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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

         Σκοπός της παρούσας έρευνας ήταν η µελέτη του ρυθµού αύξησης και η 

εκτίµηση του γενετικού πολυµορφισµού µεταξύ των πληθυσµών του είδους Diplodus 

sargus στο Αιγαίο και Ιόνιο πέλαγος. Η προσπάθεια εκτίµησης της γενετικής 

ποικιλότητας επετεύχθη µε τη χρήση του µικροδορυφορικού DNA ως µοριακού 

γενετικού δείκτη. 

         Για τη µελέτη του ρυθµού αύξησης λήφθηκαν ορισµένες µετρήσεις οι οποίες 

περιελάµβαναν το ολικό και το καθαρό βάρος, το µεσουραίο µήκος, το πλάτος κάθε 

ατόµου ενώ επιπλέον αποµακρύνθηκαν οι γονάδες για την εκτίµηση του φύλου και οι 

ωτόλιθοι για τη µέτρηση της ηλικίας των ψαριών. 

 Σε σύνολο 80 ατόµων εντοπίστηκαν 52 αρσενικά και 28 θηλυκά άτοµα 

ηλικίας 1+, 2+, 3+ και 4+. Οι σχέσεις µεσουραίου µήκους - ολικού βάρους που 

µελετήθηκαν για τα αρσενικά και τα θηλυκά άτοµα έδωσαν ικανοποιητικά 

αποτελέσµατα.  

         Όσον αφορά το εύρος πολυµορφισµού, δεκαπέντε ζεύγη εκκινητών (primers) 

(Pma1, Pma2, Pma3, Pma5, GA1A, GA1B, GA2A, GA2B, GT2, GT3, GT4, GT6, 

SaI10, SaI12, SaI19) µελετήθηκαν για τα 77 συνολικά άτοµα του είδους. Από τους 

εκκινητές αυτούς, µόνο οι 4 (Pma1, Pma2, SaI10, SaI12) ανιχνεύθηκαν στους 11 

πληθυσµούς του σαργού.  Και οι τέσσερις αυτοί εκκινητές βρέθηκαν πολυµορφικοί.  

         Η τεχνική των µικροδορυφορικών δεικτών που εφαρµόστηκε περιελάµβανε την 

αποµόνωση του DNA από όλα τα άτοµα του είδους, τον πολλαπλασιασµό αυτού του 

DNA µε PCR και τέλος την εύρεση των αλληλοµόρφων του κάθε ατόµου µε 

γονοτύπιση.  

 Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν αφορούσαν ένα σύνολο 114 

αλληλοµόρφων µε 23 µοναδικά αλληλόµορφα. Οι παρατηρούµενες τιµές 

ετεροζυγωτίας ήταν αρκετά υψηλές (0.6250 – 0.9065),αλλά µέσα στα όρια που έχουν 

παρατηρηθεί στη βιβλιογραφία. ∆εν παρατηρήθηκαν αποκλίσεις από τo νόµο Hardy-

Weinberg. Εξίσου σηµαντικές εντοπίστηκαν και οι τιµές του συντελεστή 

παραλλακτικότητας (-0.1831 έως 0.5469) δείχνοντας την ύπαρξη γενετικής 

διαφοροποίησης µεταξύ των πληθυσµών. Επίσης ανιχνεύθηκαν υψηλές τιµές 

γονιδιακής ροής που δείχνουν την ύπαρξη υποπληθυσµών. Το δενδρόγραµµα των 

γενετικών αποστάσεων δεν επιβεβαιώνεται από τις γεωγραφικές αποστάσεις.  
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ABSTRACT 

 

The aim of the present work is to study the growth rate and to evaluate the 

genetic polymorphism of various populations of white seabream, Diplodus sargus in 

the Aegean and Ionian Seas. The effort to estimate genetic diversity was achieved 

with the use of microsatellite DNA as a molecular genetic marker. 

         For the study of the growth rate, data were collected such as the total and 

standard weight, the fork length, the height of each individual. Furthermore, the 

gonads were destructed for sex evaluation as well as the otoliths for the estimation of 

fish age. 

 In a total of 80 individuals 52 were males and 28 females, aged 1+, 2+, 3+ and 

4+. The relationships between fork length – total weight for males and females 

produced significant results. 

         Fifteen microsatellite primers (Pma1, Pma2, Pma3, Pma5, GA1A, GA1B, 

GA2A, GA2B, GT2, GT3, GT4, GT6, SaI10, SaI12, SaI19) were tested for the 77 

samples. From those, only four (Pma1, Pma2, SaI10, SaI12) were detected highly 

polymorphic in the eleven populations of Diplodus sargus. 

 The observed results involved a total of 114 alleles, while 23 of them being 

unshared. The observed heterozygosity values were high enough (0.6250 - 0.9065), 

but within the range observed in the bibliography. No statistical departure from the 

Hardy-Weinberg law was detected. Statistically significant were the genetic 

heterogeneity coefficients values (-0.1831 - 0.5469) describing the existence of 

genetic differentiation among the populations. Nevertheless, quite extensive gene flow 

values were detected among populations, indicating the presence of sub-populations. 

Dendrogram using genetic distance values did not conform to geographical distances.   
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Το πρόβληµα των θαλασσίων βιολογικών πόρων γίνεται όλο και περισσότερο 

σύνθετο και µόνο η συστηµατική διερεύνησή του θα συµβάλει στην ορθή διαχείρισή 

τους. Με τον όρο θαλάσσιοι βιολογικοί πόροι εννοούµε, κυρίως, τον τοµέα της 

αλιείας, ενώ πρόσφατα έχει περιληφθεί στην κατηγορία αυτή και ο τοµέας των 

υδατοκαλλιεργειών.  

Πολλά σηµαντικά εµπορικά ιχθυοαποθέµατα έχουν πληγεί ανεπανόρθωτα. Η 

αειφορική διαχείριση των ιχθυοαποθεµάτων έχει ως σκοπό την εξασφάλιση της 

διατήρησης των πόρων. Τα επιστηµονικά  δεδοµένα που απαιτούνται για τη 

διαχείριση των ιχθυοπληθυσµών περιλαµβάνουν, κυρίως, την αφθονία των 

πληθυσµών καθώς και πληροφορίες για τη δυναµική τους, αλλά και τη γενετική δοµή 

τους.  

Το υλικό που µελετήθηκε στην παρούσα µελέτη ήταν πληθυσµοί του είδους, 

Diplodus sargus (Εικ. 1).  

Ο σαργός, Diplodus sargus, ανήκει στην Οικογένεια Sparidae και 

ταξινοµείται ως εξής (Linnaeus, 1758): 

 

Οµοταξία: Osteichthyes 

Υφοµοταξία: Acanthopterygii 

Υπέταξη: Teleostei 

Τάξη: Perciformes 

Υπόταξη: Percoides 

Οικογένεια: Sparidae 

 

Η οικογένεια Sparidae περιλαµβάνει πολλά ψάρια των ελληνικών θαλασσών, 

µε µεγάλο εµπορικό και τεχνολογικό ενδιαφέρον (τσιπούρες, λιθρίνια, σπάροι, 

µουρµούρες, µελανούρια κ.λπ.). 

Έχουν σώµα ωοειδές, πιεσµένο στα πλάγια και µεγάλα πτερύγια. Το πτερύγιο 

της ουράς είναι πάντοτε διχαλωτό και το ραχιαίο αποτελείται από δύο τµήµατα, το 

µπροστινό µε σκληρές ακτίνες και το πίσω µε µαλακές. Είναι από τα λίγα ψάρια που 
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έχουν διαφοροποιηµένα δόντια (κοπτήρες, κυνόδοντες, τραπεζίτες) (Παπαναστασίου, 

1976). 

Στην πλειοψηφία τους είναι ερµαφρόδιτα ψάρια (πρωτανδρικά ή 

πρωτογύναια, ανάλογα µε το είδος).  Η οικογένεια Sparidae περιλαµβάνει 29 γένη µε 

πληθώρα ειδών.  

 

 

Εικόνα 1. Σαργός, Diplodus sargus 

 

Ο σαργός συναντάται στις ακτές του Ατλαντικού, από το Βισκαϊκό κόλπο 

µέχρι το Πράσινο ακρωτήριο και τα Κανάρια νησιά, καθώς επίσης και στη Μαδέρα. 

Στη Μεσόγειο είναι κοινό είδος αλλά σπάνια συναντάται στη Μαύρη θάλασσα 

(Παπαναστασίου, 1976). 

         Στον χάρτη που ακολουθεί διακρίνεται η εξάπλωση του σαργού παγκοσµίως 

(Εικ. 2). 

 
 
 

 
 

Εικόνα 2. Γεωγραφική εξάπλωση του σαργού σε παγκόσµια κλίµακα. 
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Σύµφωνα µε στοιχεία του FAO (Food and Agriculture Organization) η 

παγκόσµια παραγωγή του σαργού τα τελευταία 50 χρόνια αποτυπώνεται στα 

παρακάτω διαγράµµατα (Σχ. 1 και Σχ. 2 αντίστοιχα).  

 

 

Σχήµα 1. Παγκόσµια παραγωγή του είδους Diplodus sargus (FAO Fishery Statistic, 

2000-2005). 

 

 

Σχήµα 2. Παγκόσµια παραγωγή σε υδατοκαλλιέργεια του είδους Diplodus sargus 

(FAO Fishery Statistic, 2000-2005). 
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Στο Σχήµα 1 παρατηρείται µία σηµαντική αύξηση της παραγωγής από το 1980 

µέχρι το 2003 πάνω από το 50% ενώ τα προηγούµενα χρόνια ήταν σε µηδενική βάση. 

Στο Σχήµα 2 διαφαίνεται µία τάση παραγωγής του σαργού σε υδατοκαλλιέργεια από 

το 1995 και µετά, όχι όµως τόσο σηµαντική.  

 

 

1.1 Ρυθµός αύξησης 

 

Η µελέτη της αύξησης παρέχει βασικές παραµέτρους που είναι απαραίτητες 

στην εφαρµογή των αναλυτικών µοντέλων προκειµένου να εκτιµηθεί η κατάσταση 

του ιχθυαποθέµατος. Τα συνήθη µοντέλα εκτίµησης της κατάστασης των 

ιχθυαποθεµάτων εφαρµόζονται µε βάση ότι ισχύουν ορισµένες προϋποθέσεις. Μία 

από αυτές είναι η σταθερότητα του αριθµού των νεοεισερχόµενων ατόµων στην 

αλιευτική φάση.    

Ο όρος ανάπτυξη (growth) στους ζωικούς οργανισµούς υποδηλώνει αλλαγές 

στο µέγεθός τους. Η µεταβολή αυτή αναφέρεται είτε στο µήκος του ζωικού 

οργανισµού είτε σε άλλες φυσικές διαστάσεις του, περιλαµβανοµένου του όγκου, του 

βάρους, της µάζας, ή ακόµη και ολόκληρου του µεγέθους του σώµατός του µε όλες 

τις ιστολογικές και κυτταρολογικές αλλαγές (πρωτεΐνες, λίπη κ.λπ). Όλα τα επιµέρους 

χαρακτηριστικά της ανάπτυξης των ψαριών εµπλέκονται στη βιολογία τους και 

γενικότερα στην οικολογία και τη διαχείρισή τους. Από πολλούς ερευνητές η 

ταχύτητα αύξησης των ψαριών ονοµάζεται και ρυθµός αύξησης (growth rate) 

(Νεοφύτου, 1997). 

Η συνολική αύξηση των ψαριών επηρεάζεται από πολλούς παράγοντες 

µεταξύ των οποίων είναι: 

α) Η αφθονία και το µέγεθος της τροφής. 

β) Ο συνολικός αριθµός (πληθυσµός) των ψαριών που χρησιµοποιεί ένα 

συγκεκριµένο είδος τροφής. 

γ) Οι φυσικοί παράγοντες (θερµοκρασία, οξυγόνο κ.λπ). 

δ) Το µέγεθος και η ηλικία των ψαριών. 

ε) Η αναπαραγωγική ωρίµανση. 
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Εάν όλοι οι παραπάνω παράγοντες µπορούν να εκτιµηθούν µε ακρίβεια, τότε 

είναι δυνατή η ακριβής περιγραφή της συνολικής αύξησης των ψαριών. Αυτό όµως 

πρακτικά είναι αδύνατο. Για αυτό γίνεται προσπάθεια στις διάφορες µελέτες να 

µετρηθούν όσο το δυνατό περισσότεροι παράγοντες, ώστε να υπάρξει η µεγαλύτερη 

δυνατή ακρίβεια (Νεοφύτου, 1997) . 

 

1.1.1. Εκτίµηση της ηλικίας των ψαριών από τους ωτολίθους 

 

Οι ωτόλιθοι είναι συστατικά του λαβυρίνθου και σχετίζονται µεταξύ των 

άλλων και µε την ηλικία του ψαριού. Το µέγεθος των ωτολίθων ποικίλει από είδος σε 

είδος.  

Υπάρχουν τρία ζεύγη ωτολίθων σε κάθε ψάρι. Για την εκτίµηση της ηλικίας 

χρησιµοποιείται το ζευγάρι µε το µεγαλύτερο µέγεθος που ονοµάζεται «τοξοειδής» 

(sagittae) (Νεοφύτου, 1997). Ο τοξοειδής ωτόλιθος φαίνεται µε γυµνό µάτι, έχει 

άσπρο χρώµα και είναι κοίλος από τη µία πλευρά του και κυρτός από την άλλη. 

Η χρησιµοποίηση των ωτολίθων για την εκτίµηση της ηλικίας των ψαριών 

παρουσιάζει ορισµένα βασικά πλεονεκτήµατα, όπως: 

• Σχηµατίζονται κατά την περίοδο της εµβρυακής ανάπτυξης και εποµένως 

περιλαµβάνεται όλη η ανάπτυξη του ψαριού. 

• Σε πολλά είδη ψαριών οι ετήσιοι δακτύλιοι είναι περισσότερο εµφανείς σε 

σύγκριση µε τα λέπια. 

Το κυριότερο µειονέκτηµα είναι ότι για να χρησιµοποιηθούν πρέπει να θανατωθεί 

το ψάρι. Το πρόβληµα αυτό είναι ακόµη µεγαλύτερο όταν πρόκειται να µελετηθούν 

σπάνια είδη ψαριών των οποίων ο πληθυσµός βρίσκεται σε κρίσιµο σηµείο. 

Όλα τα ψάρια του ίδιου είδους έχουν ωτόλιθους περίπου οµοιόµορφου 

σχήµατος. Οι ωτόλιθοι αποτελούνται από ανόργανο υλικό, όπως κρύσταλλοι 

ανθρακικού ασβεστίου (αραγωνίτης) οι οποίοι βρίσκονται µέσα σε οργανικό υλικό 

πρωτεϊνικής σύστασης ινώδους µορφής, γνωστής ως ωτολίνη (otolin). Η εµφάνιση 

διαφανών και αδιαφανών δακτυλίων ή ζωνών οφείλεται στην εναλλακτική 

διαφοροποίηση της ποσοτικής αναλογίας αυτών των δύο στοιχείων (Morales-Nin, 

1987). Οι αδιαφανείς περιοχές (µε προσπίπτοντα φωτισµό στο οπτικό µικροσκόπιο) 

αντιστοιχούν σε περιόδους ταχείας ανάπτυξης του ψαριού, οπότε εναποτίθεται 

περισσότερος αραγωνίτης στην επιφάνεια του ωτόλιθου (ICSEAF, 1986). Αυτή η 
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περιοδικότητα είναι περισσότερο έντονη σε ψάρια που ζουν σε ψυχρές και εύκρατες 

περιοχές (Panella, 1974).  

Οι ετήσιοι δακτύλιοι σχετίζονται µε τις εναλλαγές στην αύξηση που 

επιταχύνεται ή επιβραδύνεται κατά την πορεία του βιολογικού κύκλου του ψαριού. 

Παρόλα αυτά δεν είναι γνωστή η αιτία σχηµατισµού τους. Όµως φαίνεται ότι ο 

σχηµατισµός των ετησίων δακτυλίων ελέγχεται γενετικά, εφόσον άτοµα τα οποία 

διατηρήθηκαν σε σταθερές συνθήκες θερµοκρασίας και αλατότητας, σχηµάτισαν 

δακτυλίους. Παράγοντες, όπως απότοµες αλλαγές της θερµοκρασίας, ασθένειες, 

έλλειψη τροφής ή µετακινήσεις, παίζουν σηµαντικό ρόλο στο σχηµατισµό του 

δακτυλίου ή αποτελούν τις αιτίες σχηµατισµού ψευδοδακτυλίων, οι οποίοι 

«διακόπτουν» τη συνοχή της αυξητικής ζώνης. Επίσης ο σχηµατισµός 

ψευδοδακτυλίων αντικατοπτρίζει µικρής διάρκειας διαταραχές στη διατροφή. 

 

 

1.2 Γενετικός πολυµορφισµός      

Εκτός από το ρυθµό αύξησης, σηµαντικό ρόλο στη διαχείριση και προστασία των 

αλιευτικών πηγών διαδραµατίζει ο προσδιορισµός των διαφορετικών 

ιχθυοαποθεµάτων και η γνώση της γενετικής τους δοµής. Τις περισσότερες φορές τα 

είδη αυτά παρουσιάζουν εκτεταµένη γεωγραφική εξάπλωση και ίσως να 

αποτελούνται από διαφορετικούς πληθυσµούς µε διαφορετικά πεδία αναπαραγωγής. 

Το γεγονός αυτό µπορεί να οδηγήσει στη γενετική διαφοροποίηση των πληθυσµών. 

Τα τελευταία χρόνια, η πληρέστερη κατανόηση της αξίας των γενετικών δεδοµένων 

καθώς και η αύξηση των διαθέσιµων µοριακών τεχνικών οδήγησε στην περιγραφή 

της γενετικής ποικιλότητας των πληθυσµών.  

Η εξέλιξη των ειδών βασίζεται στην ποικιλότητα των ζωντανών οργανισµών. 

Αυτή είναι η ουσία της εξελικτικής βιολογίας που τη διακρίνει από τις άλλες 

επιστήµες. Πολλοί χαρακτήρες εµφανίζουν ευδιάκριτους φαινοτύπους. Οι 

χαρακτήρες αυτοί ονοµάζονται ποιοτικοί και ελέγχονται γενετικά από ένα γονίδιο ή 

από ένα µικρό αριθµό γονιδίων. Όµως οι περισσότεροι χαρακτήρες εµφανίζουν µία 

συνεχή ποικιλότητα και ονοµάζονται ποσοτικοί ή µετρικοί χαρακτήρες. Οι 

χαρακτήρες αυτοί ελέγχονται συνήθως από ένα µεγάλο αριθµό γονιδίων (Λουκάς, 

2003).  
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Περιστασιακά εντοπίζονται πληθυσµοί µε δύο ή περισσότερους διαφορετικούς, 

διακριτούς φαινοτύπους που είναι αρκετά κοινοί µεταξύ των ατόµων. Όταν υπάρχει 

ένας δεύτερος τουλάχιστον φαινότυπος µε συχνότητα που υπερβαίνει κάποια 

αυθαίρετη τιµή, µιλάµε για κατάσταση πολυµορφισµού (polymorphism). Ο 

απλούστερος τύπος πολυµορφισµού που αφορά σε δύο ευδιάκριτες µορφές είναι ο 

διµορφισµός. Μερικοί πολυµορφισµοί είναι εξισορροπηµένοι µε την έννοια ότι οι 

αλληλόµορφοι των γόνων που τους ελέγχουν βρίσκονται σε µία σταθερή ή ενδιάµεση 

συχνότητα. Ένας σύνθετος εξισορροπηµένος πολυµορφισµός έχει µελετηθεί στο 

χερσαίο σαλιγκάρι, Cepaea nemoralis, στο οποίο το χρώµα του κελύφους είναι καφέ 

ή ροζ ή κίτρινο και υπάρχουν από µηδέν έως πέντε ζώνες στο κέλυφος, ο αριθµός των 

οποίων ελέγχεται από αρκετούς γενετικούς τόπους. Σε ορισµένες περιπτώσεις η 

αντικατάσταση αλληλοµόρφων γίνεται κατά την παρατήρηση του πληθυσµού. Οι 

πολυµορφισµοί αυτοί ονοµάζονται µεταβατικοί (transitional). Χαρακτηριστικό 

παράδειγµα µεταβατικού πολυµορφισµού είναι η µελανιστική µορφή της 

νυχτοπεταλούδας, Biston betularia, η οποία µετά το 1895 έφτασε σε ορισµένους 

πληθυσµούς στην Αγγλία συχνότητα 98% (Kettlewell, 1973: Bishop and Cook, 

1980).  

Η ανίχνευση της γενετικής ποικιλοµορφίας µπορεί να γίνει: 

α) Με την ηλεκτροφορητική τεχνική 

β) Με υβριδοποίηση του DNA 

γ) Με τη χρήση ενζύµων περιορισµού και άλλες µεθόδους. 

          

Παρόλο που έχει γίνει σηµαντική έρευνα στη µελέτη της βιολογίας, της ηθολογίας 

και της ανάπτυξης του Diplodus sargus στη Μεσόγειο (Wassef, 1985: AbouSeedo, 

Wright and Clayton, 1990: Micale and Perdichizzi, 1994: Macpherson et al., 1997), 

στον τοµέα της γενετικής δοµής η γνώση είναι ακόµη περιορισµένη.  

 Η διατήρηση της γενετικής ποικιλότητας αποτελεί ένα ουσιώδες συστατικό στα 

διαχειριστικά προγράµµατα πολλών ειδών. Η γενετική ποικιλότητα είναι εκείνος ο 

παράγοντας που επιτρέπει στα είδη να προσαρµόζονται σε διαφορετικές 

περιβαλλοντικές συνθήκες και να ανταποκρίνονται σε προγράµµατα επιλογής ή 

εκτροφής.  

Η εκτίµηση της χρήσης των γενετικών-µοριακών δεικτών οφείλεται κατά κύριο 

λόγο στις παρατηρούµενες συµπεριφορές και µεταναστεύσεις (γονιδιακή ροή) στο 
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θαλάσσιο περιβάλλον. Η δυνατότητα εφαρµογής των µοριακών δεικτών στη 

διαχείριση ιχθυοπληθυσµών έχει αναγνωρισθεί από καιρό (Utter, 1991). Η χρήση 

τους δεν έχει αποδειχθεί µόνο πολύτιµη για το διαχωρισµό των ιχθυοπληθυσµών 

αλλά και για τη σηµασία τους και σπουδαιότητα των εξελικτικών δυνάµεων που 

δρουν σε αυτούς και τους διαφοροποιούν.  

Η µελέτη των γενετικών δεικτών ασκεί σηµαντικές επιδράσεις σε τρεις τοµείς της 

ιχθυολογίας: 

α) στον προσδιορισµό και την ανάλυση της δοµής των ιχθυοαποθεµάτων: 

εξασφάλιση διατήρησης των πόρων µε παράλληλη µεγιστοποίηση των οικονοµικών 

κερδών, διαρκής εκµετάλλευση των αλιευτικών πηγών (αειφορία). 

β) στις υδατοκαλλιέργειες: έλεγχος των επιπέδων γενετικής ποικιλότητας, 

έλεγχος των εισαγόµενων ή µεταφερόµενων πληθυσµών για γεννήτορες. 

γ) στην αναγνώριση και διάκριση των ειδών: διαλεύκανση ταξινοµικών 

προβληµάτων, αναπαραγωγική και γεωγραφική αποµόνωση, αναγνώριση ειδών σε 

νεαρά στάδια, αναγνώριση ειδών από απολιθώµατα. 

 Στην παρούσα εργασία µελετάται ένα είδος γενετικού δείκτη που βρίσκει 

τεράστια εφαρµογή τα τελευταία χρόνια στον τοµέα της γενετικής πληθυσµών και 

είναι οι µικροδορυφορικοί δείκτες.  

Πρόκειται για µία σχετικά νέα τεχνική που χαρακτηρίζεται από υψηλό 

επίπεδο πολυµορφισµού (Jarne and Lagoda, 1996) και την ικανότητα να ανιχνεύει 

γενετική διαφοροποίηση σε υποπληθυσµούς (Shaw et al., 1999: Hoarau et al., 2004). 

Επιπλέον, απαιτεί σχετικά λιγότερα δείγµατα για ανάλυση από ότι η πρωτεϊνική, 

αλλοενζυµική ή ισοενζυµική ηλεκτροφόρηση.  

Οι µικροδορυφόροι είναι σύντοµες αλληλουχίες του DNA στις οποίες 

επαναλαµβάνεται ένα µοτίβο από 1 έως 6 bp, συχνά πάνω από 60 φορές (Εικ. 3). 

∆ιακρίνονται σε: 

• Mononucleotide SSR (A)11         AAAAAAAAAAA 

• Dinucleotide SSR (GT)6              GTGTGTGTGTGT 

• Trinucleotide SSR (CTG)4          CTGCTGCTGCTG 

• Tetranucleotide SSR (ACTC)4    ACTCACTCACTCACTC 
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Επίσης διακρίνονται σε: 

 

� Οµοζύγωτοι της µορφής: 

 

…CGTAGCCTTGCATCCTTCTCTCTCTCTCTCT ATCGGTACTACGTG… 

…CGTAGCCTTGCATCCTTCTCTCTCTCTCTCT ATCGGTACTACGTG… 

5’ συµπιεσµένη περιοχή            µικροδορυφόρος            3’ συµπιεσµένη περιοχή 

 

 

� Ετεροζύγωτοι της µορφής: 

 

…CGTAGCCTTGCATCCTTCTCTCTCTCTCTCT ATCGGTACTACGTG… 

…CGTAGCCTTGCATCCTTCTCTCTCTCTCTCTCTCT ATCGGTACT… 

5’ συµπιεσµένη περιοχή            µικροδορυφόρος              3’ συµπιεσµένη περιοχή 

 

 

Προσφέρουν ουσιαστική ποικιλότητα αλληλοµόρφων σε ένα µεγάλο αριθµό 

γενετικών τόπων, κατανέµονται σε όλο το γένωµα και κληρονοµούνται µε το 

Μενδελικό τρόπο (Barker, 2002). Οι µικροδορυφόροι είναι σε θέση να παρουσιάσουν 

πολυµορφισµό εξαιτίας της ποικιλίας στον αριθµό των επαναλαµβανόµενων 

µονάδων. Αυτή ακριβώς η υψηλή ποικιλότητα τους καθιέρωσε ως τους πιο χρήσιµους 

µοριακούς δείκτες στη µελέτη της γενετικής των πληθυσµών (Wright, 1994). 

Το µήκος του κάθε αλληλοµόρφου καθορίζεται µε τη χρησιµοποίηση της µεθόδου 

της PCR χρησιµοποιώντας συγκεκριµένους εκκινητές ολιγονουκλετιδίων (primers). Η 

τεχνική αυτή διευκολύνει την κατασκευή των γενετικών χαρτών στα περισσότερα 

είδη εξαιτίας της χρήσης συγκεκριµένων εκκινητών και του υψηλού βαθµού 

πολυµορφισµού (Montaldo et al., 1998).  
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Εικόνα 3. Ανατοµία ενός µικροδορυφόρου 

 

Οι µικροδορυφόροι έχουν αποµονωθεί και χαρακτηριστεί σε ένα µεγάλο αριθµό 

ψαριών ενώ έχουν χρησιµοποιηθεί σε ένα ευρύ φάσµα εφαρµογών όπως η Εξελικτική 

Βιολογία, η Γενετική Πληθυσµών και η Οικολογία (Barroso et al., 2005). Ένα από τα 

πρώτα είδη στα οποία µελετήθηκε η γενετική ποικιλότητα µεταξύ των πληθυσµών µε 

τη χρήση µικροδορυφορικού DNA ήταν η πέστροφα (Nielsen et al., 1994). Η έρευνα 

απεκάλυψε παρόµοια αποτελέσµατα γενετικής διαφοροποίησης µεταξύ 

µιτοχονδριακού και του µικροδορυφορικού DNA. 

Οι πρώτες µοριακές τεχνικές για τη µελέτη της γενετικής ποικιλότητας και της 

δοµής των θαλάσσιων ειδών άρχισαν να εφαρµόζονται στα ψάρια το 1950. Οι αρχικές 

µελέτες, οι οποίες εκπονήθηκαν σε τόνους, σαλµονοειδή και µουρούνες (De Lighy, 

1969) αφορούσαν σε παραλλαγές των οµάδων αίµατος και παρατηρήθηκε γενετικά 

ελεγχόµενος πολυµορφισµός, ο οποίος θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί στις 

αναλύσεις δοµής των πληθυσµών.  

Στη συνέχεια, οι επιστήµονες στράφηκαν προς τη χρήση των µεθόδων 

ηλεκτροφόρησης οι οποίες αποκάλυπταν γενετικά καθορισµένους πρωτεϊνικούς 

πολυµορφισµούς. Σε αυτές στηρίχθηκε ο Sick (1961) για να περιγράψει τις µεταβολές 
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της αιµοσφαιρίνης στο ταούκι (Gadus morhua). Ο Harris (1966) και οι Lewontin and 

Hubby (1966) απέδειξαν ότι ο άνθρωπος και η φρουτόµυγα (Drosophila 

pseudoobscura) αντίστοιχα ήταν πολυµορφικοί για διάφορα ισοένζυµα, τα οποία 

ανιχνεύονταν µετά από ηλεκτροφόρηση. 

Η ηλεκτροφόρηση ενζύµων παραµένει η πιο γρήγορη, απλή και χαµηλού κόστους 

τεχνική για µελέτες πληθυσµών, όπου εξετάζονται µεγάλοι αριθµοί δειγµάτων 

ψαριών. Παρόλα αυτά, οι τεχνικές αυτές παρέχουν υψηλή ανάλυση της γενετικής 

δοµής µεταξύ των ειδών. Για την ανίχνευση πολυµορφισµών όπως για παράδειγµα η 

χαρτογράφηση γόνου ή αναγνώριση των ειδών, εφαρµόζεται η τεχνική PCR-RAPD 

(Exadactylos et al. 2003). 

Μέχρι σήµερα στο είδος Diplodus sargus έχει εφαρµοστεί η πρωτεϊνική 

ηλεκτροφόρηση. Οι Lenfant and Planes (1996) εφάρµοσαν τη µέθοδο αυτή σε 190 

άτοµα του είδους  Diplodus sargus  µε σκοπό να µελετήσουν τη γενετική δοµή τους. 

Τα αποτελέσµατα αποκάλυψαν σηµαντικές γενετικές διαφορές ανάµεσα σε τρεις 

περιοχές δειγµατοληψίας.  

Οι ίδιοι ερευνητές (Planes and Lenfant, 2002) εφάρµοσαν την ίδια τεχνική και στη 

Μεσόγειο θάλασσα, έξι χρόνια αργότερα, επιδιώκοντας να µελετήσουν τη γενετική 

ποικιλότητα του είδους Diplodus sargus σε σχέση µε τις κλάσεις ηλικίας. Οι διαφορές 

που παρατηρήθηκαν αποδόθηκαν σε πολύπλοκες διαδικασίες επιλογής ή στη γενετική 

απόσταση.  

Παρόµοια µελέτη πραγµατοποίησαν οι Planes and Lenfant (2002) η οποία 

συνδυάστηκε µε την εκτίµηση της δηµογραφικής δοµής του ιχθυοπληθυσµού. Η 

πρωτεϊνική ηλεκτροφόρηση απεκάλυψε σηµαντική γενετική διαφοροποίηση σε όλες 

τις κλάσεις ηλικίας ενώ εντοπίστηκε αρνητική συσχέτιση µεταξύ της 

παρατηρούµενης ετεροζυγωτίας και της αφθονίας στις κλάσεις ηλικίας.   

Ο Lenfant (2002) µελέτησε τις σχέσεις γενότυπου - φαινοτύπου σε ένα 

ιχθυοπληθυσµό του σαργού προερχόµενο από τη Μεσόγειο θάλασσα. Η µελέτη των 

17 πολυµορφικών τόπων έδειξε σηµαντικές συσχετίσεις µεταξύ της γενετικής δοµής, 

της  ηλικιακής κατανοµής των θηλυκών ατόµων και των περιόδων ωοτοκίας. 

Οι Gonzalez-Wanguemert et al (2004)  µε τη χρησιµοποίηση της ίδιας µεθόδου σε 

1.249 άτοµα του είδους Diplodus sargus εντόπισαν υψηλού βαθµού γενετικό 
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πολυµορφισµό ενώ ορισµένοι από τους πληθυσµούς χαρακτηρίζονταν από µοναδικά 

αλληλόµορφα. 

Σε µία πιο πρόσφατη έρευνα, οι Bargelloni et al. (2005) εξέτασαν δείγµατα 

πληθυσµών του είδους σε µια ευρεία γεωγραφική κλίµακα χρησιµοποιώντας mtDNA 

και αλλοένζυµα, όπου παρουσιάστηκαν διαφορές στη πληθυσµιακή δοµή και 

ερµηνεύθηκαν ως συνέπεια διακυµάνσεων στο δραστικό πληθυσµιακό µέγεθος και 

πληθυσµιακών αυξοµειώσεων, που ενδεχοµένως συνδυάστηκε µε τις παρούσες 

διαφορές στα επίπεδα γονιδιακής ροής. 

Οι τελευταίες πρόοδοι στον τοµέα των µοριακών γενετικών δεικτών καθώς  

και η ανάπτυξη των αντίστοιχων µεθόδων στατιστικής ανάλυσης, έχουν προσφέρει 

νέες προοπτικές στη µελέτη της γενετικής δοµής. Οι νεότερες µοριακές τεχνικές του 

DNA επιτρέπουν την ανίχνευση πολυµορφισµών µεταξύ των ατόµων ενός 

πληθυσµού για συγκεκριµένες περιοχές του DNA. Αυτοί οι πολυµορφισµοί µπορούν 

να χρησιµοποιηθούν στην κατασκευή γενετικών χαρτών και στην εκτίµηση διαφορών 

ανάµεσα σε δείκτες όσον αφορά την έκφραση συγκεκριµένων χαρακτηριστικών σε 

µια οικογένεια τα οποία πιθανόν να αποτελούν µια ένδειξη για την εκδήλωση αυτών 

των χαρακτηριστικών σε επίπεδο γενετικής ανάλυσης (Montaldo et al., 1998). 

Τέτοιου είδους τεχνικές όπως οι RAPD και οι µικροδορυφόροι έχουν αποδειχθεί ότι 

παρέχουν ασφαλείς πληροφορίες σε γενετικές και εξελικτικές µελέτες των 

πληθυσµών (Huang et al., 2000: Hoarau et al., 2004). Η γενετική δοµή των 

πληθυσµών (Hansen et al., 1997: Estoup et al., 1998: Olsen et al., 1998: Wenburg et 

al., 1998: Bouza et al., 1999), το πραγµατικό µέγεθος του πληθυσµού και οι 

περιοδικές αλλαγές στη συχνότητες των αλληλοµόρφων (Jorde and Ryman, 1996) 

καθώς και οι µακροχρόνιες αλλαγές στους πληθυσµούς (Nielsen et al., 1997, 1999) 

έχουν µελετηθεί µε την εφαρµογή των µικροδορυφόρων (Was, 2002). 

Ο σολοµός του Ατλαντικού έχει επίσης µελετηθεί µε τη βοήθεια των 

µικροδορυφόρων. Οι McConnell et al. (1995a), σε µια προκαταρκτική µελέτη των 

πληθυσµών και στις δυο πλευρές του Ατλαντικού έδειξαν σηµαντικές διαφορές στις 

αλληλοµορφικές συχνότητες ανάµεσα στους πληθυσµούς της Ευρώπης και της 

Βόρειας Αµερικής. Το αποτέλεσµα ήταν αναµενόµενο, δεδοµένου ότι και άλλες 

µοριακές τεχνικές όπως το µιτοχονδριακό DNA και οι µινιδορυφόροι είχαν δώσει 

παρόµοια αποτελέσµατα (Taggart et al.,1995b). Ακόµη και πρόσφατα, οι 
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µικροδορυφόροι έχουν χρησιµοποιηθεί εντατικά σε µελέτες σολοµοειδών (O’Connell 

and Wright, 1997). 

Ωστόσο, το πιο συχνά µελετούµενο είδος µε τη βοήθεια των µικροδορυφόρων 

είναι ο βακαλάος του Ατλαντικού. Οι Brooker et al. (1994) πρώτοι περιέγραψαν τις 

γενετικές θέσεις για το συγκεκριµένο είδος αποκαλύπτοντας συγχρόνως υψηλά 

επίπεδα ποικιλότητας. Στον Πίνακα 1 που ακολουθεί παρουσιάζονται τα είδη στα 

οποία έχουν εφαρµοστεί οι µικροδορυφόροι. 

Οι µικροδορυφορικοί δείκτες έχουν εφαρµοστεί και σε είδη της οικογένειας 

Sparidae και ειδικότερα στο είδος Sparus aurata. Οι Alarcon et al (2004) µελέτησαν 

για το συγκεκριµένο είδος Ευρωπαϊκούς πληθυσµούς φυσικών πληθυσµών και 

καλλιεργούµενων ατόµων µε τη βοήθεια µικροδορυφορικού DNA, µιτοχονδριακού 

DNA και ισοενζύµων. Τα αποτελέσµατα σηµαντικού γενετικού πολυµορφισµού ήταν 

περισσότερο εµφανή µε τη χρήση των µικροδορυφόρων. 

Το ίδιο είδος (Sparus aurata) µελετήθηκε και από τους Brown et al. (2005) 

χρησιµοποιώντας άλλους µικροδορυφορικούς δείκτες. Η µελέτη αυτή απεκάλυψε 

υψηλό επίπεδο ετεροζυγωτίας επιβεβαιώνοντας αποτελέσµατα προηγούµενων 

µελετών στο ίδιο είδος. 

Πρόκειται για το αγαπηµένο εργαλείο στη διαχείριση ιχθυοαποθεµάτων, στην 

ανάλυση πληθυσµών ιχθύων και στην διατήρηση της βιοποικιλότητας.  
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Πίνακας  1. Είδη στα οποία µελετήθηκε  µικροδορυφορικό DNA. 

 

Είδος Πηγή  

Atlantic cod, Gadus morhua Brooker et al. (1994), Ruzzante et al. (1996) 

Atlantic salmon, Salmo salar Slettan et al. (1993, 1995a,b), ΜcConnell et al. 

(1995b), O’Reily et al. (1996), Langefors 

(2005), Artieri et al. (2006) 

Bluegill sunfish, Lepomis macrochirus Colbourne et al. (1996) 

Brown trout, Salmo trutta Estoup et al. (1993) 

Brook charr, Salvelinus fontinalis Angers et al. (1995) 

Koi carp, Cyprinus carpio Grobler et al. (2005) 

Lobster, Homarus americanus Crivello et al. (2005) 

Pacific abalone (Haliotis discus hannai) Li et al. (2005) 

Pacific salmonids, Oncorhynchus spp.  O’Connell et al. (1996a), Scribner et al. (1996) 

Pacific herring, Clupea harengus pallasi O’Connell et al. (1996b), Jorgensen et al. 

(2005) 

Sea bass, Dicentrachus labrax Garcia de Leon et al. (1995) 

Silver barb, Puntius gonionotus Kamonrat (1996) 

Stickleback, gasterosteus aculeatus Rico et al. (1993) 

Tilapia,Oreochromis spp. Ambali (1996), Lee and Kocher (1996) 

Whiting, merluccius merluccius Rico et al. (1996), Castillo et al. (2005) 

Zebrafish, Brachydanio rerio Goff et al. (1992) 
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1.3 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

 

Η τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) επιτρέπει τον ενζυµικό πολλαπλασιασµό in vitro επιλεγµένων 

αλληλουχιών DNA (DNA - στόχου) από ελάχιστες αρχικές ποσότητες δείγµατος 

(Saiki et al., 1988). Στηρίζεται στην κινητική επανασύνδεσης θερµικά 

αποδιαταγµένου, δίκλωνου DNA. Μάλιστα, στην αρχή ο χρόνος επανασύνδεσης 

εξαρτάται από τη συγκέντρωση και την πολυπλοκότητα των συµβαλλόµενων 

συµπληρωµατικών αλυσίδων, που περιέγραψαν ερευνητές στα τέλη της δεκαετίας του 

’60.  

Η PCR ανακοινώθηκε στην επιστηµονική κοινότητα για πρώτη φορά το 1985. 

Σήµερα αντιµετωπίζεται ως µία από τις πιο σηµαντικές επιστηµονικές ανακαλύψεις 

της δεκαετίας και έχει αλλάξει, µε επαναστατικό τρόπο, τη µελέτη του DNA. Το 

1993, ο Dr K. Mullis τιµήθηκε µε το βραβείο Νόµπελ Χηµείας για τη συµβολή του 

στην ανάπτυξη της PCR. Μέχρι το 1993, η PCR είχε χρησιµοποιηθεί σε περισσότερες 

από 7.000 επιστηµονικές εργασίες.  

Η αρχή λειτουργίας της µεθόδου (Mullis et al. 1987) στηρίζεται  στη χρήση: 

1. ειδικής DNAπολυµεράσης (Taq DNA polymerase) που αποµονώνεται από το 

θερµόφιλο βακτήριο, Thermus aquaticus, και είναι θερµοσταθερή, 

διατηρώντας τη δραστικότητά της σε θερµοκρασίες έως και 95°C. 

2. ενός ζεύγους συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων (15-30 βάσεων) που 

ονοµάζονται εκκινητικά µόρια (primers). 

3. κατάλληλου διαλύµατος ελεύθερων 5’τριφωσφορικών δεοξυριβοζο-

νουκλεοτιδίων (dNTPs). 

4. κατάλληλης συγκέντρωσης διαλύµατος MgCl2. 

5. ειδικού διαλύµατος για την Taq πολυµεράση. 

6. µικρής ποσότητας DNA που παίζει το ρόλο του µορίου-µήτρας.          

Το πρώτο στάδιο της PCR είναι η θερµική αποδιάταξη του DNA-στόχου κατά την 

οποία το δίκλωνο DNA µετατρέπεται σε µονόκλωνο (Σχ. 3). Ακολουθεί το δεύτερο 

στάδιο της θερµικής επαναδιάταξης του DNA κατά την οποία τα δύο συνθετικά 

ολιγονουκλεοτίδια, µήκους 15-30 βάσεων, συνδέονται µε τις δύο συµπληρωµατικές 

αλληλουχίες του DNA-στόχου. Τα δύο συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια ονοµάζονται 

εκκινητικά µόρια ή οδηγοί ή «primers». Παρουσία θερµοσταθερής DNA 
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πολυµεράσης και τριφωσφορικών δεοξυριβοζονουκλεοτιδίων, κατά το τρίτο στάδιο, 

λαµβάνει χώρα η σύνθεση του DNA µε το διπλασιασµό του DNA-στόχου. Τα τρία 

αυτά στάδια α) µετουσίωση-αποδιάταξη (denaturation), β) υβριδισµού-πρόσδεσης 

των εκκινητών επί των συµπληρωµατικών τους αλληλουχιών στις µονόκλωνες 

αλυσίδες του DNA-στόχου (annealing) και γ) επέκτασης-σύνθεσης των 

προσδεδεµένων εκκινητών αποτελούν έναν κύκλο της τεχνικής της PCR.  

Ο πρώτος κύκλος της PCR αποδίδει 4 κλώνους DNA (δύο του αρχικού 

υποστρώµατος και δύο αντίγραφα) που αποτελούν πρότυπα καλούπια για τη σύνθεση 

νέων κλώνων DNA - στόχου στον 2ο κύκλο. Σε κάθε νέο κύκλο οι κλώνοι θα 

αυξάνονται εκθετικά κατά 2n όπου n ο αριθµός των κύκλων της αντίδρασης. 

Κάθε κύκλος της PCR περιλαµβάνει τρεις διαφορετικές θερµοκρασίες για τα τρία 

στάδια αποδιάταξης, υβριδισµού και πολυµερισµού. Η αποδιάταξη πραγµατοποιείται 

σε θερµοκρασίες 92-95°C για 30 περίπου δευτερόλεπτα, ο υβριδισµός σε 

θερµοκρασία 50-65°C για 1-2 λεπτά, ανάλογα µε την περιεκτικότητα των οδηγών σε 

Α/Τ, G/C και  ο πολυµερισµός στους 70-78° C για 1-2 λεπτά. Οι εναλλαγές στη 

θερµοκρασία πραγµατοποιούνται ταχύτατα µε τη χρήση ειδικών αυτοµατοποιηµένων 

συσκευών, των θερµικών ανακυκλωτών ή θερµοκυκλοποιητών (PCR thermal cycler).   

Ο σχεδιασµός και η επιλογή των κατάλληλων εκκινητών (primers) γίνεται 

σύµφωνα µε τις σταθερές περιοχές του DNA-στόχου. Οι εκκινητές πρέπει να έχουν 

παρόµοια περιεκτικότητα σε G/C, να µην εµφανίζουν συµπληρωµατικότητα στο 3’ ή 

το 5’ άκρο τους, να απέχουν µεταξύ τους κατά 50 ζεύγη βάσεων και να έχουν 

παραπλήσια θερµοκρασία τήξεως (melting temperature, Tm).  Η θερµοκρασία τήξεως 

δίκλωνου DNA είναι συνάρτηση της αλληλουχίας του µορίου, υπολογίζεται όµως και 

κατά προσέγγιση µε βάση την περιεκτικότητα του µορίου σε πουρίνες και πυριµιδίνες 

σύµφωνα µε τον τύπο: 

 

Τm = (4 x αριθµός βάσεων G+C) + (2 x αριθµός βάσεων A+T)    

 

Επιθυµητές Τm κυµαίνονται µεταξύ 55-65°C. Όσον αφορά τη θερµοκρασία 

επαναδιάταξης (Τα), συνήθως, είναι µικρότερη της Τm. 
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                  Σχήµα 3. Τα τρία στάδια της τεχνικής PCR. 

 

 

 

Η PCR ολοκληρώνεται σε 25-40 κύκλους οπότε το τµήµα του DNA στόχου 

επεκτείνεται κατά 2n, όπου n ο αριθµός των κύκλων. Αν υποθέσουµε ότι η απόδοση 

του συστήµατος είναι 100% για κάθε κύκλο, τότε µετά από 25 κύκλους παράγονται 

225 αντίγραφα, ενώ µετά από 40 κύκλους παράγονται 240 αντίγραφα DNA-στόχου.  
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1.3.1 Χαρακτηριστικά και σηµασία της τεχνικής PCR 

 

Το κύριο χαρακτηριστικό της τεχνικής αυτής είναι η τεράστια ευαισθησία της. 

Χρησιµοποιώντας ραδιενεργό σήµανση του µορίου ανιχνευτή (probe), είναι δυνατή η 

ανίχνευση έως 1 pg probe. Με την τεχνική της επαναεντοπισµένης PCR (nested 

PCR), η ευαισθησία αυξάνεται στο 1 fg. Στην τεχνική αυτή 1-2 µl του προϊόντος της 

PCR, υποβάλλονται σε 2n PCR µε νέο ζεύγος εκκινητικών µορίων, εσωτερικό των 

αρχικών (inner primers) µε αποτέλεσµα όταν η πρώτη PCR γίνει για 25 κύκλους και 

το προϊόν της υποβληθεί σε επαναεντοπισµένη PCR για ακόµα 25 κύκλους, να 

παράγονται 1.1 x 1015 αντίγραφα DNA-στόχου. Θεωρητικά, η επαναεντοπισµένη 

PCR έχει τη δυνατότητα να ανιχνεύσει 1 αντίγραφο προϊόντος HIV-1 (Human 

Immunodefieciency Virus) σε 1 x 106 κύτταρα. 

Πιθανή επιµόλυνση της PCR είναι εύκολο να οδηγήσει και σε ψευδή θετικά 

αποτελέσµατα. Αυτό είναι αποτέλεσµα της µεγάλης ευαισθησίας της τεχνικής. Η 

επιµόλυνση είναι δυνατό να προκληθεί από αιωρούµενο DNA στο χώρο εργασίας. Η 

αποτελεσµατική πρόληψη των επιµολύνσεων απαιτεί προσεκτική προετοιµασία των 

χώρων εκτέλεσης της τεχνικής. Για τη µείωση των επιµολύνσεων συνιστάται: α) 

χρήση διαφορετικών χώρων επεξεργασίας των δειγµάτων και διεξαγωγής των 

αντιδράσεων, ιδιαίτερα σε περιπτώσεις διαδοχικών PCR, β) χρησιµοποίηση 

διαφορετικών συσκευών καθέτου νηµατικής ροής και γ) αποστείρωση 

αντιδραστηρίων και σωληναρίων, προσεκτικός καθαρισµός πιπετών µε αιθανόλη και 

έκθεση του χώρου ή των χώρων εργασίας σε υπεριώδη ακτινοβολία (UV) µετά το 

τέλος της εργασίας για τουλάχιστον 12 ώρες. Για να υπάρχει µεγαλύτερη αξιοπιστία 

των αποτελεσµάτων, σε κάθε αντίδραση PCR, καλό είναι να υπάρχουν πολλοί 

µάρτυρες και να µην αξιολογείται ένα δείγµα ως θετικό αν δεν επαληθευθεί και 

επιβεβαιωθεί το αποτέλεσµα δύο τουλάχιστον φορές µε 2 διαφορετικά ζεύγη οδηγών. 

Η επιλογή του προς επέκταση στόχου καθώς και ο σχεδιασµός των κατάλληλων 

εκκινητών και ανιχνευτών έχει µεγάλη σηµασία, ιδιαίτερα σε περιπτώσεις ανίχνευσης 

ποικιλιών ιών όπως ο HIV ή γονιδιακών περιοχών έντονων ανακατανοµών και 

µεταλλαξιµότητας, όπως διάφορων εύθραυστων αυτοσωµατικών περιοχών, των 

ψευδοσωµατικών περιοχών του Υ χρωµοσώµατος και άλλα. Στην περίπτωση θετικών 

δειγµάτων, όταν χρησιµοποιούνται περισσότερα από τέσσερα διαφορετικά ζεύγη 

εκκινητικών µορίων, η ευαισθησία και η αποτελεσµατικότητα της µεθόδου µπορεί να 
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υπερβεί και το 97 %. Αυτό συµβαίνει, για παράδειγµα, στην επέκταση διαφορετικών 

γονιδιακών περιοχών. 

Η µέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction, 

PCR)  είναι απλή, γρήγορη και µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε ελάχιστες ποσότητες 

ιστού χωρίς να απαιτείται η θανάτωση του ζώου. Είναι δυνατό να εφαρµοστεί σε 

DNA το οποίο προέρχεται από στεγνό ιστό προσκολληµένο σε ιστορικές συλλογές 

ωτολίθων και να προσδιοριστούν γενετικές δοµές παρελθοντικών πληθυσµών. 

Από τη στιγµή που θα πολλαπλασιαστούν τα τµήµατα του DNA, µπορούν να 

αναλυθούν µε πολλές εργαστηριακές τεχνικές. Για παράδειγµα, οι περισσότερες 

τεχνικές της χαρτογράφησης του DNA που χρησιµοποιούνται στην αποκωδικοποίηση 

του ανθρώπινου γονιδιώµατος (Human Genome Project) στηρίζονται πάνω στην 

τεχνική PCR. Επίσης, η PCR είναι πολύ χρήσιµη σε πολλές καινούριες µεθόδους, 

όπως το DNA FingerPrinting, η διάγνωση βακτηριδίων και ιών και η διάγνωση 

γενετικών ανωµαλιών. Η δύναµη της PCR είναι τέτοια που είναι δυνατόν να γίνει 

ανάλυση από το γενετικό υλικό ενός και µόνο κυττάρου. 

Η τεχνική αυτή εφαρµόζεται στη Βιοϊατρική, τη Βιοτεχνολογία και το βιολογικό 

έλεγχο του περιβάλλοντος. Η ταχύτατη διεθνοποίηση του όρου PCR σε σχεδόν 

ισότιµο των όρων DNA και RNA επιβεβαιώνει την τεράστια σηµασία αυτής της 

τεχνικής.  

 

 

1.4 Ηλεκτροφόρηση 

 

Η ηλεκτροφόρηση είναι η περισσότερο διαδεδοµένη τεχνική ανίχνευσης 

πολυµορφισµών. Πρόκειται για µία µέθοδο µε την οποία διαχωρίζονται µακροµόρια 

(πρωτεΐνες ή κοµµάτια νουκλεικών οξέων) µε βάση διαφορές στην κινητικότητα που 

οφείλονται στο µέγεθός τους, τη στερεοδιάταξή τους και το ολικό φορτίο τους. 

Κυρίως χρησιµοποιείται στο διαχωρισµό τµηµάτων DNA που έχουν προκύψει µετά 

από επεξεργασία µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες.  

Τα δείγµατα DNA τοποθετούνται σε µια χαραγή που έχει δηµιουργηθεί στο ένα 

άκρο µιας πλάκας από πήκτωµα αγαρόζης και καλύπτονται από ένα ρυθµιστικό 

διάλυµα. Με την τοποθέτηση ηλεκτροδίων στα άκρα της πλάκας εξασφαλίζεται η 

εφαρµογή τάσης µεταξύ τους (Σχ. 4). Η τάση αυτή έχει ως αποτέλεσµα τη 

µετακίνηση των διαφόρων θραυσµάτων DNA προς το θετικό πόλο, καθώς 
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αποτελούνται από νουκλεοτίδια που είναι αρνητικά φορτισµένα (η φωσφορική οµάδα 

λόγω απόδοσης πρωτονίων φέρει αρνητικό φορτίο). Επειδή όµως η ταχύτητα 

µετακίνησης ενός θραύσµατος εξαρτάται από το µέγεθος του (τα µεγάλα θραύσµατα 

κινούνται αργότερα από τα µικρά) σε µια δεδοµένη χρονική στιγµή τα µικρότερα 

θραύσµατα κινούνται πιο γρήγορα έναντι των µεγαλύτερων κατά την κίνηση τους 

προς το θετικό πόλο, µε αποτέλεσµα να µπορούν να διακριθούν µεταξύ τους.          

Με τη µέθοδο αυτή τα θραύσµατα που έχουν προκύψει από την επεξεργασία ενός 

µορίου DNA µε µια περιοριστική ενδονουκλεάση διαχωρίζονται µε βάση την 

απόσταση που έχουν διανύσει από την άνοδο. Η σύγκριση της απόστασης που 

διένυσαν τα θραύσµατα που έχουν προκύψει, µε την απόσταση που διανύουν 

θραύσµατα γνωστού µεγέθους, πληροφορεί για το µέγεθος των πρώτων. 

Για την παρασκευή του πηκτώµατος (gel) που διαχωρίζει τα µόρια DNA 

χρησιµοποιούνται δυο υλικά: η αγαρόζη και η πολυακρυλαµίδη. Για το 

µικροδορυφορικό DNA εξαιτίας του µικρού µεγέθους των θραυσµάτων 

χρησιµοποιείται η πολυακρυλαµίδη ενώ για τα RAPD εφαρµόζεται πήκτωµα 

αγαρόζης.  

Ακολουθώντας την τεχνική της ηλεκτροφόρησης για το διαχωρισµό µορίων µε 

βάση το µέγεθός τους, ο πολυµορφισµός αποκαλύπτεται χρησιµοποιώντας έναν 

παράγοντα ανίχνευσης. Στην περίπτωση της αγαρόζης ο παράγοντας αυτός είναι το 

βρωµιούχο αιθίδιο (ethidium bromide) ενώ για την πολυακρυλαµίδη χρησιµοποιείται 

ο νιτρικός άργυρος (silver nitrate).  

Επίσης η τεχνολογία των laser εφαρµόζεται στην τεχνική του µικροδορυφορικού 

DNA. Στην περίπτωση αυτή ο εκκινητής (primer) χρωµατίζεται µε µια φωσφορίζων 

χρώση. Στη συνέχεια τα δείγµατα τοποθετούνται στο gel πολυακρυλαµίδης. Καθώς 

τα δείγµατα κατευθύνονται στο κάτω µέρος του gel, τα θραύσµατα ανιχνεύονται µε 

ένα λέιζερ που εντοπίζει την παρουσία της χρώσης. Ένας υπολογιστής που είναι 

συνδεδεµένος µε το σύστηµα εξάγει τα αποτελέσµατα σε τέτοια µορφή που να 

µπορούν να αναλυθούν.   

Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται ευρύτατα για το διαχωρισµό, αποµόνωση και 

ανάλυση των πρωτεϊνικών µιγµάτων. Είναι µία κλασική εργαστηριακή µέθοδος 

ανάλυσης τόσο στη Βιοϊατρική έρευνα καθώς και στην καθηµερινή κλινική πράξη. 
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Σχήµα 4. Σχηµατική παράσταση της λειτουργίας της συσκευής ηλεκτροφόρησης: 

όταν το ηλεκτρικό πεδίο εφαρµόζεται στο gel, λαµβάνει µέρος µοριακός 

διαχωρισµός. Οι πιο σύντοµες αλυσίδες κινούνται πιο γρήγορα από ό,τι οι 

µεγαλύτερες. Εποµένως, οι µπάντες απλώνονται στο gel σύµφωνα µε το µέγεθός 

τους. 

 

 

1.5 Σκοπός της εργασίας 

 

Ο σκοπός της παρούσας ερευνητικής εργασίας είναι να µελετηθούν: 

α) ο ρυθµός αύξησης και  

β) ο γενετικός πολυµορφισµός 11 πληθυσµών του σαργού, Diplodus sargus, στο 

Αιγαίο και στο Ιόνιο πέλαγος.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
2.1 Βιολογικό υλικό 
 

Τα δείγµατα του µελετηθέντος είδους συλλέχθηκαν από 11 διαφορετικές 

περιοχές στο Αιγαίο και το Ιόνιο πέλαγος: Παγασητικός κόλπος (Τρίκερι), Σποράδες, 

Σκιάθος (Μανδράκι), Χαλκιδική (Νέα Σκιώνη, Ουρανούπολη), Θάσος, Καβάλα (2 

πληθυσµοί), Σαµοθράκη, Ηγουµενίτσα και Πρέβεζα (Εικ. 4). Η συλλογή των 

δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε το διάστηµα από Αύγουστο έως ∆εκέµβριο του 2004 

(Πίν. 2). Τα δείγµατα, ένα σύνολο 77 ατόµων, µεταφέρθηκαν στο εργαστήριο µέσα 

σε ψυγεία µε πάγο (dry ice) και τοποθετήθηκαν σε καταψύκτη (στους - 20° C) µέσα 

σε νάιλον, αριθµηµένες σακούλες µέχρι τη χρησιµοποίησή τους. Οι διεργασίες 

προετοιµασίας τους πραγµατοποιήθηκαν σε πάγο(dry ice).  

 

 

 

 

 

Εικόνα 4. Περιοχές δειγµατοληψίας σαργού 
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Πίνακας 2. Αριθµός δειγµάτων / περιοχή  

 

Περιοχή δειγµατοληψίας Αριθµός 

δειγµάτων 

∆ιάστηµα 

σύλληψης 

Τρίκερι 6 Σεπτέµβριος 2004 

Σκιάθος (Μανδράκι) 4 Αύγουστος 2004 

Σποράδες 6 Αύγουστος 2004 

Θάσος 12 Αύγουστος 2004 

Καβάλα1 10 Νοέµβριος 2004 

Καβάλα2 4 Νοέµβριος 2004 

Χαλκιδική1 (Νέα Σκιώνη) 16 Αύγουστος 2004 

Χαλκιδική2(Ουρανούπολη) 2 Οκτώβριος 2004 

Σαµοθράκη 6 Νοέµβριος 2004 

Πρέβεζα 5 ∆εκέµβριος 2004 

Ηγουµενίτσα 6 Νοέµβριος 2004 

Σύνολο δειγµάτων 77  

 

 

2.2 Όργανα που χρησιµοποιήθηκαν 

 

Τα όργανα που χρησιµοποιήθηκαν για τη µελέτη των ατόµων του σαργού είναι: 

� Στερεοσκόπιο (Εικ. 5) 

� Ζυγός ακριβείας (Εικ. 6) 

� Όργανο µέτρησης του µήκους (Εικ. 7) 

� Ψαλίδι, Νυστέρι, Λαβίδα, Τσιµπίδα (Εικ. 8) 

 

Τα στοιχεία τα οποία ελήφθησαν από κάθε άτοµο του δείγµατος (νωπό 

δείγµα) ήταν το ολικό βάρος, το καθαρό βάρος, το µεσουραίο µήκος, το πλάτος του 

σώµατος και το βάρος των γονάδων. Επίσης, µετρήθηκε η αναλογία φύλου µε την 

παρατήρηση των γονάδων και έγινε η αφαίρεση των ωτολίθων για τον προσδιορισµό 

της ηλικίας. 
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Η παρατήρηση των γονάδων για την εύρεση του φύλου πραγµατοποιήθηκε µε 

µακροσκοπική παρατήρηση αυτών (άσπρο χρώµα γονάδων και κρεµώδους υφής για 

αρσενικό και κόκκινο χρώµα γονάδων και κοκκώδους υφής για θηλυκό). 

 

 

 

   

Εικόνα 5. Στερεοσκόπιο                    Εικόνα 6. Ζυγός ακριβείας 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Χάρακας µέτρησης διαφόρων µηκών του δείγµατος 
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Εικόνα 8. Όργανα (ψαλίδι, νυστέρι, λαβίδα, τσιµπίδα, τριβλίο petri, όργανο µέτρησης 

πλάτους) 

 

2.3. Αφαίρεση και παρατήρηση ωτολίθων 

 

Ένας τρόπος αφαίρεσης των ωτολίθων, ειδικά από τα µικρά ψάρια όπως ο 

σαργός, είναι η αποµάκρυνση των βραγχίων από τη βραγχιακή κοιλότητα, µε 

αποτέλεσµα να εµφανιστεί το κάτω µέρος του κρανίου, εκθέτοντας την ωτική 

κοιλότητα µε τους ωτόλιθους. Μετά γίνεται µια χάραξη στο λεπτό οστού, που είναι 

πάνω από την κοιλότητα του αυτιού και οι ωτόλιθοι αποµακρύνονται πολύ εύκολα µε 

τη χρησιµοποίηση λαβίδας. 

Οι ωτόλιθοι, αφού αφαιρέθηκαν όπως παραπάνω και καθαρίστηκαν 

προσεκτικά µε αλκοόλη,  τοποθετήθηκαν σε χάρτινους φακέλους και στη συνέχεια 

παρατηρήθηκαν σε στερεοσκόπιο OLYMPUS (Εικ. 5). Η ηλικία υπολογίστηκε 

µεταφράζοντας τους δακτυλίους ανάπτυξης που υπάρχουν στους ωτόλιθους (Pajuelo 

and Lorenzo, 2002).  

 

 

2.4 Τεχνική µικροδορυφορικού DNA 

2.4.1 Εξαγωγή και αποµόνωση του DNA 

 

Για την εξαγωγή και αποµόνωση του DNA χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα ιστού 

τα οποία αφαιρέθηκαν προσεκτικά από κάθε ψάρι µε τη βοήθεια αποστειρωµένου 

νυστεριού και λαβίδας. Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν σε αποστειρωµένες κυβέττες 

Eppendorf. 
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         Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε (Exadactylos, 1997) αποτελείται από τα 

ακόλουθα βήµατα:          

1. ∆είγµατα ιστού τοποθετούνται σε αποστειρωµένες κυβέτες (Eppendorf 

tubes). 

2. Στις κυβέτες αυτές προστίθενται:  

• 500µl διαλύµατος TNE,  

• 50 µl Tris-HCl µε pH 8, 

• 25 µl διαλύµατος SDS περιεκτικότητας 25%  

• 20 µl Πρωτεινάση Κ (Proteinase K) συγκέντρωσης 10 mg/l.  

               όπου και ανακινούνται ελαφρώς. 

3. Στη συνέχεια ακολουθεί επώαση των ιστών σε κλίβανο WTB binder σε 

θερµοκρασία 55° C για 2 ώρες (εµπειρικά µέχρι να διαλυθεί ο ιστός στο 

µίγµα). 

4. Ύστερα από την επώαση και αφού παραµείνουν για 5 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου προστίθενται στις κυβέτες Eppendorff 600µl 

φαινόλο-χλωροφόρµιο-ισοαµυλική αλκοόλη σε αναλογία 25:24:1. 

5. Ανακινούνται σε µηχανή ανακίνησης (rotating mixing machine) και ύστερα 

φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά σε 13.000 στροφές σε θερµοκρασία 4°C για 

να ξεχωρίσουν οι φάσεις (φυγόκεντρος MIKRO 12-24 UNIVERSAL  της 

Hettich). 

6. Με το τέλος της φυγοκέντρησης αφαιρείται προσεκτικά η υδατική φάση 

(πάνω στρώµα) µε µια πιπέτα και τοποθετείται σε δεύτερη οµάδα κυβετών 

Eppendorf. 

7. Στις νέες κυβέτες  προστίθενται 600µl Χλωροφόρµιο/Ισοαµυλική αλκοόλη 

σε αναλογία 29:1και ακολουθεί ελαφρά ανάδευση. 

8. Στη συνέχεια  φυγοκεντρούνται για 10 λεπτά στις 13.000 στροφές. 

9. Μετά το τέλος της δεύτερης φυγοκέντρησης αφαιρείται ξανά το 

υπερκείµενο υγρό (υδατική φάση) και τοποθετείται σε τρίτη οµάδα κυβετών 

Eppendorff στις οποίες προστίθεται 1 ml καθαρής αιθανόλης (100%) και 

ανακινούµε ελαφρώς. 

10.  Προστίθενται 6 µl Sodium Acetate συγκέντρωσης 3Μ και οι κυβέτες 

τοποθετούνται στο ψυγείο στους - 20°C για 30 λεπτά. 

11.  Ακολουθεί ξανά φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 13.000 στροφές. 
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12. Στο κάτω µέρος της κυβέττας παρατηρείται ένα λευκού χρώµατος ίζηµα 

(pellet). 

13. Μετά την προσεκτική αφαίρεση της αλκοόλης (προσέχοντας να µην πέσει 

το λευκό pellet) προστίθενται 200 µl κρύας αιθανόλης περιεκτικότητας 70 % 

και φυγοκεντρούνται ξανά για 5 λεπτά στις 13.000 στροφές. 

14. Η αιθανόλη αφαιρείται τελείως από τα δείγµατα και οι κυβέτες 

τοποθετούνται µε ανοικτά πώµατα στον κλίβανο επωάσεως για 20 λεπτά 

στους 40°C. 

15. Μετά την επώαση προστίθενται 50 µl υπερστειρωµένο νερό (συσκευασία 

των 5 ml) και τοποθετούνται στον καταψύκτη στους -20°C. Τα δείγµατα 

είναι έτοιµα για ανάλυση. 

 

 

2.4.2 Τεχνική PCR µε µη-σηµασµένους εκκινητές 

 

∆εκαπέντε ζεύγη εκκινητών (primers) χρησιµοποιήθηκαν για την εφαρµογή 

και αναγνώριση των πολυµορφικών ατόµων στο σαργό, Diplodus sargus, των οποίων 

η προµήθεια έγινε από την Invitrogen (Πίν. 3). Από αυτούς, µόνο οι εκκινητές  Pma1, 

Pma2, SaI10 και SaI12 εντοπίστηκαν πολυµορφικοί στα άτοµα του σαργού. Ενώ οι 

εκκινητές Pma3 και SaI19 εντοπίστηκαν µονοµορφικοί.  

Οι τελικές συνθήκες ενίσχυσης βασίστηκαν σε πρωτόκολλο του είδους Solea 

solea L. (Exadactylos, 1997) και αποφασίστηκαν κατόπιν δοκιµαστικών πειραµάτων 

στο εργαστήριο για τον προσδιορισµό των συγκεντρώσεων DNA, dNTP’s, MgCl2, 

Taq πολυµεράσης, εκκινητών καθώς και τον καθορισµό της βέλτιστης θερµοκρασίας 

συγκόλλησης των εκκινητών. Το τελικό διάλυµα των αντιδράσεων της PCR (Εικ. 9) 

είχε όγκο 20 µl και περιείχε 2 µl DNA, 1.6 µl dNTP’s (10mM), 2 µl 1Χ PCR buffer 

(200 mM Tris-HCl σε pH 8.4, 500 mM KCl), 1.5 µl MgCl2 (25 mM), 0.25 µl Taq 

πολυµεράσης (5U/µl),  2 µl από κάθε ζεύγος εκκινητών (συγκέντρωσης 15 pmol/µl) 

και 9.65 µl υπερστειρωµένο νερό.  Για τον έλεγχο της επιµόλυνσης των αντιδράσεων 

µε ξένο DNA πραγµατοποιήθηκαν αρνητικοί έλεγχοι, παραλείποντας το DNA από το 

µίγµα αντίδρασης. 

Κατόπιν πειραµατικής επιβεβαίωσης οι συνθήκες ενίσχυσης περιελάµβαναν έναν 

κύκλο των 3 min στους 94οC, ένα σύνολο 33 κύκλων των 45 sec στους 94οC, 30 sec 
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στους 58οC, 1 min και 30 sec στους 72οC και τέλος έναν κύκλο των 10 min στους 

72οC. Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν στους 4οC µέχρι την ηλεκτροφόρηση. 

 

Πίνακας 3. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν (Adcock et al. 2000). 

 
Εκκινητές Αλληλουχία (5’ to 3’) Επανάληψη 

στον κλώνο 
Τα-Ann 
(o C) 

Pma1Fn CATGCCAGTATTCCAATGTGC (GT)21* 56 
Pma1Rn AGGACAAATTCCCAAGGTCATCC   
Pma2Fn TGCCAAGGAGAGGTGAGGAG (GT)24* 57 
Pma2Rn TATTCTTGCAAGGGTCCAAACG   
Pma3Fn CTAAACAAATAATTCTGGTTTAGC (GT)20* 54 
Pma3Rn CATGACAAACTGAGGTGAATGC   
Pma5Fn CCAATCGGATTGAGTATCTGTGG (GT)22* 56 
Pma5Rn GAGAGGTTCTCCGTCACTGTCC   
GA1AF TATTTCTCTTTGTCATCCTGC (TC)11(N)12(TC)5 56 
GA1AR TTAAACATGCTGTCAAATGC   
GA1BF ATGAGAGTGTGAACGTCCTG (GAA)4(GGA)4 56 
GA1BR GTATCATTGCCTGTGTACTCC   
GA2AF ACGGACAGAGAGGGAGTGG (AG)16 56 
GA2AR CATCATCATCAGTCAGAGCTG   
GA2BF CAGATACAGGCAGAGGAGC (AC)17 56 
GA2BR CAATTAGAGGAGGGAGAACG   
GT2F TAGGGGTCTTGCTGCCTGCTC (GT)16 56 
GT2R ACAGATACAGACTGACAGACG   
GT3F ACTTCATCATTACCCAATTTC (CA)10N(CA)15 56 
GT3R AAGGTGAGGAGGAAAACTGC   
GT4F CTTTACACTGTTGAAGCTTTGG (GT)16 56 
GT4R CGCACAGATAAACAAATCAAT   
GT6F GAACGGCTGAAATCAGATCTC (TG)11C(GT)5 54 
GT6R GCTCTGGCTCTGGATCTATG   
SaI10 TCACGGGGACCAAGACTG (GT)37 60 
 CTCACACTGCCTAATTAGCACAGA   
SaI12 ACGGTATGGAGTCAACTGC (GT)30 60 
 CCCCTTTTGGTACATCATAG   
SaI19 ATTCTTCACAGGCCCAACACAAA (GT)35 60 
 GAAAACACCGGCCCAGTACGA   

    * Οι επαναλήψεις αναφέρονται από τους Tagaki et al. 1997. 
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Εικόνα 9. Συσκευή PCR 

 

2.4.3 Παρασκευή πηκτής αγαρόζης 

 

Προκειµένου να ελεγχθεί η ποιότητα του DNA των δειγµάτων, σε µια µικρή 

ποσότητα κάθε δείγµατος (2 µl) εφαρµόζεται η διαδικασία της ηλεκτροφόρησης σε 

πηκτή αγαρόζης. Η  παρασκευή της πηκτής αγαρόζης πραγµατοποιήθηκε, κατόπιν 

δοκιµών στο εργαστήριο, µε την ακόλουθη διαδικασία: 

1. Αρχικά λαµβάνονται 60 ml διαλύµατος Τ.Α.Ε. 1Χ και τοποθετούνται σε 

κωνική φιάλη (1 lt διαλύµατος Τ.Α.Ε. 50 Χ: 242 g Tris-HCl, 57 ml Acetic 

Acid, 0.05 M EDTA). 

2. Ζυγίζονται 0.42 g αγαρόζης και τοποθετούνται στο διάλυµα.  

3. Ακολουθεί θέρµανση του µίγµατος µε συνεχή ανακίνησή του. 

4. Μετά το βρασµό, τοποθετούνται εντός της κωνικής φιάλης 3 µl βρωµιούχου 

αιθιδίου. 

5. Ακολουθεί η τοποθέτηση του διαλύµατος στη συσκευή µορφοποίησης της 

πηκτής (Εικ. 10) στην οποία έχουν ήδη τοποθετηθεί τα χτένια δηµιουργίας 

υποδοχών (Εικ. 11) ενισχυµένου DNA (πηγάδια) και παραµένει εκεί για 

τουλάχιστον 20 λεπτά.  

6. Τα χτένια αφαιρούνται προσεκτικά και η πηκτή είναι έτοιµη για την 

προσθήκη του DNA στα «πηγάδια» (Εικ. 12) αφού πρώτα τοποθετηθεί στην 

ηλεκτροφόρηση (συσκευή SCIE-PLAS µε τροφοδοτικό CONSORT E143). 
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Εικόνα 10. Συσκευή µορφοποίησης αγαρόζης 

 

 

Εικόνα  11. Χτένια δηµιουργίας υποδοχών 

 

 

Εικόνα 12. «Φόρτωµα» του DNA στα πηγάδια 
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Μετά την προσθήκη του DNA στα πηγάδια, η πηκτή παραµένει εκεί για 

περίπου 30 λεπτά και στη συνέχεια, αφού αφαιρεθεί προσεκτικά από τη συσκευή, 

τοποθετείται σε υπεριώδεις ακτίνες (UV) για να διαπιστωθεί η ύπαρξη του DNA (Εικ. 

13).    

 

 

 

Εικόνα 13. Gel αγαρόζης όπου διαπιστώνεται η ύπαρξη του DNA (ιδία πηγή). 

 

Για τον εντοπισµό συγκεκριµένων εκκινητών στα άτοµα του πληθυσµού 

εφαρµόστηκε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 2% που περιείχε 2.5 µl βρωµιούχο 

αιθίδιο σε διάλυµα ΤΑΕ 1Χ (Tris-base, Acetic acid, 0.5M EDTA σε pH 8).   

         Οι ζώνες εµφανίστηκαν σε συσκευή UV και στη συνέχεια φωτογραφήθηκαν σε 

φωτογραφική µηχανή  Mini Bis της Bio-Imaging Systems (Εικ. 14).     
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Εικόνα 14. Gel αγαρόζης για τον εντοπισµό εκκινητών (ιδία πηγή). 

 

2.4.4 Τεχνική PCR µε σηµασµένους εκκινητές 

 

Λέγοντας σηµασµένους εκκινητές (primers) εννοούµε εκείνους οι οποίοι είναι 

χρωµατισµένοι από την προµηθεύτρια εταιρία µε κάποια συγκεκριµένα χρώµατα. 

Στην συγκεκριµένη περίπτωση οι  εκκινητές είχαν τα ακόλουθα χρώµατα: 

 

- Pma1: FAM (µπλε) 

- Pma2: HEX (κίτρινο) 

- SaI10: FAM (µπλε) 

- SaI12: TET (πράσινο) 

 

Το τελικό διάλυµα των αντιδράσεων της PCR είχε όγκο 10 µl και περιείχε 

1/10 µl DNA, 0.2 µl dNTP’s (10mM), 1 µl 10Χ PCR buffer (200 mM Tris-HCl µε pH 

8.4, 500 mM KCl), 0.6 µl MgCl2 (25 mM), 0.15 µl Taq πολυµεράσης (5U/µl),  0.6 µl 

από κάθε ζεύγος εκκινητών (συγκέντρωσης 10 mM) και 5.85µl υπερστειρωµένο νερό. 
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Οι συνθήκες ενίσχυσης περιελάµβαναν έναν κύκλο των 3 min στους 95οC, ένα 

σύνολο 30 κύκλων του 1 min στους 95οC, 50 sec στη Τ οC annealing και 50 sec στους 

72οC και τέλος έναν κύκλο των 5 sec στους 72οC.  

         Για καθένα εκκινητή η θερµοκρασία Τ οC annealing καθορίστηκε: 

- Για τον Pma1: 56oC 

- Για τον Pma2: 57oC 

- Για τον SaI10: 60oC 

- Για τον SaI12: 60oC 

 

2.4.5 Γονοτύπιση 

 

         Για την εύρεση των αλληλοµόρφων κάθε ατόµου τα προϊόντα της PCR 

τοποθετήθηκαν σε µία συσκευή που ονοµάζεται Base Station (MJ Research)(Εικ. 15). 

Εντός της συσκευής αυτής, «τρέχει» ένα gel πολυακρυλαµίδης 6%.  

         Η συγκεκριµένη συσκευή περιέχει ένα λογισµικό που ονοµάζεται Cartographer 

το οποίο χρησιµοποιείται για τη µέτρηση των αλληλοµόρφων. Τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται σε ένα γράφηµα όπου µε τη βοήθεια αυτού πραγµατοποιείται η 

µέτρηση.  

 

 

 

 

 

Εικόνα 15. Base Station (MJ Research) 
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2.5 Στατιστική ανάλυση 
 
 

Η ανάλυση των αποτελεσµάτων του ρυθµού αύξησης πραγµατοποιήθηκε µε τη 

χρήση του προγράµµατος SPSS ενώ για τα αντίστοιχα του γενετικού πολυµορφισµού 

χρησιµοποιήθηκε το πακέτο GenePop (version 3.4) (Raymond and Rousset, 1995), 

Phylip 3.61 και Treeview. 

Οι συχνότητες των αλληλοµόρφων, η αναµενόµενη και η παρατηρούµενη 

ετεροζυγωτία του κάθε δείγµατος για όλους τους µικροδορυφορικούς δείκτες 

υπολογίστηκαν µε το λογισµικό πακέτο GenePop. Επίσης µετρήθηκε ο αριθµός των 

µοναδικών αλληλοµόρφων από τους πίνακες συχνοτήτων. Με το ίδιο πρόγραµµα 

υπολογίστηκαν οι πιθανότητες απόκλισης από την ισορροπία Hardy-Weinberg σε 

κάθε µικροδορυφόρο µε ένα τεστ που χρησιµοποιεί τη µέθοδο Markov chain. Ο 

δείκτης ενδογαµίας FIS µετρήθηκε για κάθε πληθυσµό και όλους τους 

µικροδορυφόρους. Τέλος, υπολογίστηκε ο δείκτης παραλλακτικότητας FST µεταξύ 

των πληθυσµών. Οι γενετικές αποστάσεις κατά Nei και το δενδρόγραµµα 

υπολογίστηκαν µε τα πακέτα Phylip 3.61 και Treeview software. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1  Αναλογία φύλων 

 

Η εξέταση της αναλογίας των δύο φύλων έγινε από ένα δείγµα 80 ατόµων (52 

αρσενικά και 28 θηλυκά). Στον Πίνακα 4 φαίνεται η αναλογία των δύο φύλων κατά 

ηλικία.  

 

Πίνακας 4. Αναλογία των 2 φύλων ανά ηλικία 

 

ΗΛΙΚΙΑ ΑΡΙΘΜΟΣ ΑΝΑΛΟΓΙΑ 

 ΑΡΣΕΝΙΚΑ ΘΗΛΥΚΑ Α:Θ 

1+ 13 3 1:4,33 

2+ 20 16 1:1,25 

3+ 19 8 1:2,38 

4+ 0 1 0 

 

 Το µεσουραίο µήκος για τα αρσενικά κυµαίνεται από 9.1 έως 21.2 ενώ για τα 

θηλυκά από 9 έως 25.3. Αντίστοιχα, το ολικό βάρος παρουσιάζει ένα εύρος από 75.22 

έως 380.98 g  και από 75.12 έως 821.26 g. Ενώ το καθαρό βάρος για τα αρσενικά 

παρουσιάζει ένα εύρος από 70.24 έως 387.62 g και για τα θηλυκά από 70.33 έως 

756.03 g. Το πλάτος κυµαίνεται από 4.6 έως 10 cm για τα αρσενικά και από 4.7 έως 

12.6 cm για τα θηλυκά (Πίν. 5). 

 

Πίνακας 5. Μετρήσεις των ατόµων του είδους Diplodus sargus 

 

Άτοµα Μεσουραίο µήκος  

(cm) 

Ολικό βάρος 

 (g) 

Καθαρό βάρος  

(g) 

Πλάτος (cm) 

Αρσενικά  9.1 - 21.2 75.22 - 380.98 70.24 - 387.62 4.6 - 10.0 

Θηλυκά 9 - 25.3 75.12 - 821.26 70.33 - 756.03 4.7 - 12.6 
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 Για τον υπολογισµό της ηλικίας χρησιµοποιήθηκαν, όπως προαναφέρθηκε, οι 

ωτόλιθοι. Εκείνο που πρέπει να σηµειωθεί είναι ότι από αυτούς, από ένα ποσοστό 6% 

χρησιµοποιήθηκε για ανάγνωση µόνο ο ένας ωτόλιθος, καθώς ο άλλος είτε έσπασε 

είτε χάθηκε κατά την εξαγωγή. Η ηλικία των ψαριών που µελετήθηκαν ήταν από 1+ 

έως 4+.  

 

 

3.2 Σχέση Μήκους - Βάρους 

 

Το µήκος του σώµατος των περισσότερων ψαριών, κατά τη διάρκεια της ζωής 

τους, αυξάνεται σε σχέση µε το βάρος τους. Στην περίπτωση αυτή η σχέση που 

συνδέει το µήκος µε το βάρος του σώµατος είναι εκθετική συνάρτηση της µορφής 

                                        W=aLb  

 

Όπου W= το βάρος (ολικό) του ψαριού σε g 

           L= το σταθερό µήκος σε cm 

           a και b= σταθερές 

 

Το a είναι ένας συντελεστής που καθορίζεται από τη φυσική κατάσταση του 

ψαριού και το b ο συντελεστής παλινδρόµησης, που παίρνει τιµές µεταξύ του 2 και 

του 4 µε ιδανική το 3 (Νεοφύτου, 1997). 

Από τη εφαρµογή της παραπάνω σχέσης, στα δεδοµένα ολικού βάρους και 

µεσουραίου µήκους σε σύνολο 80 ατόµων, υπολογίστηκαν οι σταθερές a και ο 

συντελεστής παλινδρόµησης b, ξεχωριστά για τα δύο φύλλα, και η παραπάνω σχέση 

παίρνει την εξής µορφή: 

 

               Αρσενικά: W=0.01281L2.89,    n=52,    r2=0.985 

               Θηλυκά:    W=0.01325L3.03,    n=28,    r2= 0.901                               

 

Από τις σχέσεις µήκους-βάρους για τα δύο φύλλα, στο σύνολο 80 ατόµων, οι 

συντελεστές συσχέτισης (r2=0.985 για τα αρσενικά και r2=0.901 για τα θηλυκά) 

εκφράζονται πολύ ικανοποιητικά µε τις αντίστοιχες λογαριθµικές συναρτήσεις. 

Επίσης από τις παραπάνω σχέσεις φαίνεται ότι οι τιµές του συντελεστή 
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παλινδρόµησης b κυµαίνεται γύρω στο 3 (b=2.89 για τα αρσενικά και b=3.03 για τα 

θηλυκά) που είναι κοντά στις ιδανικές τιµές. 

 Στα διαγράµµατα 5 και 6 απεικονίζονται οι σχέσεις µεσουραίου µήκους-

ολικού βάρους για τα αρσενικά και τα θηλυκά άτοµα. 

 

Σχήµα 5. ∆ιάγραµµα της σχέσης µήκους - βάρους στα αρσενικά άτοµα. 

 

Σχέση µεσουραίου µήκους - ολικού βάρους 
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Σχήµα 6. ∆ιάγραµµα της σχέσης µήκους - βάρους στα θηλυκά άτοµα. 
 

Σχέση µεσουραίου µήκους - ολικού βάρους (θηλυκά 
άτοµα)
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3.3  Γενετική ποικιλότητα  µικροδορυφορικών δεικτών 

 

Από τα δεκαπέντε ζεύγη εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν τα τέσσερα 

αναγνωρίστηκαν ως πολυµορφικά: Pma1, Pma2, SaI10 και SaI12. Και οι τέσσερις  

εκκινητές χαρακτηρίζονται από υψηλό αριθµό αλληλοµόρφων (Πίν. 6) έχοντας 29, 

31, 28 και 26 αλληλόµορφα αντίστοιχα µε τον Pma20 να έχει τον υψηλότερο αριθµό 

αλληλοµόρφων. Ενώ οι εκκινητές Pma3 και SaI19 oι οποίοι δοκιµάστηκαν 

χαρακτηρίστηκαν ως µονοµορφικοί. 

 

Πίνακας 6. Οι τέσσερις µικροδορυφορικοί δείκτες στο είδος Diplodus sargus, 

το παραγόµενο εύρος µεγέθους,  ο αριθµός των αλληλοµόρφων και η θερµοκρασία 

(ΤoC annealing).  

 

Locus name Size range No of alleles Τ
oC 

annealing 

SaI10 171-237 28 60 

SaI12 115-181 26 60 

Pma1 137-215 29 56 

Pma2 131-209 31 57 

 

 Τα µεγέθη των αλληλοµόρφων κυµαίνονται για τον SaI10 από 171 έως 237 

bp, για τον SaI12 από 115 έως 181bp, για τον Pma1 από 137 έως 215 bp και για τον 

Pma2 από 131 έως 209 bp (Πίν. 6).  

 Οι αποκλίσεις από την ισορροπία Hardy - Weinberg εξετάστηκαν για όλα τα 

ζεύγη των γενετικών τόπων και στους 11 πληθυσµούς. Οι τιµές που προέκυψαν δεν 

έδειξαν αποκλίσεις από την ισορροπία αυτή. 

 Από τη µελέτη του Πίνακα 7 προκύπτει ότι ο αριθµός των αλληλοµόρφων ανά 

τόπο κυµαίνεται από 8 έως 8.728. Η µέση τιµή της αναµενόµενης ετεροζυγωτίας 

κυµαίνεται από 0.7824 έως 0.8505 ενώ για την παρατηρούµενη ετεροζυγωτία η 

χαµηλότερη τιµή παρατηρείται στο 0.6197 και η υψηλότερη στο 0.8652. Αυτό 

σηµαίνει ότι και οι τέσσερις µικροδορυφορικοί δείκτες είναι υψηλά πολυµορφικοί.  
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Πίνακας 7. Μέση τιµή αλληλοµόρφων (Α), παρατηρούµενης ετεροζυγωτίας (Ho) και 

αναµενόµενης ετεροζυγωτίας (He) για όλους τους µικροδορυφορικούς δείκτες. 

 

Μικροδορυφόρος Μέση τιµή 

Α Ho He 

SaI10 8.728 0.7999 0.8505 

SaI12 8.545 0.8652 0.8032 

Pma1 8.000 0.6602 0.7824 

Pma2 8.545 0.6197 0.8417 

 

Στους Πίνακες I, II, III και IV του Παραρτήµατος δίνονται οι συχνότητες των 

αλληλοµόρφων όλων των πληθυσµών για κάθε µικροδορυφόρο ξεχωριστά. Ένα 

σύνολο 23 µοναδικών αλληλοµόρφων βρέθηκε µε συχνότητες που φτάνουν το 50%. 

Από αυτά, ένα ανήκει στο Τρίκερι, τέσσερα στην Καβάλα1, πέντε στον πληθυσµό της 

Χαλκιδικής1, τέσσερα στον πληθυσµό της Σαµοθράκης, ένα στην Πρέβεζα, τρία στις 

Σποράδες, τρία στη Χαλκιδική2, ένα στην Καβάλα2, ένα στη Σκιάθο και τρία στη 

Θάσο. 

Μελετώντας τον αριθµό των αλληλοµόρφων ανά τόπο από τον Πίνακα 8 

διαπιστώνεται ότι αυτός κυµαίνεται από 3 έως 16.75. Η µέση αναµενόµενη 

ετεροζυγωτία (He) των 11 πληθυσµών στους τέσσερις γενετικούς τόπους ήταν 

υψηλότερη στον πληθυσµό της Χαλκιδικής1 µε τιµή 0.9065, ακολουθούµενη από τη 

Θάσο µε 0.8781, Τρίκερι µε 0.8750, Σαµοθράκη µε 0.8715, Σκιάθος µε 0.8360, 

Σποράδες και Ηγουµενίτσα µε 0.8299, Καβάλα1 µε 0.8279, Πρέβεζα µε 0.7920, 

Καβάλα2 µε 0.7422 και τέλος Χαλκιδική2 µε 0.6250. Ενώ για την παρατηρούµενη 

ετεροζυγωτία η υψηλότερη τιµή της παρατηρείται στον πληθυσµό της Σαµοθράκης 

µε τιµή 0.9167 και ακολουθεί η Σκιάθος µε τιµή 0.8125, η Πρέβεζα µε 0.8000, το 

Τρίκερι µε 0.7916, οι 2 πληθυσµοί της Χαλκιδικής µε 0.7500, οι Σποράδες µε 0.7083, 

η Θάσος µε 0.6364 και τέλος οι πληθυσµοί της Καβάλας2 και Καβάλας1 µε 0.6250 

και 0.5583 αντίστοιχα.. Η µέση τιµή ετεροζυγωτίας βρέθηκε αρκετά υψηλή αλλά δεν 

διέφερε στατιστικώς σηµαντικά µεταξύ των πληθυσµών (P0.99).   
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Πίνακας 8. Γενετική ποικιλότητα που προέκυψε από την ανάλυση σε τέσσερις µικροδορυφορικούς δείκτες στους 11 πληθυσµούς όπου  Ν: 

αριθµός δειγµάτων, Α: αριθµός αλληλοµόρφων, Ho: παρατηρούµενη ετεροζυγωτία, He: αναµενόµενη ετεροζυγωτία, P-val: πιθανότητα 

σηµαντικής απόκλισης από την ισορροπία Hardy-Weinberg 

 

Locus 

SaI10 

Πληθυσµοί 

Τρίκερι Σκιάθος Σποράδες Θάσος Καβάλα1 Καβάλα2 Χαλκιδική1 Χαλκιδική2 Σαµοθράκη Πρέβεζα Ηγουµενίτσα 

N 6 4 6 12 10 4 16 2 6 5 6 

A 10 7 9 12 10 6 16 4 7 7 8 

Ho 1.0000 0.7500 1.0000 0.6364 0.8000 0.5000 0.8125 1.0000 0.8333 0.8000 0.6667 

He 0.8889 0.8438 0.8889 0.8967 0.8600 0.8125 0.9219 0.7500 0.8333 0.8400 0.8194 

P0.99 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 

SaI12 Τρίκερι Σκιάθος Σποράδες Θάσος Καβάλα1 Καβάλα2 Χαλκιδική1 Χαλκιδική2 Σαµοθράκη Πρέβεζα Ηγουµενίτσα 

N 6 4 6 12 10 4 16 2 6 5 6 

A 9 7 10 10 10 6 16 3 9 7 7 

Ho 1.0000 1.0000 0.8333 0.9091 0.6000 1.0000 0.8750 0.5000 1.0000 0.8000 1.0000 

He 0.8750 0.8438 0.7639 0.8388 0.7200 0.8125 0.8809 0.6250 0.8750 0.7800 0.8194 

P0.99 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 
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Πίνακας 8. (συνέχεια) 

Pma1 Τρίκερι Σκιάθος Σποράδες Θάσος Καβάλα1 Καβάλα2 Χαλκιδική1 Χαλκιδική2 Σαµοθράκη Πρέβεζα Ηγουµενίτσα 

N 6 4 6 12 10 4 16 2 6 5 6 

A 9 7 8 10 10 3 18 2 11 4 6 

Ho 0.6667 1.0000 0.5000 0.4545 0.5000 0.2500 0.6250 1.0000 1.0000 0.6000 0.6667 

He 0.8750 0.8438 0.8611 0.8719 0.8450 0.5313 0.9238 0.50000 0.9028 0.6600 0.7917 

P0.99 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 

Pma2 Τρίκερι Σκιάθος Σποράδες Θάσος Καβάλα1 Καβάλα2 Χαλκιδική1 Χαλκιδική2 Σαµοθράκη Πρέβεζα Ηγουµενίτσα 

N 6 4 6 12 10 4 16 2 6 5 6 

Α 8 6 7 11 10 6 15 3 9 9 10 

Ηo 0.5000 0.5000 0.5000 0.5455 0.3333 0.7500 0.6875 0.5000 0.8333 1.0000 0.6667 

Ηe 0.8611 0.8125 0.8056 0.9050 0.8867 0.8125 0.8984 0.6250 0.8750 0.8888 0.8889 

P0.99 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 

Mean  

A 9 6.75 8.5 10.75 10 5.25 16.25 3 9 6.75 7.75 

Ηο 0.7917 0.8125 0.7083 0.6364 0.5583 0.6250 0.7500 0.7500 0.9167 0.8000 0.7500 

He 0.8750 0.8360 0.8299 0.8781 0.8279 0.7422 0.9065 0.6250 0.8715 0.7920 0.8299 
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3.4 Γενετική διαφοροποίηση µεταξύ των πληθυσµών 

 

 Η γονιδιακή διαφοροποίηση µεταξύ των έντεκα πληθυσµών του σαργού ανιχνεύθηκε 

µε βάση τα αποτελέσµατα των αναλύσεων (Πίν. 9).  

 

Πίνακας 9. Γονιδιακή διαφοροποίηση στους 4 µικροδορυφορικούς δείκτες για κάθε ζεύγος 

πληθυσµού του είδους Diplodus sargus Όπου: * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001, NS = µη 

σηµαντικό 

 

Ζεύγος πληθυσµών Γονιδιακή ∆ιαφοροποίηση 

Χαλκιδική2 - Σποράδες * 

Χαλκιδική2 - Ηγουµενίτσα NS 

Χαλκιδική2 - Καβάλα2 NS 

Χαλκιδική2 - Σκιάθος NS 

Χαλκιδική2 - Πρέβεζα NS 

Χαλκιδική2 - Σαµοθράκη NS 

Χαλκιδική2 - Τρίκερι NS 

Χαλκιδική2 - Θάσος NS 

Χαλκιδική2 - Καβάλα1 NS 

Χαλκιδική2 - Χαλκιδική1 NS 

Σποράδες - Ηγουµενίτσα ** 

Σποράδες - Καβάλα2 * 

Σποράδες - Σκιάθος NS 

Σποράδες - Πρέβεζα * 

Σποράδες - Σαµοθράκη NS 

Σποράδες - Τρίκερι NS 

Σποράδες - Θάσος NS 

Σποράδες - Καβάλα1 * 

Σποράδες - Χαλκιδική1 ** 

Ηγουµενίτσα - Καβάλα2 NS 

Ηγουµενίτσα - Σκιάθος NS 

Ηγουµενίτσα - Πρέβεζα NS 

Ηγουµενίτσα - Σαµοθράκη * 
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Πίνακας 9 (συνέχεια) 

Ηγουµενίτσα - Τρίκερι NS 

Ηγουµενίτσα - Θάσος ** 

Ηγουµενίτσα - Καβάλα1 * 

Ηγουµενίτσα - Χαλκιδική1 NS 

Καβάλα2 - Σκιάθος NS 

Καβάλα2 - Πρέβεζα NS 

Καβάλα2 - Σαµοθράκη NS 

Καβάλα2 - Τρίκερι NS 

Καβάλα2 - Θάσος * 

Καβάλα2 - Kαβάλα1 ** 

Καβάλα2 - Χαλκιδική1 * 

Σκιάθος - Πρέβεζα NS 

Σκιάθος - Σαµοθράκη NS 

Σκιάθος - Τρίκερι NS 

Σκιάθος - Θάσος NS 

Σκιάθος - Καβάλα1 NS 

Σκιάθος - Χαλκιδική1 NS 

Πρέβεζα - Σαµοθράκη NS 

Πρέβεζα - Τρίκερι NS 

Πρέβεζα - Θάσος NS 

Πρέβεζα - Καβάλα1 * 

Πρέβεζα - Χαλκιδική1 NS 

Σαµοθράκη - Τρίκερι NS 

Σαµοθράκη - Θάσος *** 

Σαµοθράκη - Καβάλα1 ** 

Σαµοθράκη - Χαλκιδική1 * 

Τρίκερι - Θάσος * 

Τρίκερι - Καβάλα1 NS 

Τρίκερι - Χαλκιδική1 * 

Θάσος - Καβάλα1 *** 

Θάσος - Χαλκιδική1 * 

Καβάλα1 - Χαλκιδική1 ** 
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 Σηµαντική γονιδιακή διαφοροποίηση προέκυψε ανάµεσα στους πληθυσµούς 

Σαµοθράκης - Θάσου και Θάσου - Καβάλας οι οποίες εντοπίζονται σε κοντινές µεταξύ τους 

γεωγραφικές αποστάσεις. Το ίδιο φαινόµενο παρατηρείται και σε ζεύγη άλλων πληθυσµών 

µε λιγότερο σηµαντικές τιµές γονιδιακής διαφοροποίησης.   

Ο συντελεστής ενδογαµίας FIS (Weir and Cockerham, 1984) απεικονίζεται στον 

Πίνακα 10. Η ένταση της ενδογαµίας µέσα σε κάθε πληθυσµό ποικίλει από τον ένα 

µικροδορυφόρο στον άλλο. Αξίζει να επισηµανθεί ότι στους πληθυσµούς της Χαλκιδικής2 

και των Σποράδων έχει τιµή µηδέν για τον SaI10 και για τον SaI12 αντίστοιχα, ενώ για τον 

πληθυσµό της Χαλκιδικής2 η ανάλυση δεν έδωσε αποτέλεσµα για τον Pma1. Γενικά οι τιµές 

που παρατηρούνται είναι αρνητικές και θετικές. 

 

Πίνακας 10. Συντελεστής ενδογαµίας FIS για κάθε πληθυσµό και µικροδορυφόρο. 

 

Πληθυσµός 
Μικροδορυφορικός δείκτης 

SaI10 SaI12 Pma1 Pma2 

Τρίκερι -0.034 -0.053 0.322 0.492 

Καβάλα1 0.122 0.207 0.347 0.657 

Χαλκιδική1 0.150 0.039 0.352 0.265 

Ηγουµενίτσα 0.273 -0.132 0.245 0.333 

Σαµοθράκη 0.091 -0.053 -0.017 -0.053 

Πρέβεζα 0.158 0.086 -0.200 -0.026 

Σποράδες -0.034 0.000 0.492 0.455 

Χαλκιδική2 0.000 0.500 - 0.500 

Καβάλα2 0.500 -0.091 0.451 0.217 

Σκιάθος 0.182 -0.043 -0.043 0.500 

Θάσος 0.307 -0.066 0.466 0.394 
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 Η µεγαλύτερη τιµή (0.657) εντοπίζεται στον πληθυσµό της Καβάλας1 για το 

µικροδορυφόρο Pma2 µε τη µεγαλύτερη έλλειψη ετεροζυγωτών. Ωστόσο, καταγράφονται 

και πληθυσµοί όπως εκείνος της Πρέβεζας (-0.200) για το µικροδορυφόρο Pma1 µε το 

υψηλότερο πλεόνασµα ετεροζυγωτών. Στην πλειοψηφία τους όµως οι πληθυσµοί 

χαρακτηρίζονται από έλλειψη ετεροζυγωτών. 

Η γενετική διαφοροποίηση ανάµεσα στους πληθυσµούς καταγράφεται µε τον 

συντελεστή FST ο οποίος ονοµάζεται συντελεστής παραλλακτικότητας (Πίν. 11). Οι τιµές του 

κυµαίνονται από -0.1831 έως 0.5469. Η υψηλότερη τιµή εντοπίστηκε ανάµεσα στους 

πληθυσµούς της Πρέβεζας και του Τρικερίου µε τιµή 0.5469, ενώ η χαµηλότερη 

παρατηρήθηκε ανάµεσα στους πληθυσµούς των Σποράδων και της Χαλκιδικής2 µε τιµή -

0.1831. 

 Το µέτρο διαφοροποίησης των πληθυσµών καθορίζεται από το βαθµό της γενετικής 

τους επικοινωνίας (Futuyma, 1995). Αυτό το µέτρο είναι η γονιδιακή ροή. Αξίζει να 

επισηµανθεί ότι η γονιδιακή ροή υπολογίσθηκε κατά Slatkin (1985) και µετρήθηκε µε τιµή 

1.73 η οποία θεωρείται αρκετά ικανοποιητική.  

 Στον Πίνακα 11 µαζί µε τις τιµές της γενετικής παραλλακτικότητας καταγράφονται 

και οι τιµές των γενετικών αποστάσεων µεταξύ των πληθυσµών κατά Nei (1972). Οι τιµές 

υπολογίστηκαν χρησιµοποιώντας τους τέσσερις γενετικούς τόπους και είχαν ένα εύρος από 

0.439035 έως 3.457862. Η µεγαλύτερη τιµή (3.457862) εντοπίζεται µεταξύ των πληθυσµών 

της Σκιάθου και της Χαλκιδικής και η µικρότερη (0.439035) µεταξύ της Καβάλας και της 

Πρέβεζας.  

Το δενδρόγραµµα (Σχ. 7) µε τη µέθοδο Neighbor-Joining / UPGMA απέδωσε µε 

µεγαλύτερη ακρίβεια τις γενετικές αποστάσεις (D) µεταξύ πληθυσµών. Εκείνο που 

παρατηρείται στο δενδρόγραµµα είναι ότι σχηµατίζονται δύο διαφορετικές οµάδες µε τον 

πληθυσµό του Τρικερίου να είναι αποµονωµένος από τους υπόλοιπους. Η µία οµάδα 

περιλαµβάνει την Ηγουµενίτσα και τη Χαλκιδική1 και η άλλη τους πληθυσµούς της 

Καβάλας1, της Χαλκιδικής2, της Σαµοθράκης, της Θάσου, των Σποράδων, της Σκιάθου, της 

Πρέβεζας και της Καβάλας2. Ο πληθυσµός του Τρικερίου είναι αρκετά αποµονωµένος από 

τους πληθυσµούς της Σκιάθου και των Σποράδων ενώ δεν ισχύει το ίδιο σε γεωγραφική 

απόσταση.  
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Πίνακας 11. Τιµές FST  (κάτω από τη διαγώνιο) και τιµές γενετικών αποστάσεων (πάνω από τη διαγώνιο) µεταξύ των ζευγών των πληθυσµών 

του είδους Diplodus sargus. 

Πληθυσµοί 
Χ
α
λ
κ
ιδ
ικ
ή

2 

Σ
π
ο
ρ
ά
δ
ες

 

Η
γ
ο
υ
µ
εν
ίτ
σ
α
 

Κ
α
β
ά
λ
α

2 

Σ
κ
ιά
θ
ο
ς 

Π
ρ
έβ
εζ
α

 

Σ
α
µ
ο
θ
ρ
ά
κ
η

 

Τ
ρ
ίκ
ερ
ι 

Θ
ά
σ
ο
ς 

Κ
α
β
ά
λ
α

1 

Χ
α
λ
κ
ιδ
ικ
ή

1 

Χαλκιδική2 **** 1.0000 1.108953 1.285959 3.457862 2.418141 2.131995 1.329428 1.613113 1.275020 1.519555 

Σποράδες -0.1221 **** 1.217654 1.209112 0.794006 0.870156 1.010444 0.819908 0.605366 0.592141 0.886119 

Ηγουµενίτσα -0.0303 -0.0206 **** 0.921568 1.070334 0.924370 1.611230 0.767309 1.112136 0.785343 0.576189 

Καβάλα2 0.2734 0.2859 0.1090 **** 1.191073 0.439035 1.607918 1.399924 1.138084 1.231771 1.308724 

Σκιάθος 0.0772 -0.0215 -0.0505 0.2331 **** 0.993201 1.536034 1.174072 1.017110 1.131668 1.180417 

Πρέβεζα 0.2484 0.2048 0.0419 0.1999 0.1125 **** 1.109348 1.309162 0.820048 0.802877 0.900051 

Σαµοθράκη 0.0898 0.0293 0.2319 0.5133 0.1457 0.4393 **** 0.1346194 1.328634 1.116119 0.984702 

Τρίκερι 0.1809 0.0912 0.2850 0.5462 0.2794 0.5469 0.0487 **** 0.711441 0.590635 0.865115 

Θάσος -0.1831 -0.0690 0.0352 0.2535 0.0305 0.2082 -0.0095 0.0266 **** 0.687283 0.727795 

Καβάλα1 -0.0444 -0.0241 0.0213 0.3060 0.0266 0.3324 0.1652 0.1822 0.0141 **** 0.785343 

Χαλκιδική1 0.0073 -0.0553 0.0291 0.2784 0.0275 0.2044 0.0522 0.0661 -0.0166 0.0602 **** 
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  Trikeri

Hgoumen

Xalkid2

  Kavala1

Xalkid1

Samothr

  Thasos

Sporades

Skiathos

  Preveza

  Kavala2

 
Σχήµα 7. Neighbor-Joining/UPGMA δενδρόγραµµα γενετικής απόστασης κατά Nei (1972)  

µεταξύ των µελετούµενων πληθυσµών.  
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 
 Οι στόχοι της παρούσας εργασίας ήταν οι ακόλουθοι: 

α)  να µελετηθεί ο ρυθµός αύξησης 11 πληθυσµών του είδους Diplodus sargus και  

β) να αναλυθούν γενετικά δεδοµένα που αφορούν το συγκεκριµένο είδος και τα οποία 

προέκυψαν από την ανάλυση των αποτελεσµάτων της τεχνικής του µικροδορυφορικού DNA. 

 Εκείνο που πρέπει να τονισθεί είναι ότι παρόλο τους 11 πληθυσµούς που 

µελετήθηκαν, ο καθένας από αυτούς αποτελούνταν από διαφορετικό αριθµό ατόµων και 

συγκεκριµένα από αρκετά µικρό αριθµό ατόµων, γεγονός το οποίο ίσως να επηρέασε ως 

ένα βαθµό τα συµπεράσµατα που παρουσιάζονται σε αυτήν την εργασία. Περισσότερα 

δεδοµένα απαιτούνται προκειµένου να προκύψουν ασφαλή και γενικευµένα συµπεράσµατα.  

Η µελέτη του ρυθµού αύξησης στα άτοµα των 11 ιχθυοπληθυσµών φανέρωσε 52 

αρσενικά άτοµα και 28 θηλυκά άτοµα, ηλικίας 1+, 2+, 3+ και 4+. Ο υπολογισµός της ηλικίας 

µε τη χρησιµοποίηση των ωτολίθων ήταν ιδιαίτερα ακριβής και σχετικά εύκολος. Στα είδη 

της οικογένειας Sparidae ο υπολογισµός της ηλικίας ήταν σχετικά δύσκολος ως αποτέλεσµα 

του φαινοµένου της συγκέντρωσης των ζωνών ανάπτυξης στην άκρη του ωτόλιθου, ειδικά 

στα γηραιότερα ψάρια (Pajuelo and Lorenzo, 2002). Στους ωτόλιθους του είδους Diplodus 

sargus cadenati αποτίθεται κάθε χρόνο ένας διαφανής και ένας αδιαφανής δακτύλιος. Η 

εποχιακή αυτή εναπόθεση έχει παρατηρηθεί και σε άλλα είδη Diplodus από τον Vigliola 

(1997) στη Μεσόγειο, από τους Pajuelo and Lorenzo (2002) στα Κανάρια Νησιά. Παρόµοια 

ευρήµατα έχουν αναφερθεί και σε άλλες µελέτες σε άλλα είδη της οικογένειας Sparidae όπως 

τα Pagellus erythrinus, Pagrus pagrus και Spondyliosoma cantharus (Pajuelo and Lorenzo, 

1996, 1998, 1999).  

Η σχέση µεταξύ µεσουραίου µήκους και ολικού βάρους µελετήθηκε ξεχωριστά στα 

αρσενικά και θηλυκά άτοµα ενώ στις σχέσεις που προέκυψαν οι συντελεστές συσχέτισης 

(r2=0.985 για τα αρσενικά και r2=0.901 για τα θηλυκά) εκφράζονται πολύ ικανοποιητικά σε 

σχέση µε τις αντίστοιχες συναρτήσεις. Τα αποτελέσµατα συµφωνούν µε τους Morato et al. 

(2001) οι οποίοι εξέτασαν σε 21 είδη ψαριών στο βορειοανατολικό Ατλαντικό τις σχέσεις 

µήκους - βάρους. Μεταξύ αυτών των ειδών µελέτησαν και το είδος Diplodus sargus και 

κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι οι συντελεστές συσχέτισης για τη σχέση µήκους - βάρους 

στα αρσενικά άτοµα, στα θηλυκά και στο σύνολό τους είναι αρκετά υψηλοί (0.961, 0.970 και 

0.997 αντίστοιχα) ενώ οι συντελεστές παλινδρόµησης b έχουν τιµές κοντά στο 3 η οποία 

θεωρείται η ιδανική (3.032, 3.054 και 3.181 αντίστοιχα).  
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 Όσον αφορά την ανάλυση των γενετικών δεδοµένων, όλοι οι µικροδορυφορικοί 

δείκτες παρουσίασαν υψηλή γενετική ποικιλότητα µε ένα σύνολο 114 αλληλοµόρφων. 

Επίσης, ένα σηµαντικό πλεονέκτηµα των µικροδορυφόρων είναι ότι επιτρέπουν την 

αναγνώριση µοναδικών αλληλοµόρφων. Τα 23 µοναδικά αλληλόµορφα που βρέθηκαν στην 

παρούσα εργασία θεωρούνται αρκετά σηµαντικός αριθµός που έχει καταγραφεί ποτέ στη 

µελέτη του είδους.  

 Ωστόσο, ένα άκρως σηµαντικό σηµείο της όλης εργασίας είναι το γεγονός ότι όλοι οι 

πληθυσµοί δεν ξεφεύγουν του νόµου Hardy-Weinberg (p2 + 2pq + q2; p + q = 1) (Lynch and 

Milligan, 1994). ∆ηλαδή βρίσκονται σε γενετική ισορροπία.  ∆ε συνέβη το ίδιο όµως και στη 

µελέτη των Lenfant and Planes (1996), οι οποίοι έχουν ασχοληθεί συστηµατικά µε το είδος 

Diplodus sargus. Στη µελέτη αυτή κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι οι πληθυσµοί, 

αποτελούµενοι από 190 άτοµα, αποκλίνουν σηµαντικά από την ισορροπία Hardy-Weinberg.  

Ο υψηλός βαθµός ετεροζυγωτίας που παρατηρήθηκε σε κάθε µικροδορυφορικό 

δείκτη [µέση αναµενόµενη ετεροζυγωτία (He) 0.819] ήταν παρόµοια µε εκείνη που 

µελετήθηκε στην εργασία των Brown et al. (2005) όπου στο είδος Sparus aurata είχε τιµή 

0.897.  

 Η ετεροζυγωτία είναι ένα σηµαντικό µέτρο της διαφοροποίησης του πληθυσµού σε 

γενετικό επίπεδο και έχει προκαλέσει το ενδιαφέρον τόσο των οικολόγων όσο και των 

ιχθυολόγων (Xu, et al., 2001). Οι µελετηθέντες πληθυσµοί χαρακτηρίζονται από πολύ υψηλά 

επίπεδα ετεροζυγωτίας (0.5583 - 0.9065) µε κύριο χαρακτηριστικό οι περισσότεροι 

πληθυσµοί να έχουν έλλειψη ετεροζυγωτών, πολύ πιο υψηλά από εκείνα που έχουν κατά 

καιρούς προκύψει από την πρωτεϊνική ηλεκτροφόρηση σε άτοµα του είδους Diplodus 

sargus. Οι Gonzalez-Wanguemert et al. (2004), µελετώντας το ίδιο είδος στη βορειοδυτική 

Μεσόγειο, εντόπισαν υψηλά επίπεδα ετεροζυγωτίας (0.3138 - 0.4182) µε µικρή, όµως, 

διαφοροποίηση ανάµεσα στους πληθυσµούς (FST = 0.004 - 0.01).  

 Οργανισµοί όπως τα θαλάσσια ψάρια, που χαρακτηρίζονται από µεγάλους σε µέγεθος 

πληθυσµούς, έχουν µεγαλύτερες τιµές ετεροζυγωτίας σε σύγκριση µε µικρότερους σε 

µέγεθος πληθυσµούς (Gyllesten, 1985). Εποµένως, η υψηλή τιµή ετεροζυγωτίας πιθανόν να 

σηµαίνει ότι το είδος, Diplodus sargus, έχει µια µακριά, αδιάσπαστη ιστορία στη Μεσόγειο 

Θάλασσα, ίσως, χωρίς φαινόµενα πληθυσµιακών στενωπών (Mamouris et al. 1998).  

Ακόµη χαµηλότερα επίπεδα ετεροζυγωτίας παρατηρήθηκαν στη µελέτη των 

Bargelloni et al. (2005) στα είδη Diplodus puntazzo (Cetti) και Diplodus sargus (L.) οι οποίες 

κυµάνθηκαν από 0.078 έως 0.089. Στη συγκεκριµένη µελέτη πραγµατοποιήθηκε σύγκριση 
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ανάµεσα στο µιτοχονδριακό DNA και την πρωτεϊνική ηλεκτροφόρηση όπου διαπιστώθηκαν 

µεγάλες διαφορές στην πληθυσµιακή τους δοµή.  

 Οι τιµές της γενετικής παραλλακτικότητας οι οποίες κυµαίνονται από -0.1831 έως 

0.5469 δείχνουν ότι υπάρχει σηµαντική διαφοροποίηση ανάµεσα στους πληθυσµούς. Το 

γεγονός αυτό έρχεται σε αντίθεση µε τις µέχρι τώρα µελέτες που έχουν πραγµατοποιηθεί και 

στις οποίες εµφανίζονται χαµηλές τιµές του δείκτη. Οι Lenfant and Planes (2002) 

µελετώντας 1.306 άτοµα του είδους Diplodus sargus κατέληξαν σε χαµηλές τιµές γενετικής 

παραλλακτικότητας (0.0018) παρά τη σηµαντική γενοτυπική διαφοροποίηση που 

παρατηρήθηκε ανάµεσα στους πληθυσµούς (P<0.0001). 

 Χαµηλές τιµές του δείκτη παραλλακτικότητας (0.007) παρουσιάζονται και στην 

µελέτη του Lenfant (2003) ο οποίος ασχολήθηκε µε τις δηµογραφική και γενετική δοµή του 

Diplodus sargus σε δύο θαλάσσιες περιοχές της Μεσογείου θάλασσας. Η γενετική 

διαφοροποίηση ήταν ασθενής και εµφανής µόνο σε έναν γενετικό τόπο από τους 26 που 

µελετήθηκαν.  

 Ένα σηµείο ιδιαίτερης αναφοράς αποτελεί το γεγονός ότι οι δύο υψηλότερες τιµές 

του δείκτη παραλλακτικότητας παρατηρούνται ανάµεσα σε περιοχές του Αιγαίου και του 

Ιονίου πελάγους. Ενδεικτικά αναφέρεται ότι η µεγαλύτερη τιµή του FST είναι µεταξύ 

Πρέβεζας και Τρικερίου (0.5469) και ακολουθεί η τιµή 0.4393 ανάµεσα στην Πρέβεζα και τη 

Σαµοθράκη.  

 Η σχετικά υψηλή τιµή της γονιδιακής ροής (Nm = 1.73) που παρατηρήθηκε στους 

πληθυσµούς σηµαίνει ότι αυτοί χαρακτηρίζονται από έντονη γενετική οµοιογένεια. Αυτός ο 

υπολογισµός βασίζεται σε υποθέσεις, όπως η ενδογαµία, η ύπαρξη γενετικής ισορροπίας των 

πληθυσµών και τα ουδέτερα αλληλόµορφα (Slatkin, 1985a; Waples, 1987; Slatkin and 

Barton, 1989; Cockerham and Weir, 1993). Από την άλλη, οι υψηλές τιµές της γενετικής 

παραλλακτικότητας υποδεικνύουν το επίπεδο της γενετικής διαφοροποίησης µεταξύ των 

πληθυσµών. Αυτό σηµαίνει ότι στους πληθυσµούς παρατηρείται ένα είδος γονιδιακής ροής 

που πιθανόν να οφείλεται στη µετανάστευση των ενηλίκων ατόµων και τη µεταφορά των 

αυγών και των λαρβών µε τα υπάρχοντα ρεύµατα στις υπό µελέτη περιοχές, ή στην ύπαρξη 

υποπληθυσµών (τοπικών πληθυσµών).  

Οι γενετικές αποστάσεις των µελετηθέντων πληθυσµών µε τη µέθοδο Nei (1972), 

απεικονιζόµενες µε το δενδρόγραµµα Neighbor-Joining/UPGMA, φανερώνουν τις σχέσεις 

των πληθυσµών. ∆εν προκύπτει όµως ένδειξη συσχέτισης των γενετικών αποστάσεων µε τις 

αντίστοιχες γεωγραφικές.  
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Η περιγραφή του γενετικού πολυµορφισµού, που εντάσσεται σε µία γενικότερη 

προσπάθεια µελέτης της βιοποικιλότητας οικοσυστηµάτων, ενδιαιτηµάτων, ειδών, 

πληθυσµών, θεωρείται το πλέον απαραίτητο βήµα τόσο για επιστηµονικούς σκοπούς 

(κατανόηση µηχανισµών επιλογής, προσαρµογής και εξέλιξης των ειδών) όσο και για 

εφαρµοσµένους (διαχείριση, προστασία, διάσωση αποθεµάτων). 
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Πίνακας I .Συχνότητες αλληλοµόρφων όλων των πληθυσµών για τον µικροδορυφόρο  SAI 10 όπου * µοναδικά 
αλληλόµορφα. 
 
LOCUS                                                                  POPULATION 
                1                  2          3               4           5           6            7           8            9            10         11    
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
SAI 10 
(N)             6              10          16           6            6            5            6           2             4            4         11    
171          0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0833   0.1000   0.0000   0.2500   0.1250   0.0000   0.0000    
173          0.0000   0.0000   0.0313   0.0000   0.0000   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
175          0.0000   0.0000   0.0938   0.0000   0.0000   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0455    
179          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
181          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.2000   0.0000   0.0000   0.2500   0.0000   0.0000    
183          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0455    
185          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250* 0.0000    
187          0.0000   0.0000   0.1250   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0455    
189          0.0000   0.0000   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
191          0.0833* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
193          0.0000   0.0000   0.0625   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0455    
195          0.0833   0.1500   0.0938   0.1667   0.1667   0.2000   0.1667   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
197          0.0833   0.1000   0.0938   0.0833   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.1364    
199          0.0833   0.0000   0.0313   0.0833   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.1364    
201          0.0000   0.0000   0.0938   0.0833   0.1667   0.2000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000   0.0455    
203          0.1667   0.2500   0.0938   0.3333   0.0000   0.1000   0.0000   0.2500   0.1250   0.1250   0.0909    
205          0.0833   0.0500   0.0625   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.1250   0.1364    
207          0.0000   0.0000   0.0625   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000    
208          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.2500* 0.0000    
209          0.0000   0.0500   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000   0.0455    
211          0.0000   0.0500   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000    
213          0.0833   0.1500   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.1364    
215          0.0833   0.1000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.2500   0.2500   0.0000   0.0909    
219          0.0000   0.0000   0.0313   0.0000   0.1667   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
221          0.0833   0.0000   0.0313   0.0000   0.2500   0.0000   0.1667   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
225          0.1667   0.0500   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
227          0.0000   0.0500   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
237          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.2500* 0.0000   0.0000   0.0000
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Πίνακας II. Συχνότητες αλληλοµόρφων όλων των πληθυσµών για τον µικροδορυφόρο  SAI 12 όπου * µοναδικά 
αλληλόµορφα. 
 
LOCUS                                                                  POPULATION 
                1               2              3           4           5           6             7            8            9            10         11    
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
SAI 12 
(N)             6              10         16           6            6          5             6            2            4             4           11    
115          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.5000* 0.0000   0.0000   0.0000    
119          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.1250   0.0000   0.0000    
121          0.0833   0.0500   0.2188   0.2500   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
123          0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.1250   0.0000    
124          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0455*    
125          0.0000   0.0500   0.0313   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.2500   0.1250   0.0000   0.0455    
127          0.1667   0.5000   0.1875   0.1667   0.1667   0.4000   0.4167   0.0000   0.2500   0.1250   0.3182    
129          0.0000   0.0500   0.0938   0.0833   0.0000   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0909    
131          0.1667   0.0500   0.0313   0.2500   0.0000   0.0000   0.0000   0.2500   0.2500   0.0000   0.0455    
133          0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0909    
135          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.1000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0909    
137          0.0833   0.1000   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000    
139          0.1667   0.0000   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000   0.0455    
141          0.0000   0.0500   0.0313   0.0000   0.0833   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0909    
143          0.0833   0.0000   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.1667   0.0000   0.0000   0.1250   0.1364    
145          0.0000   0.0500   0.0313   0.0000   0.1667   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
147          0.0833   0.0000   0.0313   0.0000   0.0000   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
149          0.0000   0.0500   0.1250   0.0000   0.0833   0.1000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
151          0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000    
153          0.0000   0.0500   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
155          0.0000   0.0000   0.0313   0.0833   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
161          0.0000   0.0000   0.0313   0.0000   0.1667   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
165          0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.2500   0.0000    
171          0.0000   0.0000   0.0313* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
177          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
181          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
01/06/2024 22:06:56 EEST - 18.220.3.5



 v

Πίνακας III. Συχνότητες αλληλοµόρφων όλων των πληθυσµών για τον µικροδορυφόρο Pma1 όπου * µοναδικά 
αλληλόµορφα.  
 
LOCUS                                                                  POPULATION 
                      1        2            3             4           5           6             7            8            9            10         11    
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Pma1 
(N)                 6         10          16          6           6           5            6             2            4             4          11    
137          0.0000   0.0000   0.0625   0.2500   0.0000   0.2000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000   0.0000    
139          0.0000   0.0000   0.0313   0.0000   0.0000   0.2000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.1818    
141          0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.5000   0.1667   0.0000   0.6250   0.2500   0.0909    
143          0.0000   0.1000   0.1563   0.2500   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0455    
145          0.0833   0.3000   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.1667   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000    
151          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
153          0.0833   0.0500   0.0625   0.2500   0.0000   0.0000   0.0000   0.5000   0.2500   0.0000   0.0000    
155          0.0000   0.0500   0.0313   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
157          0.0000   0.0500* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
159          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1667   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000    
161          0.0000   0.1000   0.0625   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.5000   0.0000   0.0000   0.0455    
163          0.0833   0.0500   0.0625   0.0000   0.0000   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000    
165          0.0000   0.1500* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
167          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0909    
169          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0455    
171          0.0833   0.0000   0.1250   0.0000   0.0833   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000    
173          0.0833   0.0000   0.0313   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
175          0.0000   0.0500   0.0313   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
177          0.1667   0.0000   0.0625   0.0000   0.0000   0.0000   0.1667   0.0000   0.0000   0.0000   0.0455    
179          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1667   0.0000   0.0000   0.0000   0.1364    
181          0.0000   0.0000   0.0625   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1364    
183          0.1667   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
187          0.0000   0.0000   0.0313   0.0833   0.0833   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
189          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
191          0.0000   0.1000   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
193          0.1667   0.0000   0.0625   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1818    
195          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
199          0.0833   0.0000   0.0313   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
215          0.0000   0.0000   0.0313* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
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Πίνακας IV. Συχνότητες αλληλοµόρφων όλων των πληθυσµών για τον µικροδορυφόρο Pma2 όπου * µοναδικά 
αλληλόµορφα. 
 
LOCUS                                                                  POPULATION 
                      1         2            3             4           5           6             7            8            9            10         11    
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
Pma2 
(N)                 6         10          16           6           6           5             6             2            4             4          11    
131          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.2500* 0.0000   0.0000    
137          0.0000   0.0556   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000   0.0000    
139          0.0000   0.0000   0.0625   0.0000   0.0000   0.2000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0000   0.0000    
141          0.0000   0.0000   0.0625   0.1667   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.1250   0.1250   0.0000    
143          0.0000   0.0000   0.1563   0.0000   0.0833   0.1000   0.0000   0.0000   0.2500   0.0000   0.0909    
145          0.0833   0.0000   0.0313   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0909    
147          0.1667   0.0556   0.0625   0.0833   0.0000   0.0000   0.3333   0.0000   0.0000   0.2500   0.1364    
149          0.0833   0.1111   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0455    
151          0.1667   0.1111   0.0313   0.0833   0.0000   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
153          0.0000   0.1667   0.0000   0.0000   0.0833   0.1000   0.1667   0.0000   0.1250   0.1250   0.0000    
155          0.1667   0.1667   0.0313   0.0833   0.0833   0.1000   0.0000   0.5000   0.0000   0.0000   0.0909    
157          0.1667   0.1111   0.0000   0.0833   0.0000   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
159          0.0000   0.0000   0.1250   0.0000   0.1667   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1250   0.0455    
161          0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0909    
163          0.0000   0.0000   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0455    
165          0.0000   0.0556   0.1875   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.2500   0.0000   0.0000   0.1364    
167          0.0000   0.0000   0.0625   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
169          0.0833   0.1111   0.0000   0.0000   0.0833   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
171          0.0000   0.0000   0.0000   0.1667   0.0833   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.2500   0.0000    
175          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1667   0.0000   0.0833   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
177          0.0000   0.0000   0.0000   0.0833   0.1667   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
179          0.0000   0.0000   0.0625   0.0000   0.0833   0.1000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0455    
181          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0833* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
185          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0909*    
187          0.0000   0.0000   0.0313* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
189          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0909*    
193          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.1667* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
195          0.0000   0.0556* 0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
199          0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.2500* 0.0000   0.0000   0.0000    
207          0.0000   0.0000   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000    
209          0.0000   0.0000   0.0313   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000   0.0000
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