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1.1 Η εξελικτική θεωρία 
 

Ο πρώτος γνήσιος υποστηρικτής της εξέλιξης ήταν ο Jean-Baptiste 

de Lamarck (1744-1829), του οποίου η θεωρία παρουσιάστηκε σε 

ολοκληρωµένη µορφή στο έργο του Philosophie Zoologique (1809). Η άποψη 

του Lamarck δεν ήταν ότι τα διάφορα είδη προκύπτουν από κοινά προγονικά 

είδη, αλλά ότι απλές µορφές ζωής γεννιούνται αυτοµάτως από άψυχο υλικό, 

και εξελίσσονται σε πιο σύνθετες και τελειότερες µορφές, µέσω µιας 

εγγενούς τάσης για ανοδική πορεία. Ο Lamarck πίστευε ότι στον αναγκαστικό 

δρόµο για την άνοδο, ο οργανισµός χειραγωγείται από το περιβάλλον του, που 

µε τις συνεχείς αλλαγές του τροποποιεί τις ανάγκες του οργανισµού. Στις 

ανάγκες αυτές ο οργανισµός ανταποκρίνεται µε αντίστοιχες αλλαγές της 

συµπεριφοράς του και µε χρήση ή αχρησία του ενός ή του άλλου οργάνου. 

Αυτή η χρήση ή αχρησία ενός οργάνου αλλάζει τη µορφολογία του ατόµου και 

οι αλλαγές αυτές µεταβιβάζονται στις επόµενες γενιές. Η ιδέα της 

κληρονοµικότητας των επίκτητων χαρακτηριστικών πάνω στην οποία βάσιζε 

τη θεωρία του, δεν άρχισε από τον ίδιο. Ήταν ιδιαίτερα διαδεδοµένη την 

εποχή εκείνη και ο ίδιος ο Δαρβίνος την ενσωµάτωσε στην <<Προέλευση των 

Ειδών>>. Οι ιδέες του απορρίφθηκαν από όλους σχεδόν τους συγχρόνους του, 

όχι γιατί η κληρονοµικότητα των επίκτητων χαρακτηριστικών ήταν γι’ αυτούς 

λανθασµένη, αλλά γιατί οι κορυφαίοι φυσιοδίφες της εποχής δεν µπορούσαν ή 

δεν ήθελαν να παραδεχθούν τα επιχειρήµατα του υπέρ της θεωρίας της 

εξέλιξης (Futuyma, 1995).  

Η καριέρα του Charles Robert Darwin (Δαρβίνος) άρχισε µε το ταξίδι 

του ως επίσηµου φυσιοδίφη στο πλοίο Beagle. Οι παρατηρήσεις που έκανε 

στη διάρκεια των πέντε χρόνων του ταξιδιού αυτού (1831-1836), τον ώθησαν 

να αµφισβητήσει την ιδέα της αµεταβλητότητας του είδους (Πλάτωνας) και να 

επιδοθεί στη συλλογή στοιχείων για την απόδειξη της <<µεταβλητότητας των 

ειδών>>. Δεν περιορίστηκε στο να συλλέξει και να προβάλει µαρτυρίες για την 

εξέλιξη, αλλά και στο να συλλάβει ένα µηχανισµό που θα µπορούσε να την 

εξηγήσει. Η θεωρία της φυσικής επιλογής άρχισε να ωριµάζει στο µυαλό του 

το 1838. Συνέλαβε την ιδέα ότι κάτω από ορισµένες συνθήκες, µερικές 

διαφορές µεταξύ ατόµων θα είναι ευνοϊκές και θα τείνουν να διατηρηθούν 

µέσω αναπαραγωγής, ενώ άλλες θα είναι δυσµενείς και θα εξαφανίζονται 

(Futuyma, 1995).  

Το κύριο πόνηµα του, η Καταγωγή των Ειδών, δηµοσιεύτηκε το 1859 

και εµπεριέχει δύο βασικές θέσεις: (α) ότι όλα τα είδη προήλθαν, µέσω 

τροποποιήσεων, από κοινά προγονικά είδη και (β) ότι οι τροποποιήσεις αυτές 

οφείλονται στη φυσική επιλογή που δρα πάνω σε υπάρχουσες διαφορές 

µεταξύ των ατόµων ενός είδους. Η επιχειρηµατολογία του ήταν πολύ ισχυρή, 

ωστόσο, η µεγαλόπνοη δαρβινική ιδέα της φυσικής επιλογής δεν έπεισε παρά 
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µόνο λίγους διορατικούς των ηµερών του και ουσιαστικά περιήλθε σε αφάνεια 

µέχρι την τρίτη δεκαετία του 20ού αιώνα. Η θεµελιώδης σύλληψη του 

Δαρβίνου ήταν ότι οι µικροδιαφορές µεταξύ ατόµων ενός είδους δεν είναι 

ατέλειες, αλλά αντίθετα αποτελούν το υλικό µε το οποίο η φυσική επιλογή 

<<πλάθει>> νέες µορφές ζωής (Futuyma, 1995).  

Πολλοί ήταν οι κριτές της θεωρίας του Δαρβίνου. Οι νεοµεντελιστές 

Hugo de Vries, William Bateson και Thomas Morgan ταύτισαν την έννοια 

του <<είδους>> µε την έννοια της <<ποικιλίας>> και επειδή µια ποικιλία µπορεί 

να προκύψει από µια άλλη σαν αποτέλεσµα µιας µεταλλαγής, έφθασαν στο 

συµπέρασµα ότι µια ή δύο γενετικές αλλαγές αρκούν για τη δηµιουργία ενός 

νέου είδους. Σε αυτό το σενάριο της εξέλιξης, η φυσική επιλογή δεν είχε 

θέση και η θεωρία του Δαρβίνου ήταν άχρηστη (Futuyma, 1995).   

Η σηµερινή θεωρία της εξέλιξης, γνωστή ως νεοδαρβινισµός, 

εξελικτική σύνθεση ή σύγχρονη σύνθεση ενώνει στοιχεία γενετικής, 

οικολογίας, συστηµατικής και παλαιοντολογίας και µπορεί να θεωρηθεί σαν 

µια επιτυχηµένη σύζευξη του δαρβινισµού µε τα στοιχεία της γενετικής (Mayr 

and Provine, 1980).  

Τα κύρια σηµεία της εξελικτικής θεωρίας είναι: (1) Οι φυσικοί 

πληθυσµοί εµπεριέχουν µεγάλη γενετική ποικιλοµορφία που γεννιέται µέσω 

των τυχαίων διαδικασιών της µεταλλαγής και του ανασυνδυασµού, δηλαδή η 

ποικιλοµορφία δεν γεννιέται επειδή χρειάζεται. (2) Οι αλλαγές, που από γενιά 

σε γενιά λαµβάνουν χώρα µέσα στους πληθυσµούς, οφείλονται στις αλλαγές 

της συχνότητας των γονιδίων που περιέχουν οι πληθυσµοί και οι αλλαγές 

αυτές οφείλονται µε τη σειρά τους, στην τυχαία παρέκκλιση, στην ανταλλαγή 

γονιδίων µεταξύ πληθυσµών και κυρίως στη φυσική επιλογή. (3) Το 

προσαρµοστικό πλεονέκτηµα των περισσότερων αλληλοµόρφων είναι πολύ 

µικρό, µε αποτέλεσµα οι φαινοτυπικές αλλαγές που προκαλούν να είναι µικρές 

και βαθµιαίες. (4) Η διαφοροποίηση των µορφών της ζωής επιτυγχάνεται 

µέσω της ειδογένεσης, ενός µηχανισµού που συνήθως προϋποθέτει τη 

βαθµιαία αναπαραγωγική αποµόνωση των πληθυσµών, και (5) Οι ίδιες αυτές 

διαδικασίες αν συνεχισθούν για µεγάλο χρονικό διάστηµα θα προκαλέσουν 

αλλαγές τέτοιου µεγέθους που να αιτιολογούν τη δηµιουργία νέων κατηγοριών 

κατάταξης (όπως τα γένη, τις οικογένειες, κ.λ.π.) (Futuyma, 1995).  
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1.2 Μοριακή εξέλιξη 
 

Η µοριακή εξέλιξη είναι η διαδικασία της εξέλιξης στο επίπεδο του 

DNA, του RNA και των πρωτεϊνών. Εµφανίστηκε σαν επιστηµονικό πεδίο στις 

αρχές του 1960 καθώς οι ερευνητές της µοριακής βιολογίας, της εξελικτικής 

βιολογίας και της πληθυσµιακής γενετικής άρχισαν να κατανοούν τις 

πρόσφατες ανακαλύψεις πάνω στη δοµή και τη λειτουργία των νουκλεϊκών 

οξέων και των πρωτεϊνών. Πριν το 1960, οι περισσότερες έρευνες πάνω 

στους µηχανισµούς της εξέλιξης πραγµατοποιούνταν χρησιµοποιώντας τη 

µεντελική µέθοδο. Η προσέγγιση αυτή όµως απαιτούσε χρονοβόρα πειράµατα 

διασταυρώσεων για την αναγνώριση οµόλογων γονιδίων και συνεπώς οι 

έρευνες περιορίζονταν σε ενδοειδικές γενετικές αλλαγές. Με τη µοριακή 

προσέγγιση όµως, κατέστη δυνατή η µελέτη της εξελικτικής αλλαγής των 

γονιδίων, συγκρίνοντας οποιοδήποτε ζεύγος ειδών. Με αυτόν τον τρόπο οι 

ερευνητές µπόρεσαν να µελετήσουν τη µακροχρόνια εξέλιξη των γονιδίων. 

Ένας τρόπος µελέτης των εξελικτικών αλλαγών των γονιδίων, είναι 

εξετάζοντας τις αµινοξικές αλλαγές στις πρωτεΐνες, καθώς αυτές είναι 

προϊόντα της µεταγραφής και της µετάφρασης αυτών. Πολλοί ερευνητές 

συνέκριναν τις αµινοξικές ακολουθίες διάφορων πρωτεϊνών και κυρίως της 

αιµοσφαιρίνης, από ένα µεγάλο εύρος ειδών.   

Από αυτές τις έρευνες και επιπλέον δεδοµένα αποκαλύφθηκαν 

κάποιες βασικές αρχές της µοριακής εξέλιξης. Πρώτον, ο αριθµός των 

αµινοξικών αλλαγών µεταξύ δύο ειδών ήταν σχεδόν ανάλογος µε το χρόνο 

από τον οποίο τα δύο αυτά είδη διαχωρίστηκαν. Δεύτερον, για κάθε 

πρωτεΐνη, ο ρυθµός της εξέλιξης, µε την έννοια των υποκαταστάσεων 

αµινοξέων, είναι σχεδόν σταθερός/θέση/χρόνο, εφόσον η λειτουργία και η 

τεταρτοταγής δοµή του µορίου παραµένουν απαράλλακτες. Τρίτον, 

λειτουργικά λιγότερο σηµαντικά µόρια ή τµήµατα των µορίων, εξελίσσονται 

ταχύτερα από περισσότερο σηµαντικά. Τέταρτον, οι υποκαταστάσεις 

αµινοξέων που διαταράσσουν λιγότερο τη δοµή και τη λειτουργία ενός µορίου, 

συµβαίνουν πιο συχνά στην εξέλιξη, σε σχέση µε αυτές που τη διαταράσσουν 

περισσότερο (Kimura and Ohta, 1974).  

Οι ινωδοπρωτεΐνες έχοντας λιγότερο ειδικές λειτουργίες εξελίσσονται 

ταχύτερα από άλλες πρωτεΐνες. Για την αιµοσφαιρίνη όµως, που έχει τη 

συγκεκριµένη λειτουργία να µεταφέρει οξυγόνο, ο ρυθµός εξέλιξης είναι πολύ 

χαµηλότερος. Το κυτόχρωµα c που έχει πιο περιορισµένο λειτουργικό ρόλο 

εξελίσσεται ακόµα πιο αργά από τις αιµοσφαιρίνες και οι ιστόνες ακόµα 

περισσότερο. Ο εξελικτικός ρυθµός διαφέρει όχι µόνο µεταξύ διαφορετικών 

µορίων αλλά και µεταξύ τµηµάτων του ίδιου µορίου. Για παράδειγµα, το 

ενεργό κέντρο ενός ενζύµου εξελίσσεται πιο αργά από το υπόλοιπο τµήµα του 

(Kimura and Ohta, 1974).   
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1.3 Μοριακή φυλογένεση  
 

Στη βιολογία ο όρος φυλογένεση, ή φυλογονία, αφορά τη µελέτη της 

συγγένειας διαφορετικών οργανισµών, όπως αυτή αντικατοπτρίζεται στην 

εξελικτική ιστορία τους (King, 2006). Επί του παρόντος, ο όρος ‘’φυλογένεση’’ 

χρησιµοποιείται για πολυάριθµες βιολογικές σχέσεις µεταξύ πληθυσµών, 

γονιδίων και οµάδων οργανισµών επίσης. Τα δεδοµένα που περιλαµβάνουν 

φυλογενετικές πληροφορίες είναι αλληλουχίες, DNA ή πρωτεϊνών, 

ορθόλογων γονιδίων ή µορφολογικά χαρακτηριστικά που θεωρούνται οµόλογα. 

Η φυλογενετική ανάλυση που περιλαµβάνει συγκρίσεις µοριακών 

αλληλουχιών, έχει τουλάχιστον τέσσερις χρήσεις: (1) στην ταξινόµηση 

(Taxonomy), (2) στην οµαδοποίηση γονιδίων, πρωτεϊνών και άλλων µοριακών 

αλληλουχιών, συµπεριλαµβανοµένου µη κωδικών αλληλουχιών, (3) σε 

επιδηµιολογικές µελέτες που αφορούν κυρίως ιούς και (4) στην ανάλυση 

παράλληλης εξέλιξης παρασίτου και ξενιστή (Christensen, 2008). Ο στόχος 

των φυλογενετικών αναλύσεων είναι ο καθορισµός και η περιγραφή των 

εξελικτικών σχέσεων µιας οµάδας ειδών. Συγκεκριµένα, αυτό περιλαµβάνει 

τον καθορισµό της χρονικής στιγµής και της σειράς που έλαβαν χώρα τα 

γεγονότα της ειδογένεσης (Huson, 2010).  

Οι πρώτες φυλογενετικές µελέτες διεξάγονταν χρησιµοποιώντας 

µορφολογικά δεδοµένα από ζώντες οργανισµούς ή απολιθώµατα. Πίσω από 

αυτή την πρακτική βρισκόταν η παραδοχή ότι αν οι φαινότυποι είχαν 

οµοιότητες µεταξύ τους το ίδιο θα ίσχυε και για τα γονίδια που ήταν 

υπεύθυνα για τους φαινοτύπους αυτούς. Αν ήταν διαφορετικοί τότε και τα 

γονίδια θα ήταν διαφορετικά.  Η συγκεκριµένη προσέγγιση δεν ήταν πλήρως 

σωστή αλλά και καθόλου εύκολη. Ένα από τα προβλήµατα της προσέγγισης 

αυτής, είναι το φαινόµενο της συγκλίνουσας εξέλιξης, µέσα από το οποίο 

µπορεί να προκύψουν οργανισµοί που να µοιάζουν φαινοτυπικά µεταξύ τους 

αλλά να µη συγγενεύουν καθόλου. Για περίπου 100 χρόνια, οι ερευνητές δε 

µπορούσαν να αποφασίσουν σε ποια οικογένεια ανήκει το γιγάντιο πάντα. Τα 

γιγάντια πάντα µοιάζουν µε αρκούδες, αλλά έχουν κάποια χαρακτηριστικά 

σπάνια για τις αρκούδες και συνήθη για τα ρακούν. Το 1985, ο Steven 

O'Brien έλυσε το πρόβληµα της ταξινόµησης αυτού του ζώου, 

χρησιµοποιώντας αλληλουχίες DNA και αλγορίθµους (Huson, 2010).  

Όταν ανακαλύφθηκε ο ρόλος του DNA το 1953, αναπτύχθηκε η ιδέα 

ότι θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν µοριακές αλληλουχίες, για τη 

διαλεύκανση φυλογενετικών σχέσεων. Αλληλουχίες DNA ή πρωτεϊνών είναι 

οµόλογες αν µοιράζονται κάποιον κοινό πρόγονο. Ακόµα γίνεται µια επιπλέον 

διάκριση µεταξύ ορθόλογων και παράλογων αλληλουχιών. Ορθόλογες είναι οι 

οµόλογες αλληλουχίες µεταξύ διαφορετικών ειδών, ενώ παράλογες είναι 

οµόλογες αλληλουχίες που έχουν προκύψει από διπλασιασµό κάποιου γονιδίου 
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(Huson, 2010). Όσο πιο πρόσφατα έχουν διαχωριστεί δύο είδη από τον κοινό 

τους πρόγονο, τόσο πιο κοινές θα είναι οι οµόλογες αλληλουχίες τους. Τα 

µοριακά δεδοµένα είναι προσβάσιµα παγκοσµίως µέσω διαδικτύου και η χρήση 

τους θεωρείται ότι παρέχει πολύ πιο σωστά αποτελέσµατα σε µελέτες 

φυλογένεσης σε σχέση µε άλλου είδους δεδοµένα (Christensen, 2008).    

 

 

 

1.4 Φυλογενετικές σχέσεις και σχολές συστηµατικής  
 

Η µελέτη των φυλογενετικών σχέσεων των οργανισµών αποτελεί 

παραδοσιακά ένα από τα επιστηµονικά πεδία µε τις περισσότερες και πιο 

έντονες διαµάχες ως προς τις µεθόδους που χρησιµοποιούνται και την 

καταλληλότητά τους. Οι πρώτες προσπάθειες αποκάλυψης του φυλογενετικού 

ιστορικού των οργανισµών ξεκίνησαν στα τέλη του 19ου αιώνα από τον 

ζωολόγο και ανατόµο E.Haeckel, όταν πια η εξέλιξη είχε ήδη αρχίσει να 

θεωρείται ως το πλέον αξιόπιστο θεωρητικό πλαίσιο για τη συστηµατική 

κατάταξη των ειδών. Η σχολή που ξεκίνησε από τον Haeckel και κυριάρχησε 

ως τη δεκαετία του ΄60 είναι γνωστή και ως εξελικτική ταξινοµική 

(evolutionary taxonomy). Η σχολή αυτή βασιζόταν αποκλειστικά στην 

‘επίκληση της αυθεντίας’, καθώς ο ερευνητής µελετούσε για δεκαετίες µια 

συγκεκριµένη οµάδα οργανισµών µαθαίνοντας τα πάντα γύρω από τη βιολογία 

της και στη συνέχεια διατύπωνε υποθέσεις γύρω από τη φυλογένεσή της. 

Στις µέρες µας, η σχολή αυτή έχει παραµεριστεί εντελώς, διότι δεν 

ακολουθεί αντικειµενική µεθοδολογία και παράγει εντελώς υποκειµενικά και 

µη επαναλήψιµα αποτελέσµατα (Mares et al. 2000).  

Στις αρχές της δεκαετίας του ΄60 άρχισε να αναπτύσσεται η σχολή 

της φαινετικής. Οι οπαδοί της υποστηρίζουν ότι η κατάταξη πρέπει να 

στηρίζεται σε αντικειµενικά γνωρίσµατα ή σε πειραµατικά δεδοµένα. Ο 

φαινετιστής κατατάσσει τους οργανισµούς σύµφωνα µε µετρήσεις του 

φαινοτύπου, τη συµπεριφορά, τη βιοχηµεία και τη φυσιολογία τους. Η 

αριθµητική ταξινόµηση και οι ηλεκτρονικοί υπολογιστές έχουν προσελκύσει 

πολλούς σύγχρονους ταξινοµιστές στη Φαινετική σχολή. Η βασική παραδοχή 

της φαινετικής είναι ότι όσο περισσότεροι ανεξάρτητοι χαρακτήρες δύο 

οργανισµών µοιάζουν µεταξύ τους, τόσο πιο συγγενικοί θα είναι αυτοί, καθώς 

από στατιστική σκοπιά είναι απίθανο να έχει συµβεί σύγκλιση ή παράλληλη 

εξέλιξη σε πολλούς χαρακτήρες ταυτοχρόνως. Η χρησιµοποίηση των 

ηλεκτρονικών υπολογιστών, πανάκεια για τους φαινετιστές, εκτός από τη 

συγκράτηση και ταχύτατη επεξεργασία ένας µεγάλου αριθµού δεδοµένων, 

συνοδεύεται από πολύ σοβαρά προβλήµατα. Η ορθότητα των λύσεων που 
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δίνει ένας υπολογιστής εξαρτάται από την αντικειµενικότητα των µετρήσεων 

που εγγράφονται καθώς και από το σωστό προγραµµατισµό. Λάθη στις 

µετρήσεις ή στον προγραµµατισµό έχουν αποδειγµένα οδηγήσει σε πολύ 

σοβαρά ταξινοµικά λάθη. Οι Sokal και Michener από τους υποστηρικτές της 

φαινετικής παραδέχονται ότι «Στο σηµερινό στάδιο ανάπτυξής της, η 

φαινετική, δεν έχει καταφέρει να προτείνει ένα σταθερό σύστηµα κατάταξης». 

Με τις µεθόδους που χρησιµοποιούνται στη φαινετική προσέγγιση, 

κατασκευάζονται φαινογράµµατα, τα οποία απεικονίζουν πρότυπα ιεραρχικής, 

συνολικής οµοιότητας, χωρίς να δίνουν πληροφορία για πραγµατικές 

εξελικτικές συγγένειες. Έτσι, αυτή η σχολή παραµερίστηκε σύντοµα, καθώς 

διαπιστώθηκε ότι οι παραδοχές της δεν είναι βάσιµες από βιολογική σκοπιά.  

Στα τέλη της δεκαετίας του ΄60 εµφανίστηκε η κλαδιστική σχολή, µε 

βασικότερο σηµείο αναφοράς το βιβλίο ‘’Phylogenetic Systematics’’ του 

Γερµανού εντοµολόγου W.Hennig. Στο βιβλίο αυτό ο Hennig προτείνει ότι για 

να εξαχθούν φυλογενετικά συµπεράσµατα πρέπει να χρησιµοποιούνται µόνο οι 

χαρακτήρες που είναι κοινοί για ορισµένα τάξα και διαφοροποιηµένοι σε 

σχέση µε το άµεσα προγονικό τους (Hennig, 1966). Η προσέγγιση του Hennig 

υιοθετήθηκε αµέσως από την πλειονότητα των επιστηµόνων και σταδιακά 

παραµέρισε τη φαινετική προσέγγιση. Η ονοµασία άλλωστε, Φυλογενετική 

Συστηµατική που χρησιµοποιείται σήµερα κατά κόρον αντί της Κλαδιστικής, 

καταδεικνύει σε µεγάλο βαθµό την κοινή πεποίθηση ότι οι προηγούµενες 

προσεγγίσεις ήταν µη-φυλογενετικές (Lipscomb, 1985). Έχει µεγάλη σηµασία 

για τη φυλογένεση, η επιλογή των κατάλληλων χαρακτήρων και η ακριβής και 

προσεκτική περιγραφή των καταστάσεων τους, καθώς σφάλµατα στο επίπεδο 

αυτό µπορεί να οδηγήσουν σε παρερµηνεύσιµες φυλογενετικές σχέσεις. Για 

τον προσδιορισµό των φυλογενετικών σχέσεων στην κλαδιστική, 

χρησιµοποιούνται χαρακτήρες είτε µορφολογικοί είτε νουκλεοτιδικές 

αλληλουχίες. Χρήσιµοι στην κλαδιστική ανάλυση είναι µόνο οι οµόλογοι 

χαρακτήρες, αυτοί δηλαδή που έχουν κοινή εξελικτική προέλευση. Όλοι οι 

υπόλοιποι χαρακτήρες οι οποίοι, ενώ φαινοµενικά είναι ίδιοι ή επιτελούν 

κοινή λειτουργία σε δύο τάξα τα οποία δε µοιράζονται τον ίδιο άµεσο πρόγονο, 

αποκαλούνται οµοπλασίες. Οι οµοπλασίες δηµιουργούν θόρυβο στις 

φυλογενετικές αναλύσεις και πρέπει να αναγνωρίζονται και να απαλείφονται 

(Sober et al. 1988). Σύµφωνα µε την κλαδιστική, ενδείξεις φυλογενετικής 

συγγένειας συνιστούν µόνο οι συναποµορφίες. Συναποµορφία έχουµε όταν δύο 

ή περισσότερα τάξα µοιράζονται µια κοινή κατάσταση χαρακτήρα η οποία 

όµως αποκλίνει από τον κοινό τους πρόγονο. Επίσης, η σύγχρονη 

φυλογενετική συστηµατική δέχεται ως τάξα µόνο τις µονοφυλετικές οµάδες, 

αυτές δηλαδή που περιλαµβάνουν τον πιο πρόσφατο κοινό πρόγονο της 

οµάδας και όλους τους απογόνους αυτού του προγόνου. Τέλος, στην 

κλαδιστική υπάρχει µια σηµαντική διαφορά ανάµεσα στο εξελικτικό δέντρο και 
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το κλαδόγραµµα. Στο κλαδόγραµµα, εν αντιθέσει µε το εξελικτικό δέντρο, τα 

υπο µελέτη τάξα βρίσκονται πάντα στους ακραίους κλάδους χωρίς κάποιο να 

είναι προγονικό του άλλου, ενώ τα µήκη των κλάδων δεν προσφέρουν 

πληροφορίες σχετικά µε το χρόνο διάσπασης των διάφορων γενεαλογικών 

γραµµών, παρά µόνο αποκαλύπτουν το συνολικό πρότυπο των φυλογενετικών 

σχέσεων (Grant, 2003). 

 

 

1.5 Φυλογενετικά δέντρα  
 

Το φυλογενετικό δέντρο είναι ένα διακλαδισµένο διάγραµµα που στόχο 

έχει να διευκρινίσει πως µία οµάδα αντικειµένων (συνήθως γονίδια ή 

οργανισµοί) συνδέονται µεταξύ τους και να οπτικοποιήσει τις εξελικτικές 

σχέσεις. Όλοι οι οργανισµοί που ζουν σήµερα, αλλά και αυτοί που έζησαν στο 

παρελθόν, έχουν ένα κοινό πρόγονο που έζησε πριν από περίπου τέσσερα 

δισεκατοµµύρια χρόνια. Σε κάθε φυλογενετικό δέντρο παρουσιάζεται 

τουλάχιστον ένα µέρος αυτής της γενεαλογίας µε κλάδους (branches) που 

συνδέουνε δυο (ορισµένες φορές και περισσότερους) γειτονικούς κόµβους 

(nodes). Οι τελικοί κόµβοι αντιστοιχούν στα taxa, για τα οποία διαθέτουµε 

δεδοµένα από τη µοριακή ανάλυση. Οι εσωτερικοί κόµβοι αντιστοιχούν σε 

κοινούς προγόνους που υπήρχαν πριν από την απόκλιση των ειδών, από την 

οποία προέκυψαν δυο ξεχωριστές φυλογενετικές οµάδες οργανισµών. Τα 

µήκη των κλάδων σχεδιάζονται πολλές φορές σε κλίµακα, ώστε να 

φανερώνουν το βαθµό απόκλισης ανάµεσα στα taxa που συνδέουν. Όταν είναι 

δυνατόν να διακριθεί ένας κόµβος ως ο κοινός πρόγονος όλων των άλλων 

κόµβων του δέντρου, µπορούµε να φτιάξουµε ένα δέντρο µε ρίζα (rooted 

tree). Τα δέντρα χωρίς ρίζα (unrooted trees) αναπαριστούν µόνο τη σχέση 

ανάµεσα στους κόµβους και δε µας δίνουν καµιά πληροφορία σχετικά µε το 

εξελικτικό µονοπάτι που έχει ακολουθηθεί. Ωστόσο, ακόµα και στην 

περίπτωση των δέντρων χωρίς ρίζα, µπορεί συνήθως να προσδιοριστεί µια 

ρίζα χρησιµοποιώντας µια εξωοµάδα (outgroup), ώστε να προκύψει ένα 

δέντρο µε ρίζα (Αλαχιώτης, 2007). Τα πρώτα φυλογενετικά δέντρα 

εµφανίζονται στο βιβλίο του Edward Hitchcock ‘’Elementary geology’’ 

(1840). Επίσης, ο Κάρολος Δαρβίνος το 1859 στο βιβλίο του ‘’The origin of 

species’’, παρουσίασε µια µορφή εξελικτικού δέντρου (Εικ. 1 και 2). 
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Εικόνα 1: Εξελικτικό δέντρο (Κ.Δαρβίνος) (First Notebook on  Transmutation 

of Species , 1837) 
 
 

 
Εικόνα 2: Το φυλογενετικό δέντρο της ζωής 

(http://rst.gsfc.nasa.gov/Sect20/A12d.html)              
 
 

1.6 Μέθοδοι κατασκευής φυλογενετικών δέντρων 
 

Υπάρχουν τρεις προσεγγίσεις που χρησιµοποιούνται για την κατασκευή 

φυλογενετικών δέντρων από µοριακά δεδοµένα. Στις µεθόδους αποστάσεων, 

αρχικά υπολογίζεται ένας πίνακας αποστάσεων από ένα σύνολο βιολογικών 

δεδοµένων και στη συνέχεια κατασκευάζεται ένα δέντρο που αντιπροσωπεύει 

αυτές τις αποστάσεις όσο το δυνατόν πιο πιστά (Huson, 2010). Στις 
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προσεγγίσεις µέγιστης φειδωλότητας, η οµαδοποίηση των δεδοµένων γίνεται 

µε τέτοιο τρόπο ούτως ώστε να ελαχιστοποιηθεί ο αριθµός των 

πιθανολογούµενων αλλαγών που έχουν συµβεί από την εποχή του τελευταίου 

κοινού προγόνου δύο ειδών. Τέλος, οι µέθοδοι µέγιστης πιθανοφάνειας είναι 

εγγενώς πιθανολογικές στατιστικές µέθοδοι και µόνο πρόσφατα, καθώς 

αυξάνεται η ταχύτητα των υπολογιστών, έχουν καταστεί εφαρµόσιµες σε 

µεγάλα σύνολα δεδοµένων (Αλαχιώτης, 2007). 

 

 

1.7 Κατασκευή φυλογενετικών δέντρων µε µεθόδους 
αποστάσεων 
 

Μία από τις παλαιότερες και πιο απλές µεθόδους κατασκευής 

φυλογενετικών δέντρων µε τη βοήθεια πινάκων αποστάσεων είναι η µέθοδος 

συσχέτισης µη σταθµισµένων οµάδων ανά ζεύγη µε αριθµητικούς µέσους 

όρους (UPGMA: unweighted pair group method with arithmetic averages). 

Η µέθοδος αυτή προτάθηκε για πρώτη φορά από τους Sokal και Michener το 

1958 για την ανάλυση τόσο µοριακών όσο και µορφολογικών δεδοµένων. Με 

τη µέθοδο αυτή γίνεται οµαδοποίηση των taxa µε τη βοήθεια ενός πίνακα 

αποστάσεων. Ο τρόπος υπολογισµού των αποστάσεων αυτών είναι πολύ 

απλός και το αποτέλεσµα είναι η δηµιουργία ενός δέντρου µε ρίζα που όλα τα 

taxa ισαπέχουν από τη ρίζα αυτού του δέντρου. Αυτή η προσέγγιση είναι 

κατάλληλη για δεδοµένα-αλληλουχίες που εξελίσσονται υπό την προϋπόθεση 

ότι ο ρυθµός των µεταλλάξεων είναι σταθερός µε την πάροδο του χρόνου και 

ίδιος για όλες τις γενεαλογίες του δέντρου (µοριακό ρολόι). Για αυτόν το λόγο 

δεν µπορεί να εφαρµοστεί όταν ο ρυθµός εξέλιξης δεν είναι ίδιος για όλα τα 

taxa, πράγµα που συµβαίνει στις περισσότερες περιπτώσεις (Huson, 2010). 

Διάφορες εναλλακτικές µέθοδοι που βασίζονται σε πίνακες αποστάσεων 

µπορούν να εφαρµοστούν, όταν ο ρυθµός εξέλιξης των γενεαλογικών 

γραµµών διαφέρει. Μια από αυτές τις µεθόδους, που είναι και η πιο 

δηµοφιλής, είναι η µέθοδος συγχώνευσης γειτόνων (Neighbor Joining), η 

οποία προτάθηκε το 1987 από τους Saitou και Nei. Με τη µέθοδο αυτή 

υπολογίζονται οι αποστάσεις µεταξύ ζευγών δεδοµένων και κατασκευάζεται 

ένα άρριζο δέντρο. Θεωρείται ότι παρέχει τα πιο σωστά αποτελέσµατα και αν 

και είναι περισσότερο πολύπλοκη προτιµάται από άλλες µεθόδους. Γενικά, οι 

µέθοδοι κατασκευής φυλογενετικών δέντρων που βασίζονται σε πίνακες 

αποστάσεων, είναι πολύ γρήγορες και εύκολα εφαρµόσιµες καθώς επίσης 

χρησιµοποιούν και συνεχείς χαρακτήρες. Παρόλα αυτά, προβλήµατα σε 

τέτοιες αναλύσεις µπορούν να προκύψουν από τον λάθος υπολογισµό των 



 16 

αποστάσεων, λόγω κρυφών ή πολλαπλών υποκαταστάσεων στις αλληλουχίες 

(Saitou and Nei, 1987).   

 

1.8 Κατασκευή φυλογενετικών δέντρων µε τη µέθοδο της 
µέγιστης φειδωλότητας 

 
Η µέθοδος της µέγιστης φειδωλότητας είναι από τις πιο δηµοφιλείς 

µεθόδους κατασκευής φυλογενετικών δέντρων και χρησιµοποιήθηκε πρώτη 

φορά από τους Eck και Dayhoff το 1966. Αυτή η µέθοδος βασίζεται στην 

υπόθεση ότι <<η εξέλιξη είναι φειδωλή>> και ότι το καλύτερο εξελικτικό 

δέντρο είναι αυτό που ελαχιστοποιεί τον αριθµό των αλλαγών που έχουν 

συµβεί για να προκύψουν όλα τα υπό εξέταση taxa από έναν κοινό πρόγονο 

(Nakhleh et al. 2005).  

Κατά την εξέταση των δεδοµένων µε την προσέγγιση που βασίζεται στη 

µέγιστη φειδωλότητα, δεν λαµβάνονται υπόψη όλες οι θέσεις µε 

αντικαταστάσεις. Αντίθετα, εντοπίζονται κα αξιολογούνται µόνο οι θέσεις 

µιας πολλαπλής στοίχισης που ευνοούν ένα συγκεκριµένο δέντρο έναντι ενός 

άλλου ως προς τον αριθµό των αντικαταστάσεων που επιτελούνται. Με 

κριτήριο την µέγιστη φειδωλότητα, δεν ευνοούν όλες οι θέσεις µιας 

πολλαπλής στοίχισης το ίδιο δέντρο σε σχέση µε άλλα εναλλακτικά δέντρα. 

Για την κατασκευή των δέντρων µέγιστης φειδωλότητας αρχικά 

προσδιορίζονται όλες οι πληροφοριακές θέσεις µιας στοίχισης. Στη συνέχεια, 

καθορίζεται ποιο απ’ όλα τα πιθανά δέντρα χωρίς ρίζα περιέχει τον ελάχιστο 

αριθµό µεταλλαγών σε αυτές τις θέσεις συνολικά. Το δέντρο ή τα δέντρα που 

περιέχουν το µικρότερο αριθµό µεταλλαγών όταν εξετάζονται όλες οι θέσεις 

µιας στοίχισης είναι το δέντρο ή τα δέντρα µε τη µέγιστη φειδωλότητα.  

Το γεγονός ότι µπορεί να προκύψουν πάνω από ένα δέντρα µε την ίδια 

βαθµολογία φειδωλότητας θεωρείται ένα από τα µειονεκτήµατα της µεθόδου. 

Ένα πολύ χρήσιµο αποτέλεσµα που προκύπτει µέσω της προσέγγισης της 

φειδωλότητας είναι ο προσδιορισµός των προγονικών αλληλουχιών, οι οποίες 

εµφανίζονται στους κόµβους του δέντρου. Αυτές οι προγονικές αλληλουχίες 

δίνουν χρήσιµες πληροφορίες σχετικά µε τους περίφηµους «χαµένους 

κρίκους» του αρχείου των απολιθωµάτων και µε προσεκτική ανάλυση 

µπορούν να µας δώσουν ιδιαίτερα σαφείς κατευθύνσεις σχετικά µε τη φύση 

οργανισµών που έχουν εξαφανιστεί εδώ και πολύ καιρό, καθώς και για το 

περιβάλλον στο οποίο ζουν οι συγκεκριµένοι οργανισµοί.    
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1.9 Κατασκευή φυλογενετικών δέντρων µε τη µέθοδο µέγιστης 
πιθανοφάνειας  
 

Οι προσεγγίσεις µέγιστης πιθανοφάνειας (maximum likelihood) 

αποτελούν καθαρά στατιστικές µεθόδους κατασκευής φυλογενετικών 

δέντρων. Με τις µεθόδους αυτές εξετάζονται οι πιθανότητες για κάθε 

νουκλεοτιδική αντικατάσταση ξεχωριστά, σε ένα σύνολο στοιχίσεων 

αλληλουχίας. Για παράδειγµα, γνωρίζουµε ότι οι µεταπτώσεις συµβαίνουν µε 

τριπλάσια περίπου συχνότητα σε σύγκριση µε τις µεταστροφές. Σε µια 

στοίχιση τριών αλληλουχιών όπου διαπιστώνεται ότι σε µια θέση η µια στήλη 

περιέχει C, η άλλη Τ και η τρίτη Α, είναι λογικό να θεωρηθεί πιθανότερο οι 

αλληλουχίες µε τη C και Τ να συγγενεύουν στενότερα µεταξύ τους από ότι µε 

τις αλληλουχίες που περιέχουν Α. Η µέθοδος αυτή είναι πιο αποτελεσµατική 

από τις µεθόδους που χρησιµοποιούν αποστάσεις όταν ο ρυθµός εξέλιξης δεν 

είναι σταθερός (Hasegawa et al. 1991). Είναι η πιο αργή καθώς απαιτεί 

µεγάλο υπολογιστικό χρόνο αλλά παρέχει καλύτερα αποτελέσµατα και πιο 

ακριβή δέντρα σε σχέση µε άλλες µεθόδους. Ένα γεγονός που περιπλέκει 

τους υπολογισµούς των πιθανοτήτων είναι ότι η αλληλουχία του κοινού 

προγόνου των αλληλουχιών που εξετάζονται συνήθως δεν είναι γνωστή. Αυτό 

όµως που τους κάνει ακόµη πιο περίπλοκους είναι ότι µπορεί να έχουν γίνει 

πολυάριθµες αντικαταστάσεις σε µια ή περισσότερες από τις θέσεις που 

εξετάζονται και ότι όλες οι θέσεις δεν είναι απαραίτητα ανεξάρτητες ή 

ισοδύναµες. Ωστόσο, είναι δυνατόν να εφαρµοστούν αντικειµενικά κριτήρια 

για τον υπολογισµό της πιθανότητας κάθε θέσης και κάθε πιθανού δέντρου 

που περιγράφει τη σχέση των αλληλουχιών σε µια πολλαπλή στοίχιση. Ο 

αριθµός των πιθανών δέντρων ακόµη και για ένα µέτριο αριθµό αλληλουχιών 

είναι πολύ µεγάλος µε υψηλές υπολογιστικές απαιτήσεις. Παρόλα αυτά, το 

δέντρο µε το ποιο υψηλό άθροισµα πιθανοτήτων είναι εξ ορισµού αυτό που 

πιθανότατα αντιπροσωπεύει το πραγµατικό φυλογενετικό δέντρο.  Η 

εντυπωσιακή αύξηση της ταχύτητας των υπολογιστών τα τελευταία χρόνια 

κατέστησε εφικτή την εφαρµογή των προσεγγίσεων µέγιστης πιθανοφάνειας. 

Δέντρα που προκύπτουν µε την προσέγγιση αυτή εµφανίζονται στη 

βιβλιογραφία ολοένα συχνότερα. 
 
 

1.10 Δοκιµασία bootstrap για την αξιοπιστία των δέντρων 
 

Όταν στα δεδοµένα που θέλουµε να αναλύσουµε περιλαµβάνονται 30 ή 

περισσότερα είδη, ο αριθµός των πιθανών δέντρων είναι τόσο µεγάλος, που 

απλώς δεν είναι δυνατόν να εξεταστούν όλα τα πιθανά δέντρα και να 
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αξιολογηθεί η προσαρµογή των δεδοµένων σε καθένα από αυτά. Όµως, τα 

διάφορα εναλλακτικά δέντρα δεν είναι ανεξάρτητα το ένα από το άλλο και έτσι 

πολλοί αλγόριθµοι φειδωλότητας χρησιµοποιούν σύντοµους δρόµους ώστε να 

µην είναι απαραίτητη η εξαντλητική αναζήτηση όλων των περιπτώσεων. Εν 

τούτοις, καµία µέθοδος κατασκευής  δέντρου δεν εγγυάται ότι θα δώσει το 

σωστό δέντρο. Έχουν προταθεί πολυάριθµες παραλλαγές κάθε προσέγγισης 

και έχουν γίνει εντατικές µελέτες προσοµοίωσης προκειµένου να συγκριθεί η 

στατιστική αξιοπιστία των µεθόδων κατασκευής δέντρων. Τα αποτελέσµατα 

αυτών των προσοµοιώσεων δείχνουν ότι µια οµάδα δεδοµένων επιτρέπουν να 

προσδιοριστεί µε µια συγκεκριµένη µέθοδο η σωστή φυλογενετική σχέση των 

taxa δίνουν συνήθως καλά αποτελέσµατα και µε όλες τις άλλες δηµοφιλείς 

µεθόδους. Ωστόσο, αν έχουµε εισαγάγει µεγάλο αριθµό αντικαταστάσεων στις 

αλληλουχίες που απαρτίζουν την οµάδα δεδοµένων που χρησιµοποιείται στην 

προσοµοίωση ή αν ο αριθµός αντικαταστάσεων είναι διαφορετικός από κλάδο 

σε κλάδο, τότε καµία από τις µεθόδους δεν είναι πολύ αξιόπιστη. Ο γενικός 

κανόνας είναι ότι, αν από τη µια οµάδα δεδοµένων προκύπτει το ίδιο δέντρο 

(ή πανοµοιότυπα δέντρα) µετά από ανάλυση µε δυο ή τρεις διαφορετικές 

µεθόδους κατασκευής δέντρων, τότε αυτό το δέντρο µπορεί να θεωρηθεί 

αρκετά αξιόπιστο. Είναι επίσης πιθανό διαφορετικά τµήµατα των δέντρων να 

προσδιοριστούν µε διαφορετικό βαθµό εµπιστοσύνης. Οι δοκιµασίες 

bootstrap επιτρέπουν την κατά προσέγγιση εκτίµηση αυτού του βαθµού 

εµπιστοσύνης µε ποσοτικό τρόπο. Η διαδικασία µιας δοκιµασίας bootstrap 

είναι απλή: ένα υποσύνολο των αρχικών δεδοµένων επιλέγεται µε τυχαίο 

τρόπο από την αρχική οµάδα δεδοµένων και κατασκευάζεται ένα δέντρο µε τα 

δεδοµένα αυτού του υποσυνόλου. Η διαδικασία της δειγµατοληψίας 

επαναλαµβάνεται, ώστε να δηµιουργηθούν εκατοντάδες ή χιλιάδες οµαδες 

δεδοµένων από τα οποία προκύπτει ένας αντίστοιχα µεγάλος αριθµός 

δέντρων. Οι περιοχές των δέντρων που είναι κοινές σε πολλά από αυτά τα 

δέντρα αντιστοιχούν σε περιοχές υψηλού βαθµού εµπιστοσύνης, γεγονός που 

σηµαίνει ότι η οµαδοποίηση των taxa σε αυτές τις περιοχές του δέντρου 

υποστηρίζεται ιδιαίτερα ικανοποιητικά από ολόκληρη την αρχική οµάδα 

δεδοµένων. Το ποσοστό των δέντρων που δίνουν την ίδια οµαδοποίηση συχνά 

σηµειώνεται δίπλα στον αντίστοιχο κόµβο στο φυλογενετικό δέντρο και 

εκφράζει το σχετικό βαθµό εµπιστοσύνης τους συγκεκριµένου τµήµατος του 

δέντρου. Η δοκιµασία bootstrap είναι ιδιαίτερα δηµοφιλής στις φυλογενετικές 

αναλύσεις παρόλο που η εφαρµογή της σε συνδυασµό µε ορισµένες µεθόδους 

δηµιουργίας δέντρου είναι ιδιαίτερα χρονοβόρα (Αλαχιώτης 2007, Holmes 

2003).   
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1.11 Επιλογή χαρακτήρων για την κατασκευή φυλογενετικών 
δέντρων  
 

Μέχρι τη δεκαετία του ΄80, στις φυλογενετικές µελέτες 

χρησιµοποιούνταν σχεδόν αποκλειστικά µορφολογικοί χαρακτήρες. Το 

κυριότερο πλεονέκτηµα των µορφολογικών χαρακτήρων είναι ότι συνιστούν 

φαινοτυπικές εκδηλώσεις πολλών, συνήθως, γονιδίων. Εποµένως, 

συµπυκνώνουν ποσό πληροφορίας που αντιστοιχεί σε µεγάλο τµήµα του 

γενετικού υλικού. Ο φαινότυπος άλλωστε, είναι από εξελικτική σκοπιά 

εκείνος που υπόκειται πιο άµεσα στους νόµους της φυσικής επιλογής. 

Επιπλέον, είναι δυνατό να συµπεριληφθεί αρκετά µεγάλο δείγµα ατόµων στην 

ανάλυση, µειώνοντας σηµαντικά την πιθανότητα σφαλµάτων. Η περιγραφή των 

µορφολογικών χαρακτήρων, όµως, εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από την 

υποκειµενικότητα του παρατηρητή, χωρίς να είναι πάντοτε δυνατή η σαφής 

διάκριση των καταστάσεών τους. Ακόµη, σε πολλές περιπτώσεις το πλήθος 

των διαθέσιµων χαρακτήρων είναι ανεπαρκές για τη εξαγωγή ασφαλών 

φυλογενετικών υποθέσεων και πολλές φορές οι χαρακτήρες εξαρτώνται από 

το στάδιο ανάπτυξης (Hebert et al. 2003). Το κυριότερο όµως µειονέκτηµα 

που χαρακτηρίζει τους µορφολογικούς χαρακτήρες, είναι η αδυναµία στον 

εντοπισµό οµοπλασιών, δηλαδή οµοιοτήτων που δεν οφείλονται σε κοινή 

καταγωγή (Moore και Willmer, 1997). 

Με την ανάπτυξη µοριακών τεχνικών, όπως η PCR, κατέστη δυνατός ο 

προσδιορισµός αλληλουχιών DNA σε µεγάλη κλίµακα και οι µοριακοί 

χαρακτήρες άρχισαν να χρησιµοποιούνται πλέον συστηµατικά. Είναι 

αυτονόητο πως, αφού η φυλογένεση προσπαθεί να ερµηνεύσει όχι µόνο τα 

πρότυπα των εξελικτικών αλλαγών αλλά και τη ροή της κληρονοµικότητας 

τους, οι γονιδιωµατικές αλληλουχίες έχουν εξέχουσα θέση στις 

φυλογενετικές αναλύσεις. Οι µοριακοί χαρακτήρες προσφέρουν µεγάλο 

πλήθος δεδοµένων και µε διαρκώς µειούµενο κόστος. Επίσης, αποφεύγεται το 

υποκειµενικό στοιχείο της περιγραφής τους και παρέχεται ένα µέτρο 

γενετικής απόκλισης ακόµα και για πολύ αποµακρυσµένες οµάδες οργανισµών 

(Wheelis et al. 1992).  

Οι µοριακοί χαρακτήρες που επιλέγονται συνήθως για τη διεξαγωγή 

φυλογενετικών αναλύσεων είναι τµήµατα µιτοχονδριακών γονιδίων που 

κωδικοποιούν για πρωτεΐνες αλλά και γονιδίων που κωδικοποιούν για rRNA. 
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1.12 Το µιτοχονδριακό DNA (mtDNA) 
 

Τα µιτοχόνδρια διαδραµατίζουν πολύ σηµαντικό ρόλο σε διάφορες 

βιοχηµικές διαδικασίες όπως η οξειδωτική φωσφορυλίωση. Μέσα σε αυτά τα 

υποκυτταρικά οργανίδια εντοπίζεται το γονιδίωµα τους, διαχωρισµένο από 

την πυρηνική χρωµατίνη, το οποίο καλείται µιτοχονδριακό DNA. Σε όλους 

σχεδόν τους πολυκύτταρους οργανισµούς το mtDNA είναι ένα κυκλικό, 

δίκλωνο, υπερελικωµένο µόριο (Εικ. 3). Μόνον οι τάξεις Cubozoa, Scyphozoa 

και Hydrozoa των κνιδόζωων έχουν γραµµικά µόρια mtDNA (Boore, 1999).  

Το mtDNA των περισσότερων ζώων έχει µέγεθος ~15-17 kb και 

περιέχει τα ίδια 37 γονίδια για όλα σχεδόν τα είδη. Αν και αρκετά µεγαλύτερα    

µιτοχονδριακά γονιδιώµατα έχουν βρεθεί, αυτά είναι προϊόντα διπλασιασµού 

τµηµάτων του mtDNA παρά διαφοροποιήσεις στο περιεχόµενό του σε γονίδια. 

Τα γονίδια του mtDNA κωδικοποιούν για 13 πρωτεϊνικές υποµονάδες των 

ενζύµων της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, για τα δύο rRNAs του 

µιτοχονδριακού ριβοσώµατος και για τα 22 tRNAs που είναι απαραίτητα για 

τη µετάφραση των πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από το mtDNA. Και τα 

37 γονίδια που βρίσκονται σε ένα σύνηθες µιτοχονδριακό DNA έχουν 

οµόλογα γονίδια στο mtDNA των φυτών, των µυκήτων και των πρωτίστων. 

Υπάρχει επίσης µια µεγάλη µη κωδική περιοχή, η περιοχή ελέγχου (control 

region), η οποία είναι γνωστό ότι περιέχει στοιχεία ελέγχου της αντιγραφής 

και της µεταγραφής. Δεν είναι ξεκάθαρο κατά πόσο αυτές οι περιοχές 

ελέγχου είναι οµόλογες µεταξύ απόµακρων ζωικών ειδών, ή εναλλακτικά 

έχουν προκύψει από διαφορετικές µη κωδικές αλληλουχίες ανεξάρτητα σε 

ξεχωριστές εξελικτικές γενεαλογίες, δεδοµένου ότι δε µοιράζονται κάποια 

οµολογία στις αλληλουχίες εκτός από τις περιπτώσεις που πρόκειται για 

στενά συγγενικά είδη (Boore, 1999).  

Τα προϊόντα αυτών των γονιδίων, µαζί µε τα RNA και τις πρωτεΐνες 

που εισάγονται από το κυτταρόπλασµα, παρέχουν στο µιτοχόνδριο το δικό του 

σύστηµα αντιγραφής, µεταγραφής και µετάφρασης. Η µελέτη αυτών των 

γονιδιωµάτων εξυπηρετεί ως µοντέλο για την γενωµική εξέλιξη. Επιπλέον, η 

σύγκριση της οργάνωσης των µιτοχονδριακών γονιδίων έχει αποδειχθεί 

ιδιαίτερα πολύτιµη για την εξαγωγή αρχαίων εξελικτικών σχέσεων, αφού 

φαίνεται ότι η διάταξη των γονιδίων σε απόµακρες ταξινοµικά οµάδες είναι 

µοναδική και έτσι είναι σχεδόν αδύνατο να συµβεί αυτό το γεγονός µε τον ίδιο 

τρόπο σε ανεξάρτητες εξελικτικά γενεαλογίες (Boore, 1999). 
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Εικόνα 3: Μιτοχονδριακό DNA (mtDNA) 

(http://www.nature.com/nature/journal/v414/n6865/full/414807a.html) 
 
 
 

1.13 Ρυθµός εξέλιξης του µιτοχονδριακού DNA  
 

Μια υπόθεση που θα µπορούσε να γίνει για τα γονίδια των 

µιτοχονδρίων, είναι ότι οι εξελικτικές αλλαγές σε αυτά συµβαίνουν πολύ αργά. 

Αυτή η υπόθεση βασίζεται σε µια ευρέως αποδεκτή γενικότητα, που αφορά 

τους ρυθµούς της µοριακής εξέλιξης: όσο πιο σηµαντική είναι η λειτουργία 

ενός γονιδίου ή µιας πρωτεΐνης, τόσο πιο αργά υποβάλλεται σε εξελικτικές 

αλλαγές της πρωτοταγούς δοµής. Τα µιτοχόνδρια έχουν εξαιρετικά 

σηµαντικές κυτταρικές λειτουργίες. Επειδή η ζωή των ζώων εξαρτάται από 

τις µιτοχονδριακές λειτουργίες, θα αναµενόταν η µιτοχονδριακή εξέλιξη να 

είναι ιδιαίτερα περιορισµένη. Παρόλα αυτά, πολλές εξελικτικές µελέτες έχουν 

δείξει ότι το µιτοχονδριακό DNA εξελίσσεται πολύ ταχύτερα από το πυρηνικό 

(Brown et al. 1979). 

Το µικρό µέγεθος του mtDNA και ο εξαιρετικά υψηλός ρυθµός 

αντικαταστάσεων των βάσεων του έχουν εγείρει µεγάλο ενδιαφέρον σχετικά 

µε την εξέλιξη του. Ο µέσος ρυθµός συνώνυµων µεταλλάξεων στα 

µιτοχονδριακά γονίδια των θηλαστικών είναι περίπου 5,7 x 10-8 ανά θέση ανά 

έτος, είναι δηλαδή περίπου δεκαπλάσιος από το µέσο ρυθµό συνώνυµων 

µεταλλάξεων των γονιδίων του πυρήνα. Ο ρυθµός µη συνώνυµων 
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µεταλλάξεων ποικίλλει σηµαντικά µεταξύ των γονιδίων του µιτοχονδρίου αλλά 

σε κάθε περίπτωση είναι σηµαντικά υψηλότερος από το µέσο ρυθµό 

συνώνυµων αντικαταστάσεων που παρατηρείται στα πυρηνικά γονίδια. Γενικά 

το mtDNA των θηλαστικών εξελίσσεται 5-10 φορές ταχύτερα από το 

πυρηνικό DNA, ίσως επειδή η πολυµεράση DNA, που αντιγράφει το 

µιτοχονδριακό DNA, στερείται της ικανότητας εντοπισµού και επιδιόρθωσης 

λαθών, ικανότητα την οποία διαθέτουν οι πολυµεράσες που αντιγράφουν το 

πυρηνικό γονιδίωµα (Futuyma, 1995). Επιπλέον, το mtDNA εκτίθεται 

διαρκώς στα τοξικά παραπροϊόντα της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, αφού δε 

διαθέτει το προστατευτικό περίβληµα ιστονών του πυρηνικού γονιδιώµατος 

(Brown, 1983). Επίσης, είναι πιθανό, η πίεση της φυσικής επιλογής που 

φυσιολογικά εξαλείφει πολλές µεταλλαγές στα γονίδια του πυρήνα να είναι 

λιγότερο έντονη στα µιτοχόνδρια, επειδή τα περισσότερα κύτταρα περιέχουν 

πολλές δεκάδες µιτοχόνδρια καθένα από τα οποία περιέχει µέχρι και δώδεκα 

αντίγραφα του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος. Τα παραπάνω εξηγούν γιατί το 

mtDNA παρουσιάζει 5-10 φορές υψηλότερο ρυθµό νουκλεοτιδικών 

υποκαταστάσεων από το πυρηνικό DNA.  

Αν και είναι γνωστό ότι οι µιτοχονδριακές αλληλουχίες εξελίσσονται 

ταχύτατα, η οργάνωση των γονιδίων φαίνεται ότι παραµένει ίδια για µεγάλες  

περιόδους της εξελικτικής ιστορίας. Πχ. η γονιδιακή οργάνωση στα mtDNAs 

του ανθρώπου και της πέστροφας είναι όµοιες. Με µερικές εξαιρέσεις, η 

οργάνωση των γονιδίων είναι σχετικά σταθερή εντός µεγάλων οµάδων, αλλά 

ποικίλει µεταξύ αυτών. Συγκρίσεις αυτής της οργάνωσης µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για την επίλυση των προβληµάτων που αφορούν στους 

βαθύτερους κλάδους της φυλογένεσης των µεταζώων (Boore, 1999).  

 

 

1.14 Τα µιτοχονδριακά γονίδια στη φυλογένεση 
 

Το µιτοχονδριακό DNA χρησιµοποιείται εδώ και πολλά χρόνια σε 

µελέτες φυλογένεσης και έχει αποδειχθεί εξαιρετικά χρήσιµο και σε άλλες 

περιπτώσεις. Η ευρεία χρήση του οφείλεται σε κάποιες µοναδικές ιδιότητες 

του, που το καθιστούν πολύτιµο εξελικτικό εργαλείο. Κάποιες από αυτές τις 

ιδιότητες είναι το µικρό µέγεθος, ο υψηλός αριθµός αντιγράφων, η παρουσία 

γονιδίων ή διαφορετικών περιοχών του ίδιου γονιδίου που εξελίσσονται µε 

διαφορετικό ρυθµό, η µητρική κληρονοµικότητα, η έλλειψη ανασυνδυασµού, η 

ευκολία της αποµόνωσης του και ο ιδιαίτερα υψηλός ρυθµός µεταλλάξεων 

(Gissi et al. 2008). Η αφθονία του στους ιστούς και ο εξωκυτταρικός 

εντοπισµός του mtDNA, καθιστούν την ανάλυση του ευκολότερη σε σχέση µε 

το πυρηνικό (Pakendorf και Stoneking, 2005). 
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Από τα µιτοχονδριακά γονίδια, εκείνα που συνήθως επιλέγονται για 

φυλογενετικές αναλύσεις, είναι αυτά που κωδικοποιούν για πρωτεϊνικές 

υποµονάδες. Τα γονίδια αυτά κωδικοποιούν για τις υποµονάδες Ι, ΙΙ και ΙΙΙ 

της κυτοχρωµικής οξειδάσης (COI, COII, COIII αντίστοιχα), για το 

αποένζυµο του κυτοχρώµατος b (Cytb), για τις υποµονάδες 1-6 και 4L της 

αφυδρογονάσης NADH (ND1-6 και 4L) και τέλος για τις υποµονάδες 6 και 8 

της ATP συνθάσης (A6 και A8) (Boore, 1999). Επίσης, σε κάποιες µελέτες  

χρησιµοποιείται το γονίδιο που κωδικοποιεί για το 16s rRNA. Από όλα τα 

παραπάνω γονίδια, το γονίδιο της υποµονάδας Ι της κυτοχρωµικής οξειδάσης 

(COI) κατέχει κάποια χαρακτηριστικά που το καθιστούν ιδιαίτερα χρήσιµο ως 

µοριακό δείκτη για εξελικτικές µελέτες (Hebert et al. 2003).   

 

 

 

1.15 Γονίδιο υποµονάδας Ι της κυτοχρωµικής οξειδάσης (COI)  
 

Τα γονίδια του mtDNA, λόγω του πολύ γρήγορου ρυθµού εξέλιξης, 

χρησιµοποιούνται για την εξαγωγή φυλογενετικών συµπερασµάτων που 

αφορούν πρόσφατες καταγωγές. Αντίθετα, τα πυρηνικά γονίδια 

χρησιµοποιούνται σε µελέτες, των οποίων στόχος είναι η επίλυση 

εξελικτικών σχέσεων µεταξύ οµάδων που έχουν µακρά ιστορία εξελικτικής 

απόκλισης. Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως, από τα 13 γονίδια του 

mtDNA που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες, το γονίδιο της υποµονάδας Ι της 

κυτοχρωµικής οξειδάσης (COI) είναι ιδιαίτερα δηµοφιλές στον καθορισµό των 

σχέσεων µεταξύ στενά συγγενικών taxa (Remigio and Hebert, 2003).  

Η κυτοχρωµική οξειδάση είναι ένα µεγάλο διαµεµβρανικό πρωτεϊνικό  

σύµπλοκο που βρίσκεται στα µιτοχόνδρια των ευκαρυωτών και στα βακτήρια. 

Είναι το τελευταίο ένζυµο στην αναπνευστική αλυσίδα µεταφοράς e-. 

Συνοπτικά, ο ρόλος του είναι να προσλαµβάνει ένα ηλεκτρόνιο από κάθε ένα 

από τα τέσσερα µόρια κυτοχρώµατος c και να το µεταφέρει σε ένα µόριο 

οξυγόνου, µετατρέποντας αυτό σε δύο µόρια νερού ενώ παράλληλα δηµιουργεί 

µια ηλεκτροχηµική διαβάθµιση πρωτονίων (Εικ. 4) (Μαργαρίτης, 2004).  
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Εικόνα 4: Ρόλος της κυτοχρωµικής οξειδάσης στην αναπνευστική αλυσίδα 

(Alberts, B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Watson J.D. The 

Respiratory Chain and ATP Synthase. 1994)  

 

 

 

Το σύµπλεγµα της κυτοχρωµικής οξειδάσης αποτελείται από 11-13 

πρωτεϊνικές υποµονάδες, εκ των οποίων οι τρεις κωδικοποιούνται από τα 

µιτοχονδριακά γονίδια COI, COII και COIII (Vygodina και Konstantinov, 

2007). Το γονίδιο COI είναι από τα µεγαλύτερα γονίδια που κωδικοποιούν 

για πρωτεΐνες και προτιµάται σε φυλογενετικές αναλύσεις για τους παρακάτω 

λόγους.  

Πρώτον, λόγω του µεγάλου µεγέθους του, επιτρέπεται η ενίσχυση και 

αλληλούχηση πολλών περισσότερων χαρακτήρων, δηλαδή περιέχει 

µεγαλύτερο φυλογενετικό σήµα σε σχέση µε άλλα µιτοχονδριακά γονίδια (Lunt 

et al. 1996, Hebert et al. 2003). 

Δεύτερον, περιέχει τόσο συντηρηµένες όσο και πολυµορφικές 

αλληλουχίες. Οι περιοχές που αποτελούν το ενεργό κέντρο της υποµονάδας 

είναι πολύ πιο συντηρηµένες από άλλες αλληλουχίες του ίδιου γονιδίου (Park 

et al. 2009).  

Τρίτον, υπάρχουν πολλοί εκκινητές των οποίων οι αλληλουχίες είναι 

διαθέσιµες σε βάσεις δεδοµένων. Οι εκκινητές αυτοί είναι εκφυλισµένοι και 

συνεπώς µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την ενίσχυση του γονιδίου από 

οποιοδήποτε φύλο και αν προέρχεται αυτό (Popa et al. 2007, Folmer et al. 
1994).  
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Πέµπτον, το νουκλεοτίδιο της 3ης θέσης του κωδικονίου έχει αυξηµένο 

ρυθµό υποκαταστάσεων, οδηγώντας σε έναν εξελικτικό ρυθµό που είναι τρεις 

φορές µεγαλύτερος από τον αντίστοιχο των 12S και 16S rDNA (Hebert et 
al. 2003).  

Είναι γεγονός ότι η εξέλιξη αυτού του γονιδίου είναι αρκετά γρήγορη 

ώστε να µπορεί να διαχωρίσει όχι µόνο στενά συγγενικά είδη, αλλά και 

φυλογεωγραφικές οµάδες µέσα σε ένα είδος. Παρότι το COI πρέπει να 

µελετηθεί µαζί µε άλλα µιτοχονδριακά γονίδια για τη διαλεύκανση τέτοιων 

περιπτώσεων πρόσφατου διαχωρισµού, αυτό το γονίδιο φαίνεται να παρέχει 

βαθύτερη φυλογενετική γνώση σε σχέση µε εναλλακτικά όπως το cytb, 

επειδή οι αλλαγές στην αµινοξική αλληλουχία συµβαίνουν πιο αργά σε σχέση 

µε τα υπόλοιπα µιτοχονδριακά γονίδια (Hebert et al. 2003). 

 

 

1.16 Τα είδη του γένους Saga 
 

Στη συγκεκριµένη εργασία έγινε µια προσπάθεια για φυλογενετική 

ανάλυση των ειδών του γένους Saga. Τα είδη του γένους Saga ανήκουν στην 

οικογένεια των Tettigoniidae που αποτελείται από περισσότερα από 6400 

είδη. Είναι έντοµα που απαντώνται στην Αρµενία, Αυστρία, Αζερµπαϊτζάν, 

Βουλγαρία, Κίνα, Τσεχία, Γαλλία, Γεωργία, Ελλάδα, Ιταλία, Ισπανία, Τουρκία 

και πολλές άλλες χώρες. Στην καθοµιλουµένη είναι γνωστά ως τριζόνια ή 

γρύλοι και κάποια είναι αρπακτικά έντοµα, τρέφονται δηλαδή από άλλα µικρά 

έντοµα. Διαθέτουν την ικανότητα του µιµητισµού και καµουφλάρονται 

παίρνοντας τα σχήµατα και τα χρώµατα των φύλλων. Κάποια από αυτά 

θεωρούνται ζιζάνια που καταστρέφουν σοδειές και για αυτόν τον λόγο 

ψεκάζονται. Τα είδη του γένους Saga µπορούν να φτάσουν σε µήκος µέχρι 

12cm και είναι ικανά να καταφέρουν ένα επώδυνο τσίµπηµα (Cunningham 

2009, Cantrall 1972).  

Υπάρχουν 19 είδη και υποείδη του γένους Saga, τα οποία είναι τα:     

S. beieri, S. campbelli, S. campbelli campbelli, S. campbelli gracilis, S. 
cappadocica, S. ephippigera, S. ephippigera ephippigera, S. ephippigera 
syriaca, S. hellenica, S. ledereri, S. longicaudata, S. natoliae, S. ornata, S. 
pedo, S. pedo pedo , S. puella, S. quadrisignata, S. rammei και S. 
rhodiensis (Εικ. 5). Στον Πίνακα 1 παρουσιάζεται η συστηµατική κατάταξη 

των ειδών που µελετήθηκαν.  
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Εικόνα 5: Είδη του γένους Saga (http://www.biolib.cz/en/image/id5775/) 
 
 
Πίνακας 1: Συστηµατική κατάταξη των ειδών που µελετήθηκαν 

Βασίλειο  Animalia  

Φύλο  Arthropoda  

Κλάση  Insecta 

Τάξη  Orthoptera  

Οικογένεια  Tettigoniidae  

Υποοικογένεια  Saginae  

Γένος  Saga  

Είδος  S. pedo, S. natoliae, S. rhodiensis, S. cambelli, S. rammei, 
S. hellenica  

 
   

        

     Τρία από τα παραπάνω είδη (S. hellenica, S. rhodiensis και S. 
natoliae) έχουν χρησιµοποιηθεί σε µελέτες για ανάλυση του καρυότυπου. 

Αποδείχθηκε ότι τα αρσενικά φέρουν 29 χρωµοσώµατα (2n=28+XO) και τα 

θηλυκά 30 χρωµοσώµατα (2n=28+XX) (Elzbieta et al. 2007) (Εικ.6). 

Πρόσφατες όµως µελέτες αναφέρουν ένδειξη πολυπλοειδίας (Cunningham, 

2009). 
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Εικόνα 6: Καρυότυπος θηλυκού ατόµου Saga natoliae 
(http://geem06.free.fr/GR/etudesaga.html) 
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ΣΚΟΠΟΣ 

 
Τα είδη του γένους Saga που µελετήθηκαν στη συγκεκριµένη εργασία 

µοιράζονται πολλά κοινά µορφολογικά χαρακτηριστικά, πράγµα το οποίο 

δυσκολεύει σε µεγάλο βαθµό το διαχωρισµό τους και την κατάταξη τους µε 

χρήση µορφολογικών χαρακτήρων. Στην παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε 

µια προσπάθεια διαχωρισµού των ειδών, χρησιµοποιώντας µοριακούς δείκτες. 

Συγκεκριµένα, αναλύθηκε ένα τµήµα ~400 ζευγών βάσεων του 

µιτοχονδριακού γονιδίου COI και ένα τµήµα ~ 200 ζευγών βάσεων του 

µιτοχονδριακού γονιδίου που κωδικοποιεί για το 16s rRNA, προκειµένου να 

διαλευκανθούν οι φυλογενετικές σχέσεις αυτών των ειδών. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ 
Acetic Acid (Οξικό οξύ) 

Acrylamide (Ακρυλαµίδη) 

Agarose (Αγαρόζη) 

Bis-Acrylamide (Δις-Ακρυλαµίδη) 

Ammonium persulfate (Υπερθειικό αµµώνιο) 

2-propanol (2-προπανόλη) 

Bromophenol Blue (Μπλε βρωµοφαινόλη) 

Boric acid (Βορικό οξύ) 

Xylene Cyanol (Κυανό του ξυλενίου) 

Chloroform (Χλωροφόρµιο) 

NaCl (Χλωριούχο νάτριο) 

SDS (Θειικό δωδεκακυλικό νάτριο) 

dNTPs (Δεοξυριβονουκλεοτίδια) 

EDTA (Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ) 

Ethidium bromide (Βρωµιούχο αιθίδιο) 

EtOH (Αιθανόλη) 

Proteinase K (Πρωτεϊνάση Κ) 

Glycerol (Γλυκερόλη) 

HCl 37% (Υδροχλωρικό οξύ) 

Formamide (Φορµαµίδιο) 

NaOH (Υδροξείδιο του νατρίου) 

Formaldehyde (Φορµαλδεΰδη) 

MgCl2 (Χλωριούχο µαγνήσιο) 

NaBH4 (Βοροϋδρίδιο του νατρίου) 

Phenol (Φαινόλη) 

TEMED (Τετραµεθυλαιθυλενοδιαµίνη) 

Tris Base (Τρις-υδροξυµεθυλ-αµινοµεθάνιο) 

AgNO3 (Νιτρικός άργυρος) 

100bp Ladder ( Μάρτυρας µοριακού βάρους) 

Kapa Taq (Taq πολυµεράση της εταιρίας Kapa) 
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2.1 Συλλογή δειγµάτων 
 

Για τη συγκεκριµένη µελέτη χρησιµοποιήθηκαν 19 δείγµατα του γένους 

Saga, τα οποία ανήκουν στα είδη Saga pedo (8 άτοµα), Saga cambelli (3 

άτοµα), Saga rhodiensis (2 άτοµα), Saga rammei (2 άτοµα), Saga natoliae (1 

άτοµο) και Saga hellenica (3 άτοµα).  

 

 

2.2 Αποµόνωση DNA 
 

Το πρώτο βήµα που είναι απαραίτητο για την διεξαγωγή της 

φυλογενετικής ανάλυσης είναι η αποµόνωση του γενετικού υλικού από τα 

κύτταρα των οργανισµών, το οποίο περιλαµβάνει τόσο το γενωµικό DNA όσο 

και το µιτοχονδριακό. Το πρωτόκολλο που εφαρµόστηκε είναι το εξής:  

 

 

Για κάθε αποµόνωση απαιτούνται 50-100 mg ιστού και ακολουθούν τα 

παρακάτω βήµατα: 

 

1. Τεµαχίζουµε τον ιστό και τον τοποθετούµε σε σωλήνα eppendorf 

του 1,5ml. Προσθέτουµε 500µl CH3COONa 0,2M, 50µl SDS 5% 

και 5µl πρωτεϊνάση Κ 20mg/ml.  

2. Επωάζουµε τα δείγµατα στους 55ο C για µία ώρα. 

3. Προσθέτουµε 0,5ml φαινόλη και 0,5ml χλωροφόρµιο/ισοαµυλική 

αλκοόλη (24V:1V). Αναδεύουµε έντονα τα δείγµατα.  

4. Φυγοκεντρούµε στις 13000rpm για 10 λεπτά στους 4ο C. 

5. Μεταφέρουµε την υπερκείµενη υδατική φάση σε νέο σωλήνα 

eppendorf του 1,5ml και προσθέτουµε 1ml 

χλωροφόρµιο/ισοαµυλική αλκοόλη.  

6. Φυγοκεντρούµε στις 13000rpm για 5 λεπτά στους 4ο C. 

7. Μεταφέρουµε την υπερκείµενη υδατική φάση σε νέο σωλήνα 

eppendorf του 1,5ml. 

8. Προσθέτουµε 1ml παγωµένη ισοπροπανόλη και αναδεύουµε.  

9. Επωάζουµε τα δείγµατα στους -20ο C για 20 λεπτά. 

10. Φυγοκεντρούµε στις 13000rpm για 20 λεπτά στους 4ο C.  

11. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο υγρό προσεκτικά για να µείνει το 

ίζηµα ανέπαφο. 

12. Προσθέτουµε 1ml παγωµένη αιθανόλη 70% και αναδεύουµε. 

13. Φυγοκεντρούµε στις 13000rpm για 5 λεπτά στους 4ο C. 

14. Αποµακρύνουµε προσεκτικά το υπερκείµενο υγρό. 
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15. Τοποθετούµε τα δείγµατα στους 37ο C ώστε να εξατµιστεί 

οποιοδήποτε υγρό υπόλειµµα.  

16. Επαναδιαλύουµε το ίζηµα σε 100µl ddH2O. 

17. Αποθηκεύουµε τα δείγµατα στους -20ο C.  

 

 
 

Το διάλυµα οξικού νατρίου (CH3COONa) χρησιµοποιείται για την λύση 

των κυττάρων προκαλώντας διάσπαση των κυτταρικών µεµβρανών και για 

την οµογενοποίηση του ιστού. Η χρήση του απορρυπαντικού SDS συµβάλλει 

στην διάσπαση της πυρηνικής µεµβράνης και στην απελευθέρωση του 

γενετικού υλικού στο διάλυµα. Επίσης αποδιατάσσει τις πρωτεΐνες, 

προστατεύοντας έτσι το DNA από τις νουκλεάσες. Η πρωτεϊνάση Κ προκαλεί 

την αποικοδόµηση των πρωτεϊνών συµβάλλοντας έτσι και αυτή στην 

προστασία του DNA από την δράση των νουκλεασών.  Στην φαινόλη οφείλεται 

ο διαχωρισµός των φάσεων και η κατανοµή του DNA στην υπερκείµενη 

υδατική φάση. Επίσης, διαχωρίζει λιπίδια, πρωτεΐνες και νουκλεϊνικά οξέα. 

Το χλωροφόρµιο χρησιµοποιείται για τον καλύτερο διαχωρισµό των φάσεων 

και την αποµάκρυνση υπολειµµάτων φαινόλης από την υδατική φάση, τα οποία 

αποτελούν ανασταλτικό παράγοντα στην περαιτέρω χρήση του DNA. Η 

ισοαµυλική αλκοόλη χρησιµοποιείται για τη διατήρηση της σταθερότητας του 

δείγµατος και της υγρασίας καθώς τόσο η φαινόλη όσο και το χλωροφόρµιο 

συνιστούν ασταθείς, πτητικές χηµικές ενώσεις. Η ισοπροπανόλη και η 

αιθανόλη χρησιµοποιούνται για την κατακρήµνιση του DNA καθώς αυτό είναι 

αδιάλυτο στους συγκεκριµένους οργανικούς διαλύτες.  

 

 

2.3 Ποσοτικοποίηση DNA 
 

Μετά την αποµόνωση πραγµατοποιείται ποσοτικός και ποιοτικός 

έλεγχος του DNA µε φωτοµέτρηση των δειγµάτων και µε ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωµα αγαρόζης 1% w/v.  

Αν η ποσότητα του DNA είναι πολύ µικρή τότε µπορεί να 

προσδιοριστεί µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης παρουσία βρωµιούχου 

αιθιδίου. Επίσης, η ηλεκτροφορητική εικόνα του δείγµατος παρέχει στοιχεία 

για την καθαρότητά του. 

Αν το διάλυµα του DNA είναι αρκετά καθαρό τότε µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί ο φωτοµετρικός προσδιορισµός, διαφορετικά το φωτόµετρο 

δεν θα µπορεί να προσδιορίσει µε ακρίβεια την ποσότητα του DNA .  
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Για να πραγµατοποιηθεί η φωτοµέτρηση γίνεται αραίωση 1µl 

διαλύµατος DNA σε 49µl ddH2O. Η ποσότητα του DNA υπολογίζεται 

αυτόµατα από το φωτόµετρο λαµβάνοντας υπόψη τον συντελεστή αραίωσης. 

Η συγκέντρωση του DNA ενδείκνυται να είναι πάνω από 150 ng/µl. 

Για την καθαρότητα του DNA υπολογίζεται ο λόγος των τιµών της οπτικής 

απορρόφησης στα 260nm και στα 280nm (OD260/OD280). Όταν ο λόγος αυτός 

είναι από 0,7-2,0 τότε το δείγµα θεωρείται καθαρό και είναι κατάλληλο για 

χρήση.  

 

 

2.4 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR)  
 

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης είναι µια in vitro 

ενζυµική µέθοδος η οποία χρησιµοποιείται για τον εκλεκτικό πολλαπλασιασµό 

µιας ειδικής αλληλουχίας DNA. Η τεχνική αυτή επινοήθηκε από τον Kary 

Mullis στα µέσα της δεκαετίες του 1980 και έφερε επανάσταση στη µοριακή 

γενετική. Με την PCR µπορούµε να παράγουµε τεράστιες ποσότητες µιας 

συγκεκριµένης αλληλουχίας DNA χωρίς να χρειαστεί να καταφύγουµε σε 

κλωνοποίηση. Στην PCR χρησιµοποιείται µια πολυµεράση DNA για τη σύνθεση 

µεγάλου αριθµού αντιγράφων µιας αλληλουχίας DNA που βρίσκεται ανάµεσα 

στους εκκινητές, οι οποίοι χρειάζονται για την έναρξη της σύνθεσης του 

DNA. Επειδή κατά την τεχνική αυτή γίνεται πολλαπλασιασµός του DNA, η 

αρχική ποσότητα DNA που χρειάζεται είναι πολύ µικρή: ακόµη και ένα µόνο 

µόριο DNA αρκεί (Watson, 2007).  

Η DNA πολυµεράση χρησιµοποιεί µονόκλωνο DNA ως µήτρα για τη 

σύνθεση ενός συµπληρωµατικού νέου κλώνου. Για να προκύψει µονόκλωνο 

DNA, αρκεί η θέρµανση του δίκλωνου DNA σε θερµοκρασία που πλησιάζει το 

σηµείο βρασµού. Και οι δύο κλώνοι της διπλής έλικας µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν ως µήτρα για τη σύνθεση νέων µορίων. Καθώς το ένζυµο 

χρειάζεται ένα τµήµα δίκλωνου DNA ώστε να ξεκινήσει (εκκινήσει) τη 

σύνθεση, προσθέτουµε στην αντίδραση δύο ειδικούς ολιγονουκλεοτιδικούς 

εκκινητές. Καθένας από αυτούς είναι συµπληρωµατικός µε µία περιοχή του 

ενός από τους κλώνους της DNA-µήτρας, ώστε να υβριδοποιείται σε αυτή 

(Watson, 2007). 

Οι εκκινητές επιλέγονται ούτως ώστε να υβριδοποιούνται εκατέρωθεν 

του τµήµατος DNA που θέλουµε να πολλαπλασιάσουµε. Κάθε νέος κλώνος 

που συντίθεται από τον ένα εκκινητή περιλαµβάνει τη θέση στην οποία 

υβριδοποιείται ο άλλος εκκινητής. Δηµιουργούνται λοιπόν νέες θέσεις 

πρόσδεσης εκκινητών σε κάθε νέο κλώνο DNA που συντίθεται. Το µείγµα της 
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αντίδρασης θερµαίνεται ξανά για να διαχωριστούν και τα νέα µόρια και να 

υβριδοποιηθούν οι εκκινητές στις θέσεις τους (Watson, 2007).  

 

 

Κατά την PCR επαναλαµβάνονται τα εξής βήµατα (Εικ. 7): 

• Αποδιάταξη DNA (διαχωρισµός κλώνων) στους 94ο C 

• Υβριδοποίηση εκκινητών µε το DNA-στόχο στους 40-65ο C 

• Επέκταση νέων κλώνων από την πολυµεράση DNA στους 65-75ο C 

 

 

 

 
Εικόνα 7: Η διαδικασία της PCR  

(https://sites.google.com/a/luther.edu/genetics/students/tyler-foster-

stavneak/pcr-amplification-of-the-region-of-interest) 
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Τα παραπάνω βήµατα επαναλαµβάνονται 30-35 φορές (n), έτσι ώστε 

µετά από n κύκλους, το µείγµα της αντίδρασης να περιέχει θεωρητικά 2n 

δίκλωνα µόρια DNA τα οποία φέρουν αντίγραφα της αλληλουχίας που 

βρίσκεται ανάµεσα στους εκκινητές (Watson, 2007).  

Παράγοντες που επηρεάζουν σηµαντικά την απόδοση της PCR είναι το 

µήκος και η αλληλουχία του τµήµατος που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί. 

Συχνά η πολυµεράση DNA δυσκολεύεται να αντιγράψει αποτελεσµατικά 

αλληλουχίες µεγάλου µήκους ή υψηλής περιεκτικότητας σε GC (Watson, 

2007).  

Μια από τις πιο σηµαντικές παραµέτρους που πρέπει να λαµβάνεται 

υπ’ όψιν κατά τη διεξαγωγή της PCR, είναι η επιλογή της πολυµεράσης DNA 

που θα χρησιµοποιηθεί. Η βέλτιστη επιλογή θα ήταν η χρήση µιας 

πολυµεράσης DNA µε ξεχωριστή ενεργότητα 3’ → 5’ εξωνουκλεάσης, έτσι 

ώστε να αποµακρύνονται τα λάθη που προκύπτουν κατά τη διαδικασία.  

Υπάρχουν πολλά τέτοια ένζυµα διαθέσιµα στο εµπόριο, αλλά είναι πολύ 

ακριβά και έχουν µικρότερη απόδοση. Τα περισσότερα ένζυµα που 

χρησιµοποιούνται δε διαθέτουν επιδιορθωτική ικανότητα και εποµένως είναι 

πολύ σηµαντικό να ελέγχονται οι in vitro συνθήκες κατά τη διεξαγωγή της 

αντίδρασης. Για την αποφυγή εισαγωγής λαθών από τέτοια ένζυµα, 

προτιµούνται συνθήκες µε µικρό χρόνο επέκτασης, χαµηλές συγκεντρώσεις 

dNTPs, χαµηλές συγκεντρώσεις ενζύµου και χαµηλές συγκεντρώσεις MgCl2 

(Eckert et al. 1991).   

Υποθέτοντας ότι όλα τα συστατικά έχουν προστεθεί στις κατάλληλες 

συγκεντρώσεις, το µόνο που µένει είναι η επιλογή του κατάλληλου ζεύγους 

εκκινητών. Η εξειδίκευση των εκκινητών καθορίζεται από το µήκος τους, την 

αλληλουχία τους και τη θερµοκρασία υβριδοποίησης. Για κάθε επιπλέον 

νουκλεοτίδιο στο µήκος ενός εκκινητή αυξάνεται η εξειδίκευση του κατά 

τέσσερις φορές καθώς αυξάνεται και η πιθανότητα η συµπληρωµατική του 

αλληλουχία να συναντάται µία µόνο φορά στο DNA στόχο. Ολιγονουκλεοτίδια 

18-24 βάσεων τείνουν να συνδέονται ειδικά εάν η θερµοκρασία 

υβριδοποίησης της αντίδρασης έχει ρυθµιστεί κοντά στο Tm 

[Τm=4(G+C)*2(T+A)] των εκκινητών (Dieffenbach et al. 1993).  

Τέλος, οι εκκινητές δε θα πρέπει να είναι συµπληρωµατικοί µεταξύ 

τους και ιδιαίτερα στα 3’ άκρα τους. Η συµπληρωµατικότητα µεταξύ των 

εκκινητών οδηγεί στο σχηµατισµό διµερών εκκινητών, που αποτελούν 

υπόστρωµα για την πολυµεράση DNA και εποµένως εµφανίζονται ως προϊόν 

σε ένα πήκτωµα αγαρόζης. Τα διµερή αυτά ανταγωνίζονται το υπόστρωµα µε 

αποτέλεσµα να παράγεται σε χαµηλότερο βαθµό το επιθυµητό προϊόν 

(Dieffenbach et al. 1993). 

 



 36 

Στη συγκεκριµένη µελέτη εφαρµόστηκε PCR για την ενίσχυση ενός 

τµήµατος του µιτοχονδριακού γονιδίου της υποµονάδας I της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης (COI) και ενός τµήµατος του µιτοχονδριακού γονιδίου του 16S 

rRNA. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 

 

Εκκινητές Αλληλουχία 

Tetti COI Fw 5’ - TTG GTG ATG ATC AAA TTT ATA A - 3’ 

Tetti COI Rv 5’ - ACA AAT AAA GGT GTT TGG TCT A – 3’ 

 

 

Εκκινητές Αλληλουχία 

16S rRNA Fw 5’ - AYA AGA CGA GAA GAC CC – 3’ 

16S rRNA Rv 5’ - GAT TGC GCT GTT ATC CC – 3’ 

 

• Όπου Υ = C ή T 

• Ο εκκινητής Tetti COI Fw υβριδοποιείται µε το DNA στόχο στα 

νουκλεοτίδια 96 και 117 και ο εκκινητής Tetti COI Rv υβριδοποιείται  

στα νουκλεοτίδια 486 και 507 του γονιδίου COI. Οι εκκινητές αυτοί 

βρέθηκαν µέσω BLAST, έχουν κωδικό GU122340.1 και προέρχονται 

από το είδος Anabrus simplex που ανήκει στην οικογένεια 

Tettigoniidae. 

• Ο εκκινητής 16S rRNA Fw υβριδοποιείται στα νουκλεοτίδια 207 και 

221 και ο εκκινητής 16S rRNA Rv υβριδοποιείται στα νουκλεοτίδια 

388 και 404 του γονιδίου 16S rRNA. Οι εκκινητές αυτοί βρέθηκαν 

µέσω BLAST, έχουν κωδικό HM856177 και προέρχονται από το είδος 

Anterastes serbicus  που ανήκει στην οικογένεια Tettigoniidae. 

 

 

 

Για κάθε αντίδραση χρησιµοποιούνται τα υλικά που αναγράφονται στον 

Πίνακα 2 και οι συνθήκες ενίσχυσης που χρησιµοποιούνται αναφέρονται 

στους Πίνακες 3 και 4:  
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Πίνακας 2: Υλικά που χρησιµοποιούνται στην PCR 

Υλικά Αρχική 

Συγκέντρωση 

Ποσότητα (µl) Τελική 

Συγκέντρωση 

DNA  (~100ng/ul)  1  

Εκκινητής Fw 50pmol/µl 1 1pmol/µl 

Εκκινητής Rv 50pmol/µl 1 1pmol/µl 

dNTPs 10mΜ το καθένα 1 0.2mM το καθένα 

MgCl2 50mM 2 2mM 

Ρυθµιστικό διάλυµα 10x 5 1x 

Taq DNA πολυµεράση 5U/µl 0,2 1 unit 

ddH2O  38,8  

Τελικός όγκος αντίδρασης  50  

 

 

 

 

 

Πίνακας 3: Συνθήκες ενίσχυσης του τµήµατος του γονιδίου COI  

 Θερµοκρασία  Χρόνος  Κύκλοι 

Αρχική αποδιάταξη  95 oC 4 min 1 

Αποδιάταξη  95 oC 40 sec 35 

Υβριδοποίηση εκκινητή  55 oC 50 sec 35 

Επέκταση  72 oC 40 sec 35 

Τελική επέκταση  72 oC 10 min 1 

 

 

 
Πίνακας 4: Συνθήκες ενίσχυσης του τµήµατος του γονιδίου 16S rRNA  

 Θερµοκρασία  Χρόνος  Κύκλοι 

Αρχική αποδιάταξη  95 oC 4 min 1 

Αποδιάταξη  95 oC 40 sec 35 

Υβριδοποίηση εκκινητή  53 oC 50 sec 35 

Επέκταση  72 oC 40 sec 35 

Τελική επέκταση  72 oC 10 min 1 

          

 

 

Μετά το πέρας της αντίδρασης, τα προϊόντα της PCR ελέγχθηκαν µε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 2% w/v.  

 



 38 

2.5 Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης  
 

Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης επιτρέπει το διαχωρισµό 

τµηµάτων DNA. Η βασική αρχή αυτής της µεθόδου βασίζεται στο γεγονός ότι 

υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου, τα µόρια του DNA λόγω του αρνητικού 

φορτίου του φωσφορικού σκελετού, θα µετακινηθούν προς το θετικό πόλο. Η 

απόσταση που θα διανύσουν τα τµήµατα του DNA είναι αντιστρόφως ανάλογη 

του µεγέθους τους. Μικρότερα τµήµατα µετακινούνται πιο γρήγορα προς το 

θετικό πόλο γιατί διαπερνούν ευκολότερα τους πόρους της πηκτής, 

εποµένως εµφανίζονται κάτω από τα µεγαλύτερα τµήµατα. Τα διαλύµατα που 

χρησιµοποιούνται στην τεχνική αυτή είναι τα εξής: 

 

• ΤΑΕ 50x (Tris base 121g, Acetic acid 28,5ml, EDTA 0,5M 50ml 

CΤΕΛ=0,05Μ , ddH2O ως τα 500ml)                 

                 

• Loading buffer 6x (Glycerol 5ml, Bromophenol Blue 1ml, TBE 10x 

1ml, ddH2O ως τα 10ml) 

 

• Βρωµιούχο αιθίδιο (10mg/ml) 

 

• ΤΑΕ 1x (20ml ΤΑΕ 50x + 980ml ddH2O)  

 

 

. Για την παρασκευή του πηκτώµατος διαλύουµε 0,6gr αγαρόζης σε 

40ml διαλύµατος ΤΑΕ 1x (τελική συγκέντρωση 2% w/v), θερµαίνουµε και 

προσθέτουµε 4µl βρωµιούχου αιθιδίου (EtBr). Ένα µόριο DNA 

συγκεκριµένου µεγέθους µεταναστεύει µε διαφορετικό ρυθµό σε πηκτώµατα 

αγαρόζης διαφορετικής συγκέντρωσης. Το βρωµιούχο αιθίδιο προστίθεται 

στο πήκτωµα προκειµένου να γίνουν ορατές οι ζώνες του DNA όταν το 

πήκτωµα παρατηρηθεί υπό υπεριώδες φως. Η ικανότητα του βρωµιούχου 

αιθιδίου να παρεµβάλλεται µεταξύ διαδοχικών ζευγών βάσεων και να 

διεγείρεται από την υπεριώδη ακτινοβολία µε αποτέλεσµα να φθορίζει στο 

ορατό φάσµα (πορτοκαλί), το καθιστούν ιδιαίτερα χρήσιµο σε αυτήν την 

τεχνική. Μετά την προετοιµασία του, το πήκτωµα τοποθετείται σε ειδικό 

καλούπι όπου πολυµερίζεται. Η διαδικασία της ηλεκτροφόρησης απαιτεί την 

προσθήκη 6x loading buffer στα δείγµατα. Συγκεκριµένα, σε 5µl προϊόντος 

PCR προστίθενται 3µl loading buffer.      

Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 100 volts και ακολούθως το 

πήκτωµα παρατηρείται σε επιτραπέζια λάµπα υπεριώδους φωτός. Η 

διαδικασία αυτή επιτρέπει τον ποιοτικό και ποσοτικό έλεγχο των προϊόντων 
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της PCR που θα χρησιµοποιηθούν σε επόµενα πειράµατα για την ανάλυση 

πολυµορφισµών (Εικ. 8).  

 

 

 
Εικόνα 8: Ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωµα αγαρόζης 

(http://www.chemistrydaily.com/chemistry/Agarose_gel_electrophoresis) 
 
 
 

2.6 Ανάλυση πολυµορφισµού διαµόρφωσης µονόκλωνης 
αλυσίδας (Single Strand Conformation Polymorphism) 
 

Η ανάλυση SSCP είναι ο διαχωρισµός µονόκλωνων νουκλεϊνικών 

οξέων πανοµοιότυπου µεγέθους βάσει µικρών διαφορών στη νουκλεοτιδική 

αλληλουχία τους. Οι διαφορές αυτές έχουν ως αποτέλεσµα τη διαφορετική 

δευτεροταγή δοµή των µορίων και παρέχουν µια µετρήσιµη διαφορά στην 

κινητικότητά τους πάνω σε ένα πήκτωµα  κατά την ηλεκτροφόρησή τους. Η 

µέθοδος αυτή έχει διακριτική ικανότητα ενός νουκλεοτιδίου.  

Η κινητικότητα του δίκλωνου DNA κατά την ηλεκτροφόρηση εξαρτάται 

από το µέγεθος των κλώνων αλλά είναι σχετικά ανεξάρτητη από τη 

νουκλεοτιδική τους αλληλουχία. Εντούτοις, η κινητικότητα µονόκλωνων 

τµηµάτων επηρεάζεται σηµαντικά από µικρές αλλαγές στη αλληλουχία τους. 

Απουσία συµπληρωµατικού κλώνου, στο µονόκλωνο τµήµα µπορεί να συµβούν 

ζευγαρώµατα βάσεων τα οποία οδηγούν στο σχηµατισµό πτυχών και βρόγχων 

δίνοντας στο τµήµα αυτό µία µοναδική τρισδιάστατη δοµή. Η αλλαγή ενός 
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νουκλεοτιδίου µπορεί να επηρεάσει το σχηµατισµό αυτών των ζευγών βάσεων 

και εποµένως να αλλάξει τη τρισδιάστατη διαµόρφωση (Εικ. 9).  

Στα περισσότερα πειράµατα που εφαρµόζεται η συγκεκριµένη µέθοδος 

σκοπός είναι η εύρεση πολυµορφισµών µε σύγκριση των αποτελεσµάτων 

διαφορετικών ατόµων.  

 

 
Εικόνα 9: Ανάλυση πολυµορφισµού διαµόρφωσης µονόκλωνης αλυσίδας 

(http://nationaldiagnostics.com/article_info.php/articles_id/43) 

 

 

 

Η διαδικασία περιλαµβάνει τρία στάδια: 1) αποδιάταξη των προϊόντων 

της PCR 2) ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης και 3) χρώση της 

πηκτής για οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων. 

 

 

Αποδιάταξη προϊόντων PCR  

 

Για την αποδιάταξη του δίκλωνου DNA χρησιµοποιήθηκε αποδιατακτικό 

διάλυµα, το οποίο έχει την εξής σύσταση:  

 

Denaturation buffer   

95% formamide 

0,05% Bromophenol blue 

0,05% Xylene Cyanol 

10mM NaOH 

 

Σε 5 ή 7µl προϊόντος PCR προστίθενται 10µl denaturation buffer. 

Στη συνέχεια τα δείγµατα επωάζονται στους 99ο C για 7 λεπτά ώστε το DNA 

να µετατραπεί σε µονόκλωνα τµήµατα. Τέλος, τα δείγµατα τοποθετούνται σε 

πάγο για να διατηρηθεί το DNA σε µονόκλωνη κατάσταση. 
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Παρασκευή πηκτής πολυακρυλαµίδης  

 

Για την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR χρησιµοποιούνται 

πηκτές πολυακρυλαµίδης µε πυκνότητα 8% και 10%, για το γονίδιο COI και 

το γονίδιο του 16S rRNA αντίστοιχα. Για την παρασκευή των συγκεκριµένων 

πηκτών χρησιµοποιήθηκαν τα υλικά που αναγράφονται στον Πίνακα 5:  

 

 
Πίνακας 5: Σύσταση πηκτών πολυακρυλαµίδης   

 Πολυακρυλαµίδη 8% Πολυακρυλαµίδη 10% 

Ακρυλαµίδη  5gr 6,25gr 

Δις ακρυλαµίδη 0,125gr 0,156gr 

Γλυκερόλη 50% 5ml 6ml 

TBE 10x 4ml 4ml 

TEMED 62,5µl 62,5µl 

APS 20% 325µl 325µl 

ddH2O Έως τα 63ml Έως τα 63ml 
 

• TBE 10x (Tris base 121g CΤΕΛ=0,5Μ, Boric acid 61,7g CΤΕΛ=0,5Μ, 

EDTA 0,5M 80ml CΤΕΛ=0,02Μ, ddH2O ως τα 2L) 

• APS 20% (APS 2g, ddH2O ως τα 10ml) 
 

Αφού πολυµεριστεί η ακρυλαµίδη, τα δείγµατα ηλεκτροφορούνται 

χρησιµοποιώντας ρυθµιστικό διάλυµα TBE 0,5x, το οποίο προκύπτει από 

αραίωση του TBE 10x. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 220 volts για 

περίπου 20 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου (Εικ. 10).  

 

 
Εικόνα 10: Ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαµίδης   

(http://biotech.matcmadison.edu/resources/proteins/labManual/chapte

r_5/procedure5_3.htm) 
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Χρώση της πηκτής πολυακρυλαµίδης µε νιτρικό άργυρο (Silver Staining) 
 

Για την οπτικοποίηση των αποτελεσµάτων της ανάλυσης SSCP 

πραγµατοποιήθηκε χρώση της πηκτής πολυακρυλαµίδης µε νιτρικό άργυρο 

(silver staining). Η τεχνική αυτή βασίζεται στο γεγονός ότι ο άργυρος 

ανάγεται αντιδρώντας µε την φορµαλδεΰδη παρουσία βάσης. Στη συνέχεια 

δεσµεύεται στο DNA και προκαλεί την εµφάνιση ζωνών πάνω στην πηκτή 

(Anollés et al. 1994). Για την χρώση χρησιµοποιούνται τα εξής τρία 

διαλύµατα: 

 

Διάλυµα 1 Διάλυµα 2 Διάλυµα 3 

10ml αλκοόλη 100% (2,5% 

v/v) 

1gr AgNO3 (0,1% 

w/v) 

3gr NaOH (1,5% w/v) 

0,5ml acetic acid (0,125% 

v/v) 

1lt ddH2O 0,01gr NaBH4 (0,005% w/v) 

ddH2O ως τα 400ml Χρήση 200ml 1ml φορµαλδεΰδη (0,17% v/v) 

  ddH2O ως τα 200ml 

 

Στο πρώτο στάδιο, η πηκτή εµβαπτίζεται σε 200ml του διαλύµατος 1 

και αναδεύεται για 3 λεπτά. Το διάλυµα 1 αποµακρύνεται και επαναλαµβάνεται 

η διαδικασία. Ακολούθως, η πηκτή ξεπλένεται µε απεσταγµένο νερό για 1 

λεπτό. Στο δεύτερο στάδιο, προστίθεται το διάλυµα 2 και ακολουθεί 

ανάδευση της πηκτής για 15-20 λεπτά. Στη συνέχεια, πραγµατοποιούνται δύο 

πλύσεις της πηκτής µε απεσταγµένο νερό, διάρκειας 1 λεπτού η κάθε µία. Στο 

τελευταίο στάδιο προστίθεται το διάλυµα 3 και η πηκτή αναδεύεται έως ότου 

γίνουν εµφανείς οι ζώνες.  

Μετά την εµφάνιση των ζωνών ακολουθεί παρατήρηση των πηκτών και 

σύγκριση των προτύπων διαφορετικών ατόµων. Αφού προσδιοριστούν τα 

άτοµα µε κοινά και διαφορετικά πρότυπα SSCP, επιλέγονται 1 ή 2 

αντιπροσωπευτικά δείγµατα από το κάθε πρότυπο, τα οποία και 

αποστέλλονται σε εταιρία αλληλούχησης για τον προσδιορισµό της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. 

 

2.7 Καθαρισµός προϊόντων PCR 
 

Πριν την αλληλούχηση τα προϊόντα της PCR πρέπει να καθαριστούν µε 

χρήση kit της εταιρίας Invitrogen σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή, 

ώστε να απαλλαγούν από υπάρχοντα παραπροϊόντα. 

Για να δούµε εάν ο καθαρισµός των προϊόντων είναι επιτυχής, 

πραγµατοποιούµε φωτοµέτρηση όπως έχει ήδη περιγραφεί προηγουµένως. 
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2.8 Προσδιορισµός νουκλεοτιδικής αλληλουχίας DNA 
(Sequencing) 
 

Προκειµένου να κατασκευαστεί ένα φυλογενετικό δέντρο, είναι 

απαραίτητο να γνωρίζουµε την αλληλουχία των γονιδίων των υπό µελέτη 

ατόµων. Για το λόγο αυτό, τα προϊόντα PCR που επιλέγονται, αποστέλλονται 

σε εταιρίες προς αλληλούχηση. Τα αποτελέσµατα µετά την κυκλική 

αλληλούχηση λαµβάνονται µε τη µορφή χρωµατογραφήµατος από το οποίο 

εξάγουµε την αλληλουχία και µε χρήση κατάλληλων προγραµµάτων 

βιοπληροφορικής (Bioedit) προχωράµε στην ανάλυση των φυλογενετικών 

σχέσεων.  

 

2.9 Φυλογενετική ανάλυση 
 

Οι αλληλουχίες που προέκυψαν από τις αναλύσεις αντιπροσωπεύουν 

τους διαφορετικούς απλοτύπους. Οι φυλογενετικές και µοριακές εξελικτικές 

αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν από το πρόγραµµα MEGA (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis). Το πρόγραµµα αυτό επιτρέπει το γρήγορο 

υπολογισµό πολλών παραµέτρων. Πραγµατοποιεί πολλαπλή οµοπαράθεση των 

αλληλουχιών, εύρεση συντηρηµένων και πολυµορφικών θέσεων ανάµεσα 

στους απλοτύπους, εύρεση της επί τοις εκατό σύστασης σε νουκλεοτίδια της 

κάθε αλληλουχίας, προσδιορίζει τις αµινοξικές αλλαγές που υπάρχουν στις 

αλληλουχίες κ.λ.π. Χρησιµοποιώντας όλα αυτά τα δεδοµένα, παρέχει τη 

δυνατότητα κατασκευής φυλογενετικών δέντρων µε οποιοδήποτε από τα 

µοντέλα που χρησιµοποιούνται (MP, neighbor joining, ML, UPGMA). Τέλος, 

µπορεί να πραγµατοποιήσει τον έλεγχο bootstrap για την αξιοπιστία του 

κατασκευασµένου δέντρου (Tamura et al. 2007).  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1 Αποµόνωση DNA 
 

Η αποµόνωση παρείχε υψηλής ποιότητας DNA, µε τιµές συγκέντρωσης 

κατά µέσο όρο 200ng/µl και τιµές Α260/Α280 περίπου 2. Κατά την 

ηλεκτροφόρηση του DNA σε πήκτωµα αγαρόζης 1% εµφανίστηκαν δύο 

διακριτές ζώνες. Η µία ζώνη είναι το πυρηνικό DNA και εµφανίζεται στην 

κορυφή του πηκτώµατος λόγω µεγάλου µεγέθους. Η δεύτερη ζώνη είναι το 

µιτοχονδριακό DNA, το οποίο λόγω µικρότερου µεγέθους εµφανίζεται 

χαµηλότερα (Εικ. 11).    

 

 

 
Εικόνα 11: Ηλεκτροφόρηση αποµονωµένου DNA 
 
 

3.2 PCR 
 

Χρησιµοποιώντας ζεύγη των κατάλληλων εκκινητών, ενισχύθηκε ένα 

τµήµα του µιτοχονδριακού γονιδίου της υποµονάδας Ι της κυτοχροµικής 

οξειδάσης (COI) και ένα τµήµα του µιτοχονδριακού γονιδίου που κωδικοποιεί 

για το 16S rRNA. Για να επαληθευτεί η επιτυχία της PCR, πραγµατοποιήθηκε 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης συγκέντρωσης 2%. Μαζί µε τα 

δείγµατα ηλεκτροφορήθηκε και ένας µάρτυρας τµηµάτων DNA γνωστού 

µοριακού βάρους, ώστε να εκτιµηθεί το µήκος των τµηµάτων που 

ενισχύθηκαν. Σύµφωνα µε το πρότυπο των ζωνών στο πήκτωµα, τα τµήµατα 

που ενισχύθηκαν είχαν µήκος περίπου 420 ζευγών βάσεων για το γονίδιο 

COI (Εικ. 12) και περίπου 200 ζευγών βάσεων για το γονίδιο του 16S rRNA 

(Εικ. 13).  
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Εικόνα 12: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR (COI) 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 13: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR (16S rRNA) 
 
 
 
 
 
 
 

3.3 SSCP 
 

Μετά την PCR, τα προϊόντα ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωµα 

ακρυλαµίδης 8% και 10%, για το γονίδιο COI και το γονίδιο του 16S rRNA 

αντίστοιχα. Η εµφάνιση των ζωνών στο πήκτωµα µετά από χρώση µε νιτρικό 

άργυρο, αποκάλυψε εννέα διαφορετικά πρότυπα για το γονίδιο COI (Εικ. 14), 

τα οποία αναγράφονται στον Πίνακα 6, ενώ τα διαφορετικά πρότυπα για το 

γονίδιο του 16S rRNA ήταν οκτώ (Εικ. 15) και αναγράφονται επίσης στον 

Πίνακα 6.     
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Εικόνα 14: Ενδεικτικά πρότυπα ανάλυσης SSCP (COI). Οι διαδροµές 

1,3,4,5,6,8,11 και 12 εµφανίζουν διαφορετικό πρότυπο και αντιστοιχούν σε 

διαφορετικό απλότυπο.     

 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 15: Ενδεικτικά πρότυπα ανάλυσης SSCP (16S rRNA). Οι διαδροµές 

1,3, 4 και 5 εµφανίζουν διαφορετικό πρότυπο. 
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Πίνακας 6: Πρότυπα SSCP   

      

 

 

 

 

Μετά το διαχωρισµό των ατόµων και τον καθορισµό των διαφορετικών 

προτύπων, επιλέχθηκαν 1 ή 2 αντιπροσωπευτικά δείγµατα από το κάθε 

πρότυπο και εστάλησαν για αλληλούχηση στην εταιρία Macrogen στην Κορέα. 

Επελέγησαν πρότυπα που προέκυψαν µόνο από την ανάλυση του γονιδίου 

COI, καθώς έχει χρησιµοποιηθεί επιτυχώς σε πολλές φυλογενετικές 

µελέτες.             

 

 
 
 
 
 

Δείγµα  Πρότυπο COI Πρότυπο 16S rRNA 

S.rammei 1 2 6 

S.cambelli 1 1 7 

S.cambelli 2 1 7 

S.rammei 2 2 6 

S.pedo 1 France 3 2 

S.pedo 1 19/6/08 8 1 

S.pedo kastoria 3 1 

S.hellenica 4 8 

S.rhodiensis 3 5 5 

S.rhodiensis 4 5 5 

S.natoliae 6 4 

S.hellenica K 1 7 3 

S.hellenica K 2 7 3 

S.pedo 1 2009 8 1 

S.pedo 2 2009 8 1 

S.pedo 3 2009 8 1 

S.pedo 5 2009 9 1 

S.pedo 2 19/6/08 8 1 

S.cambelli 3 1 7 
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3.4 Αλληλούχηση 
 

Η διαδικασία της αλληλούχησης πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας 

και τους δύο εκκινητές της PCR και τα αποτελέσµατα αναλύθηκαν µε χρήση 

του προγράµµατος BioEdit, οδηγώντας στην τελική αλληλουχία του κάθε 

δείγµατος. Το µέγεθος του τµήµατος που ενισχύθηκε, όπως προκύπτει από 

την αλληλούχηση όλων των δειγµάτων, ήταν 397 bp για το γονίδιο COI. Το 

γεγονός ότι το µέγεθος αυτό ήταν κοινό για όλα τα δείγµατα υποδεικνύει ότι 

δεν έχουν συµβεί ελλείψεις ή προσθήκες στη νουκλεοτιδική αλληλουχία 

αυτών των ατόµων. Οι αλληλουχίες που προέκυψαν αντιστοιχούν σε εννέα 

διαφορετικούς απλοτύπους, οι οποίοι αναγράφονται στον Πίνακα 7. 

 

 

 
 
         Πίνακας 7: Διαφορετικοί απλότυποι 

Πρότυπο Απλότυπος 

 

1 

 

Saga cambelli 1 

 

2 

 

Saga rammei 2 

 

3 

 

Saga pedo 1 france 

 

4 

 

Saga hellenica 

 

5 

 

Saga rhodiensis 3 

 

6 

 

Saga natoliae 

 

7 

 

Saga hellenica K 

 

8 

 

Saga pedo 2 

 

9 

 

Saga pedo 5 
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Οι αλληλουχίες που προέκυψαν είναι:  
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3.5 Νουκλεοτιδική ανάλυση 
 

Χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα MEGA, ήταν δυνατός ο υπολογισµός 

των ποσοστών εµφάνισης των τεσσάρων νουκλεοτιδίων σε όλες τις 

αλληλουχίες. Κατά µέσο όρο το ποσοστό Α+Τ ήταν 60% και το ποσοστό G+C 

ήταν 40%. Επίσης στην 3η θέση του κωδικονίου, η G εµφανίζεται σε πολύ 

χαµηλά ποσοστά ~ 2,5%, ενώ η Τ εµφανίζεται σε πολύ µεγάλα ποσοστά ~ 

40%. Στις υπόλοιπες δύο θέσεις δεν παρατηρούνται µεγάλες διαφορές στα 

ποσοστά εµφάνισης των τεσσάρων νουκλεοτιδίων. Συνολικά, οι µεταπτώσεις 

βρέθηκαν σε µεγαλύτερα ποσοστά από ότι οι µεταστροφές, µε κύριο τύπο 

µετάπτωσης την αλλαγή της Τ σε C και το αντίστροφο (Εικ. 16).  

 

 

 

 
Εικόνα 16: Ποσοστά µεταπτώσεων και µεταστροφών 

 

 

 

Μία άλλη παράµετρος που υπολογίστηκε µε χρήση αυτού του 

προγράµµατος, ήταν οι πολυµορφικές θέσεις ανάµεσα στις αλληλουχίες. 

Συνολικά, οι 103 από τις 397 θέσεις ήταν πολυµορφικές και από αυτές οι 64 

βρέθηκαν πληροφοριακές για την φειδωλότητα (εµφανίζονται δηλαδή σε 

παραπάνω από έναν απλοτύπους). Αντίθετα, οι υπόλοιπες 39 εµφανίζονται 

µόνο σε έναν από τους εννέα απλοτύπους. 

Τέλος, σε ότι αφορά τη νουκλεοτιδική ανάλυση, υπολογίστηκαν οι 

γενετικές αποστάσεις µεταξύ των διαφορετικών απλοτύπων, δηλαδή η επί 

τοις εκατό διαφοροποίηση που εµφανίζουν µεταξύ τους (Εικ. 17). 

Καθορίστηκαν τόσο οι ενδοειδικές όσο και οι διαειδικές γενετικές αποστάσεις. 

Η µέγιστη διαειδική διαφοροποίηση είναι 20,7% µεταξύ των απλοτύπων 4 και 

6, ενώ η ελάχιστη είναι 2,1% µεταξύ των απλοτύπων 1 και 3. Η µέγιστη 

ενδοειδική διαφοροποίηση είναι 4,2% µεταξύ των απλοτύπων 4 και 7, ενώ η 

ελάχιστη είναι 0,3% µεταξύ των απλοτύπων 3 και 8. Οι µέσες τιµές των 

αποστάσεων ενδοειδικά είναι 1,2% για τα S.pedo και 4,3% για τα S.hellenica. 
Για τα υπόλοιπα 4 είδη προσδιορίστηκε µόνο ένας απλότυπος, οπότε δεν ήταν 

δυνατός ο υπολογισµός ενδοειδικών γενετικών αποστάσεων.    
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Εικόνα 17: Πίνακας γενετικών αποστάσεων των 9 απλοτύπων 

 

 

3.6 Αµινοξική ανάλυση 
 

Χρησιµοποιώντας το µιτοχονδριακό γενετικό κώδικα των ασπονδύλων 

έγινε µετάφραση των αλληλουχιών. Τα 397 νουκλεοτίδια κωδικοποιούν για 

103 αµινοξέα και µόνο η 124η  θέση είναι πολυµορφική. Σε αυτήν τη θέση, 

οκτώ αλληλουχίες εµφανίζουν το αµινοξύ αλανίνη (Α) ενώ µία εµφανίζει το 

αµινοξύ θρεονίνη (Τ). Η αλανίνη είναι το δεύτερο απλούστερο αµινοξύ και 

έχει ως πλευρική αλυσίδα µια µεθυλική οµάδα. Η θρεονίνη έχει µια 

υδροξυλική οµάδα και αυτό έχει ως αποτέλεσµα τον υδρόφιλο χαρακτήρα του 

αµινοξέος. Το µέγεθος τους δεν διαφέρει σηµαντικά αλλά λόγω της 

υδροφιλικότητας, η θρεονίνη µπορεί να αντιδρά πολύ πιο εύκολα σε σχέση µε 

την αλανίνη. Συγκρίνοντας τα επίπεδα του πολυµορφισµού των 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών και των αµινοξικών αλληλουχιών (103 

πολυµορφισµοί έναντι 1) συµπεραίνουµε ότι όλες σχεδόν οι µεταλλάξεις είναι 

συνώνυµες, δηλαδή τα κωδικόνια που προκύπτουν κωδικοποιούν για το ίδιο 

αµινοξύ.   
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3.7 Φυλογενετική ανάλυση 
 

Για τον προσδιορισµό των φυλογενετικών σχέσεων των απλοτύπων, 

άρα και των ειδών που χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση, ήταν απαραίτητη η 

κατασκευή ενός φυλογενετικού δέντρου, το οποίο θα απεικόνιζε τις σχέσεις 

αυτές. Για την κατασκευή του δέντρου χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος UPGMA 

σε συνδυασµό µε τη δοκιµασία bootstrap (500 επαναλήψεις). Η µέθοδος αυτή 

προτιµήθηκε από τις υπόλοιπες µεθόδους (MP, Neighbor joining και 

Minimum evolution) γιατί οι τιµές bootstrap ήταν καλύτερες σε σχέση µε τις 

τιµές στα φυλογενετικά δέντρα που προέκυψαν από τις άλλες µεθόδους, άρα 

τα αποτελέσµατα είχαν µεγαλύτερη αξιοπιστία (Εικ. 18).  

 

 

 

 

 
Εικόνα 18: Φυλογενετικό δέντρο UPGMA. Δίπλα στους κλάδους εµφανίζονται οι 

τιµές bootstrap. 

 

 

 

 

Όπως φαίνεται στο παραπάνω δέντρο, τα διάφορα είδη διαχωρίζονται 

και εµφανίζονται έξι ευδιάκριτες οµάδες απλοτύπων, οι οποίες αντιστοιχούν 

στους απλοτύπους των διαφορετικών ειδών. Κάθε οµάδα περιλαµβάνει 

απλοτύπους του ίδιου είδους. Στην πρώτη οµάδα περιλαµβάνονται οι τρεις 
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απλότυποι του είδους S.pedo (S.pedo 1 france, S.pedo 2 και S.pedo 5), στη 

δεύτερη οµάδα ανήκει το είδος S.cambelli µε έναν απλότυπο (S.cambelli 1), 

στην τρίτη οµάδα το είδος S.rammei, στην τέταρτη οµάδα περιλαµβάνονται οι 

δύο απλότυποι του είδους S.hellenica (S.hellenica και S.hellenica K), στην 

πέµπτη οµάδα ανήκει το είδος S.rhodiensis και στην έκτη οµάδα το είδος 

S.natoliae. Από το φυλογενετικό δέντρο γίνεται εµφανές ότι τα S.pedo 
συγγενεύουν περισσότερο µε το S.cambelli, ενώ συγγενεύουν λιγότερο µε το 
S.rammei. Ο µέσος όρος των γενετικών αποστάσεων στην πρώτη περίπτωση 

είναι 0,024 (2,4%) και στην δεύτερη περίπτωση είναι 0,040 (4%). Το 
S.natoliae εµφανίζεται αρκετά αποµακρυσµένο από τα υπόλοιπα είδη, πράγµα 

το οποίο φαίνεται και από τις γενετικές αποστάσεις. Η διαφοροποίηση του 

είναι 17,7% από το S.cambelli, 18% από το S.rammei, 18,1% από τα S.pedo, 
20% από τα S.hellenica και 20,4% από το S.rhodiensis.          
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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Η φυλογενετική ανάλυση και ο καθορισµός των εξελικτικών σχέσεων 

είναι συχνά µια ιδιαίτερα δύσκολη διαδικασία. Η κατασκευή ενός σωστού 

φυλογενετικού δέντρου είναι υψίστης σηµασίας σε όλων των ειδών τις 

εξελικτικές µελέτες. Από παλιά, τα µορφολογικά γνωρίσµατα 

χρησιµοποιούνται σε συνδυασµό µε τις αρχές της κλαδιστικής για την 

διασαφήνιση των φυλογενετικών σχέσεων. Η αξιοποίηση, όµως, των 

µορφολογικών χαρακτήρων απαιτεί ειδικούς που µπορούν να ανιχνεύσουν 

πολύ µικρές διαφορές µεταξύ των διαφόρων ειδών και τέτοια ειδίκευση 

προϋποθέτει χρόνια εξάσκησης (Arevalo et al, 2004). Αν και υπάρχει µια 

µοναδική εξελικτική ιστορία, οι προσπάθειες για αποκάλυψη φυλογενειών 

διαφέρουν µεταξύ των διάφορων ερευνητών, τεχνικών και συστηµάτων 

χαρακτήρων που µελετώνται. Καµία τεχνική ή σύστηµα χαρακτήρων από µόνα 

τους δεν µπορεί να εγγυηθεί ότι αποκαλύπτει τις πραγµατικές σχέσεις των 

υπό µελέτη taxa. Στην πραγµατικότητα, υπάρχουν συγκλίνουσες οµοιότητες 

(οµοπλασίες) σε όλα τα σύνολα δεδοµένων. Τα δεδοµένα από µοριακές 

αλληλουχίες, συχνά ανατρέπουν τα προηγούµενα συµπεράσµατα που έχουν 

προκύψει από µορφολογικά γνωρίσµατα, αλλά ταυτόχρονα µπορεί να είναι και 

παραπλανητικά εξαιτίας ανεπαρκούς δειγµατοληψίας ή ακατάλληλης ανάλυσης 

(Cranston και Gullan, 2002). Οι πληροφορίες που λαµβάνουµε από 

αλληλουχίες νουκλεϊνικών οξέων, κυρίως από το µιτοχονδριακό DNA, µας 

επέτρεψαν να κάνουµε αλµατώδη πρόοδο στον τοµέα της εύρεσης των 

φυλογενετικών σχέσεων τα τελευταία 20 χρόνια. Αλλά ακόµα και αυτές οι 

αλληλουχίες έχουν το µειονέκτηµα ότι δεν εξελίσσονται συχνά µε τον 

επιθυµητό ρυθµό ώστε να καταδείξουν της ιστορίας των επιθυµητών 

χαρακτηριστικών. Επίσης, η εξέλιξη των µιτοχονδριακών γονιδίων µπορεί να 

µην ανταποκρίνεται απολύτως και στην διαδικασία της ειδογένεσης. Τα 

γονίδια του µιτοχονδριακού DNA είναι στην ουσία απλές οµάδες σύνδεσης και 

µπορεί να µην αντικατοπτρίζουν την πραγµατική φυλογένεια ολόκληρου του 

οργανισµού (Arevalo et al, 2004).  

Μελέτες που χρησιµοποιούν τµήµατα DNA για τον καθορισµό των 

ειδών, είτε ξεχωριστά είτε σε συνδυασµό µε µορφολογικά και οικολογικά 

δεδοµένα, έχουν αποκαλύψει µια ποικιλία µοριακών δεικτών. Η επιλογή του 

κατάλληλου δείκτη είναι το πιο σηµαντικό βήµα στις φυλογενετικές αναλύσεις 

και επιλέγεται ανάλογα µε την εξελικτική ερώτηση που τίθεται αλλά επίσης 

εξαρτάται από το σύνολο των taxa που µελετώνται. Τα γονίδια του 

µιτοχονδριακού DNA έχουν δυναµικά επικρατήσει στο πεδίο της µοριακής 

συστηµατικής λόγω των µοναδικών χαρακτηριστικών τους, τα οποία έχουν 

αναφερθεί στην εισαγωγή (Roe και Sperling, 2007). Το πιο κρίσιµο 

χαρακτηριστικό στην επιλογή του δείκτη είναι ο ρυθµός υποκατάστασης της 

συγκεκριµένης περιοχής. Οι αλληλουχίες που εξελίσσονται πολύ γρήγορα 

φαίνεται να µην έχουν τη δυνατότητα να αποκαλύψουν την φυλογένεια των 
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taxa που διαχωρίστηκαν κατά το παρελθόν. Παροµοίως, η επιλογή µιας 

αλληλουχίας που είναι ιδιαίτερα συντηρηµένη δε θα παρείχε τις απαραίτητες 

πληροφορίες για τη διαλεύκανση των εξελικτικών σχέσεων στενά συγγενικών 

ειδών. Έτσι, σε πολλές µελέτες η επιτυχία εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από 

την επιλογή µιας περιοχής που θα περιέχει το κατάλληλο επίπεδο 

ποικιλοµορφίας (Lunt et al, 1996). 

Για τους παραπάνω λόγους, στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε ως 

δείκτης ένα τµήµα του µιτοχονδριακού γονιδίου COI, που κατέχει όλα τα 

επιθυµητά χαρακτηριστικά καθώς επίσης έχει χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία σε 

άλλες φυλογενετικές µελέτες στο παρελθόν. Οι Park et al (2008) 

χρησιµοποίησαν το COI για την αναγνώριση ειδών µύγας της υποοικογένειας 

Luciliinae σε ιατροδικαστικές έρευνες. Οι Arevalo et al (2004) προσπάθησαν 

να διαλευκάνουν τις φυλογενετικές σχέσεις εντόµων της υποοικογένειας 

Polistinae συνδυάζοντας το γονίδιο COI µε µικροδορυφόρους και 

µορφολογικά χαρακτηριστικά. Οι Franck et al (2001) διερεύνησαν την 

γενετική ποικιλότητα στο είδος Apis mellifera χρησιµοποιώντας το γονίδιο 

COI σε συνδυασµό µε µικροδορυφόρους. Οι Caterino et al (1999) 

χρησιµοποίησαν το COI σε συνδυασµό µε το COIΙ για τη µελέτη της 

φυλογένεσης ειδών πεταλούδας του γένους Papilio. Πρόσφατα, οι Mahendran 

et al (2006), χρησιµοποίησαν επίσης το γονίδιο COI σε συνδυασµό µε το  

16S rRNA για να διαλευκάνουν τις φυλογενετικές σχέσεις ειδών που 

παράγουν µετάξι. Στην πλειοψηφία τους, οι παραπάνω µελέτες επιβεβαίωσαν 

τα αποτελέσµατα που είχαν προκύψει από µελέτη µορφολογικών χαρακτήρων. 

Επίσης, στην παρούσα µελέτη έγινε ανάλυση SSCP χρησιµοποιώντας 

ως µοριακό δείκτη ένα τµήµα του µιτοχονδριακού γονιδίου του 16S rRNA. Η 

ανάλυση αποκάλυψε οκτώ διαφορετικά πρότυπα. Φαίνεται λοιπόν ότι θα 

µπορούσε να χρησιµοποιηθεί αποτελεσµατικά στη συγκεκριµένη φυλογενετική 

µελέτη. Γενικά όµως, το γονίδιο του 16S rRNA, ανήκει στην κατηγορία των 

µοριακών δεικτών των οποίων η αλληλουχία είναι ιδιαίτερα συντηρηµένη και 

δεν βοηθάει στον καθορισµό εξελικτικών σχέσεων στενά συγγενικών ειδών. 

Επίσης, το φυλογενετικό σήµα που περιέχεται σε αυτό το γονίδιο είναι αρκετά 

χαµηλότερο από ότι αυτό στο γονίδιο COI. Αντίθετα, το γονίδιο αυτό 

χρησιµοποιείται σε φυλογενετικές µελέτες που σκοπό έχουν να διαλευκάνουν 

τις εξελικτικές σχέσεις των taxa που ανήκουν σε υψηλότερα ταξινοµικά 

επίπεδα, δηλαδή σε επίπεδα τάξης, οικογένειας και σπανιότερα γένους. Οι 

Costa et al (2003) χρησιµοποίησαν το γονίδιο του 16S rRNA για διεξαγωγή 

φυλογενετικής ανάλυσης των µελισσών που ανήκουν στην οικογένεια Apidae. 

Οι Dowton και Austin (1994) χρησιµοποίησαν το ίδιο γονίδιο για µοριακή 

φυλογένεση διαφορετικών ειδών εντόµων που ανήκουν στην τάξη 

Hymenoptera.           
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Όσον αφορά τα είδη του γένους Saga, τα οποία εξετάζονται στην 

συγκεκριµένη µελέτη, δεν µπορούµε να πούµε αν τα αποτελέσµατα 

επιβεβαιώνονται, καθώς δεν έχουν πραγµατοποιηθεί αντίστοιχες 

φυλογενετικές µελέτες στο παρελθόν. Στο φυλογενετικό δέντρο 

διαχωρίζονται ικανοποιητικά τα 6 είδη των οποίων οι σχέσεις µελετήθηκαν 

(Εικ. 19).         
    

 
Εικόνα 19: Διαχωρισµός των 6 ειδών της µελέτης 
 
 
 
 

4.1 Νουκλεοτιδική ανάλυση αλληλουχιών 
 

Η νουκλεοτιδική ανάλυση των αλληλουχιών µε χρήση του 

προγράµµατος MEGA αποκάλυψε κάποια σηµαντικά στοιχεία. Πρώτον, το 

ποσοστό Α+Τ ήταν πολύ υψηλό, ~60%. Η τιµή αυτή είναι µια συνηθισµένη τιµή 

για µιτοχονδριακά γονίδια εντόµων. Επίσης, τα ποσοστά εµφάνισης της G και 

της C στην τρίτη θέση του κωδικονίου ήταν πολύ χαµηλά. Δεύτερον, οι 

περισσότερες µεταλλάξεις εµφανίζονται στην τρίτη θέση του κωδικονίου, 

πράγµα το οποίο συµφωνεί µε την υπόθεση ταλάντωσης της τρίτης θέσης (η 

αναγνώριση της τρίτης βάσης ενός κωδικονίου µπορεί να είναι λιγότερο ειδική 

από τις δυο πρώτες θέσεις), που έχει διατυπωθεί από τον Crick και σύµφωνα 

µε την οποία εξηγείται ο εκφυλισµός του γενετικού κώδικα. Το γεγονός αυτό 

επιβεβαιώνεται και από την παρατήρηση ότι στις αµινοξικές αλληλουχίες 

εµφανίζεται µόνο µια πολυµορφική θέση, καθώς από τις 103 πολυµορφικές 

νουκλεοτιδικές θέσεις, οι 102 οδηγούν στην κωδικοποίηση συνώνυµων 

αµινοξέων.  
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4.2 Αµινοξική ανάλυση αλληλουχιών 
 

Η µετάφραση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών µε τον µιτοχονδριακό 

γενετικό κώδικα των ασπόνδυλων αποκάλυψε την ύπαρξη ανοιχτού πλαισίου 

ανάγνωσης της αλληλουχίας σε όλο το µήκος της. Τα επίπεδα του 

πολυµορφισµού ήταν πολύ χαµηλότερα από αυτά των νουκλεοτιδικών 

αλληλουχιών (1/132 έναντι 103/397), γεγονός το οποίο οφείλεται στον 

εκφυλισµό του γενετικού κώδικα. Τα πολύ χαµηλά επίπεδα πολυµορφισµού 

των αµινοξικών αλληλουχιών υποδεικνύουν την ακαταλληλότητα 

χρησιµοποίησης των πρωτεϊνών για την διερεύνηση των φυλογενετικών 

σχέσεων, καθώς ένα µεγάλο µέρος του γενετικού πολυµορφισµού παραµένει 

«κρυφό» και δεν εµφανίζεται σε πρωτεϊνικό επίπεδο. 

 

 

4.3 Γενετικές αποστάσεις απλοτύπων 
 

Οι γενετικές αποστάσεις µεταξύ των απλοτύπων υπολογίστηκαν µε το 

πρόγραµµα MEGA και αποκαλύφθηκαν σηµαντικά χαρακτηριστικά. Όπως ήταν 

αναµενόµενο, οι ενδοειδική διαφοροποίηση ήταν µικρότερη από την διαειδική 

διαφοροποίηση. Οι ενδοειδικές αποστάσεις για τα S.pedo και τα S.hellenica 

είναι 1,2% και 4,2% αντίστοιχα. Οι διαειδικές αποστάσεις είναι αρκετά 

µεγαλύτερες (Εικ. 20).   

 

 

 Εικόνα 20: Διαειδικές αποστάσεις 
 
 

Η µέγιστη διαειδική διαφοροποίηση είναι ~ 20% µεταξύ των S.natoliae 

και S.rhodiensis. Οι χαµηλότερες τιµές διαειδικής διαφοροποίησης 

εµφανίζονται ανάµεσα στα S.pedo και S.cambelli (~2,5%) και στα S.rammei 
και S.cambelli (~3%).  
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Επειδή οι διαειδικές αποστάσεις είναι πολύ µεγαλύτερες των 

ενδοειδικών, µπορεί να γίνει χρήση των αλληλουχιών αυτών ως DNA 

barcodes. 

Το DNA barcoding είναι ένα σύστηµα που έχει σχεδιαστεί για να 

παρέχει γρήγορη, ακριβή και αυτοµατοποιηµένη αναγνώριση ειδών µε χρήση 

µικρών περιοχών γονιδίων ως εσωτερικές ετικέτες (Hebert και Gregory, 

2005). Από τους πρώτους που εστίασαν σε αυτό το θέµα ήταν οι Hebert et 
al (2003). Ύστερα από πολλές έρευνες κατάληξαν σε ένα σύστηµα 

αναγνώρισης που βασίζεται στο DNA και βρίσκεται στο µιτοχονδριακό γονίδιο 

της υποµονάδας Ι της κυτοχρωµικής οξειδάσης (COI), το οποίο στοχεύει 

στον διαχωρισµό των ειδών. Τα αποτελέσµατα των ερευνών τους έδειξαν ότι 

η απόκλιση που παρατηρείται στην αλληλουχία του COI στα διάφορα είδη, 

µπορεί να οδηγήσει στον διαχωρισµό στενά συγγενικών ειδών που ανήκουν σε 

όλα τα φύλα των ζώων εκτός από αυτό των Κνιδόζωων.  

Η διαδικασία του DNA barcoding ξεκινάει µε την ανάκτηση µιας 

µικρής προκαθορισµένης αλληλουχίας DNA – το barcode – από το υπό 

µελέτη δείγµα. Στη συνέχεια, το barcode από το άγνωστο δείγµα συγκρίνεται 

µε άλλα barcodes που έχουν ανακτηθεί από άτοµα µε γνωστή ταυτότητα και 

έχουν κατατεθεί σε βιβλιοθήκες. Το δείγµα αναγνωρίζεται εάν η αλληλουχία 

του ταιριάζει µε κάποια άλλη από την βιβλιοθήκη (Hajibabaei et al, 2007). Η 

διαφορά του DNA barcoding από τις µεθόδους µοριακής φυλογένεσης είναι 

ότι δεν έχει ως στόχο τον καθορισµό ταξινόµησης αλλά την αναγνώριση 

αγνώστου δείγµατος και την κατάταξη του σε ένα γνωστό είδος.  

Για τα taxa των ζώων, οι περισσότεροι ερευνητές έχουν 

χρησιµοποιήσει στις µελέτες τους ένα µικρό τµήµα mtDNA, δηλαδή τις 

πρώτες ~ 650 bp από το 5’ άκρο του COI (Εικ. 21). Εντούτοις, ακόµα και 

µικρότερα τµήµατα του COI έχουν χρησιµοποιηθεί αποτελεσµατικά για την 

αναγνώριση δειγµάτων που η κατάσταση του DNA δεν επέτρεπε την 

ανάκτηση του τµήµατος των 650bp (Dasmahapatra et al, 2009).  

 

Εικόνα 21: Η περιοχή του COI που χρησιµοποιείται ως DNA barcode (Roe,  

A.D., Sperling, F.A. Patterns of evolution of mitochondrial cytochrome c 

oxidase I and II DNA and implications for DNA barcoding, 2007). 
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Δύο πρόσφατες µελέτες απέδειξαν την αποτελεσµατικότητα του 

barcoding να αποκαλύπτει βιολογικά όµοια είδη ή οµάδες. Μέσα σε ένα είδος 

από πεταλούδες που είχαν ίδια µορφολογία, το DNA barcoding διαχώρισε 10 

κρυφά είδη, τα οποία διέφεραν στην εµφάνιση της προνύµφης, της προτίµηση 

φαγητού και ενδιαιτήµατος. Σε µια άλλη µελέτη, µορφολογικά αδιαχώριστες 

µύγες Tachinidae φάνηκε να διαχωρίζονται σε ξεχωριστές οµάδες που είχαν 

διαφορετικές προτιµήσεις ξενιστή (Dasmahapatra et al, 2006). 

Είναι αναµενόµενο ότι ένα επιτυχηµένο παγκόσµιο πρόγραµµα DNA 

barcoding θα παρέχει ένα ευρύ κατάλογο µε δεδοµένα για την πλειονότητα 

των καθορισµένων taxa στο εγγύς µέλλον, διευκολύνοντας την συστηµατική 

ανακάλυψη των κρυπτικών ειδών. Πάντως, µε το 85% ή και περισσότερο των 

ειδών να παραµένουν άγνωστα µέχρι τώρα στους επιστήµονες, µια ακόµα 

µεγαλύτερη πρόκληση υπάρχει στην πιθανή εφαρµογή των µεθόδων που 

βασίζονται στο DNA για την ανακάλυψη νέων ειδών σε taxa που δεν είναι 

επαρκώς χαρακτηρισµένα (Monaghan et al, 2006). 
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