και σήµερα 

(µεσογειακό) µε ήπιους και υγρούς χειµώνες και ξηρά καλοκαίρια. Σηµαντικό χαρακτηριστικό του 

κλίµατος για αυτή τη περίοδο είναι η εναλλαγή παγετωδών και µεσοπαγετωδών περιόδων. 
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Αποτέλεσµα αυτού ήταν οι σηµαντικές εναλλαγές θερµοκρασιών µε 2-7 oC πτώση κατά τη 

διάρκεια των παγετώνων (Dallman, 1998). 

 

 

1.7. Ο σκοπός της εργασίας  

Στη παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα των ειδών του γένους Rana µε κατανοµή 

τη περιοχή της Ελλάδας από τις συλλογές του ΜΦΙΚ. Ταυτόχρονα συγκεντρώθηκαν αλληλουχίες 

δειγµάτων των ειδών που µελετήθηκαν - µε κατανοµή την Ελλάδα αλλά και ευρύτερα - από τη 

γενετική βάση δεδοµένων (GenBank). Οι αναλύσεις που έγιναν είχαν σαν στόχο µια πρώτη 

εκτίµηση των φυλογενετικών σχέσεων µεταξύ των πληθυσµών του γένους στη περιοχή µελέτης ενώ 

µέσω αυτού επιδιώχθηκε να αρχίσουν να απαντιούνται ερωτήµατα σε σχέση µε: 

α. Τον τρόπο και το βαθµό που οι διαφορετικοί πληθυσµοί που βρίσκονται στο χώρο αυτό 

οµαδοποιούνται διακριτά  

β. Το βαθµό που οι διαφορετικές οµαδοποιήσεις που εντοπίζονται αντιστοιχούν στα ήδη 

αναγνωρισµένα είδη του γένους 

γ. Το κατά πόσο οι οµαδοποιήσεις σχετίζονται µε διακριτές γεωγραφικές ενότητες 

δ. Το ποια θα µπορούσε να είναι η βιογεωγραφική ιστορία του γένους που οδήγησε στην 

υπάρχουσα κατανοµή του 
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2. Υλικά και Μέθοδοι 

2.1. Συλλογή δειγµάτων 

Τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν στη παρούσα εργασία προέρχονται από τις συλλογές του 

Μουσείου Φυσικής Ιστορίας Κρήτης του Πανεπιστηµίου Κρήτης, τα οποία ως επί των πλείστων 

έχουν συλλεχθεί από διάφορες ερευνητικές αποστολές (Παράρτηµα 1). Η διατήρησή τους έγινε σε 

100% αιθανόλη. Συνολικά χρησιµοποιήθηκαν 65 δείγµατα προσπαθώντας να γίνει όσο το δυνατόν 

πιο πλήρης κάλυψη της περιοχής κατανοµής του γένους στο Ελληνικό χώρο. Η γεωγραφική τους 

προέλευση φαίνεται στην Εικόνα 6. 

 
Εικόνα 6: Χάρτης της γεωγραφικής προέλευσης των δειγµάτων που χρησιµοποιήθηκαν στη 

παρούσα µελέτη. Με κόκκινο παρουσιάζονται τα άτοµα του R. graeca, µε µπλε του R. dalmatina, 

και µε κίτρινο το άτοµο του R. temporaria. 
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2.2. Πειραµατική διαδικασία 
 

Όλες οι πειραµατικές αναλύσεις έλαβαν χώρα στο εργαστήριο Μοριακής Συστηµατικής και 

Εξέλιξης του Μουσείου Φυσικής Ιστορίας Κρήτης και περιλαµβάνουν τα ακόλουθα στάδια: 

 

§ Εξαγωγή ολικού γονιδιώµατος 

§ Πολλαπλασιασµός των γονιδίων στόχων µέσω της PCR 

§ Καθαρισµός του προϊόντος της PCR 

§ Προσδιορισµός της αλληλουχίας των προϊόντων της PCR (sequencing) 

 

2.2.1. Εξαγωγή ολικού γονιδιώµατος 
 

Η εξαγωγή του DNA έγινε από µυικό ιστό απ' τα πόδια των ζώων. Σύµφωνα µε αυτό, αφού ο 

ιστός καθαριστεί από την αιθανόλη µε πλύσεις σε διάλυµα Tris HCl, πέπτεται σε διάλυµα που 

περιέχει πρωτεϊνάση Κ. Στη συνέχεια οι πρωτεΐνες αποµακρύνονται από το DNA µε τη χρήση του 

Ammonium Acetate (C2H3O2NH4). Τέλος προστίθεται αιθανόλη (C2H6O) 100% (παγωµένη) η 

οποία αναγκάζει το DNA να κατακρηµνιστεί (Sambrook et al., 1989).  

Η απόδοση της εξαγωγής ελέγχεται χρησιµοποιώντας 3 µl από το προϊόν της εξαγωγής για 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1% σε διάλυµα ΤΑΕ 1Χ στο οποίο προστίθενται 4 µl 

βρωµιούχου αιθίδιου (1g/dl). Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε τάση 120 Volt. Με το πέρας της 

ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία όπου φωτογραφίζεται. Με τον 

τρόπο αυτό γίνεται εκτίµηση της ποσότητας και της ποιότητας (ανάλογα µε την ύπαρξη ή όχι 

smear) του DNA (Εικόνα 7).  
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Εικόνα 7: Φωτογραφία, µετά από έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, του πηκτώµατος 

ηλεκτροφόρησης µιας εξαγωγής ολικού γονιδιώµατος από βατράχια που χρησιµοποιήθηκαν στη 

παρούσα εργασία. 

 

2.2.2. Πολλαπλασιασµός των γονιδίων στόχων µέσω της PCR 

Τρία γονίδια χρησιµοποιήθηκαν ως µοριακοί δείκτες: τα µιτοχονδριακά 16S (κωδικοποιεί το 

rRNA της µεγάλης υποµονάδας τους ριβοσώµατος) και COI (κωδικοποιεί για τη κυτοχρωµική c 

οξειδάση) καθώς και το πυρηνικό BDNF (κωδικοποιεί τον εγκεφαλικό νευροτροπικό παράγοντα).  

Οι συγκεκριµένοι δείκτες επιλέχθηκαν για τους εξής λόγους. Απ' τη µία η ευρεία χρήση τους 

σε φυλογενετικές µελέτες, σε διαφορετικές ζωικές οµάδες ή ταξινοµικές βαθµίδες, δηµιουργεί 

καθολικά µέτρα σύγκρισης. Απ' την άλλη ο διαφορετικός ρυθµός εξέλιξης των τριών γονιδίων που 

επιλέχθηκαν επιτρέπει την διερεύνηση τόσο των πιο πρόσφατων εξελικτικών γεγονότων 

διαφοροποίησης όσο και πιο βαθιών φυλογενετικών σχέσεων. Πιο συγκεκριµένα τα µιτοχονδριακά 

γονίδια εξελίσσονται πιο γρήγορα σε σχέση µε το πυρηνικό.  

Ο πολλαπλασιασµός των γονιδίων στόχων έγινε µέσω της PCR (polymerase chain reaction - 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης). Σύµφωνα µε τη τεχνική αυτή η χρήση ειδικών 

ολιγονουκλεοτιδικών αλληλουχιών (primers - εκκινητών) καθώς και της πολυµεράσης του DNA 

(Taq DNA polymerase) σε συγκεκριµένες συνθήκες θερµοκρασίας κάνει εφικτό το 

πολλαπλασιασµό µόνο µιας συγκεκριµένης και επιθυµητής περιοχής του DNA που ορίζεται από το 
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ζευγάρι των εκκινητών που επιλέγεται κάθε φορά.  

Για το πολλαπλασιασµό κάθε γενετικού τόπου χρησιµοποιήθηκε ένα διαφορετικό ζευγάρι 

εκκινητών. Συγκεκριµένα, το 16S αποµονώθηκε µε τη βοήθεια των 16SAr-L και 16SBr-H(Palumbi 

et al., 1991). Απ' την άλλη για το COI χρησιµοποιήθηκε αρχικά το ζευγάρι LCO-1490 και HCO-

2198 (Folmer et al., 1994). Για το συγκεκριµένο γενετικό τόπο και αναφορικά µε τα δείγµατα στα 

οποία δεν ήταν εφικτός ο πολλαπλασιασµός αρκετής ποσότητας προϊόντος επιστρατεύτηκε ένα 

ακόµα εσωτερικός εκκινητής o C1J-1718 (Simon et al., 1994). Αυτός ο εσωτερικός εκκινητής 

χρησιµοποιήθηκε σαν ζευγάρι µε τον HCO-2198 για nested pcr. Σύµφωνα µε την τελευταία τεχνική 

το προϊόν από τον πολλαπλασιασµό µε τους αρχικούς εκκινητές χρησιµοποιείται σαν µήτρα για το 

πολλαπλασιασµό µε τους εσωτερικούς εκκινητές οι οποίοι υβριδοποιούνται εσωτερικότερα της 

περιοχής που υβριδοποιούνται οι πρώτοι (Poulakakis et al., 2002). Τέλος το BDNF 

πολλαπλασιάστηκε µε τη χρήση του ζευγαριού BDNF-F1 και BDNF-R1 (Vences et al., 2013). Όλα 

τα ζευγάρια εκκινητών καθώς και οι αλληλουχίες τους συγκεντρώνονται στον Πίνακα 1. Ακόµα 

στον Πίνακα 2 φαίνονται οι συνθήκες της εκάστοτε PCR αντίδρασης για κάθε διαφορετικό ζευγάρι 

εκκινητών. Πιο συγκεκριµένα αναφέρονται η θερµοκρασία και ο χρόνος για τα στάδια της 

αποδιάταξης, υβριδοποίησης και επιµήκυνσης, ο αριθµός των επαναλήψεων των τριών αυτών 

σταδίων καθώς και η συγκέντρωση του MgCl2 στις διαφορετικές αντιδράσεις. 
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Πίνακας 1: Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν και οι αλληλουχίες τους.  

Γονίδιο Όνοµα Αλληλουχία (5' - 3') Πηγή 

16S 16SAr-L CGCCTGTTTATCAAAAACAT (Palumbi et al., 1991) 

16SBr-H CTCCGGTTTGAACTCAGATC (Palumbi et al., 1991) 

BDNF BDNF-F1 ACCATCCTTTTCCTKACTATGG (Vences et al., 2013) 

BDNF-R1 CTATCTTCCCCTTTTAATGGTC (Vences et al., 2013) 

COI 

LCO-1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG (Folmer et al., 1994) 

HCO-2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA (Folmer et al., 1994) 

C1J-1718 GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC (Simon et al., 1994) 

 

 

 

Πίνακας 2: Οι συνθήκες (θερµοκρασία και χρόνος αποδιάταξης, υβριδοποίησης και επιµήκυνσης, 

αριθµός επαναλήψεων των τριών σταδίων και συγκέντρωση MgCl2) της εκάστοτε αντίδρασης PCR 

ανάλογα µε το κάθε ζεύγος εκκινητή. 

 

Η απόδοση της αντίδρασης PCR ελέγχεται κατ' αντιστοιχία χρησιµοποιώντας 1µl από το 

προϊόν της αντίδρασης για ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1% σε διάλυµα ΤΑΕ 1Χ στο 

οποίο προστίθενται 4 µ βρωµιούχου αιθίδιου (1g/dl). Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε τάση 120 Volt. 

Ζεύγος 
εκκινητών Στάδιο 

Συνθήκες 
Θερµοκρασία 

(oC) 
Χρόνος 

(sec) 
Αριθµός 

επαναλήψεων 
Συγκέντρωση 
MgCl2 (mM) 

16SAr-L & 
16SBr-H 

Αποδιάταξη 94 45 
35 3 Υβριδοποίηση 49 45 

Επιµήκυνση 72 90 

BDNF-F1 & 
BDNF-R1 

Αποδιάταξη 94 20 
39 3 Υβριδοποίηση 57 45 

Επιµήκυνση 72 120 

LCO-1490 & 
HCO-2198 

Αποδιάταξη 94 30 
35 2 Υβριδοποίηση 40 45 

Επιµήκυνση 72 90 
C1J-1718 

& 
HCO-2198 

Αποδιάταξη 94 60 
35 1.5 Υβριδοποίηση 44 60 

Επιµήκυνση 72 60 
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Με το πέρας της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία όπου 

φωτογραφίζεται. Με τον τρόπο αυτό γίνεται εκτίµηση αρχικά για το αν µε την αντίδραση πέτυχε να 

πολλαπλασιαστεί κάποια ποσότητα του γονιδίου στόχου. Επιπλέον γίνεται εκτίµηση της ποσότητας 

(ανάλογα µε την ένταση της µπάντας που δηµιουργεί), της ποιότητας (ανάλογα µε την ύπαρξη ή όχι 

smear) και του πολλαπλασιασµού ή όχι µη επιθυµητών περιοχών του DNA (διπλές µπάντες, 

ύπαρξη µπάντας στο µάρτυρα). Με βάση την εικόνα που φαίνεται στο στάδιο αυτό συνεχίζεται ή 

όχι η διαδικασία (Εικόνα 8).  

 

 

Εικόνα 8: Φωτογραφία, µετά από έκθεση σε υπεριώδη ακτινοβολία, του πηκτώµατος 

ηλεκτροφόρησης αντίδρασης PCR 20 διαφορετικών δειγµάτων της παρούσας εργασίας (το σηµείο 

21 είναι ο αρνητικός µάρτυρας) για το γονίδιο 16S.  

 

2.2.3. Καθαρισµός του προϊόντος της PCR (purification) 

Σε περιπτώσεις δειγµάτων όπου η ποιότητα του προϊόντος είναι χαµηλή είτε λόγω εµφάνισης 

περισσότερων της µίας µπάντας στο πήκτωµα αγαρόζης (αλληλούχιση περισσότερων του ενός 

γενετικού τόπου, διµερή των εκκινητών) είτε λόγω εµφάνισης του χαρακτηριστικού smear στο 

πήκτωµα (πολυµεράση, υπολείµµατα εκκινητών και νουκλεοτιδίων), το προϊόν πρέπει να 

καθαριστεί. Η διαδικασία αυτή είναι απαραίτητη προκειµένου η αλληλούχιση να γίνει µε τον πλέον 

καλύτερο τρόπο. 

Ο καθαρισµός που ακολουθήθηκε στη παρούσα εργασία αφορούσε ηλεκτροφόρηση του 
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συνόλου του προϊόντος της PCR σε πήκτωµα αγαρόζης 2% σε διάλυµα ΤΑΕ 1Χ στο οποίο 

προστίθενται 4 µl βρωµιούχου αιθίδιου (1g/dl). Η ηλεκτροφόρηση γίνεται σε τάση 100 Volt. Στη 

συνέχεια η µπάντα που αντιστοιχεί στο γενετικό τόπο που µας ενδιαφέρει κόβεται απ' το υπόλοιπο 

πήκτωµα. Έπειτα το κοµµάτι αυτό επεξεργάζεται µε ειδικό τρόπο χρησιµοποιώντας το PureLink 

PCR Purification Kit. 

 

2.2.4. Προσδιορισµός της αλληλουχίας των προϊόντων της PCR (sequencing) 

Η αλληλούχιση έγινε σε αυτοµατοποιηµένη συσκευή προσδιορισµού νουκλεοτιδικών 

αλληλουχιών (ΑΒΙ3730xl) µε τη χρήση του BigDye Terminator Cycle sequencing kit v.3.1. 

ακολουθώντας τις οδηγίες του κατασκευαστή.  

 

 

2.3.  Στοίχιση των αλληλουχιών (alignment)  

Αφού προσδιορίστηκαν οι αλληλουχίες των δειγµάτων και µεταφέρθηκαν σε ειδικά αρχεία 

υπολογιστή ακολούθησε η στοίχιση (alignment) των αλληλουχιών. Η διαδικασία αυτή γίνεται µε τη 

χρήση του ειδικού προγράµµατος MAFFT v.7 (Katoh and Standley, 2013). Τα προγράµµατα αυτά 

προσπαθούν να στοιχίσουν τις αλληλουχίες µε βάση τις οµόλογες θέσεις τους, αφού µε βάση τις 

διαφορές τους στις θέσεις αυτές υπολογίζονται οι εξελικτικές σχέσεις των δειγµάτων που 

αντιπροσωπεύει η κάθε αλληλουχία. Τα διαφορετικά προγράµµατα που  
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2.4. Φυλογενετικές αναλύσεις  

2.4.1. Επιλογή του καταλληλότερου µοντέλου εξέλιξης 

 
Αρχικά έγινε η εκτίµηση του µοντέλου εξέλιξης (νουκλεοτιδικής υποκατάστασης) που αντιστοιχεί 

καλύτερα στις αλληλουχίες µας. Για το σκοπό αυτό εφαρµόστηκε η διαδικασία του κριτηρίου της 

Μπεϋζιανής πληροφορίας (BIC Bayesian Information Criterion), µε τη βοήθεια του υπολογιστικού 

προγράµµατος jModelTest v.2.1.3 (Posada, 2008). 

2.4.2. Εκτίµηση γενετικών αποστάσεων 

Οι γενετικές αποστάσεις (ανά ζεύγη) εκτιµήθηκαν τόσο για κάθε γονίδιο ξεχωριστά όσο και 

για το συνδυασµό των τριών γονιδίων. Η εκτίµηση έγινε µε βάση το µοντέλο Tamura & Nei 

(Tamura and Nei, 1993), µέσω του φυλογενετικού υπολογιστικού προγράµµατος MEGA v. 7.0. 

(Kumar et al., 2016).  

 

2.4.3. Μέθοδοι φυλογενετικής ανάλυσης και στατιστικός έλεγχος των παραγόµενων 

δέντρων 

 

Τα δεδοµένα υποβλήθηκαν σε τέσσερις διαφορετικές µεθόδους φυλογενετικής ανάλυσης: 

 

§ Neighbor Joining - NJ (Σύνδεσης Γειτόνων) 

§ Maximum Parsimony - MP (Μέγιστης Φειδωλότητας) 

§ Maximum Likelihood - ML (Μέγιστης Πιθανοφάνειας) 

§ Bayesian Inference - BI (Μπεϋζιανής Συµπερασµατολογίας) 

 

Η ανάλυση NJ πραγµατοποιήθηκε µέσω του υπολογιστικού προγράµµατος MEGA v.7.0. 

Προκειµένου να γίνει η στατιστική υποστήριξη των κλάδων του φυλογενετικού δέντρου που 
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παρήχθη χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος bootstrap (1000 ψευδοεπαναλήψεις). 

Για την ανάλυση MP χρησιµοποιήθηκε το υπολογιστικό πρόγραµµα PAUP µέσω του 

ευρετικού αλγορίθµου (heuristic search) και αναδιευθέτησης κλάδων TBR. Για τη στατιστική 

υποστήριξη των κλάδων χρησιµοποιήθηκε και εδώ η µέθοδος bootstrap (1000 ψευδοεπαναλήψεις). 

H ML πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος RAxML Blackbox (Stamatakis, 

2006). Μέσω της µεθόδου bootstrap έγινε και σε αυτή τη περίπτωση η στατιστική υποστήριξη 

(1000 ψευδοεπαναλήψεις).  

H BI πραγµατοποιήθηκε µέσω του προγράµµατος MrBayes v.3.2.1 (Ronquist and 

Huelsenbeck, 2003) µε τέσσερα τρεξίµατα (runs) και οκτώ ανεξάρτητες αλυσίδες (chains) για κάθε 

τρέξιµο και µε 107 γενιές (generation) σε κάθε αλυσίδα. Οι πρώτες 10000 απορρίφθηκαν µιας και 

είναι το διάστηµα µέχρι να σταθεροποιηθεί η τιµή της πιθανοφάνειας (-lnL). Κάθε 100 γενιές 

αποθηκευόταν το αντίστοιχο δέντρο. 

Τέλος οι τιµές των εκ των υστέρων πιθανοτήτων (posterior probabilities) της ανάλυσης 

χρησιµοποιήθηκαν για την στατιστική υποστήριξη του φυλογενετικού δέντρου (Huelsenbeck and 

Ronquist, 2001).  

Σαν εξωοµάδες στις φυλογενετικές αναλύσεις χρησιµοποιήθηκαν αλληλουχίες και για τα 3 

γονίδια από αντιπροσώπους των ειδών P. bedriagae, P. cretensis, P. cerigensis και P. kurtmuelleri. 

 

2.4.4. Χρονοφυλογενετική ανάλυση 

Η χρονοφυλογενετική ανάλυση πραγµατοποιείται για την εκτίµηση του χρόνου απόκλισης 

µεταξύ των διαφόρων εξελικτικών γραµµών.  

Στη παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν οι χρόνοι απόσχισης δύο διαφορετικών ζευγών 

γενεαλογικών γραµµών προκειµένου να γίνει η χρονολόγηση του συνόλου του γενεαλογικού 

δέντρου. Οι χρόνοι αυτοί συνδέονται µε δύο καλά χρονολογηµένα παλαιογεωγραφικά γεγονότα 

(Lymberakis et al., 2007). Το πρώτο αφορά την αποµόνωση του νησιού της Κρήτης από τη 

γειτονική ηπειρωτική χέρσο της Πελοποννήσου και το δεύτερο έχει να κάνει µε την αποµόνωση 
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των νησιών Κάσου και Καρπάθου από το νησί της Ρόδου. Το πρώτο γεγονός συνέβη 5 - 5.5 εκ. 

χρόνια πριν (Dermitzakis, 1990a, Meulenkamp, 1985) ή 5.2 εκ. χρόνια πριν (Beerli et al., 1996) και 

αντιστοιχεί στην διαφοροποίηση του Pelophylax cretensis ενώ το δεύτερο συνέβη 3 - 3.5 εκ. χρόνια 

πριν (Daams and Van Der Weerd, 1980) και αντιστοιχεί στη διαφοροποίηση του Pelophylax 

cerigensis.  

Η ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε το λογισµικό πακέτο BEAST v.1.8.2 (Drummond and 

Rambaut, 2007). Το αρχείο των δεδοµένων επεξεργάστηκε από το πρόγραµµα BEAUti το οποίο 

περιλαµβάνεται στο πακέτο. Η ανάλυση έτρεξε για 2*108 γενιές µε συχνότητα συλλογής δέντρου 1 

στα 1000 από τα οποία το 10% αποβλήθηκε σαν ασταθές. Επιλέχθηκε µια κανονική εκ των 

προτέρων κατανοµή για όλα τα σηµεία βαθµονόµησης. Σε σχέση µε τις εκ των προτέρων 

παραµέτρους, στη κατηγορία Tree Prior τοποθετήθηκε Yule process of speciation και το 

uncorrelated lognormal clock χρησιµοποιήθηκε για να περιγράψει το relaxed clock. 

Για όλες τις αναλύσεις που έγιναν στο BEAST, τα αποτελέσµατα αναλύθηκαν στο 

πρόγραµµα Tracer προκειµένου να εκτιµηθούν τα "effective sample sizes" (ESSs). Το τελικό 

δέντρο µε χρόνους απόσχισης και 95% επίπεδο εµπιστοσύνης (highest posterior densities) 

υπολογίστηκε στο πρόγραµµα TreeAnnotator v.1.8.2. Τα δέντρα απεικονίστηκαν µέσα στο 

υπολογιστικό πρόγραµµα FigTree v.1.3.1 (Rambaut, 2006-2009). 

 



 35 

3. Αποτελέσµατα 

Από το σύνολο των δειγµάτων που έγινε προσπάθεια εξαγωγής DNA και αλληλούχισης των 

συγκεκριµένων γενετικών τόπων δεν χρησιµοποιήθηκαν εν τέλη όλα στις φυλογενετικές αναλύσεις. 

Ο λόγος έχει να κάνει κυρίως µε το γεγονός ότι κάποια από τα δείγµατα ήταν σχετικά παλιά και 

συντηρηµένα όχι µε το βέλτιστο δυνατό τρόπο. Το γεγονός αυτό είχε σαν αποτέλεσµα την εξαγωγή 

είτε µικρής ποσότητας είτε κακής ποιότητας (κατακερµατισµένο) DNA µε επακόλουθο είτε την 

αδυναµία πολλαπλασιασµού του συγκεκριµένου γενετικού τόπου είτε την αδυναµία επιτυχηµένης 

αλληλούχισης του τόπου αυτού. Σε όλα τα δείγµατα που η πρώτη προσπάθεια εξαγωγής δεν 

απέδωσε καρπούς έγιναν επιπλέον προσπάθειες είτε από το ίδιο ζώο είτε από άλλο ζώο του ίδιου 

πληθυσµού. Κάποιες απ' αυτές τις προσπάθειες ήταν επιτυχηµένες και κάποιες όχι. 

Εν τέλη από το σύνολο των 160 δειγµάτων του γένους Rana που αρχικά επρόκειτο να 

χρησιµοποιηθούν στις αναλύσεις, χρησιµοποιήθηκαν τα 66. Από αυτά τα 53 ανήκουν στο είδος R. 

graeca, τα 12 στο είδος R. dalmatina και 1 στο είδος R. temporaria. Τα 53 δείγµατα του R. graeca 

προέρχονται από 39 διαφορετικές τοποθεσίες, ενώ τα 12 του R. dalmatina από 11 διαφορετικές 

τοποθεσίες. 

Επιπλέον χρησιµοποιήθηκαν 24 αλληλουχίες δειγµάτων των συγκεκριµένων ειδών από την 

ηλεκτρονική βάση δεδοµένων. Πιο συγκεκριµένα χρησιµοποιήθηκαν αλληλουχίες 19 ατόµων του 

είδους R. temporaria, 3 ατόµων R. dalmatina και 2 ατόµων R. graeca. 

Ως εξωοµάδα χρησιµοποιήθηκαν αλληλουχίες 16 ατόµων Pelophylax, το οποίο έως 

πρόσφατα ανήκε στο γένος Rana. 

 

 

3.1. Γονίδιο 16S:Αριθµός και σύσταση των αλληλουχιών 

Ο προσδιορισµός της αλληλουχίας του γονιδίου 16S έγινε σε 82 άτοµα, εκ των οποίων 66 

ανήκουν στο γένος Rana και 16 στην εξωοµάδα. Προσθέτοντας τις 24 αλληλουχίες δειγµάτων από 
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την ηλεκτρονική βάση δεδοµένων έγινε συνολικά ανάλυση 106 δειγµάτων. Ο αριθµός των ζευγών 

βάσεων για το 16S ήταν 530. Από το σύνολο των νουκλεοτιδικών θέσεων οι 48 (9%) ήταν 

πολυµορφικές και οι 34 (6.4%) ήταν πληροφοριακές κάτω από το κριτήριο της φειδωλότητας, ενώ 

όταν συµπεριλαµβάνονται και οι εξωοµάδες οι αντίστοιχες τιµές είναι 99 (18.7%) και 87 (16.4%), 

αντίστοιχα. Η ανάλυση απλοτύπων εµφάνισε 36 διαφορετικούς απλότυπους, ενώ όταν στην 

ανάλυση προστεθούν οι εξωοµάδες οι διαφορετικοί απλότυποι γίνονται 47.  

Οι ανά ζεύγη γενετικές αποστάσεις µεταξύ των αλληλουχιών του γονιδίου 16S που 

εκτιµήθηκαν µε βάση το µοντέλο Tamura & Nei κυµαίνονταν από 0.0% µέχρι 5.9%, µε µέση τιµή 

2.4%, ενώ όταν προστίθεται η εξωοµάδα φτάνουν έως 17.3% µε µέση τιµή 5.4%. Τα ποσοστά 

ενδοειδικής γενετικής διαφοροποίησης ήταν 0.1% για το είδος R. graeca, 0.8% για το είδος R. 

temporaria και 0.4% για το είδος R. dalmatina. Ενώ τα ποσοστά µέσης γενετικής διαφοροποίησης 

µεταξύ των ειδών ήταν: 4.6% µεταξύ R. graeca και R. temporaria, 3.1% µεταξύ R. graeca και R. 

dalmatina και 5% µεταξύ R. dalmatina και R. temporaria (Πίνακας. 3). 

 

Πίνακας 3: Οι (%) εκτιµώµενες µέσες γενετικές αποστάσεις µεταξύ των ειδών που 

περιλαµβάνονται στη µελέτη µε βάση το µοντέλο των Tamura & Nei για τα τρία γονίδια ξεχωριστά. 

Στο κάτω µέρος του πίνακα οι τιµές για τα µιτοχονδριακά (16S / COI) και στο πάνω µέρος οι τιµές 

για το πυρηνικό (BDNF). 

Είδη 1 2 3 

1. R. graeca  0.7 0.5 

2. R. temporaria 4.6 / 14  0.4 

3. R. dalmatina 3.1 / 13.6 5 / 14.8  

 

Το µοντέλο νουκλεοτιδικής υποκατάστασης που επιλέχθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

jModelTest και έδειχνε να ταιριάζει µε τον καλύτερο τρόπο στα δεδοµένα των αλληλουχιών του 

16S κάτω από το κριτήριο Μπεϋζιανής πληροφορίας (Bayesian Information Criterion) είναι το 
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TrNef (-ln=1506.8765) µε παράµετρο γάµµα (G) για τις µεταβλητές θέσεις α=0.1409 (TrNef+G). 

Οι συχνότητες των νουκλεοτιδίων για τις µεταβλητές θέσεις είναι Α=0.3001, C=0.2402, G=0.1932, 

Τ=0.2664 και οι ρυθµοί υποκατάστασης µεταξύ των διαφορετικών νουκλεοτιδίων είναι [Α-C] = 

1.2727, [A-G] = 8.6887, [A-T] = 0.4207, [C-G] = 0.4173, [C-T] = 16.7658 και [G-T] = 1.0000. 

 

 

3.2. Γονίδιο COI: Αριθµός και σύσταση των αλληλουχιών 

Ο προσδιορισµός της αλληλουχίας του γονιδίου COI έγινε για 60 άτοµα, εκ των οποίων 44 

ανήκουν στο γένος Rana και 16 στην εξωοµάδα. Προσθέτοντας τις 18 αλληλουχίες δειγµάτων από 

την ηλεκτρονική βάση δεδοµένων έγινε συνολικά ανάλυση 78 δειγµάτων. Ο αριθµός των ζευγών 

βάσεων για το COI ήταν 666. Από το σύνολο των νουκλεοτιδικών θέσεων οι 146 (22%) ήταν 

πολυµορφικές και οι 134 (20.1%) ήταν πληροφοριακές κάτω από το κριτήριο της φειδωλότητας, 

ενώ όταν συµπεριλαµβάνονται και οι εξωοµάδες οι αντίστοιχες τιµές είναι 206 (30.9%) και 197 

(29.5%) αντίστοιχα. Η ανάλυση απλοτύπων εµφάνισε 35 διαφορετικούς απλότυπους, ενώ όταν 

στην ανάλυση προστεθούν οι εξωοµάδες οι διαφορετικοί απλότυποι γίνονται 48.  

Οι ανά ζεύγη γενετικές αποστάσεις µεταξύ των αλληλουχιών του γονιδίου COI που 

εκτιµήθηκαν µε βάση το µοντέλο Tamura & Nei κυµαίνονταν από 0.0% µέχρι 16%, µε µέση τιµή 

9%, ενώ όταν προστίθεται η εξωοµάδα ανέρχονται στο 26% µε µέση τιµή 13%. Τα ποσοστά 

ενδοειδικής γενετικής διαφοροποίησης ήταν 0.3% για το είδος R. graeca, 2.2% για το είδος R. 

temporaria και 0.4% για το είδος R. dalmatina. Ενώ τα ποσοστά µέσης γενετικής διαφοροποίησης 

µεταξύ των ειδών ήταν: 14% µεταξύ R. graeca και R. temporaria, 13.6% µεταξύ R. graeca και R. 

dalmatina και 14.8% µεταξύ R. dalmatina και R. temporaria (Πίνακας 3). 

Το µοντέλο νουκλεοτιδικής υποκατάστασης που επιλέχθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

jModelTest και έδειχνε να ταιριάζει µε τον καλύτερο τρόπο στα δεδοµένα των αλληλουχιών του 

COI κάτω από το κριτήριο Μπεϋζιανής πληροφορίας (Bayesian Information Criterion) είναι το 

HKY (-ln=2872.1061) µε παράµετρο γάµµα (G) για τις µεταβλητές θέσεις α=0.1383 (HKY+G). Οι 
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συχνότητες των νουκλεοτιδίων για τις µεταβλητές θέσεις είναι Α=0.2490, C=0.3064, G=0.1725, 

Τ=0.2721 και οι ρυθµοί υποκατάστασης µεταξύ των διαφορετικών νουκλεοτιδίων είναι [Α-C] = 

2.8739, [A-G] = 21.4569, [A-T] = 1.0700, [C-G] = 1.0699, [C-T] = 16.9209 και [G-T] = 1.0000. 

 

 

3.3. Γονίδιο BDNF: Αριθµός και σύσταση των αλληλουχιών 

Ο προσδιορισµός της αλληλουχίας του γονιδίου BDNF έγινε για 63 άτοµα, εκ των οποίων 53 

ανήκουν στο γένος Rana και 11 στην εξωοµάδα. Προσθέτοντας τις 3 αλληλουχίες δειγµάτων από 

την ηλεκτρονική βάση δεδοµένων έγινε συνολικά ανάλυση 67 δειγµάτων. Ο αριθµός των ζευγών 

βάσεων για το BDNF ήταν 616. Από το σύνολο των νουκλεοτιδικών θέσεων οι 6 (1%) ήταν 

πολυµορφικές και οι 4 (0.7%) ήταν πληροφοριακές κάτω από το κριτήριο της φειδωλότητας, ενώ 

όταν συµπεριλαµβάνονται και οι εξωοµάδες οι αντίστοιχες τιµές είναι 19 (3%) και 16 (2.5%) 

αντίστοιχα. Η ανάλυση απλοτύπων εµφάνισε 16 διαφορετικούς απλότυπους, ενώ όταν στην 

ανάλυση προστεθούν οι εξωοµάδες οι διαφορετικοί απλότυποι γίνονται 25.  

Οι ανά ζεύγη γενετικές αποστάσεις µεταξύ των αλληλουχιών του γονιδίου 16S που 

εκτιµήθηκαν µε βάση το µοντέλο Tamura & Nei κυµαίνονταν από 0.0% µέχρι 1%, µε µέση τιµή 

0.2%, ενώ όταν προστίθεται η εξωοµάδα φτάνουν στο 2.5% µε µέση τιµή 0.7%. Τα ποσοστά 

ενδοειδικής γενετικής διαφοροποίησης ήταν µηδενικά και για τα 3 είδη. Ενώ τα ποσοστά µέσης 

γενετικής διαφοροποίησης µεταξύ των ειδών ήταν: 0.7% µεταξύ R. graeca και R. temporaria, 0.5% 

µεταξύ R. graeca και R. dalmatina και 0.4% µεταξύ R. dalmatina και R. temporaria (Πίνακας 3). 

Το µοντέλο νουκλεοτιδικής υποκατάστασης που επιλέχθηκε µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

jModelTest και έδειχνε να ταιριάζει µε τον καλύτερο τρόπο στα δεδοµένα των αλληλουχιών του 

BDNF κάτω από το κριτήριο Μπεϋζιανής πληροφορίας (Bayesian Information Criterion) είναι το 

Κ80 (-ln= 992.2941). Οι συχνότητες των νουκλεοτιδίων για τις µεταβλητές θέσεις είναι Α= 0.2940, 

C= 0.2286, G= 0.2714, Τ= 0.2060 και οι ρυθµοί υποκατάστασης µεταξύ των διαφορετικών 

νουκλεοτιδίων είναι [Α-C] = 726.3375, [A-G] = 12.5038, [A-T] = 4.2255, [C-G] = 4.6709, [C-T] = 
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13.8852και [G-T] = 1.0000. 

 

 

3.4. Συνδυασµός των τριών γονιδίων: 16S - COI - BDNF 

Συνολικά έγινε στοίχιση 1812 ζευγών βάσεων. Από το σύνολο των νουκλεοτιδικών θέσεων οι 

200 (11%) ήταν πολυµορφικές και οι 172 (9.5%) πληροφοριακές κάτω απ' το κριτήριο της 

φειδωλότητας, ενώ όταν συµπεριλαµβάνονται και οι εξωοµάδες οι τιµές ήταν 324 (17%) και 300 

(16.5%) αντίστοιχα. Η ανάλυση των αλληλουχιών εµφάνισε 64 διαφορετικούς απλότυπους, 80 µαζί 

µε τις εξωοµάδες. 

 

 

3.5. Γενετικές αποστάσεις  

Οι ανά ζεύγη γενετικές αποστάσεις µεταξύ των αλληλουχιών κυµαίνονται από 0% όταν η 

σύγκριση αφορά άτοµα κοντινών πληθυσµών του ίδιου είδους, και φτάνει µέχρι 11% όταν αφορά 

άτοµα διαφορετικών ειδών. Όταν συµπεριλαµβάνονται και οι εξωοµάδες το αντίστοιχο ποσοστό 

φτάνει µέχρι 22%. Η µέση τιµή ήταν 4%, ενώ όταν συµπεριλαµβάνονται οι εξωοµάδες η µέση τιµή 

γίνεται 6.8%. Τα ποσοστά διαφοροποίησης µεταξύ των ειδών κυµαίνονται από 4.49% µεταξύ των 

ειδών R. graeca και R. Dalmatina, ενώ η µεγαλύτερη είναι 8.48% µεταξύ των R. temporaria και R. 

dalmatina (Πίνακας 3). 
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Πίνακας 4: Οι (%) εκτιµώµενες γενετικές αποστάσεις µεταξύ των ειδών που περιλαµβάνονται στη 

µελέτη µε βάση το µοντέλο των Tamura & Nei για το σύνολο των δεδοµένων των αλληλουχιών. 

Στη διαγώνιο παρουσιάζονται οι τιµές που αφορούν την εντός του είδους διαφοροποίηση όπως 

προέκυψαν απ' την ανάλυση µε βάση το ίδιο µοντέλο νουκλεοτιδικής υποκατάστασης.  

Είδη 1 2 3 4 

1. R. graeca 0.12    

2. R. temporaria 7.65 1.6   

3. R. dalmatina 4.49 8.48 0.3  

4. Outgroup 13.7 19.9 14.9 2.8 

 

 

3.6. Φυλογενετικές αναλύσεις 

Η τοπολογία του δέντρου που προέκυψε από τις τέσσερις φυλογενετικές αναλύσεις και τη 

χρονοφυλογενετική ανάλυση BEAST, αν και δεν ήταν πανοµοιότυπη σε όλες, εµφανίζει ένα 

συγκεκριµένο πρότυπο όσον αφορά τις κύριες εξελικτικές γραµµές. Στην εικόνα 8 φαίνεται το 

δέντρο όπως προέκυψε από την ανάλυση ΒΙ µε τη στατιστική υποστήριξη (εκ των υστέρων 

πιθανότητες -posterior probability) κάθε κλάδου. Ταυτόχρονα σε κάθε κλάδο φαίνεται και η 

στατιστική υποστήριξη (bootstrap) από τις υπόλοιπες αναλύσεις. 
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Εικόνα 8: Το φυλογενετικό δέντρο όπως προέκυψε από την Bayesian Inference. Οι αριθµοί πάνω 

από τους κλάδους αντιπροσωπεύουν τη στατιστική υποστήριξη από τις αναλύσεις (ML/BI/NJ/MP). 

Στο κάτω µέρος κάθε κλάδου παρουσιάζονται οι χρόνοι απόσχισης του (σε εκατοµµύρια χρόνια). 

Οι πορτοκαλί κύκλοι αντιπροσωπεύουν τα σηµεία βαθµονόµησης που χρησιµοποιήθηκαν.  
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3.7. Περιγραφή της τοπολογίας του δέντρου 

 

Όλες οι µέθοδοι φυλογενετικής ανάλυσης που χρησιµοποιήθηκαν [ ML / BI / NJ / MP ] 

κατέληξαν σε κοινή τοπολογία για τους κύριους εξελικτικούς κλάδους του δέντρου.  

Βέβαια η στατιστική υποστήριξη δεν ήταν αρκετά σηµαντική για κάθε κύριο εξελικτικό 

κλάδο σε όλες τις φυλογενετικές αναλύσεις που πραγµατοποιήθηκαν. Παρόλα αυτά η συνέπεια στο 

συγκεκριµένο πρότυπο από το σύνολο των αναλύσεων καθώς και η υψηλή στατιστική υποστήριξη 

σε κάθε κύριο κλάδο των υπόλοιπων κάθε φορά αναλύσεων προσφέρουν αρκετές εγγυήσεις για την 

εξαγωγή συµπερασµάτων µε βάση την τοπολογία αυτή.  

Έτσι τα κύρια χαρακτηριστικά της κοινής τοπολογίας που διακρίνονται στα δέντρα όλων των 

αναλύσεων είναι: 

a. Η µονοφυλετικότητα του γένους Rana σε σχέση µε την εξωοµάδα φαίνεται να 

υποστηρίζεται καλά µιας και BI και ΜL έδωσαν πολύ υψηλές τιµές υποστήριξης για τον 

κλάδο αυτό. 

b. Τα άτοµα που αντιστοιχούν σε πληθυσµούς των ειδών R. graeca και R. temporaria 

φαίνεται να οµαδοποιούνται µαζί σε σχέση µε τα άτοµα από πληθυσµούς του είδους R. 

dalmatina. Ο κλάδος αυτός υποστηρίζεται µε πολύ υψηλές τιµές από τις τρεις αναλύσεις  

εκτός από την ΜL. 

c.  Τα άτοµα που αντιστοιχούν σε πληθυσµούς του κάθε επιµέρους είδους φαίνεται να 

οµαδοποιούνται µαζί. Με άλλα λόγια, υποστηρίζεται η µονοφυλετικότητα του καθενός 

από τα τρία είδη Rana που µελετήθηκαν σε σχέση µε τα υπόλοιπα. Η µονοφυλετικότητα 

της οµάδας του είδους R. temporaria υποστηρίζεται πολύ καλά από το σύνολο των 

αναλύσεων, ενώ η µονοφυλετικότητα των οµάδων των R. dalmatina και R. graeca 

αντίστοιχα υποστηρίζεται από τις τρεις αναλύσεις µε πολύ υψηλές τιµές πέρα από την 

ανάλυση της ΜL. 

d. Οι επιµέρους σχέσεις στο εσωτερικό των τριών κύριων κλάδων που εµφανίζονται και 
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που αντιστοιχούν στα τρία διαφορετικά είδη που µελετήθηκαν, δεν φαίνεται να µπορούν 

να διευκρινιστούν από τις αναλύσεις που πραγµατοποιήθηκαν. Πέρα από το γεγονός της 

µη ύπαρξης κοινής τοπολογίας, η στατιστική υποστήριξη στους περισσότερους επιµέρους 

κλάδους που εµφανίζονται είναι χαµηλή σε όλες τις αναλύσεις.  

 

 

3.8. Εκτίµηση χρόνων απόσχισης 

Στην εικόνα 8 παρουσιάζεται η τοπολογία του δέντρου όπως προέκυψε µέσω της ανάλυσης 

Beast η οποία δεν διαφέρει καθόλου, όσον αφορά του κύριους κλάδους, µε τις προηγούµενες 

αναλύσεις. Όπως φαίνεται από τους χρόνους απόκλισης, η διαφοροποίηση του γένους Rana 

ξεκινάει στο τέλος του Μειοκαίνου 7 εκ. χρόνια πριν. Ταυτόχρονα η διαφοροποίηση εσωτερικά του 

γένους φαίνεται να έγινε στα τέλη του Μειοκαίνου και στις αρχές µε τα µέσα του Πλειοκαίνου. Πιο 

συγκεκριµένα η πρώτη διαφοροποίηση της γενεαλογικής γραµµής του R. dalmatina και εκείνης του 

κοινού προγόνου των R. temporaria και R. graeca υπολογίζεται στα τέλη του Μειοκαίνου (5.74 εκ. 

χρόνια πριν), κατά τη διάρκεια δηλ. της κρίσης της αλατότητας του Μεσσηνίου. Απ' την άλλη η 

διαφοροποίηση µεταξύ των γενεαλογικών γραµµών του R. temporaria και του R. graeca 

υπολογίζεται στα 5 εκ. χρόνια πριν. Τέλος η διαφοροποίηση εσωτερικά των επιµέρους οµάδων των 

ειδών φαίνεται να ξεκινάει στα τέλη του Πλειοκαίνου.
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4. Συζήτηση 

4.1. Φυλογένεση 

4.1.1. Πλήθος απλοτύπων και βαθµός διαφοροποίησης 

 
Ο προσδιορισµός της πρωτοταγούς αλληλουχίας των γενετικών τόπων της µεγάλης 

ριβοσωµικής υποµονάδας του µιτοχονδρίου (16S), της κυτοχρωµικής οξειδάσης Ι (COI) και του 

εγκεφαλικού νευροτροπικού παράγοντα (BDNF) αποκάλυψε σηµαντική γενετική ποικιλότητα για 

το σύνολο των ατόµων του γένους Rana. Η διαφοροποίηση αυτή ήταν µεγαλύτερη στα 

µιτοχονδριακά γονίδια [(36 µοναδικές σε σύνολο 66 αλληλουχιών ή ~54% για το 16S) - (35 

µοναδικές σε σύνολο 44 αλληλουχιών ή ~80% για το COI)] σε σχέση µε το πυρηνικό (16 

µοναδικές σε σύνολο 53 αλληλουχιών ή ~30% για το BDNF) γεγονός που ήταν αναµενόµενο αφού 

όπως είναι γνωστό ο ρυθµός εξέλιξης του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος είναι πολλαπλάσιος του 

αντίστοιχου ρυθµού του πυρηνικού. Ταυτόχρονα αναµενόµενο ήταν και το µεγαλύτερο ποσοστό 

διαφοροποίησης που εµφάνισε το COI σε σχέση µε το 16S αφού η εξελικτική διαφοροποίηση του 

πρώτου γενετικού τόπου είναι αρκετά πιο γρήγορη σε σχέση µε το δεύτερο.  

Τα ποσοστά γενετικής διαφοροποίησης µεταξύ των ειδών του γένους κυµαίνονται από 3% 

ως 5% για το γονίδιο 16S, από 13% ως 15% για το γονίδιο COI και από 0.5% ως 0.8% για το 

γονίδιο BDNF (διορθωµένες γενετικές αποστάσεις) (Πιν. 4). Δυστυχώς, σε αντίστοιχες εργασίες 

µοριακής εξέλιξης πάνω σε είδη του γένους δεν καταγράφονται τα αντίστοιχα ποσοστά. Έτσι 

λοιπόν η συγκριτική µελέτη αυτών των τιµών µε τις αντίστοιχες άλλων ειδών του γένους δεν ήταν 

εφικτή. Παρόλα αυτά ενδεικτικές είναι οι τιµές που βρέθηκαν είτε σε συγγενικά είτε πιο 

αποµακρυσµένα γένη στο Rana. 

Αρχικά, σε δύο ανάλογες µελέτες πάνω σε είδη του αδελφού γένους Pelophylax (και άλλων) 

από τη Κύπρο (Poulakakis et al., 2013) και τη περιοχή της ευρύτερης ανατολικής Μεσογείου 

(Lymberakis et al., 2007), έγινε µεταξύ άλλων εκτίµηση των γενετικών αποστάσεων µε βάση το 
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γονίδιο 16S. Έτσι αναφορικά µε την ερπετοπανίδα της Κύπρου το γονίδιο αποκάλυψε διορθωµένη 

διαειδική γενετική διαφοροποίηση από 1.7% ως 4.6% ανάµεσα σε είδη των γενών Pelophylax και 

Hyla. Απ' την άλλη αναφορικά µε τη σύγκριση ειδών Pelophylax απ' την ευρύτερη ανατολική 

Μεσόγειο η διορθωµένη γενετική διαφοροποίηση κυµαινόταν από 0.4% µέχρι 11.3%. Φαίνεται 

λοιπόν πως οι τιµές αυτές είναι αντίστοιχες µε εκείνες που προέκυψαν στη παρούσα εργασία 

µεταξύ των ειδών του γένους Rana. 

Επίσης οι εν λόγω τιµές για το 16S βρίσκονται στο εύρος των ποσοστών µη διορθωµένης 

γενετικής διαφοροποίησης οι οποίες καταγράφηκαν σε εργασία που αφορούσε τα βατράχια της 

οικογένειας Μantellidae της Μαδαγασκάρης (Vences et al., 2005b). Πιο συγκεκριµένα, από 1% ως 

16% µη διορθωµένη γενετική διαφοροποίηση µεταξύ αδελφών ειδών µε τα περισσότερα να είναι 

µεταξύ 7% και 9%. Ταυτόχρονα αντίστοιχη εργασία για την οικογένεια των βατράχων Mantellidae 

φανέρωσε επίσης λίγο µεγαλύτερες, σε σχέση µε τα Rana, τιµές µη διορθωµένης γενετικής 

διαφοροποίησης µεταξύ αδελφών ειδών για το γονίδιο COI (20.7% ήταν ο µέσος όρος) (Vences et 

al., 2005a). 

Ακόµα, τα βατράχια του γένους Hyla στις περιοχές της Μέσης Ανατολής, φαίνεται να έδειξαν 

τιµές µη διορθωµένης διαειδικής διαφοροποίησης επίσης λίγο µεγαλύτερες σε σχέση µε τις τιµές 

των Rana στη παρούσα εργασία, όσον αφορά το γονίδιο 16S. Τα ποσοστά αυτά κυµαινόταν από 4% 

ως 8.5% (Gvoždík et al., 2010).  

Στη περίπτωση των τροπικών βατράχων της Αµερικής στην πλειοψηφία των ζευγών ειδών 

που µελετήθηκαν οι τιµές µη διορθωµένης διαειδικής διαφοροποίησης για το γονίδιο 16S 

κυµαινόταν από 3% ως 10% (Fouquet et al., 2007). 

Αξίζει να σηµειωθεί πως σε µια προσπάθεια αναζήτησης ενός κατωφλιού διάκρισης µεταξύ 

ενδοειδικής και διαειδικής διαφοροποίησης προσανατολισµένου στα αµφίβια οι ερευνητές 

προτείνουν τις τιµές του 3% για το 16S και 10% για το COI ως τιµές πάνω απ' τις οποίες δύο 

πληθυσµοί µπορούν να θεωρηθούν δυο ξεχωριστά είδη και κάτω απ' τις οποίες διαφορετικοί 

πληθυσµοί του ίδιου είδους (Vences et al., 2005a, Vences et al., 2005b, Fouquet et al., 2007).  
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Από τα παραπάνω γίνεται αντιληπτό πως οι τιµές γενετικής διαφοροποίησης που 

καταγράφηκαν στη παρούσα µελέτη µεταξύ των τριών ειδών του Rana βρίσκονται µε µικρές 

αποκλίσεις στα επίπεδα διαειδικής διαφοροποίησης που καταγράφονται σε διαφορετικά γένη 

βατράχων είτε πιο συγγενικών είτε πιο αποµακρυσµένων από το εν λόγω, µε κατανοµή στη περιοχή 

µελέτης ή σε εντελώς διαφορετικές περιοχές παγκόσµια. 

 

4.1.2. Φυλογενετικές σχέσεις 

Όλες οι φυλογενετικές αναλύσεις [ ML / BI / NJ / MP ] που γίνανε, φαίνεται να συγκλίνουν 

σε µια συγκεκριµένη τοπολογία όσον αφορά τα βασικά κλαδιά του γονιδιακού δέντρου του γένους 

Rana στον Ελληνικό χώρο. Το πρότυπο αυτό σε συνδυασµό µε τα παρατηρούµενα επίπεδα 

γενετικής ποικιλότητας µεταξύ των βασικών αυτών εξελικτικών κλάδων αποτελούν µια ισχυρή 

συµβολή στη προσπάθεια µιας ολοκληρωµένης επίλυσης των σχέσεων µεταξύ των διαφορετικών 

πληθυσµών και των ειδών που αυτοί µπορεί να ανήκουν µέσα στο εν λόγω γένος βατράχων.  

Αρχικά το γένος Rana εµφανίζεται µονοφυλετικό σε σχέση µε την εξωοµάδα των ατόµων του 

γένους Pelophylax σε όλες τις αναλύσεις και µάλιστα µε σηµαντική στατιστική υποστήριξη. 

Ταυτόχρονα οι γενετικές αποστάσεις ανάµεσα σε κάθε είδος του Rana και την εξωοµάδα φαίνεται 

να αντικατοπτρίζουν επίσης τη υψηλή διαφοροποίηση που εµφανίζεται ανάµεσα στα δύο γένη 

βατράχων. Πιο συγκεκριµένα το 16S εµφανίζει τιµές µεγαλύτερες από 15%, το COI µεγαλύτερες 

από 24%, και το BDNF µεγαλύτερες από 2%.. Το αποτέλεσµα αυτό επιβεβαιώνει την ήδη 

διαπιστωµένη βαθιά διαφοροποίηση ανάµεσα στα Ευρωπαϊκά βατράχια του νερού, όπως 

χαρακτηριστικά ονοµάζονται τα µέλη του γένους Pelophylax, και στους καφέ βατράχους του 

γένους Rana, κάτι που είχε σαν επακόλουθο την ανάδειξη του προηγούµενα θεωρούµενου 

υπογένους Pelophylax σαν ξεχωριστό από το Rana γένος (Lymberakis et al., 2007).  

Επιπλέον, όπως παρουσιάστηκε και παραπάνω διακρίνονται τρεις διακριτές φυλογενετικές 

οµάδες οι οποίες υποστηρίζονται στατιστικά µε αρκετά υψηλό ποσοστό. Η πρώτη περιλαµβάνει 

τους πληθυσµούς του είδους R. temporaria η δεύτερη τους πληθυσµούς του είδους R. graeca και οι 
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τρίτη τους πληθυσµούς του R. dalmatina.  

Τέλος οι φυλογενετικές οµάδες που αντιστοιχούν στα είδη R. graeca και R. temporaria 

εµφανίζονται να οµαδοποιούνται µαζί σε σχέση µε την οµάδα του R. dalmatina που φαίνεται να 

διαχωρίστηκε πρώτη. Η οµαδοποίηση R. graeca και R. temporaria υποστηρίζεται από τις 3 

αναλύσεις µε υψηλό ποσοστό ενώ η ML έχει χαµηλή υποστήριξη.  

 

4.1.2.1. Ο υποκλάδος του R. graeca  

Η εξελικτική γραµµή ή οµάδα R. graeca αποτελεί µια καλά διακριτή µονοφυλετική οµάδα, η 

οποία περιλαµβάνει όλους τους πληθυσµούς του είδους από τον ελληνικό χώρο καθώς και ένα 

άτοµο απ' το Μαυροβούνιο. Η µονοφυλετικότητα του κλάδου αυτού υποστηρίζεται από το σύνολο 

των αναλύσεων µε πολύ υψηλό ποσοστό (ΒΙ=1.00, ΝJ=100, MP=100, ML=87).  

Ταυτόχρονα στο εσωτερικό του κλάδου των graeca δεν υπάρχει καµιά επιµέρους 

διαφοροποίηση που να στηρίζεται στατιστικά. Με άλλα λόγια υπάρχει αδυναµία επίλυσης των 

φυλογενετικών σχέσεων των επιµέρους πληθυσµών, λόγω χαµηλής διακριτικής ικανότητας των 

δεδοµένων. Η οµοιογένεια µεταξύ των επιµέρους πληθυσµών του είδους επαληθεύεται και µε βάση 

την ενδοειδική γενετική διαφοροποίηση που είναι µηδενική ή σχεδόν µηδενική.  

Αξίζει βέβαια να σηµειωθεί ότι το 1 άτοµο από τη περιοχή του Μαυροβουνίου που 

ενσωµατώθηκε στις αναλύσεις (χρησιµοποιήθηκαν οι αλληλουχίες για το COI και BDNF από τη 

γενετική βάση δεδοµένων) φαίνεται να διαφοροποιείται από τα υπόλοιπα άτοµα του είδους αλλά 

χωρίς αυτό να στηρίζεται στατιστικά. Η "συµπεριφορά" βέβαια αυτή αποτελεί µια ένδειξη που 

χρήζει περαιτέρω µελέτης προκειµένου να ξεκαθαριστεί η σχέση µεταξύ των πληθυσµών της 

Ελλάδας και εκείνων από την βορειότερη κατανοµή του είδους. Η ανάλυση επιπλέον δειγµάτων 

από αυτές τις βορινότερες της Ελληνικής επικράτειας περιοχές καθώς και η χρήση επιπλέον 

µοριακών δεδοµένων αποτελούν απαραίτητα βήµατα προς αυτή τη κατεύθυνση.  
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4.1.2.2. Ο υποκλάδος του R. dalmatina  

Η εξελικτική γραµµή ή οµάδα R. dalmatina αποτελεί επίσης µια καλά διακριτή µονοφυλετική 

οµάδα, η οποία περιλαµβάνει όλους τους πληθυσµούς του είδους τόσο από τον ελληνικό χώρο που 

µελετήθηκαν στη παρούσα εργασία καθώς και 3 άτοµα από πληθυσµούς της Ευρώπης (Ισπανία, 

Γερµανία και Ουκρανία). Η µονοφυλετικότητα του κλάδου αυτού υποστηρίζεται από την 

πλειοψηφία των αναλύσεων µε πολύ υψηλό ποσοστό (ΒΙ=1.00, ΝJ=100, MP=100), ενώ µόνο η ML 

εµφανίζει σχετικά πιο αδύναµη τιµή ίση µε 80. 

Στο εσωτερικό του κλάδου αυτού διακρίνονται δύο επιµέρους εξελικτικές γραµµές ή 

υποοµάδες. Η πρώτη περιλαµβάνει πληθυσµούς από τα νοτιοδυτικά της κατανοµής του είδους, 

δηλαδή από περιοχές της Θεσσαλίας, της δυτικής Μακεδονίας και της Κέρκυρας. Η οµάδα αυτή 

υποστηρίζεται µε υψηλό ποσοστό στατιστικής υποστήριξης µόνο από τη ΒΙ (0.953). Από την άλλη 

µεριά η δεύτερη οµάδα που σχηµατίζουν οι υπόλοιποι πληθυσµοί από την κεντρική και ανατολική 

Μακεδονία αλλά και από τις περιοχές της Ευρώπης, δεν εµφανίζει σε καµία ανάλυση υψηλή 

στατιστική υποστήριξη για τη µονοφυλετικότητά της. Οι τιµές των γενετικών αποστάσεων ανάµεσα 

στις δύο υποοµάδες µέσα στα dalmatina εµφανίζονται ελαφρώς υψηλότερες σε σχέση µε τις τιµές 

των ενδοειδικών γενετικών αποστάσεων. Αναλυτικότερα, ενώ η ενδοειδική διαφοροποίηση για το 

16S είναι 0.4% η διαφοροποίηση µεταξύ των οµάδων είναι 0.6%. Για το COI είναι 0.4% και 0.9% 

αντίστοιχα, για το BDNF είναι και οι δύο τιµές µηδενικές ενώ όταν συµπεριλαµβάνονται όλα τα 

γονίδια η ενδοειδική είναι 0.3% και µεταξύ των δύο υποοµάδων 0.5%. Έτσι λοιπόν απ' τη µία τα 

αποτελέσµατα της BI και απ' την άλλη οι γενετικές αποστάσεις συνηγορούν στην ύπαρξη δυο 

διακριτών οµάδων µέσα στα. Παρόλα αυτά τα δεδοµένα δεν κρίνονται επαρκή ενώ η χρήση 

επιπλέον γενετικών δεικτών καθώς και η πληρέστερη αντιπροσώπευση των πληθυσµών του είδους 

αποτελεί και σε αυτή τη περίπτωση προϋπόθεση για την επίλυση των σχέσεων εσωτερικά του 

κλάδου. 
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4.1.2.3. Ο υποκλάδος του R. temporaria 

Η τρίτη εξελικτική γραµµή ή οµάδα που εµφανίζεται διακριτά στο φυλογενετικό δέντρο 

αντιστοιχεί στο είδος R. temporaria και το οποίο συνιστά αδελφόν τάξο του R. graeca. Ο κλάδος 

του R. temporaria περιλαµβάνει ένα άτοµο από τον Ελληνικό χώρο καθώς και τα υπόλοιπα 19 

άτοµα από τους ευρωπαϊκούς πληθυσµούς του είδους τα οποία πάρθηκαν από τη γενετική βάση 

δεδοµένων. Η µονοφυλετικότητα και αυτού του κλάδου έχει πολύ καλή στατιστική υποστήριξη από 

όλες τις φυλογενετικές αναλύσεις που πραγµατοποιήθηκαν (ML=99, BI=1, NJ=100, MP=100). 

Εσωτερικά του κλάδου δεν φαίνεται να υπάρχει κάποια διαφοροποίηση που να στηρίζεται 

στατιστικά, όποτε και σε αυτή τη περίπτωση φαίνεται πως η χαµηλή διακριτική ικανότητα των 

δεδοµένων εµποδίζει την επιµέρους επίλυση των φυλογενετικών σχέσεων. Θα πρέπει βέβαια να 

σηµειωθεί πως σε όλες τις αναλύσεις το άτοµο από την Ελλάδα οµαδοποιείται µε το άτοµο από τη 

περιοχή της Κροατίας κάτι που στηρίζεται στατιστικά (ML=100, BI=1, NJ=100, MP=100). 

Ταυτόχρονα µε βάση τις γενετικές αποστάσεις το άτοµο της Κροατίας είναι το πιο κοντινό στο 

άτοµο από τη Ελλάδα. Πιο αναλυτικά, όσον αφορά στο συνδυασµό των 2 γονιδίων απ’ τα οποία 

υπήρχε πληροφορία, η µέση τιµή γενετικών αποστάσεων ανάµεσα στο ελληνικό και σε όλα τα 

υπόλοιπα άτοµα είναι 1.4%,ενώ ανάµεσα σ’ αυτό και της Κροατίας είναι η µικρότερη που 

παρατηρείται και ίση µε 0.6%. Για το 16S οι τιµές είναι 0.7% και 0% αντίστοιχα και για το COI 2% 

και 0% αντίστοιχα. 

Για άλλη µια φορά κρίνεται επιτακτική η χρήση επιπλέον ατόµων, κατά κύριο λόγω από την 

ελληνική επικράτεια αλλά και από τις βορινότερες περιοχές, καθώς και η ανάλυση τους σε ένα 

µεγαλύτερο εύρος γενετικών δεικτών προκειµένου µε ασφάλεια να µπορεί να σχηµατιστεί η εικόνα 

των σχέσεων µέσα στο κλάδο του είδους R. temporaria. 
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4.2. Βιογεωγραφία και χρονικό πλαίσιο διαφοροποίησης  

4.2.1. Διαφοροποίηση του κοινού προγόνου των Rana  

Αν και η υπόθεση της καταγωγής των δυτικών παλαιαρκτικών καφέ βατράχων του γένους 

Rana είναι ακόµα ανοιχτή (Veith et al., 2003a) διαφορετικές µελέτες συνηγορούν στην εκ 

ανατολικής Ασίας προέλευσή τους (Bohme, 2001, Yuan et al., 2016). Σύµφωνα µε αυτές, ο κοινός 

τους πρόγονος που εποίκισε τη δυτική Ασία και την Ευρώπη διαφοροποιήθηκε απ’ τα υπόλοιπα 

καφέ βατράχια της ανατολικής Ασίας (επίσης του γένους Rana) περίπου 20 εκ. χρόνια πριν από 

σήµερα, από κάποιο βικαριανιστικό γεγονός, όπως η προοδευτική αύξηση της ξηρασίας στη 

περιοχή της κεντρικής Ασίας (Guo et al., 2008). Σύµφωνα µε αυτό το σενάριο ο διαχωρισµός των 

καφέ βατράχων από τα βατράχια του νερού του γένους Pelophylax, που χρησιµοποιήθηκαν εδώ ως 

εξωοµάδα, τοποθετείται ακόµα πιο πριν κατά τη περίοδο του ανώτερου Ολιγόκαινου (Yuan et al., 

2016). Με αντίστοιχο τρόπο οι Lymberakis et al. (2007), που µελέτησαν τις σχέσεις του γένους 

Peplophylax, τοποθετούν το σπάσιµο µεταξύ των ανατολικών και δυτικών βατράχων του νερού 

περίπου 15 εκ. χρόνια πριν. Με βάση αυτό, το σπάσιµο µεταξύ των δύο γενών θα τοποθετούνταν 

στο κατώτερο Μειόκαινο ή στο ανώτερο Ολιγόκαινο. 

Τα αποτελέσµατα των παραπάνω ερευνών όµως φαίνεται να έρχονται σε διαφωνία µε τη 

χρονολόγηση που έγινε στη παρούσα εργασία η οποία τοποθετεί το σπάσιµο µεταξύ Rana και 

Pelophylax στα 7 περίπου εκ. χρόνια πριν. Στο αποτέλεσµα βέβαια αυτό συνηγορεί αντίστοιχη 

παλιότερη µελέτη πάνω στα δυτικά παλαιαρκτικά καφέ βατράχια σύµφωνα µε την οποία τα δύο 

γένη διαχωρίστηκαν στο ύστερο µειόκαινο κάπου µεταξύ 6 και 8 εκ. χρόνων πριν (Veith et al., 

2003a).  

 

4.2.2. Διαφοροποίηση εσωτερικά του γένους Rana 

Ένα απ’ τα γεγονότα που συντέλεσαν σε βασικές διαφοροποιήσεις στο εσωτερικό αρκετών 

γενών ευρωπαϊκών αµφιβίων θα µπορούσε να αποτελεί το τέλος της κρίσης αλατότητας του 
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Μεσσηνίου. Οι παρακάτω µελέτες διαφόρων γενών αµφιβίων συνηγορούν σ’ αυτό το επιχείρηµα: η 

µελέτη πάνω στο γένος Pelophylax µε τη χρήση αλλοενζύµων (Beerli, 1994), η µελέτη πάνω στο 

γένος Salamandra µε τη χρήσης ενός µιτοχονδριακού γενετικού τόπου (Veith et al., 1998), η µελέτη 

πάνω στο γένος Rana µε τη χρήση δύο µιτοχονδριακών και ενός πυρηνικού γονιδίου (Veith et al., 

2003a), η µελέτη πάνω στο γένος Pleurodeles µε τη χρήση δύο µιτοχονδριακών γονιδίων (Carranza 

and Wade, 2004) και εκείνη πάνω στο γένος Pelophylax µε τη χρήση επίσης δύο µιτοχονδριακών 

δεικτών (Lymberakis et al., 2007). Επίσης και άλλα γένη αµφιβίων έχουν δείξει την ίδια 

«συµπεριφορά»: βατράχια του γένους Pseudepidalea, σαλαµάνδρες του γένους Lissotriton και του 

γένους Ichthyosaura καθώς και γένη ερπετών, σαλιγκαριών, εντόµων και θηλαστικών (Poulakakis 

et al., 2015).  

Η απότοµη επαναπλήρωση της Μεσογειακής λεκάνης στα 5.2 εκ. χρόνια πριν (Krijgsman et 

al., 1999) είχε σαν αποτέλεσµα τη διαφοροποίηση των πληθυσµών οργανισµών που είχαν 

εξαπλωθεί στη περιοχή της λεκάνης και για τους οποίους το θαλασσινό νερό που γέµισε τη περιοχή 

αποτέλεσε φραγµό στην διασπορά τους. Θα πρέπει να σηµειωθεί πως την αποξήρανση της λεκάνης 

συνόδεψε ψυχρότερο και ξηρότερο κλίµα (Hsü et al., 1977), που όµως δεν φαίνεται να εµπόδισε 

την εξάπλωση των αµφιβίων (Lanza and Vanni, 1987). Απόδειξη για αυτό αποτελεί η ύπαρξη 

διαφόρων γενών αµφιβίων στα µεγάλα Μεσογειακά νησιά, ενώ η έλλειψη του γένους Rana 

πιθανότατα οφείλεται στην µεταγενέστερη εξαφάνισή του απ’ αυτά (Veith et al., 2003a).  

Τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας όσον αφορά τη διαφοροποίηση στο εσωτερικού του 

γένους φαίνεται να συγκλίνουν επίσης σ’ ένα τέτοιο σενάριο. Όπως φαίνεται στο χρονοφυλετικό 

δέντρο τα δύο µεγάλα σπασίµατα που είχαν σαν αποτέλεσµα τον διαχωρισµό στα τρία διαφορετικά 

είδη που µελετήσαµε έγιναν πριν από 5.7 εκ. χρόνια και πριν από 5 εκ. χρόνια αντίστοιχα. Αν και 

τα δεδοµένα της παρούσας εργασίας δεν µας επιτρέπουν να απαντήσουµε µε βεβαιότητα αυτό το 

ερώτηµα είναι µια αρκετά πιθανή εξήγηση µια τέτοιου τύπου ακτινωτή εξέλιξη η οποία θα πρέπει 

να αναζητηθεί σε µεγαλύτερο βάθος µε επιπλέον έρευνα. 
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4.2.3. Ενδοειδική διαφοροποίηση  

Σύµφωνα µε τη χρονοφυλογενετική ανάλυση που πραγµατοποιήθηκε εδώ ο τελευταίος κοινός 

πρόγονος του καθενός απ’ τα τρία είδη ξεχωριστά τοποθετείται και στις τρεις περιπτώσεις στη 

περίοδο του Ύστερου Πλειοκαίνου (µέσες τιµές: 3.8 εκ. χρόνια πριν για το R. temporaria, 3.56 εκ. 

χρόνια πριν για το R. dalmatina, 2.91 εκ. χρόνια πριν για το R. graeca). Η τιµές αυτές έρχονται σε 

πολύ καλή συµφωνία µε τις αντίστοιχες στις οποίες κατέληξαν και οι (Vences et al., 2013) όσον 

αφορά στα δύο είδη που µελετήθηκαν και εδώ R. temporaria (3.46 εκ. χρόνια πριν) και R. 

dalmatina (3.33 εκ. χρόνια πριν). 

Στη προαναφερθείσα µελέτη πληθυσµιακής γενετικής, οι ερευνητές καταλήγουν σε εντελώς 

διαφορετικά συµπεράσµατα για τη δοµή των πληθυσµών των δύο ειδών. Όπως φάνηκε το R. 

dalmatina αποτελείται από µία µόνο διαφοροποιηµένη γενετική γραµµή στη βόρεια Ιταλία ενώ 

στην υπόλοιπη κατανοµή του οι πληθυσµοί του είδους αποτελούν µια ενιαία οµάδα. Σηµειώνεται 

πως η περιοχή της βόρειας Ιταλίας αποτελεί ουσιαστικά περιοχή καταφύγιο για το είδος και hotspot 

γενετικής ποικιλότητας (Canestrelli et al., 2014). Απ’ την άλλη µεριά το R. temporaria έδειξε να 

αποτελείται από αρκετές καλά διαφοροποιηµένες γενεαλογικές γραµµές κάποιες απ’ τις οποίες 

φάνηκαν να είναι γεωγραφικά δοµηµένες, ενώ µία είχε ξεκάθαρη ένδειξη πρόσφατης επέκτασης της 

κατανοµής. Μια υπόθεση που φαίνεται να εξηγεί τα διαφορετικά πρότυπα ανάµεσα στα δύο είδη 

έχει να κάνει µε την ικανότητα ή µη προσαρµογής σε διαφορετικά περιβάλλοντα. Πιο 

συγκεκριµένα προτείνεται ότι το R. temporaria επεκτάθηκε από τη περιοχή της Ιβηρικής, απ’ όπου 

φαίνεται να κατάγεται, πριν τη περίοδο των παγετώνων. Στη συνέχεια διαφοροποιήθηκε 

καταφέρνοντας να προσαρµόζεται στις διαφορετικές συνθήκες. Έτσι σ’ όλη αυτή τη περίοδο των 

εναλλαγών του κλίµατος κατάφερε να διαφοροποιηθεί σε υψηλό βαθµό στις διαφορετικές περιοχές 

της κατανοµής του χωρίς να χρειάζεται να περιορίσει σε πολύ µεγάλο βαθµό την κατανοµή του. Σε 

αντιπαραβολή µ’ αυτό, το R. dalmatina εµφανίζει µια πιο πρόσφατη επέκταση της κατανοµής του 

και άρα µεγαλύτερη οµοιογένεια. Αυτό ίσως εξηγείται από την αναγκαστική φυγή σε καταφύγιο, 

ίσως στη βόρεια Ιταλία, λόγω τις µη ικανότητας προσαρµογής κατά τη διάρκεια των εναλλαγών 
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παγετωδών-µεσοπαγετωδών περιόδων το οποίο αποτέλεσε και µήτρα για τη γενετική πληροφορία 

της µετέπειτα επεκταµένης κατανοµής του.  

Αν και το R. graeca εµφανίζει πολύ πιο περιορισµένη κατανοµή σε σχέση µε τα άλλα δύο 

είδη η διερεύνηση της «συµπεριφοράς» του κατά τις εναλλαγές παγετωδών-µεσοπαγετωδών 

περιόδων εµφανίζει αντίστοιχο ερευνητικό ενδιαφέρον. Η χρήση επιπλέον γενετικών δεικτών και 

πιο «γρήγορων» εξελικτικά θα µπορούσε να αποκαλύψει αν η σηµερινή κατανοµή του είδους είναι 

αποτέλεσµα µιας προ-πλειστοκαινικής επέκτασης της κατανοµής ή µιας πιο πρόσφατης επέκτασης 

από ένα ή περισσότερα καταφύγια.  

 

 

4.3. Μελλοντική έρευνα  

Η παρούσα εργασία, όπως έχει ξαναειπωθεί, δεν µπορεί να αποτελέσει κάτι περισσότερο από 

απλά µια πρώτη προσπάθεια αναζήτησης των σχέσεων µεταξύ των πληθυσµών του γένους Rana 

στο χώρο της Ελλάδας και του τρόπου µε τους οποίους αυτές καθιερώθηκαν ιστορικά. Η 

ολοκληρωµένη επίλυση των ερωτηµάτων που τέθηκαν εδώ απαιτεί επιπλέον µελέτη. Κάποιοι από 

τους κατευθυντήριους άξονες της θα ήταν, µεταξύ των άλλων, οι παρακάτω: 

α. Πληρέστερη δειγµατοληπτική αντιπροσώπευση των 3 ειδών του γένους από το µεγαλύτερο 

εύρος της κατανοµής τους αλλά κατά κύριο λόγω από τις περιοχές κατανοµής τους στον ευρύτερο 

βαλκανικό χώρο. Για παράδειγµα, το µοναδικό δείγµα R. temporaria που αναλύθηκε εδώ δεν είναι 

ικανό να αναδείξει σε ικανοποιητικό βαθµό τις σχέσεις του είδους µε τα υπόλοιπα πόσο µάλλον τις 

σχέσεις στο εσωτερικό του είδους αυτού.  

β. Αλληλούχιση επιπλέον µιτοχονδριακών και πυρηνικών γενετικών τόπων. Τα τρία γονίδια 

που αναλύθηκαν εδώ αν και είναι αρκετά για να προσφέρουν µια πρώτη εικόνα δεν µπορούν να 

αποκαλύψουν µε ακρίβεια τις σχέσεις µέσα στο γένος. Πιο συγκεκριµένα το µιτοχονδριακό 

cytochrome b (COB), που κωδικοποιεί για την οµώνυµη πρωτεΐνη του µιτοχονδρίου, και το 

πυρηνικό recombination – activating gene 1 (RAG1), που κωδικοποιεί για την οµώνυµη πρωτεΐνη 
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του πυρήνα, φαίνεται να είναι απαραίτητα για τη συνέχεια. Η αλληλούχιση τους θα επιτρέψει, πέρα 

από τη µεγαλύτερη πληροφορία, τη πληρέστερη χρήση των αλληλουχιών των Vences et al. (2013) 

οι οποίοι στην εργασία τους για τα δύο είδη R. temporaria και R. dalmatina χρησιµοποίησαν τα δύο 

αυτά γονίδια σαν βασικά για την αλληλούχιση ατόµων των δύο ειδών από ένα µεγάλο εύρος της 

κατανοµής τους σ’ όλη την Ευρώπη. 

γ. Αλληλούχιση µικροδορυφορικών τόπων. Προκειµένου να γίνει εφικτή η αποσαφήνιση των 

σχέσεων εσωτερικά των ειδών είναι απαραίτητη η χρήση δεικτών που λόγω της «γρήγορης» 

εξέλιξής τους µπορούν να αποκαλύψουν γεγονότα που συνέβησαν σε σχετικά πρόσφατους 

γεωλογικούς χρόνους. Ιδανικοί τέτοιοι δείκτες λοιπόν είναι οι µικροδορυφορικοί. 

 

 

4.4. Συµπεράσµατα 

Τα βασικά συµπεράσµατα, αυτής της πρώτης προσπάθειας µελέτης της φυλογένεσης και της 

φυλογεωγραφίας του γένους Rana µε κατανοµή στη νότια βαλκανική χερσόνησο και πιο 

συγκεκριµένα στη περιοχή της ηπειρωτικής Ελλάδας, µπορούν να συνοψιστούν ως εξής: 

Οι πληθυσµοί του γένους Rana στη περιοχή µελέτης εµφανίζουν σηµαντική γενετική 

ποικιλότητα. Τρεις οµαδοποιήσεις πληθυσµών εµφανίζονται στο φυλογενετικό δέντρο και αυτές 

αντιστοιχούν καλά στα τρία είδη του γένους στη περιοχή. Οι τιµές γενετικής διαφοροποίησης 

µεταξύ των οµαδοποιήσεων αυτών έρχονται σε συµφωνία µε αντίστοιχες διαειδικές 

διαφοροποιήσεις σε άλλα γένη αµφιβίων, και όχι µόνο, µε κατανοµή στη περιοχή µελέτης ή και 

αλλού. 

Επιπλέον τα αποτελέσµατα της φυλογένεσης στηρίζουν τη µονοφυλετικότητα του γένους σε 

σχέση µε την οµάδα του γένους Pelophylax που χρησιµοποιήθηκε εδώ σαν εξωοµάδα. Ταυτόχρονα, 

οι τρεις επιµέρους κλάδοι του δέντρου αποτελούν τρεις µονοφυλετικές οµάδες που η κάθε µια 

αντιστοιχεί στα τρία είδη που µελετήθηκαν: R. graeca, R. dalmatina και R. temporaria. Επιµέρους 

διαφοροποιήσεις εσωτερικά των τριών κλάδων αν και παρατηρούνται δεν µπορούν µε βάση τα 
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δεδοµένα να υποστηριχθούν σθεναρά. 

Με βάση τις χρονοφυλογενετικές αναλύσεις το σπάσιµο µεταξύ Rana και Pelophylax 

υπολογίζεται στα 7 περίπου εκ. χρόνια πριν. Ακολούθως το γένος φαίνεται να διαφοροποιείται 

στους τρεις επιµέρους κλάδους σχεδόν συγχρόνως αφού το πρώτο σπάσιµο που οδήγησε στη 

διαφοροποίηση των dalmatina έγινε 5.7 εκ. χρόνια πριν ενώ τα graeca και temporaria φαίνεται να 

διαχωρίστηκαν 5 εκ. χρόνια πριν. Η κρίση αλατότητας του Μεσσηνίου και η απότοµη 

επαναπλήρωση της λεκάνης της Μεσογείου θα µπορούσε να οφείλεται για την απόσχιση αυτή. 

Τέλος η ενδοειδική διαφοροποίηση στα τρία είδη φαίνεται να ξεκινάει τη περίοδο 3 µε 4 εκ. χρόνια 

πριν.  

Καταληκτικά, θα µπορούσε να ειπωθεί πως η παρούσα µελέτη έβαλε τα θεµέλια για τη 

συνολική διασαφήνιση, µε βάση µοριακούς δείκτες, των σχέσεων µεταξύ των πληθυσµών του 

γένους στο χώρο της Ελλάδας και της ιστορίας που οδήγησε στη σηµερινή κατανοµή του. Η 

συµπλήρωση της δουλειάς αυτής µε επιπλέον µοριακούς δείκτες αλλά και επιπλέον δείγµατα του 

γένους θα είναι σε θέση να απαντήσει µε ασφάλεια τα ερωτήµατα που απαντήθηκαν εν µέρη εδώ. 
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Παράρτηµα 

Πίνακας Π1. Το σύνολο των δειγµάτων στα οποία έγινε αποµόνωση γενετικού υλικού και 

αλληλούχιση για τα 3 γονίδια, µε πληροφορίες για τον κωδικό που δόθηκε στην παρούσα εργασία 

και αντιστοιχεί στο φυλογενετικό δέντρο, τη τοποθεσία και το νοµό όπου συλλέχθηκαν, τα γονίδια 

για τα οποία έγινε αλληλούχιση, το κωδικό της περιοχής συλλογής (FC), το είδος στο οποίο 

ανήκουν, και την ηµεροµηνία συλλογής τους.  

A/A Περιοχή - Νοµός Είδος FC Υψόµετρο Ηµεροµηνία Συλλογής 

1 Σαραντάπορο - Καρδίτσα R. graeca 4566 700 7/9/02 

7 Σαραντάπορο - Καρδίτσα R. graeca 4566 700 7/9/02 
8 Καρδίτσα R. graeca 4554 1200 7/7/02 

12 Γκαµήλα - Ιωάννινα  R. graeca 1668 - 7/5/95 
13 Γκαµήλα - Ιωάννινα R. graeca 1668 - 7/5/95 
16 Βαρδούσια - Φωκίδα R. graeca 431 609 6/24/97 
17 Βαρδούσια - Φωκίδα R. graeca 431 609 6/24/97 
22 Βαρδούσια - Φωκίδα R. graeca 427 1100 6/23/97 
23 Βαρδούσια - Φωκίδα R. graeca 428 1950 6/23/97 
31 Ευρυτανία R. graeca 4568 500 7/9/02 
32 ΄Άγραφα - Καρδίτσα R. graeca 4557 1170 7/7/02 
34 ΄Άγραφα - Καρδίτσα R. graeca 4557 1170 7/7/02 
36 Όσσα - Λάρισα R. graeca 2215 1150 7/31/01 
37 Όσσα - Λάρισα R. graeca 2215 1150 7/31/01 
38 Όσσα - Λάρισα R. graeca 2212 1100 7/30/01 
43 Σικούριο - Λάρισα R. graeca 2202 580 7/28/01 
49 Θερµία - Δράµα R. graeca 939 535 8/14/99 
50 Ελεύθερα - Ιωάννινα R. graeca 7307 900 7/5/05 
51 Ελεύθερα - Ιωάννινα R. graeca 7307 900 7/5/05 
52 Ελεύθερα - Ιωάννινα R. graeca 7307 900 7/5/05 
60 Κοκκινοπηλός - Λάρισα  R. graeca 10055 1200 6/4/07 
64 Κοκκινοπηλός - Λάρισα R. graeca 10051 10051 6/3/07 
65 Γκιώνα - Φωκίδα R. graeca 11173 1300 7/3/08 
66 Γκιώνα - Φωκίδα R. graeca 11173 1300 7/3/08 
72 Δέση - Τρίκαλα R. graeca 3462 1040 6/27/04 
74 Δέση - Τρίκαλα R. graeca 3462 1040 6/27/04 
76 Περιστέρι - Ιωάννινα R. graeca 3471 1700 6/29/04 
77 Περιστέρι - Ιωάννινα R. graeca 3471 1700 6/29/04 
81 Σκοτεινό - Πιερία R. graeca 12041 740 6/19/09 
84 Φτέρη -Πιερία R. graeca 12042 1400 6/20/09 
85 Όθρυς - Μαγνησία R. graeca 12052 428 6/23/09 
87 Βάλια Κάλντα  R. graeca 12275 - 8/8/09 
90 Πάπιγκο - Ιωάννινα R. graeca 12265 - 8/2/09 
91 Κρανιά - Γρεβενά R. graeca 12803 1200 6/20/10 
92 Μηλιά - Ιωάννινα R. graeca 12804 1500 6/21/10 
93 Μηλιά - Ιωάννινα R. graeca 12804 1500 6/21/10 
98 Σαλατούρα - Γρεβενά R. graeca 12805 1730 6/21/10 

100 Πέτρα - Ιωάννινα R. graeca 12806 1510 6/21/10 
101 Πέτρα - Ιωάννινα R. graeca 12806 1510 6/21/10 
104 Αώος - Ιωάννινα R. graeca 12807 1350 6/22/10 
105 Αώος - Ιωάννινα R. graeca 12807 1350 6/22/10 
106 Μικρολίβαδο - Γρεβενά R. graeca 12808 930 6/23/10 
107 Αβγό - Γρεβενά R. graeca 12809 1580 6/23/10 
108 Δρυµάδες - Ιωάννινα R. graeca 12823 1150 6/26/10 
117 Μπουραζάνι - Ιωάννινα R. graeca 12826 - 6/27/10 
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118 Γράµµος - Καστοριά R. graeca 12292 - - 
119 Παναχαϊκό - Αχαΐα R. graeca 13015 - 7/5/12 
120 Παναχαϊκό - Αχαΐα R. graeca 13015 - 7/5/12 
121 Σαλµενίκο - Αχαΐα R. graeca 13012 650 7/5/12 
122 Σαλµενίκο - Αχαΐα R. graeca 13012 650 7/5/12 
128 Ερύµανθος - Ηλεία R. graeca 13020 1750 7/7/12 
130 Ερύµανθος - Ηλεία R. graeca 13021 1100 7/7/12 
131 Πρέσπα - Φλώρινα R. graeca 15535 836 7/8/14 
137 Ροδόπη - Δράµα R. temporaria 12228 - 5/24/09 
138 Όσσα - Λάρισα R. dalmatina 2215 1150 7/31/01 

140 Νέστος - Καβάλα  
R. dalmatina 943 47 8/16/99 

141 Διδυµότειχο - Έβρος R. dalmatina 8593 100 9/24/05 
142 Όλυµπος - Λάρισα R. dalmatina 10054 1080 6/3/07 
143 Όλυµπος - Λάρισα R. dalmatina 10054 1080 6/3/07 
144 Κουφόβουνο - Έβρος R. dalmatina 11752 - 10/30/99 
146 Περτούλλι - Τρίκαλα R. dalmatina 3461 - 6/26/04 
156 Βέρµιο - Ηµαθία R. dalmatina 12048 1240 6/21/09 
157 Σκοτεινό - Πιερία R. dalmatina 12041 740 6/19/09 
158 Βαζέλονος - Κοζάνι R. dalmatina 15523 1050 7/6/14 
160 Μόλος - Κέρκυρα R. dalmatina 21883 - 5/27/15 
162  P. bedriagae    
163  P. bedriagae    
164  P. bedriagae    
165  P. bedriagae    
166  P. bedriagae    
167  P. bedriagae    
168  P. bedriagae    
169  P. bedriagae    
170  P. bedriagae    
171  P. cretensis    

172  P. cretensis    

173  P. cerigensis    

174  P. cerigensis    

175  P. cerigensis    
176  P. kurtmuelleri    
177  P. kurtmuelleri    
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Πίνακας Π2: Το σύνολο των δειγµάτων από τη γενετική βάση δεδοµένων των οποίων οι 

αλληλουχίες χρησιµοποιήθηκαν συµπληρωµατικά στη παρούσα εργασία, µε πληροφορίες  για τη 

χώρα συλλογής, το είδος στο οποίο ανήκουν, τον µοναδικό αριθµό της αλληλουχίας στη γενετική 

βάση δεδοµένων και την µελέτη στην οποία χρησιµοποιήθηκαν πρώτη φορά. 

 

A/A Περιοχή - Χώρα Είδος 
Accession Number 

Πηγή 
16S COI BDNF 

178 Ισπανία R. dalmatina AY014381 - - (Kosuch et al., 2001) 

184 Γερµανία R. dalmatina AY147941 - - (Veith et al., 2003a) 

185 Μέτσοβο - Ελλάδα R. graeca AY147942 - - (Veith et al., 2003a) 

193 Ισπανία R. temporaria KC977171 KC977242 - (Vences et al., 2013) 
194 Ισπανία R. temporaria KC977172 KC977243 - (Vences et al., 2013) 

195 Γερµανία R. temporaria KC977162 KC977233 - (Vences et al., 2013) 

196 Γερµανία R. temporaria KC977163 KC977234 - (Vences et al., 2013) 

197 Γερµανία R. temporaria KC977164 KC977235 - (Vences et al., 2013) 

198 Ισπανία R. temporaria KC977176 KC977248 - (Vences et al., 2013) 

199 Ιρλανδία R. temporaria KC977166 KC977237 - (Vences et al., 2013) 

200 Ιρλανδία R. temporaria KC977167 KC977238 - (Vences, 2000) 

201 Γερµανία R. temporaria KC977165 KC977236 - (Vences et al., 2013) 

202 Ισπανία R. temporaria KC977168 KC977239 - (Vences et al., 2013) 

203 Ισπανία R. temporaria KC977169 KC977240 - (Vences et al., 2013) 

205 Κροατία R. temporaria KC977177 KC977249 - (Vences et al., 2013) 

206 Γαλλία R. temporaria KC977170 KC977241 - (Vences et al., 2013) 

207 Ελβετία R. temporaria KC977174 KC977245 - (Vences et al., 2013) 

208 Γερµανία R. temporaria KC977161 KC977232 - (Vences et al., 2013) 

209 Ισπανία R. temporaria KC977175 KC977246 - (Vences et al., 2013) 

210 Ισπανία R. temporaria KC977173 KC977244 - (Vences et al., 2013) 

211 Ουκρανία R. dalmatina KX269198 - KX269273 (Yuan et al., 2016) 

212 Ουκρανία R. temporaria KX269196 - KX269271 (Yuan et al., 2016) 

213 Μαυροβούνιο R. graeca KX269199 - KX269274 (Yuan et al., 2016) 

 


