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  ΕΙΑΓΩΓΗ 

 

 Θ γενετικι αποτελεί τον κλάδο τθσ βιολογίασ που επιχειρεί να δϊςει απαντιςεισ ςε 

ερωτιματα γφρω από τουσ μθχανιςμοφσ τθσ κλθρονομικότθτασ και τθσ 

βιοποικιλότθτασ. Ο όροσ γενετικι χρθςιμοποιικθκε για πρϊτθ φορά από τον Άγγλο 

επιςτιμονα Γουίλλιαμ Μπζιτςον (William Bateson), ςε ζνα γράμμα του προσ τον 

Άνταμ Σζντηγουϊκ, με θμερομθνία 18 Απριλίου1905. 

 Σαν επιςτιμθ αλλά και ςαν φιλοςοφία υπάρχει από τθν πρϊτθ ςτιγμι φπαρξθσ 

οργανιςμϊν ςτον πλανιτθ μασ, όμωσ μόλισ πριν λίγεσ δεκαετίεσ ζγινε αντιλθπτι και 

μόνο πριν λίγα χρόνια αναλφκθκε ςε βακμό πλιρουσ κατανόθςθσ. 

Ζτςι άρχιςαν να γίνονται και τα πρϊτα βιματα κατανόθςισ τθσ και ουςιαςτικισ 

εμβάκυνςθσ ςτθν επιςτιμθ τθσ γενετικισ, με απϊτερο ςκοπό τθν πλιρθ κατάκτθςθ 

τθσ και τθν εκμετάλλευςι τθσ ωσ εργαλείο προσ όφελοσ του ανκρϊπου. Αρχικά ςε 

μακροςκοπικό επίπεδο ςτθν κακθμερινι ηωι απλϊν ανκρϊπων με τθν επιλογι 

φαινοτυπικά των καλυτζρων ατόμων για τθν βελτίωςθ αυτϊν και μετά 

μικροςκοπικά ςτα εργαςτιρια με τθν γενοτυπικι επιλογι. 

Ο μεγαλφτεροσ και πιο υπομονετικόσ γενετιςτισ είναι θ ίδια θ φφςθ όπου με τθν 

φυςικι και ςυνεχι εξζλιξθ αλλά και προςαρμογι των γενεϊν ανά τουσ αιϊνεσ 

πζτυχε είτε τθ διατιρθςθ των ειδϊν και τθν βελτίωςθ των πλθκυςμϊν τουσ είτε τθν 

εξάλειψθ τουσ όταν δεν μπόρεςαν να προςαρμοςτοφν ςε ζνα περιβάλλον ςυνεχϊσ 

μεταβαλλόμενο. Ο άνκρωποσ αρχικά παρατθρϊντασ και ςτθν ςυνζχεια 

εμπνεόμενοσ από αυτόν το μθχανιςμό ανζλαβε ο ίδιοσ το ζργο αυτό ζτςι ϊςτε να 

βελτιϊςει τουσ πλθκυςμοφσ που εκμεταλλεφτθκε. Μικραίνοντασ το μεςοδιάςτθμα 

των γενεϊν και επικεντρϊνοντασ ςτα χαρακτθριςτικά που ικελε να αναδείξει και 

κρφβοντασ ι ακόμα και διαγράφοντασ εκείνα που ιταν άχρθςτα ι εμπόδιο για τθν 

βελτίωςθ που ικελε να επιτφχει.  

Στισ μζρεσ μασ και αφοφ ο κφκλοσ τθσ αμφιςβιτθςθσ και δαιμονοποίθςθσ τθσ 

γενετικισ αρχίηει να κλείνει και μετά από χρόνια μελετϊν και ερευνϊν ζχουμε  και 
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τον διαχωριςμό ςε εξειδικευμζνα τμιματα με απτά αποτελζςματα, όχι μόνο ςε 

εργαςτθριακό περιβάλλων ,αλλά και ςτθν κακθμερινότθτα ακόμα και του ποιο 

απλοφ ανκρϊπου μποροφμε να αναφερκοφμε ςε εξειδικευμζνα κομμάτια τθσ 

γενετικισ. Ζνα τζτοιο κομμάτι είναι θ Μοριακι γενετικι και οι μζκοδοι τεμαχιςμοφ 

του DNA  με διαφόρουσ τρόπουσ, το οποίο είναι και το αντικείμενο αυτισ τθσ 

εργαςίασ. (Μπακολίτςασ, 2005) 

 

ΙΣΟΡΙΚΗ ΕΞΕΛΙΞΗ 

 

Επίςθμα, πατζρασ τθσ γενετικισ κεωρείται ο Γκρζγκορ Μζντελ, ο οποίοσ 

το 1865 διατφπωςε τουσ νόμουσ που φζρουν το όνομα του. Θ αλικεια όμωσ είναι πωσ 

το ηιτθμα τθσ μετάδοςθσ χαρακτθριςτικϊν από γενιά ςε γενιά ζχει απαςχολιςει τον 

άνκρωπο από τθν αρχαιότθτα.  

Για παράδειγμα, οι αρχαίοι Βαβυλϊνιοι γνϊριηαν ότι για να παραχκεί καρπόσ 

ςε φοινικόδεντρα ζπρεπε να μεταφερκεί γφρθ από άρρενα φυτά ςτουσ υπζρουσ των 

ανκϊν κθλυκϊν φυτϊν. Επίςθσ, ζνα βαβυλωνιακό πινακίδιο, του οποίου θ θλικία 

χρονολογείται πάνω από 6.000 ζτθ, παρουςιάηει γενεαλογίεσ αλόγων και 

υποδεικνφει πικανά κλθρονομικά χαρακτθριςτικά.  

Στθν αρχαία Ελλάδα, ο Ρυκαγόρασ διατφπωςε τθν υπόκεςθ ότι θ ηωι ξεκινά με τθν 

ανάμειξθ αρςενικϊν και κθλυκϊν ςπερμάτων, τα οποία βρίςκονται ςε τμιματα 

του ανκρϊπινου ςϊματοσ. Τον  4ο αιϊνα π.Χ. ο Αριςτοτζλθσ υποςτιριξε ότι φορζασ των 

κλθρονομικϊν χαρακτθριςτικϊν είναι το αίμα (αρκετοί κεωροφν ότι κατάλοιπα 

αυτισ τθσ αντίλθψθσ αποτελοφν εκφράςεισ όπωσ 'γαλαηοαίματοσ' ι 'ςυγγενείσ εξ 

αίματοσ' που μζχρι τισ μζρεσ μασ χρθςιμοποιοφνται). Ραράλλθλα ο Αριςτοτζλθσ 

κεωροφςε ότι θ ςυμβολι κακενόσ από τουσ γονείσ ιταν διαφορετικι: το αρςενικό 

προςφζρει ςτουσ απογόνουσ τθν 'κίνθςθ', ενϊ το κθλυκό τθν 'φλθ'. 

Το 1651, ο Άγγλοσ γιατρόσ Γουίλλιαμ Χάρβεχ (William Harvey) υποςτιριξε μια 

διαφορετικι άποψθ. Μελετϊντασ τα ζμβρυα ελαφιϊν, διαπίςτωςε ότι ςτα πρϊτα 

ςτάδια τθσ ανάπτυξισ τουσ ζχουν τθ μορφι αυγοφ. Ζτςι μζχρι το τζλοσ του 17ου 

http://el.wikipedia.org/wiki/1865
http://el.wikipedia.org/wiki/?????????_???????????????
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=??????_????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/????
http://el.wikipedia.org/wiki/?????
http://el.wikipedia.org/wiki/??????_??????
http://el.wikipedia.org/wiki/?????????
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????_????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/4??_??????_?.?.
http://el.wikipedia.org/wiki/???????????
http://el.wikipedia.org/wiki/????
http://el.wikipedia.org/wiki/1651
http://el.wikipedia.org/wiki/??????
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????_??????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/??????
http://el.wikipedia.org/wiki/?????
http://el.wikipedia.org/wiki/????
http://el.wikipedia.org/wiki/17??_??????
http://el.wikipedia.org/wiki/17??_??????
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αιϊνα είχε διατυπωκεί θ υπόκεςθ ότι τα 'αυγά' παράγονται ςε όργανα των κθλυκϊν 

(που γι'αυτό το λόγο ονομάηονται ωοκικεσ) και ότι το ςπζρμα μεταφζρει το 

κλθρονομικό υλικό του αρςενικοφ. 

Στισ αρχζσ του 19ου αιϊνα, ο Γάλλοσ φυςιοδίφθσ Ηαν Λαμάρκ υποςτιριξε ότι και τα 

επίκτθτα χαρακτθριςτικά κλθρονομοφνται. Αργότερα τον ίδιο αιϊνα, ο Κάρολοσ 

Δαρβίνοσ τόνιςε τθ ςθμαςία που ζχει θ κατανόθςθ των μθχανιςμϊν τθσ 

κλθρονομικότθτασ για τθ μελζτθ τθσ εξζλιξθσ των ειδϊν. Γφρω ςτο 1865, ο Γκρζγκορ 

Μζντελ (Gregor Mendel) παρουςίαςε τισ διάςθμεσ πλζον εργαςίεσ του πάνω ςτθν 

κλθρονομικότθτα, οι οποίεσ αποτελοφν κομβικό ςθμείο για τθν επιςτιμθ τθσ 

γενετικισ. Ζτςι, ο 20οσ αιϊνασ αποτελεί τον αιϊνα που θ γενετικι εξελίςςεται, μζςα 

από μία ςειρά ςυναρπαςτικϊν ανακαλφψεων γφρω από τουσ μθχανιςμοφσ τθσ 

κλθρονομικότθτασ.(Μπακολίτςασ, 2005) 

                    

Οι ςημαντικότερεσ ανακαλφψεισ 

 

 1859 :Ο Κάρολοσ Δαρβίνοσ δθμοςιεφει το βιβλίο «Θ καταγωγι των ειδϊν» (The 

Origin of Species). 

 1865 : Ο Γκρζγκορ Μζντελ δθμοςιεφει τισ εργαςίεσ του. 

 1903 : Αποδεικνφεται ότι τα χρωμοςϊματα είναι φορείσ του κλθρονομικοφ 

(γενετικοφ) υλικοφ. 

 1905 : Ο Γουίλλιαμ Μπζιτςον χρθςιμοποιεί για πρϊτθ φορά τον 

όρο γενετική. 

 1910 : Ο Τόμασ Μόργκαν (Thomas Hunt Morgan) δείχνει ότι 

το γονίδια βρίςκονται ςτα χρωμοςϊματα. 

 1913: Άλφρεντ Στοφρτεβαντ (Alfred Sturtevant) καταςκευάηει τον 

πρϊτο γενετικό χάρτθ ενόσ χρωμοςϊματοσ. 

http://el.wikipedia.org/wiki/??????
http://el.wikipedia.org/wiki/19??_??????
http://el.wikipedia.org/wiki/??????
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???_??????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/???????_????????
http://el.wikipedia.org/wiki/???????_????????
http://el.wikipedia.org/wiki/???????_????????
http://el.wikipedia.org/wiki/1865
http://el.wikipedia.org/wiki/20??_??????
http://el.wikipedia.org/wiki/1859
http://el.wikipedia.org/wiki/???????_????????
http://el.wikipedia.org/wiki/?_????????_???_?????
http://el.wikipedia.org/wiki/1865
http://el.wikipedia.org/wiki/????????_??????
http://el.wikipedia.org/wiki/1903
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/1905
http://el.wikipedia.org/wiki/1910
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????_???????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/???????
http://el.wikipedia.org/wiki/1913
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???????_???????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????_??????&action=edit&redlink=1
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 1918 : Ο όναλντ Φίςερ (Ronald Fisher) δθμοςιεφει το άρκρο «On the 

correlation between relatives on the supposition of Mendelian inheritance» , 

θ μοντζρνα ςφνκεςθ ξεκινά. 

 1927 : Αποδίδεται ο όροσ μεταλλάξεισ ςτισ αλλαγζσ που πραγματοποιοφνται 

ςτθν αλλθλουχία του DNA. 

 1928 : O Φρζντερικ Γκρίφικ (Frederick Griffith) πραγματοποιεί πειράματα που 

δείχνουν ότι ςτο βακτιριο πνευμονιόκοκκοσ υπάρχει ζνα μόριο που μεταφζρει 

γενετικι πλθροφορία (Ρείραμα του Γκρίφικ). 

 1931: Θ Μπάρμπαρα Μακλίντοκ (Barbara McClintock) αποδεικνφει ότι 

θ μειωτικι διαίρεςθ ςυνοδεφεται από ανταλλαγι χρωμοςωμικοφ υλικοφ. 

 1941: Οι Ζντουαρντ Τάτουμ (Edward Lawrie Tatum) και Τηωρτη Μπιντλ (George 

Wells Beadle) δείχνουν ότι ο ρόλοσ των περιςςοτζρων γονιδίων είναι να 

κατευκφνουν τθ ςφνκεςθ ενηφμων. 

 1944 : Οι Πςβαλντ Άβερι (Oswald Theodore Avery), Κόλιν Μακλζοντ (Colin 

McLeod) και Μακλίν Μακάρτι (Maclyn McCarty) επαναλαμβάνουν το πείραμα 

του Γκρίφικ «in vitro» και αποδεικνφουν ότι το DNA είναι το γενετικό υλικό. 

 1950 : Ο Κρβιν Τςάργκαφ (Erwin Chargaff) εντοπίηει τθν φπαρξθ οριςμζνων 

γενικϊν κανόνων που αφοροφν τον αρικμό νουκλεοτίδιων ςε κάκε μόριο 

DNA (πχ. ότι ο αρικμόσ των νουκλεοτιδίων που ζχουν ωσ βάςθ 

τθν αδενίνθ είναι ίςοσ με τον αρικμό των νουκλεοτιδίων που ζχουν ωσ βάςθ 

τθ κυμίνθ). 

 1952 : Οι Χζρςεχ και Τςζισ δείχνουν ότι το γενετικό υλικό 

του βακτθριοφάγου Τ2 είναι το DNA. 

 1953 : Οι Τηζιμσ Γουάτςον (James D. Watson) και Φράνςισ Κρικ (Francis Crick) 

προτείνουν το μοντζλο τθσ διπλισ ζλικασ για τθ δομι του DNA. 

 1956 : Οι Jo Hin Tjio και Άλμπερτ Λεβάν (Albert Levan) κακορίηουν τον αρικμό 

46 ωσ το πλικοσ των χρωμοςωμάτων ςτον ανκρϊπινο οργανιςμό. 

http://el.wikipedia.org/wiki/1918
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???????_?????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=????????_???????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/1927
http://el.wikipedia.org/wiki/?????????
http://el.wikipedia.org/wiki/1928
http://el.wikipedia.org/wiki/?????????_???????
http://el.wikipedia.org/wiki/????????
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???????????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/???????_???_???????
http://el.wikipedia.org/wiki/1931
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????_?????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=????????_????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/1941
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????_??????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=??????_??????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/??????
http://el.wikipedia.org/wiki/1944
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???????_?????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????_????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=??????_???????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/In_vitro
http://el.wikipedia.org/wiki/DNA
http://el.wikipedia.org/wiki/1950
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????_????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/???????
http://el.wikipedia.org/wiki/??????
http://el.wikipedia.org/wiki/1952
http://el.wikipedia.org/wiki/?????????????
http://el.wikipedia.org/wiki/1953
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=??????_????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/???????_????
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????_?????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/1956
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=Jo_Hin_Tjio&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???????_?????&action=edit&redlink=1
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 1958 : Οι Μζςελςον και Σταλ αποδεικνφουν ότι το DNA αντιγράφεται 

με θμιςυντθρθτικό τρόπο. 

 1961 : Οι Κρικ και Νίρενμπεργκ ανακαλφπτουν τθ νουκλεοτιδικι τριπλζτα και 

αποκρυπτογραφοφν εν μζρει το γενετικό κϊδικα. 

 1964 : Ο Χάουαρντ Τζμιν (Howard Temin) δείχνει (μετά από πειράματα με ιοφσ 

RNA) ότι θ διατφπωςθ του Γουάτςον για το κεντρικό δόγμα τθσ Μοριακισ 

Βιολογίασ είναι ελλιπισ. 

 1970 : Ανακαλφπτεται ςτουσ ρετροϊοφσ το ζνηυμο αντίςτροφθ μεταγραφάςθ. 

 1972 : Δθμιουργείται το πρϊτο αναςυνδυαςμζνο μόριο DNA ςε εργαςτθριακζσ 

ςυνκικεσ. 

 1974 : Επιτυγχάνεται θ κλωνοποίθςθ ευκαρυωτικϊν γονιδίων ςε βακτθριακά 

πλαςμίδια. 

 1977 : Επιτυγχάνεται θ ανάπτυξθ τεχνικϊν προςδιοριςμοφ τθσ αλλθλουχίασ 

βάςεων του DNA, από ερευνθτζσ που δοφλεψαν ανεξάρτθτα, όπωσ οι Φρεντ 

Σάνγκερ (Fred Sanger), Γουόλτερ Γκίλμπερτ (Walter Gilbert) και Άλαν 

Μζιξαμ (Allan Maxam). Θ ερευνθτικι ομάδα του Σάνγκερ προςδιορίηει τθν 

αλλθλουχία βάςεων του βακτθριοφάγου Φ-X174. 

 1983 : Ο Κζρι Μάλισ (Kary Banks Mullis) ανακαλφπτει τθ μζκοδο αλυςιδωτισ 

αντίδραςθσ (PCR) που διευκολφνει τον πολλαπλαςιαςμό ςυγκεκριμζνων 

αλλθλουχιϊν DNA. 

 1985 : O Άλεκ Τηζφρισ (Alec Jeffreys) ανακαλφπτει τθ μζκοδο αποτυπωμάτων 

DNA (DNA fingerprinting). 

 1989 : Για πρϊτθ φορά προςδιορίηεται θ αλλθλουχία βάςεων ςε ανκρϊπινο 

γονίδιο, από τουσ Φράνςισ Κόλινσ (Francis Collins) και Λαπ-Τςι Τςοφι (Lap-Chee 

Tsui). Ρρόκειται για το γονίδιο που κωδικοποιεί τθν πρωτεϊνθ CFTR. 

 1990 : Ξεκινά το Ρρόγραμμα για τθ χαρτογράφθςθ του Ανκρϊπινου Γονιδιϊματοσ. 

http://el.wikipedia.org/wiki/1958
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=??????????????_?????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/1961
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????????_????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????_???????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/1964
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=????????_?????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=RNA-???&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=RNA-???&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=RNA-???&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/????????_?????_????????_?????????
http://el.wikipedia.org/wiki/????????_?????_????????_?????????
http://el.wikipedia.org/wiki/1970
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=??????????_???????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/1972
http://el.wikipedia.org/wiki/??????????????_DNA
http://el.wikipedia.org/wiki/1974
http://el.wikipedia.org/wiki/???????????
http://el.wikipedia.org/wiki/1977
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????_???????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????_???????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????_???????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=????????_?????????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=????_??????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=????_??????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=????_??????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????_?-X174&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/1983
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=????_?????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/???????_??????????_??????????
http://el.wikipedia.org/wiki/???????_??????????_??????????
http://el.wikipedia.org/wiki/???????_??????????_??????????
http://el.wikipedia.org/wiki/1985
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=????_???????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???????_????????????_DNA&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???????_????????????_DNA&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???????_????????????_DNA&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/1989
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???????_??????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=???-???_?????&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/1990
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????_???_??_?????????_?????????&action=edit&redlink=1
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 1996 : Αποκρυπτογραφείται για πρϊτθ φορά το γονιδίωμα 

ενόσ ευκαρυωτικοφ οργανιςμοφ, του Saccharomyces cerevisiae. 

 1998 : Αποκρυπτογραφείται το γονιδίωμα του 

νθματοςκϊλθκα Caenorhabditis elegans. 

 2003 (14 Απριλίου) : Ολοκλθρϊνεται, ωσ προσ το ςκζλοσ τθσ χαρτογράφθςθσ, 

το Ρρόγραμμα για το Ανκρϊπινο Γονιδίωμα. Με ακρίβεια 99,99%, ζχει 

αποκρυπτογραφθκεί το 99% του ανκρϊπινου Γονιδιϊματοσ. 

 

1.1  Μοριακή Γενετική 

Θ Μοριακι Γενετικι είναι ο κλάδοσ τθσ βιολογίασ που μελετά τθ δομι και τθ 

λειτουργία των γονιδίων ςε μοριακό επίπεδο. Σε αυτόν τον ειδικό κλάδο μελετάται 

θ μεταφορά των γονιδίων από γενεά ςε γενεά. Θ μοριακι γενετικι χρθςιμοποιεί τισ 

μεκόδουσ τθσ γενετικήσ και τθσ μοριακήσ βιολογίασ. Ονομάηεται ζτςι για να 

διαφοροποιείται από άλλα πεδία τθσ γενετικισ, όπωσ είναι θ πλθκυςμιακι 

γενετικι. Ιδιαίτερα ςθμαντικι περιοχι ςτον τομζα τθσ ζρευνασ είναι θ χριςθ τθσ 

μοριακισ πλθροφορίασ  για τον κακοριςμό τθσ καταγωγισ και ςυνεπϊσ τθσ ορκισ 

επιςτθμονικισ ταξινόμθςθσ των οργανιςμϊν: θ ςυγκεκριμζνθ μζκοδοσ αποδίδει το 

μοριακό ςφςτθμα ταξινόμθςθσ.  

Εκτόσ του ότι κακορίηει το πρότυπο καταγωγισ, θ μοριακι γενετικι βοθκά ςτθν 

κατανόθςθ γενετικϊν μεταλλάξεων που μποροφν να προκαλζςουν οριςμζνουσ 

τφπουσ αςκενειϊν. Χρθςιμοποιϊντασ τισ μεκόδουσ τθσ γενετικισ και τθσ μοριακισ 

βιολογίασ, θ μοριακι γενετικι ανακαλφπτει τισ αιτίεσ τθσ μεταφοράσ 

ςυγκεκριμζνων χαρακτθριςτικϊν ι των πικανϊν μεταλλάξεϊν τουσ. (Ι. 

Ραπαποςτόλου, 2009) 

 

1.2 Βαςική Σεχνική Τπερφυγοκζντριςησ 

http://el.wikipedia.org/wiki/1996
http://el.wikipedia.org/wiki/????????????_??????????
http://el.wikipedia.org/wiki/1998
http://el.wikipedia.org/wiki/2003
http://el.wikipedia.org/wiki/14_????????
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????_???_??_?????????_?????????&action=edit&redlink=1
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Θ αναλυτική υπερφυγοκζντριςη αναπτφχκθκε τθν  δεκαετία του 1920 απο τον 

Theodor Svedberg. Ο ρυκμόσ κακίηθςθσ μιασ ουςίασ είναι ςυνάρτθςθ κυρίωσ του 

μεγζκουσ και κατά δεφτερο λόγο του ςχιματοσ τθσ. Θ μονάδα κακίηθςθσ S είναι 

ζκφραςθ αυτϊν των παραμζτρων. 

 

 

 

Με τθν εφεφρεςθ και του θλεκτρονικοφ μικροςκοπίου τθν δεκαετία του 1930 

κατζςτθ δυνατι θ παρατιρθςθ όχι μόνο υποκυτταρικϊν δομϊν, αλλά επίςθσ και 

ιϊν και μικρομορίων. Ζτςι αποδείχκθκε ότι οι κυκλικοί γενετικοί χάρτεσ των 

μικροοργανιςμϊν ζχουν τθν αντίςτοιχθ κυκλικι φυςικι δομι. Ζγινε επίςθσ δυνατι 

θ παρατιρθςθ πολλαπλϊν ριβοςωμάτων προςκολλθμζνων ςε ζνα μόριο μRNA 

(πολφςϊματα).  

Από τα τζλθ τθσ δεκαετίασ του 1950 και ςτισ αρχζσ τθσ δεκαετίασ του 1960, 

μοριακοί βιολόγοι ζχουν μάκει να χαρακτθρίηουν,και να απομονϊνουν για να 

χειριςτοφν τα μοριακά ςυςτατικά των κυττάρων και των οργανιςμϊν. Αυτά τα 

ςτοιχεία περιλαμβάνουν το DNA και τθν αποκικθ τθσ γενετικισ πλθροφορίασ το 

RNA , ζνα ςτενό ςυγγενι του DNA, όπου  λειτοφργει ωσ προςωρινό αντίγραφο 

εργαςίασ του DNA, με τισ πραγματικζσ διαρκρωτικζσ και ενηυματικζσ λειτουργίεσ, 

κακϊσ και τα λειτουργικά , δομικά μζρθ , τθσ μεταγραφικισ αλυςίδασ και των 

πρωτεϊνϊν .(Γοφναρθσ, 2000) 
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 2.1 Μοριακζσ Σεχνικζσ 

• Μζκοδοσ Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

• Μζκοδοι PCR 

- Amplified fragment length polymorphism (AFLP) 

- Rep-PCR genomic fingerprinting 

- Random amplified polymorphic PCR (RAPD) 

- Arbitrarily primed PCR(AP-PCR) 

- DNA amplification fingerprinting (DAF) 

• Μζκοδοσ Ribotyping 

• Μζκοδοσ Variable Number Tandem Repeats (VNTR) 

• Μζκοδοσ Multilocus Sequence Typing (MLST) 

• Μζκοδοσ Multilocus Variable number of tandem repeat  

Analysis (MLVA) 

 

2.2 Ηλεκτοφόρηςη 

Θ θλεκτροφόρθςθ είναι μια τεχνικι που ξεχωρίηει μόρια ςφμφωνα με το κακαρό 

τουσ φορτίο ςε ζνα θλεκτρικό πεδίο, ςυνικωσ πάνω ςε ςτερεό ι θμιςτερεό μζςο, 

όπωσ το χαρτί ι το άγαρ. Ο Linus Pauling χρθςιμοποίθςε αυτι τθν τεχνικι για να 
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ξεχωρίςει τθν δρεπανοκυτταρικι αιμοςφαιρίνθ από τθν κανονικι και βρικε (με 

ανάλυςθ τθσ ακολουκίασ των αμινοξζων ςτθν πρωτεΐνθ) ότι θ διαφορά ςτισ 

θλεκτροφορθτικζσ  κινθτικότθτασ αυτϊν των πρωτεϊνϊν οφείλεται ςτθ διαφορά ςε 

ζνα μόνο αμινοξφ ςτισ αλυςίδεσ. Ο Walter Gilbert  και ο Allan Mazxam ανάπτυξαν 

μιά θλεκτροκινθτικι τεχνικι που επιτρζπει τον προςδιοριςμό τθσ ακολουκίασ των 

νουκλεοτιδίων  ςε κομμάτια DNA που ζχουν μικοσ μζχρι 100 ηεφγθ βάςεων. Θ 

θλεκτοφόρθςθ ζχει χρθςιμοποιθκεί εκτενϊσ για να γίνει θ διάκριςθ των 

ιςοενηφμων, δθλ. πρωτεϊνϊν που ζχουν ίδιεσ ενηυματικζσ ιδιότθτεσ, αλλά 

διαφζρουν ςτθν δομι. 

Θ θλεκτροφόρθςθ είναι μια μζκοδοσ διαχωριςμοφ μορίων ι ςωματιδίων με πολλζσ 

εφαρμογζσ ςτθν μοριακι βιολογία, βιοχθμεία, πρωτεϊνικι χθμεία, φαρμακολογία, 

εγκλθματολογία κ.ά. Χρθςιμοποιείται κυρίωσ για τον προςδιοριςμό τθσ 

κακαρότθτασ ενόσ δείγματοσ, ποιοτικό και ποςοτικό ζλεγχο, προςδιοριςμό 

μοριακοφ βάρουσ (Μ.Β.) ενϊ ωσ δείγματα μπορεί να είναι οτιδιποτε μπορεί να 

κουβαλάει φορτίο – από ολόκλθρα κφτταρα ζωσ πρωτεΐνεσ, πεπτίδια, νουκλεϊκά 

οξζα (DNA, RNA), αμινοξζα, φαρμακευτικζσ ουςίεσ, οργανικά οξζα και βάςεισ και 

πολλά άλλα. 

Θ βαςική αρχή ςτθρίηεται ςτο φαινόμενο κατά το οποίο φορτιςμζνα μόρια και 

ςωματίδια, μζςα ςε υδάτινα διαλφματα και κάτω από τθν επίδραςθ ενόσ 

θλεκτρικοφ πεδίου, κινοφνται προσ τθν κατεφκυνςθ του θλεκτροδίου με το αντίκετο 

φορτίο. Λόγω των διαφορετικϊν φορτίων και μαηϊν, τα διάφορα μόρια κα 

κινθκοφν με διαφορετικζσ ταχφτθτεσ (κινθτικότθτα). Θ κινθτικότθτα αυτι εξαρτάται 

από τθν ςτακερά pK και το μοριακό βάροσ του φορτιςμζνου ςωματιδίου ενϊ άλλοι 

παράγοντεσ που μποροφν να επθρεάςουν τθν κινθτικότθτα είναι το pH και θ 

ςυγκζντρωςθ του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ (buffer), θ ζνταςθ του θλεκτρικοφ 

πεδίου, θ κερμοκραςία κακϊσ και θ φφςθ του υλικοφ μζςα ςτο οποίο γίνεται 

θ θλεκτροφόρθςθ.  

 Υπάρχουν 3 κφριες ηλεκτροφοριτικζς μζθοδοι: 

 Ηλεκτροφόρηςη (zone electrophoresis – ZE) 

 Ιςοταχήσ ηλεκτροφόρηςη (Isotachophoresis – ITP) 

http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis
http://www.bmlabs-mag.gr/?tag=?????????????
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 Ιςοηλεκτρικόσ εςτιαςμόσ (Isoelectric focusing – IEF) 

 

Θ θλεκτροφόρθςθ μπορεί να γίνει ςε χαρτί, φιλμ και πθκτζσ (gels). Οι πιο γνωςτζσ 

είναι θ θλεκτροφόρθςθ πρωτεϊνϊν και DNA ςε πθκτζσ ακρυλαμίδθσ και αγαρόηθσ, 

αντίςτοιχα. Ραρακάτω κα ακολουκιςει θ περιγραφι τθσ πιο ευρζωσ 

χρθςιμοποιοφμενθσ θλεκτροφορθτικισ μεκόδου πρωτεϊνϊν, τθσ θλεκτροφόρθςθσ 

ςε  πθκτι πολυακρυλαμίδθσ με χριςθ SDS (SDS-PAGE) και τθσ θλεκτροφόρθςθσ δφο 

διαςτάςεων (2-D electrophoresis).  

2.3 Sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) 

Είναι θ πιο αξιόπιςτθ μζκοδοσ για τον διαχωριςμό και ανάλυςθ πρωτεϊνικϊν 

δειγμάτων ενϊ παράλλθλα ςυνδυάηεται εφκολα και αποτελεςματικά με άλλεσ 

μεκόδουσ (π.χ. western blotting, IEF, mass spectrometry). 

Οι  πθκτζσ πολυακριλαμίδθσ είναι χθμικά αδρανισ και διάφανεσ με πόρουσ που 

δθμιουργοφνται από τον πολυμεριςμό των μονομερϊν ακρυλαμίδθσ με το 

αντιδραςτιριο N,N’-methylenebisacrylamide. Το μίγμα (ακρυλαμίδθσ, Tris-

HCl, SDS, APS, TEMED) χφνεται μζςα ςε καλοφπια και οι πθκτζσ μποροφν να είναι 

είτε κυλινδρικζσ (μζςα ςε κυλινδρικοφσ γυάλινουσ ςωλινεσ) ι επίπεδεσ (ανάμεςα 

ςε 2 επίπεδα γυαλιά με ςφραγιςμζνα τα πλαϊνά άκρα τουσ) ενϊ τα δείγματα 

τοποκετοφνται ςε οπζσ (wells) ςτο πάνω μζροσ τθσ πθκτισ. 

Γενικά, ςτθν PAGE οι πθκτζσ μποροφν να καταςκευαςτοφν με ςτακερι ςυγκζντρωςθ 

πολυακρυλαμίδθσ και buffer (continuous buffer systems) ι με τθ δθμιουργία ενόσ 

‘ςυγκεντρωτικοφϋ gel (stacking gel) ακριβϊσ πάνω από το ‘αναλυτικό’ gel (resolving 

gel) (discontinuous buffer systems). Το stacking gel ζχει μικρότερθ ςυγκζντρωςθ 

πολυακρυλαμίδθσ και ςυνεπϊσ μεγαλφτερουσ πόρουσ από το resolving (ι 

separation ι running) gel, ςτο οποίο γίνεται και ο διαχωριςμόσ του δείγματοσ. Οι 

δυο αυτοί παράμετροι, δθλαδι θ διαφορετικι ςυγκζντρωςθ πολυακρυλαμίδθσ και 

buffer επιτρζπει δείγματα με μεγάλουσ όγκουσ να ςυγκεντρωκοφν ςτθν πρϊτθ 

πθκτι (stacking gel) πριν ειςζλκουν ςτθ δεφτερθ πθκτι όπου και κα διαχωριςτοφν. 

Αυτό βελτιϊνει κατά πολφ τθν ανάλυςθ κακϊσ όλο το δείγμα ξεκινάει να αναλφεται 

http://en.wikipedia.org/wiki/Protein_electrophoresis
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_electrophoresis
http://en.wikipedia.org/wiki/Acrylamide
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
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απο το ίδιο ςθμείο. Αντίκετα, τα ςυςτιματα με ςτακερι ςυγκζντρωςθ 

πολυακρυλαμίδθσ και buffer επιβάλλουν τθ ςυγκζντρωςθ του δειγματοσ ςε πολφ 

μικρό όγκο. 

Το 1970, ο Laemmli, ειςιγαγε ζνα ςφςτθμα (Tris-glycine-SDS system) το οποίο 

χρθςιμοποιείται περιςςότερο ςτισ μζρεσ μασ. Στο ςφςτθμα αυτό, το stacking gel  

ζχει pH 6,8 και το δείγμα ‘παγιδεφεται’ ανάμεςα ςε ιόντα Cl-, τα οποία 

προθγοφνται, και μόρια γλυκίνθσ, τα οποία ακολουκοφν, και ζτςι το δείγμα 

ςχθματίηει μια λεπτι μπάντα (band), ςφμφωνα με τισ αρχζσ τθσ ιςοταχισ 

θλεκτροφόρθςθσ. Αυτό ςυμβαίνει διότι θ γλυκίνθ είναι διπολικό ιόν ςε αυτό το 

περιβάλλον, κακϊσ θ τιμι pKa τθσ γλυκίνθσ  είναι αρκετά υψθλότερθ απο το pH του 

gel, και ζτςι θ κινθτικότθτα των μορίων τθσ είναι πολφ χαμθλι.  

Τα ιόντα χλωρίου ζχουν υψθλότερθ κινθτικότθτα και προθγοφνται αλλά δε μποροφν 

να απομακρυνκοφν κακϊσ αφινουν πίςω τουσ κετικά ιόντα δθμιουργϊντασ μια 

διαφορά δυναμικοφ κρατϊντασ τα ςε κοντινι απόςταςθ. Ζτςι ςχθματίηεται μια 

‘ηϊνθ’ μζςα ςτθν οποία βρίςκεται ‘παγιδευμζνο’ το δείγμα. Με λίγα λόγια, θ 

κινθτικότθτεσ των μορίων εξαρτϊνται αποκλειςτικά από το κακαρό τουσ φορτίο και 

όχι από το μζγεκοσ τουσ διότι οι πόροι τθσ πθκτισ είναι αρκετά μεγάλοι.  

Το φαινόμενο αυτό ςτθρίηεται ςτο λεγόμενο Kohlrausch boundary . Πταν θ ‘ηϊνθ’ 

αυτι ειςζλκει ςτο resolving gel, το οποίο ζχει pH 8,8 και μικρότερουσ πόρουσ, θ 

κινθτικότθτα του δείγματοσ μειϊνεται και αυτι των μορίων τθσ γλυκίνθσ   

αυξάνεται  κατά πολφ, κακϊσ ιοντίηονται, και προςπερνάνε τα μόρια του δείγματοσ. 

Από το ςθμείο αυτό (ςτακερό pH και δυναμικό) ξεκινάει ο διαχωριςμόσ των μορίων 

του δείγματοσ. Πλθ θ διαδικαςία τθσ θλεκτροφόρθςθσ γίνεται μζςα ςε buffer (Tris-

Glycine-SDS) με pH περίπου 8,3. 

 Ζνα άλλο πλεονζκτθμα του ςυςτιματοσ Laemmli, είναι θ χριςθ του sodium dodecyl 

sulfate (SDS). Το SDS είναι ζνα ιςχυρό ανιονικό απορρυπαντικό, το οποίο δεςμεφεται 

με τισ πρωτεΐνεσ (1,4g ανά g πρωτεΐνθσ). Αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν αναδιάταξθ 

τθσ τεταρτοταγοφσ και δευτεροταγοφσ δομισ και τθν πρόςδοςθ αρνθτικοφ φορτίου 

ςε όλεσ τισ πρωτεΐνεσ. Το τελευταίο εξαλείφει τθν επιρροι του φορτίου ςτθν 

κινθτικότθτα και οι πρωτεΐνεσ κινοφνται μόνο με βάςθ το Μ.Β. τουσ.  

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_lauryl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_lauryl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_lauryl_sulfate
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Επίςθσ, γίνεται δυνατι θ ανάλυςθ όλων των πρωτεϊνϊν του δείγματοσ κακϊσ τϊρα 

κα κινθκοφν όλεσ προσ το ίδιο θλεκτρόδιο (άνοδο) ενϊ διαφορετικά οι πρωτεΐνεσ με 

ιςοθλεκτρικά ςθμεία (pI) μεγαλφτερα του 6,8 κα μετακινοφνταν προσ τθν κάκοδο 

και κα χάνονταν.( Καρκαλοφςοσ Ρ , Laemmli, U.K.) 

Εικόνα 1: Απεικόνιςη gel με Coomasie Blue. Τα δείγματα (1-9) τοποκετικθκαν ςτο 

πάνω μζροσ του gel και αναλφκθκαν με SDS-PAGE. Θ πρϊτθ και προτελευταία ςτιλθ 

περιζχουν μίγμα πρωτεϊνϊν γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ που χρθςιμοποιοφνται ωσ 

δείκτεσ. Θ ζνταςθ του χρϊματοσ είναι ενδεικτικό τθσ ςυγκζντρωςθσ.  

 

 

 

 
 
 
      

 2.4  Δφο Διαςτάςεων (2-D) Θλεκτροφόρθςθ 
 

 

 

Θ χριςθ δφο ανεξάρτθτων θλεκτροφορετικϊν μεκόδων ζχει αυξιςει κατά πολφ τθν 

δυνατότθτα ανάλυςθσ των πρωτεϊνϊν. Ο πιο κλαςικόσ ςυνδυαςμόσ είναι του 

ιςοθλεκτρικοφ εςτιαςμοφ (IEF) και τθσ SDS- PAGE. 

Αρχικά, ςτθν πρϊτθ διάςταςθ, οι πρωτεΐνεσ διαχωρίηονται με βάςθ το ιςοθλεκτρικό 

τουσ ςθμείο (pI) ενϊ ςτθν δεφτερθ, διαχωρίηονται με βάςθ το Μ.Β. Το αποτζλεςμα 

http://en.wikipedia.org/wiki/Isoelectric_point
http://en.wikipedia.org/wiki/Isoelectric_point
http://en.wikipedia.org/wiki/Isoelectric_point
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τϊρα δεν είναι μια ςειρά από μπάντεσ αλλά βοφλεσ ι κθλίδεσ (spots) 

διαςκορπιςμζνεσ ςτο gel, με τθν κάκε μία να αντιπροςωπεφει μια πρωτεΐνθ. Αυτοφ 

του τφπου ο διαχωριςμόσ, παρζχει τθν καλφτερθ ποιότθτα ανάλυςθσ μζχρι ςιμερα. 

Ο IEF μπορεί να εφαρμοςτεί ςε μόρια τα οποία μποροφν να είναι είτε κετικά ι 

αρνθτικά φορτιςμζνα. Τζτοια μπορεί να είναι οι πρωτεΐνεσ, πεπτίδια και ζνηυμα. Το 

κακαρό φορτίο μιασ πρωτεΐνθσ είναι το άκροιςμα όλων των φορτίων τθσ 

πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ, αλλά θ τριςδιάςτατθ δομι τθσ πρωτεΐνθσ, οι μετα-

μεταφραςτικζσ τροποποιιςεισ ζχουν και αυτζσ ςθμαντικό ρόλο. Για τον διαχωριςμό, 

χρθςιμοποιοφνται ειδικζσ ταινίεσ (strips) με πολφ λεπτά gel αγαρόηθσ ι κυρίωσ 

πολυακρυλαμίδθσ με βακμωτό pH.  

Θ κλίμακα του pH μπορεί να κυμαίνεται απο 3-9 ενϊ ςτο εμπόριο κυκλοφοροφν 

ταινίεσ με ποικιλία ςτθν κλιμάκωςθ του pH (3-5, 5-7 κτλ.) για τθν καλφτερθ ανάλυςθ 

ςυγκεκριμζνων ομάδων πρωτεϊνϊν. Θ δθμιουργία των βακμίδων του pH και θ 

ικανότθτα αξιόπιςτθσ αναπαραγωγισ των πειραμάτων ιταν πάντα ζνα ςθμαντικό 

ηιτθμα για τουσ επιςτιμονεσ.  

Χωρίσ να εμβακφνουμε με κουραςτικζσ πλθροφορίεσ, απλά να αναφερκεί ότι θ 

χριςθ αςκενϊν οξζων και βάςεων, που ονομάηονται Immobilines (ακινθτοποιθτζσ), 

ζχουν εξαλείψει αρκετοφσ από τουσ περιοριςμοφσ που υπιρχαν αρχικά ςτθ 

ςτακερότθτα τθσ βακμωτισ κλίμακασ του pH. Τελικά, εφόςον ολοκλθρωκεί ο IEF, οι 

διαχωριςμζνεσ (κατα pI) πρωτεΐνεσ, διαχωρίηονται περαιτζρω με PAGE με βάςθ το 

Μ.Β. 

H 2D θλεκτροφόρθςθ, αν και είναι δφςκολθ ςτθ χριςθ τθσ και απαιτείται μεγάλθ 

ποςότθτα δείγματοσ, χρθςιμοποιείται ςυνεχϊσ ςτον κλάδο τθσ Ρρωτεομικισ, με 

ςκοπό τθν ςφγκριςθ ολόκλθρων πρωτεΐνωμάτων και τθν ταυτοποίθςθ πρωτεϊνϊν 

που ςυμβάλλουν ςτθν διάγνωςθ, πορεία και κεραπεία διαφόρων αςκενειϊν. 

Θεωρείται θ τεχνικι που παρζχει τθν καλφτερθ ανάλυςθ ςτισ μζρεσ μασ, παρόλο το 

γεγονόσ ότι ζνασ αρικμόσ πρωτεϊνϊν χάνεται (αυτζσ με pI <3 και >9). ( Simpson, 

R.J.2003) 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Posttranslational_modification
http://en.wikipedia.org/wiki/Posttranslational_modification
http://en.wikipedia.org/wiki/Proteome
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Εικόνα 2: 2D θλεκτροφόρθςθ  
 

 
 

2.5 Απεικόνιςη Πρωτεϊνϊν 

Μετά τθν ολοκλιρωςθ τθσ θλεκτροφόρθςθσ, οι πρωτεΐνεσ δεν φαίνονται και το 

αποτζλεςμα είναι ζνα διάφανο gel, όπωσ ακριβϊσ και ζνα ‘αδειο’ gel. Θ απεικόνιςθ 

των πρωτεϊνϊν επιτρζπεται με τθ χριςθ διαφόρων χρωςτικϊν, οι οποίεσ δίνουν τθν 

δυνατότθτα ανίχνευςθσ από 2-300 ng πρωτεΐνθσ. Θ επιλογι τθσ κατάλλθλθσ 

χρωςτικισ εξαρτάται από τθν ευαιςκθςία που απαιτείται άλλα κυρίωσ από τθν 

ςυμβατότθτα τθσ χρωςτικισ με τεχνικζσ που κα ακολουκιςουν τθν θλεκτροφόρθςθ. 

Από αυτζσ, μερικά παραδείγματα είναι: 

Coomassie Brilliant Blue – ευαιςκθςία ζωσ 30 ng. 
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Colloidal Coomassie Blue – ευαιςκθςία ζωσ 10 ng. 

Zinc-imidazole – ευαιςκθςία ζωσ 2 ng. 

Silver stain – ευαιςκθςία ζωσ 2 ng. 

SYPRO Ruby – ευαιςκθςία ζωσ 1 ng. 

( Simpson, R.J.2003) 

 

 

3.1 Αλυςιδωτή αντίδραςη πολυμεράςησ (PCR) 

Θ αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (αγγλ.: PCR, εκ του polymerase chain 

reaction) είναι μία μζκοδοσ βιοχθμείασ και μοριακισ βιολογίασ για τθν απομόνωςθ 

και τον πολλαπλαςιαςμό μίασ αλλθλουχίασ DNA, μζςω τθσ ενηυμικισ 

αναπαραγωγισ του DNA χωρίσ τθ χριςθ ηωντανϊν μικροοργανιςμϊν όπωσ το 

βακτιριο E. coli ι οι ηφμεσ. 

Θ PCR είναι μία in vitro μζκοδοσ και μπορεί να πραγματοποιθκεί χωρίσ 

περιοριςμοφσ ςτθ μορφι του χρθςιμοποιοφμενου DNA. Μπορεί ακόμα να 

διαφοροποιθκεί εκτενϊσ για τθν πραγματοποίθςθ ποικίλων μεκόδων γενετικισ 

επζμβαςθσ. Με τθ χριςθ τθσ ςυγκεκριμζνα κραφςματα DNA μποροφν να 

κλωνοποιθκοφν ςε ζναν δοκιμαςτικό ςωλινα απουςία ηωντανϊν κυττάρων. 

Ουςιαςτικά είναι μια πολφ γριγορθ και οικονομικι τεχνικι που χρθςιμοποιείται για 

να πολλαπλαςιάςει με ακρίβεια μικρά τμιματα του DNA. Κάτι τζτοιο είναι 

απαραίτθτο γιατί για να γίνει ανάλυςθ των μεταλλάξεων ι των πολυμορφιςμϊν ςε 

μοριακό επίπεδο, είναι απαραίτθτεσ αρκετά μεγάλεσ ποςότθτεσ του DNA. 

Απομονωμζνα τμιματα DNA κα ιταν αδφνατο να μελετθκοφν επαρκϊσ χωρίσ τθν 

μζκοδο τθσ PCR 



19 
 

 

 

Αναπτφχκθκε το 1983 από τον Kary Mullis   θPCR είναι πλζον μια κοινι και ςυχνά 

απαραίτθτθ τεχνικι που χρθςιμοποιείται ςε ιατρικά και βιολογικά  ερευνθτικά 

εργαςτιρια για μια ποικιλία εφαρμογϊν.  Αυτά περιλαμβάνουν το DNA 

κλωνοποίθςθσ  για αλλθλουχίεσ , με βάςθ το DNA ,θ λειτουργικι ανάλυςθ 

των γονιδίων,  θ διάγνωςθ κλθρονομικϊν αςκενειϊν , ο εντοπιςμόσ των γενετικϊν 

αποτυπωμάτων και θ ανίχνευςθ και διάγνωςθ των λοιμωδϊν νόςων . Το 1993,ςτον  

Mullis απονεμικθκε το Βραβείο Νόμπελ Χθμείασ μαηί με τον Michael Smith για τθν 

εργαςία του ςχετικά με τθ μζκοδο PCR. 

 

3.2 Διαδικαςία 

Για τον πολλαπλαςιαςμό ενόσ τμιματοσ DNA χρθςιμοποιϊντασ τθν PCR, το δείγμα 

του DNA αρχικά κερμαίνεται ζτςι ϊςτε να αποδιαταχκεί το δίκλωνο DNA και να 

διαχωριςτεί ςε δυο μονόκλωνα τμιματα. Στθ ςυνζχεια ζνα ζνηυμο, το οποίο λζγεται 

πολυμεράςθ TAQ, ςυνκζτει δυο ςυμπλθρωματικοφσ κλϊνουσ DNA 

χρθςιμοποιϊντασ τουσ αρχικοφσ κλϊνουσ ωσ πρότυπα (μιτρεσ). Αυτι θ διαδικαςία 

καταλιγει ςτον πολλαπλαςιαςμό του DNA, με κάκε ζνα από τα καινοφργια μόρια να 

περιζχει ζναν παλιό και ζναν καινοφργιο κλϊνο DNA. Ο κφκλοσ αυτόσ αποδιάταξθσ 

και ςφνκεςθσ νζου DNA μπορεί να επαναλθφκεί πολλζσ φορζσ, ςυνικωσ 30 ι 40 

φορζσ, καταλιγοντασ ςτο ςχθματιςμό περιςςότερων από 1 διςεκατομμφριο 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=el&langpair=en%7Cel&rurl=translate.google.gr&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis&usg=ALkJrhiadxetEg2MHTZPGCVfJH5NWIH2WQ
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ακριβϊν αντιγράφων του αρχικοφ τμιματοσ του DNA. Το υπόλοιπο γονιδίωμα δεν 

πολλαπλαςιάηεται, και ζτςι δεν ανιχνεφεται με τισ μοριακζσ τεχνικζσ.  

Σιμερα, θ όλθ διαδικαςία τθσ PCR ζχει αυτοματοποιθκεί και με τα καινοφργια και 

τελειότερα μθχανιματα μπορεί να τελειϊςει ςε λίγεσ μόνο ϊρεσ. Θ όλθ διαδικαςία 

των κφκλων τθσ κζρμανςθσ και τθσ μείωςθσ τθσ κερμοκραςίασ προγραμματίηεται 

από ζνα μθχάνθμα το οποίο ονομάηεται κερμικόσ κυκλοποιθτισ (PCR thermal 

cycler) και το οποίο ζχει τθ δυνατότθτα να αυξομειϊνει τθν κερμοκραςία τθσ 

αντίδραςθσ κάκε λίγα λεπτά ι δευτερόλεπτα, ζτςι ϊςτε να επιτρζψει τθ ςφνκεςθ 

νζων τμθμάτων DNA. Επίςθσ, είναι πολφ ςθμαντικό να ζχουν κακοριςτεί επακριβϊσ 

από τον ερευνθτι οι χθμικζσ ςυνκικεσ υπό τισ οποίεσ κα γίνει ο πολλαπλαςιαςμόσ 

του DNA, κακϊσ και να ζχει γίνει θ ςφνκεςθ των ολιγονουκλεοτιδίων που κα 

ξεκινιςουν τθν αντίδραςθ (εκκινθτζσ ι DNA primers) τα οποία πρζπει να ζχουν ζτςι 

ςχεδιαςτεί ϊςτε να είναι απόλυτα ςυμπλθρωματικά ςτα άκρα των γονιδιακϊν 

τόπων που μασ ενδιαφζρουν.           

                                       

Ραραγωγι πολυάρικμων αντιγραφϊν ενόσ γονιδίου (κλωνοποίθςθ γονιδίου) 

μπορεί να γινει με τθν ειςαγωγι του ςε ζνα βακτιριο και εν ςυνεχεία τθν 

κλωνοποίθςθ  του βακτθρίου. Θ διαδικαςία αφτθ πζραν του οτι ειναι επίπονθ 

απαιτεί τθν φπαρξθ πολλϊν αρχικϊν αντιγράφων του γονιδίου, ϊςτε να 

μεγιςτοποιθκεί και θ πικανότθτα ενςωμάτωςισ τουσ ςτα βακτιρια. Αντικζτωσ με 

τθν τεχνικι που ανζπτυξε ςτα 1983 ο Kary Mullis  είναι δυνατι θ παραγωγι 

πολυάρικμων αντιγράφων ενόσ μορίου DNA (γονιδίου) ςε ςφντομο χρονικό 

διάςτθμα, ακόμθ και αν υπάρχει ςτθ διάκεςι μασ ζνα μόνο αρχικό μόριο DNA. Θ 

μζκοδοσ ονομάςτθκε αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ διότι 

κάνει δυνατι τθν διαδοχικι παραγωγι πολυάρικμων μορίων DNA in vitro με τθ 

χρθςιμοποίθςθ τθσ DNA πολυμεράςθσ.( Chamberlain, J.S. 1990) 

 

3.3 υςκευή Real- time PCR  

H PCR ςε πραγματικό χρόνο (Real time PCR) αποτελεί ςιμερα ζνα από τα πιο 

βαςικά εργαλεία για τθν ανίχνευςθ και τον ποςοτικό προςδιοριςμό DNA και RNA. 



21 
 

Το μεγαλφτερο πλεονζκτθμα τθσ μεκόδου είναι το χαμθλό κόςτοσ, θ άμεςθ 

παρατιρθςθ των αποτελεςμάτων ςε πραγματικό χρόνο και θ δυνατότθτα άμεςθσ 

ποςοτικοποίθςθσ των δειγμάτων.  

Θ διαδικαςία ζχει ωσ εξισ 

1. Το αρχικό δείγμα DNA που κζλουμε να το αντιγράψουμε αναμιγνφεται 

μεδεςοξυριβονουκλεοτίδια και των 4 βάςεων, DNA πολυμεράςθ και 

ολιγονουκλεοτίδια τμιματα που είναι ςυμπλθρωματικά των 3ϋάκρων των κλϊνων 

του DNA που κζλουμε να αντιγράψουμε (οπότε θ αλλθλουχία ςτα ακρα πρζπει να 

είναι γνωςτι). Αυτά τα  ολιγονουκλεοτίδια παίηουν ρόλο πρωταρχικϊν 

τμθμάτων, κακϊσ ςτθν in vitro διαδικαςία δεν μποροφν να ςυντεκοφν. 

. 

 
 

2. Ο δοκιμαςτικόσ ςωλινασ ςτον οποίο υπάρχει το μείγμα κερμαίνεται ςτουσ 

950οC, ϊςτε να ςπάςουν οι δεςμοί υδρογόνου (in vivo τθν εργαςία αυτι κα τθν 

ανελάμβανε θ ελικάςθ). Ζτςι το DNA αποδιατάςςεται. Στθ κερμοκραςία 

αυτι φυςιολογικά θ DNA πολυμεράςθ κα υφίςταται μετουςίωςθ. Αυτό 

αποφεφγεται με τθ χρθςιμοποίθςθ ενόσ είδουσ πολυμεράςθσ που είναι 

κερμοανκεκτικι. Θ πολυμεράςθ αυτι προζρχεται από το κερμόφιλο 

βακτιριο  Thermus aquaticus που επιβιϊνει ςε κερμοκραςία 

90οC ςτισ κερμοπθγζσ. 

3. Στθ ςυνζχεια το μείγμα ψφχεται ςτουσ 40οC ϊςτε να γίνει 

υβριδοποίθςθ μεταξφ των ολιγονουκλεοτιδίων και των ςυμπλθρωματικϊν 

ωσ προσ αυτά άκρων των δφο κλϊνων. Το μείγμα όμωσ πρζπει να 
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κερμανκεί εκ νζου ςτθ κερμοκραςία των  72οC κακϊσ ςτθ κερμοκραςία αυτι 

το ζνηυμο λειτουργεί άριςτα 

4.    Ζτςι το αρχικό μόριο ζχει αντιγραφεί ςε δφο κυγατρικά. Θ διαδικαςία από το 2 

ωσ και το 3ο βιμα επαναλαμβάνεται για 20 με 30 φορζσ με αποτζλεςμα 

τθν παραγωγι πολλϊν αντιγράφων του αρχικοφ μορίου. (BIOER TECHONOLOGY 

CO., LTD MANUAL) 

 

Σχθματικά: 

 

 

 

 

 
 

 Θ κεντρικι επιςτθμονικι ιδζα που κακιςτά τθν PCR χριςιμθ είναι θ εξισ: Το 

γενετικό υλικό κάκε ηϊντοσ οργανιςμοφ –φυτοφ ι ηϊου, βακτθρίου ι ιοφ- τισ 



23 
 

περιςςότερεσ φορζσ DNA, καμιά φορά RNA, είναι μοναδικό και ειδικά παρόν μόνο 

ςτο δικό του είδοσ. Ρράγματι, πολφπλοκοι οργανιςμοί όπωσ τα ανκρϊπινα όντα, 

περιζχουν ςειρζσ DNA που είναι αποκλειςτικά παροφςεσ μόνο ςε ςυγκεκριμζνα 

άτομα. Αυτζσ οι μοναδικζσ διαφοροποιιςεισ κακιςτοφν δυνατι τθν ανίχνευςθ τθσ 

προζλευςθσ του γενετικοφ υλικοφ, προςδιορίηοντασ με ακρίβεια τουλάχιςτον, από 

ποιο είδοσ οργανιςμοφ προζρχεται, και ςυχνά ποιο ςυγκεκριμζνο μζλοσ αυτοφ του 

είδουσ. Μια τζτοια ζρευνα προχποκζτει ότι αρκετό από το υπό μελζτθ DNA είναι 

διακζςιμο για ανάλυςθ. Θ PCR χρθςιμοποιεί τθ φυςικι λειτουργία ενηφμων 

γνωςτϊν ωσ πολυμεράςεσ. Αυτά τα ζνηυμα είναι παρόντα ςε όλα τα ζμβια όντα, και 

ο ρόλοσ τουσ είναι θ αντιγραφι του γενετικοφ υλικοφ. Θ PCR απαιτεί το DNA ι το 

RNA προσ αντιγραφι και δυο ολιγονουκλεοτιδικοφσ  εκκινθτζσ ι μόρια ζναρξθσ 

ϊςτε να ξεκινιςει θ διαδικαςία τθσ αντιγραφισ. Οι εκκινθτζσ είναι μονόκλωνεσ 

αλυςίδεσ μικροφ μικουσ των τεςςάρων βάςεων. Υπάρχουν τρία βαςικά βιματα 

ςτθν PCR. Ρρϊτον, το ηθτοφμενο γενετικό υλικό πρζπει να μετουςιωκεί- δθλαδι 

αποδιάταξθ τθσ ζλικασ- με κζρμανςθ ςτουσ 90-96 C 

Το δεφτερο βιμα είναι ο υβριδιςμόσ των ολιγονουκλεοτιδικϊν  εκκινθτϊν ςτισ 

ςυμπλθρωματικζσ ακολουκίεσ. Τζλοσ, γίνεται ςφνκεςθ του DNA με τθ δράςθ τθσ 

πολυμεράςθσ. Φυςικά, μποροφν να προκφψουν τεχνικά προβλιματα με τθν PCR. Το 

ςθμαντικότερο είναι θ επιμόλυνςθ του δείγματοσ με εξωτερικό γενετικό υλικό, από 

όπου κα μποροφςαν να προκφψουν αναρίκμθτα αντίγραφα κατάλλθλου DNA.Θ 

μζκοδοσ τθσ PCR είναι ιδιαίτερα χριςιμθ γιατί από τθ ςτιγμι που κα 

πολλαπλαςιαςτοφν τα τμιματα του DNA, μποροφν να αναλυκοφν με πολλζσ 

εργαςτθριακζσ τεχνικζσ. Για παράδειγμα, οι περιςςότερεσ τεχνικζσ τθσ 

χαρτογράφθςθσ του DNA που χρθςιμοποιοφνται ςτθν αποκωδικοποίθςθ του 

ανκρϊπινου γονιδιϊματοσ (Human Genome Project) ςτθρίηονται πάνω ςτθν τεχνικι 

PCR. Επίςθσ, θ PCR είναι πολφ χριςιμθ ςε πολλζσ καινοφργιεσ μεκόδουσ, όπωσ το 

DNA FingerPrinting, θ διάγνωςθ βακτθριδίων και ιϊν και θ διάγνωςθ γενετικϊν 

ανωμαλιϊν. Θ δφναμθ τθσ PCR είναι τζτοια που είναι δυνατόν να γίνει ανάλυςθ από 

το γενετικό υλικό ενόσ και μόνο κυττάρου.  

Μετά τθν πρϊτθ ανακοίνωςθ για τθν PCR, θ τεχνικι διαδόκθκε ςτθν επιςτθμονικι 

κοινότθτα με τθν ταχφτθτα αλυςιδωτισ αντίδραςθσ. Κακϊσ όλο και περιςςότεροι 
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επιςτιμονεσ ιρκαν ςε επαφι με τθν PCR, ειςιγαγαν μετατροπζσ τθσ μεκόδου και 

χρθςιμοποίθςαν τθν τεχνικι ςε νζεσ αςκζνειεσ και με νζουσ τρόπουσ. Σε πολφ μικρό 

χρονικό διάςτθμα θ PCR ζγινε μια τεχνικι ρουτίνασ για τθν ζρευνα και 

ακολοφκθςαν και οι πρακτικζσ τθσ εφαρμογζσ.  

Θ PCR μπορεί επίςθσ να χρθςιμοποιθκεί για τθν ανίχνευςθ γενετικοφ υλικοφ ενόσ 

μικροοργανιςμοφ που ζχει προςβάλλει τον άνκρωπο. Τα ςυνθκιςμζνα τεςτ που 

χρθςιμοποιοφνται όπωσ θ καλλιζργεια των μικροοργανιςμϊν ι τθν χριςθ 

αντιςωμάτων μπορεί να δϊςουν αποτελζςματα ι είναι ιδιαίτερα περίπλοκα. Θ 

μζκοδοσ τθσ PCR είναι μια γριγορθ και πολφ απλι εναλλακτικι λφςθ. Ραράδειγμα 

αποτελεί θ περίπτωςθ εφαρμογισ τθσ για τθν διάγνωςθ του ιοφ του AIDS. Θ PCR 

μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για να ανιχνεφςει το μικρό ποςοςτό των κυττάρων τα 

οποία ζχουν μολυνκεί με τον ιό HIV. Ζτςι μετά τον ειδικό πολλαπλαςιαςμό του 

γονιδιακοφ τόπου του HIV και θλεκτροφόρθςθ, θ παρουςία ενόσ προϊόντοσ τθσ PCR 

του ςωςτοφ μεγζκουσ ςθματοδοτεί τθν παρουςία τθσ αλλθλουχίασ του HIV και 

ςυνεπϊσ τθν μόλυνςθ από HIV. Θ ανιχνευτικι ικανότθτα τθσ PCR είναι τόςο μεγάλθ 

που μποροφμε να πάρουμε αποτζλεςμα ακόμα και από δείγματα DNA τα οποία 

ζχουν ςχεδόν καταςτραφεί και πολφ ςυχνά και από ζνα μόνο κφτταρο. Σιμερα 

ζχουμε ιδθ χρθςιμοποιιςει τθν PCR με τον πολλαπλαςιαςμό DNA από μερικζσ 

αςυνικιςτεσ πθγζσ όπωσ ηϊα τα οποία ζχουν πια εξαφανιςτεί, από Αιγυπτιακζσ 

μοφμιεσ, από ζνα τερμίτθ 3.000.000 ετϊν ο οποίοσ είχε φυλακιςτεί μζςα ςε 

ιλεκτρο.  

Θ ανακάλυψθ τθσ PCR μεταμόρφωςε ουςιαςτικά μζςα ςε μια νφχτα ολόκλθρεσ 

μουςειακζσ ςυλλογζσ βιολογικϊν ευρθμάτων μζςα ςε κθςαυροφσ γενετικισ 

πλθροφορίασ για τθν εξζλιξθ, εξαφάνιςθ και ςθμερινι πορεία των ειδϊν. Οι 

εξελικτικοί βιολόγοι χρθςιμοποιοφν αυτά τα δείγματα και τθν μζκοδο τθσ PCR για 

να διερευνιςουν τισ γενετικζσ διαςυνδζςεισ ςτον οργανιςμό μεταξφ διαφόρων 

ειδϊν τϊρα και ςτο παρελκόν.( BIOER TECHONOLOGY CO., LTD)  
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4.1 Χρωμόςωμα 

Το χρωμόςωμα είναι μια οργανωμζνθ δομι DNA και πρωτεϊνϊν που βρίςκεται ςτα 

κφτταρα. Είναι ζνα μοναδικό κομμάτι περιελιγμζνου DNA που περιλαμβάνει πολλά 

γονίδια και άλλεσ ακολουκίεσ νουκλεοτιδίων. Τα χρωμοςϊματα περιζχουν τισ 

ςυνδεδεμζνεσ πρωτεΐνεσ, οι οποίεσ χρθςιμεφουν για να ςυςκευάςουν το DNA και 

να ελζγξουν τισ λειτουργίεσ του. Θ λζξθ χρωμόςωμα προζρχεται από τισ λζξεισ 

χρϊμα και ςϊμα και το όνομα που οφείλεται ςτθν ιδιότθτα του χρωμοςϊματοσ να 

χρωματίηεται πολφ ζντονα από ιδιαίτερεσ χρωςτικζσ ουςίεσ. 

Τα χρωμοςϊματα ποικίλλουν μεταξφ διαφορετικϊν οργανιςμϊν. Το μόριο DNA 

μπορεί να είναι κυκλικό ι γραμμικό, και μπορεί να αποτελείται από 10.000 ζωσ 

1.000.000.000 νουκλεοτίδια, ςε μια μακριά αλυςίδα. Χαρακτθριςτικά τα 

ευκαρυωτικά κφτταρα (κφτταρα που περιζχουν ςχθματιςμζνο πυρινα) ζχουν 

μεγάλα, γραμμικά χρωμοςϊματα. Τα προκαρυωτικά κφτταρα (κφτταρα χωρίσ 

ςχθματιςμζνο πυρινα) ζχουν μικρότερα κυκλικά χρωμοςϊματα, αν και υπάρχουν 

πολλζσ εξαιρζςεισ ςε αυτόν τον κανόνα. Επιπλζον, τα κφτταρα μποροφν να 

περιζχουν περιςςότερουσ από ζναν τφπουσ χρωμοςϊματοσ, για παράδειγμα τα 

μιτοχόνδρια ςτα περιςςότερουσ ευκαρυωτικά κφτταρα, και επίςθσ οι χλωροπλάςτεσ 

των φυτϊν διακζτουν το δικό τουσ DNA, γι' αυτό και αποκαλοφνται θμιαυτόνομα 

οργανίδια. 
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Στθν πράξθ «χρωμόςωμα» είναι ζνασ μάλλον αόριςτα κακοριςμζνοσ όροσ. Στα 

προκαρυωτικά κφτταρα ζνα μικρό κυκλικό μόριο DNA ονομάηεται 

είτε πλαςμίδιο είτε μικρό χρωμόςωμα. Αυτά τα μικρά κυκλικά γονιδιϊματα 

βρίςκονται επίςθσ ςτα μιτοχόνδρια και ςτουσ χλωροπλάςτεσ, απεικονίηοντασ τθ 

βακτθριακι προζλευςι τουσ. Τα απλοφςτερα χρωμοςϊματα βρίςκονται ςτουσ ιοφσ: 

αυτά τα μόρια DNA ι RNA είναι κοντά γραμμικά ι κυκλικά χρωμοςϊματα που 

ςτεροφνται ςυχνά οποιεςδιποτε δομικζσ πρωτεΐνεσ. 

 

4.2 Γενετική ςφνδεςη 

Στθν αρχι τθσ  φυςιολογικισ μείωςθσ, ζνα ηευγάρι χρωμοςωμάτων, που 

αποτελείται από ζνα πατρικό και ζνα μθτρικό χρωμόςωμα, διαςταυρϊνονται και 

ανταλλάηουν χρωμοςωμικά τμιματα. Το ηευγάρι ςτθν ςυνζχεια διαςπάται για να 

δθμιουργιςει δυο χρωμοςϊματα με νζο ςυνδυαςμό γονιδίων που ποικίλει 

ανάλογα με τον ςυνδυαςμό που παρζχεται από τουσ γονείσ. Ζτςι παράγονται 

απόγονοι με νζουσ ςυνδυαςμοφσ πατρικϊν και μθτρικϊν χαρακτιρων πράγμα που 

ευνοεί τθν γενετικι ποικιλομορφία και ωσ κατ επζκταςθ τθν επιβίωςθ. Αυτι θ 

διαδικαςία, που ονομάηεται επιχιαςμόσ του DNA, μπορεί να οδθγιςει γονίδια  που 

αρχικά βρίςκονταν ςτο ίδιο χρωμόςωμα να απομονωκοφν και να καταλιξουν ςε 

διαφορετικά κυγατρικά κφτταρα.  

Μάλιςτα όςο πιο μακριά πάνω ςτο χρωμόςωμα βρίςκονται τα δυο τόςο πιο μεγάλθ 

είναι θ πικανότθτα να ςυμβεί επιχιαςμόσ μεταξφ τουσ και άρα να απομονωκοφν. Θ 

ςχετικι απόςταςθ μεταξφ δυο γονιδίων μπορεί να υπολογιςτεί βρίςκοντασ το 

ποςοςτό των απογόνων οργανιςμϊν, που εμφανίηουν δυο ςυνδεδεμζνα γενετικά 

χαρακτθριςτικά, ςτουσ οποίουσ τα δυο αυτά χαρακτθριςτικά δεν εμφανίηονται μαηί. 

Πςο πιο μεγάλο είναι αυτό το ποςοςτό τόςο πιο μακριά πάνω ςτο χρωμόςωμα 

βρίςκονται τα δυο αυτά γονίδια. Αν το ποςοςτό αυτό είναι μικρότερο από 50 % 

κεωροφμε ότι τα δυο γονίδια είναι ςυνδεδεμζνα. Ζνασ άλλοσ τρόποσ κατανόθςθσ 

τθσ γενετικισ ςφνδεςθσ είναι θ μελζτθ των ςχζςεων μεταξφ των φαινοτφπων των 

οργανιςμϊν. 

http://el.wikipedia.org/wiki/?????????
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Στθν περίπτωςθ που οι φαινότυποι ι τα χαρακτθριςτικά εμφανίηονται τυχαία ςτα 

άτομα ενόσ είδουσ θ πειραματικοφ πλθκυςμοφ ζχουμε τον ανεξάρτθτο διαχωριςμό 

των γονίδιων όπωσ αυτόσ προβλζπεται από τον δεφτερο νόμο του Mendel. Στθν 

περίπτωςθ αυτι τα γονίδια που κακορίηουν το χαρακτθριςτικό που μελετάμε ι 

βρίςκονται ςε διαφορετικά χρωμοςϊματα ι ςτο ίδιο χρωμόςωμα αλλά ςε μεγάλθ 

απόςταςθ μεταξφ τουσ. Αντίκετα αν υπάρχει ςυςχζτιςθ ςτθν κλθρονόμθςθ 

διαφόρων χαρακτθριςτικϊν ι φαινοτφπων ζχουμε τθν γενετικι ςφνδεςθ και τα 

γονίδια βρίςκονται ςε μικρι μεταξφ τουσ απόςταςθ πάνω ςτο ίδιο χρωμόςωμα και 

κλθρονομοφνται ςαν ενιαίεσ μονάδεσ που ονομάηονται ομάδεσ ςφνδεςθσ. 

Ραράδειγμα ςυνδεδεμζνων γονιδίων ςτθν φρουτόμυγα είναι τα γονίδια του 

χρϊματοσ των ματιϊν και του μικουσ των φτερϊν. ( Paux E, Sourdille P, Salse J, 

2008) 

 

 

 

 

4.3 Χάρτεσ ςφνδεςησ 

Οι χάρτεσ ςφνδεςθσ φτιάχνονται βρίςκοντασ τισ αποςτάςεισ ανάμεςα ςε ζνα αρικμό 

χαρακτθριςτικϊν, που ελζγχονται από γονίδια του ίδιου χρωμοςϊματοσ, 

παραλείποντασ τα μεταξφ τουσ κενά ϊςτε να αποφφγουμε τισ ανακρίβειεσ που 

οφείλονται ςτουσ διάφορουσ αναςυνδυαςμοφσ. Ρρόκειται για γενετικοφσ χάρτεσ 

ενόσ είδουσ ι πειραματικοφ πλθκυςμοφ που δείχνουν τισ κζςεισ γνωςτϊν γονιδίων 

ι δεικτϊν που είναι ςυγγενικά μεταξφ τουσ όςον αφορά τθν ςυχνότθτα 

αναςυνδυαςμοφ και δεν εκφράηουν τισ φυςικζσ αποςτάςεισ μεταξφ τουσ.  

Οι χάρτεσ αυτοί είναι πολφ χριςιμοι ςτθν μελζτθ τθσ κζςεισ γονιδίων που 

προκαλοφν γενετικζσ αςκζνειεσ. Οι χάρτεσ ςφνδεςθσ βαςίηονται ςτισ ςυχνότθτεσ 

αναςυνδυαςμοφ μεταξφ δεικτϊν κατά τον επιχιαςμό των ομόλογων 

χρωμοςωμάτων. Πςο μεγαλφτερθ είναι αυτι θ ςυχνότθτα τόςο πιο μακριά πάνω 

ςτο χρωμόςωμα κεωροφμε ότι βρίςκονται οι δείκτεσ αυτοί. Αντίκετα, όςο 

μικρότερθ είναι θ ςυχνότθτα τόςο μικρότερθ είναι και θ φυςικι τουσ απόςταςθ. Ωσ 

δείκτεσ χρθςιμοποιικθκαν κυρίωσ μθ κωδικοποιθτικζσ αλλθλουχίεσ DNA όπωσ το 
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μικροδορυφορικό DNA ι τα RFLPs. Οι χάρτεσ ςφνδεςθσ βοθκοφν επίςθσ τουσ 

ερευνθτζσ να εντοπίςουν τισ κζςεισ άλλων δεικτϊν όπωσ άλλων γονιδίων 

ελζγχοντασ τθν γενετικι ςφνδεςθ μεταξφ των ιδθ γνωςτϊν δεικτϊν. 

 

 

 
 

 

4.4 RFLP 

Mε τθν κλωνοποίθςθ πολλϊν τυχαίων περιοχϊν ενόσ γονιδιϊματοσ  (π.χ.  του 

ανκρϊπου)  και τθν χρθςιμοποίθςι τουσ ςαν ανιχνευτζσ ςε γενωμικά Southern 

blots διαπιςτϊκθκε ότι μία περιοχι μπορεί να μθν δείχνει το ίδιο πρότυπο 

κραυςμάτων περιοριςμοφ ςε όλα τα άτομα ενόσ πλθκυςμοφ -  αυτι θ 

ποικιλομορφία λζγεται restriction fragment length polymorphism ι RFLP.  Tο αίτιο 

αυτοφ του φαινομζνου είναι θ τυχαία ποικιλομορφία τθσ DNA αλλθλουχίασ μιάσ 

περιοχισ θ οποία ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ είναι χωρίσ φαινοτυπικό 

αποτζλεςμα.  Mία τζτοια ςιωπθλι ποικιλομορφία μπορεί να γίνει ορατι με 

Southern blot όταν ςυμπζςει με κάποια περιοριςτικι κζςθ και ζτςι τθν καταςτρζψει  

(ι αντίςτροφα όταν δθμιουργιςει νζα περιοριςτικι κζςθ ςε κάποιο ςθμείο).  
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Mία RFLP είναι ςτθν ουςία γενετικόσ δείκτθσ, και προζρχεται από ζνα ςυγκεκριμζνο 

ςθμείο ςε ζνα χρωμόςωμα.  Eτςι θ ςυχνότθτα αναςυνδυαςμοφ μεταξφ 

αλλθλομόρφων μιάσ RFLP και ενόσ γονιδίου (με ορατό φαινότυπο) ι μεταξφ δφο 

διαφορετικϊν RFLPs μασ δίνει πλθροφορία για τθν ςφνδεςθ των δφο τόπων.  Tα 

μεγάλα γονιδιϊματα των κθλαςτικϊν ςε ςυνδυαςμό με τθν ανεφικτότθτα κλαςικισ 

γενετικισ ανάλυςθσ μεγάλθσ κλίμακασ κακιςτοφν τθν καταςκευι γενετικϊν χαρτϊν 

δφςκολθ. Ζτςι με τθν χαρτογράφθςθ RFLPs ζχουν καταςκευαςκεί λεπτομερείσ 

γενετικοί χάρτεσ. 

Mία κφρια χριςθ τθσ γενετικισ χαρτογράφθςθσ με RFLPs είναι θ προγεννθτικι 

διάγνωςθ γενετικϊν αςκενειϊν.  Oριςμζνεσ τζτοιεσ αςκζνειεσ  (π.χ. αςκζνεια του 

Huntington) ζχουν χαρτογραφθκεί κοντά ςε κάποια RFLP  και θ παρουςία ενόσ 

αλλθλόμορφου τθσ ςυγκεκριμζνθσ RFLP είναι ενδεικτικι για τθν παρουςία του 

μεταλλαγμζνου γονιδίου που είναι υπεφκυνο για τθν πακολογικι κατάςταςθ.  Για 

τζτοια διάγνωςθ δεν είναι απαραίτθτο να ζχει κλωνοποιθκεί το γονίδιο υπεφκυνο 

για τθν αςκζνεια, απλά να ζχει χαρτογραφθκεί γενετικά.  Απαιτείται όμωσ γνϊςθ 

τθσ γενεαλογίασ του πικανοφ πάςχοντα / φορζα, ϊςτε να μπορεί να ςυςχετιςκεί το 

αλλθλόμορφο τθσ RFLP  με τον φαινότυπο τθσ αςκζνειασ. Φυςικά πάντα υπάρχει  

(μικρι)  πικανότθτα λάκοσ διάγνωςθσ,  γιατί μπορεί να ζχει λάβει χϊρα 

ςυνδυαςμόσ μεταξφ του RFLP  τόπου και του γονιδίου τθσ αςκενείασ  (γι’ αυτό 

επιλζγονται RFLPs που είναι ςτενά ςυνδεμζνα με το γονίδιο υπό ζρευνα). (CONNOR 

M., FERGUSON M. 2004) 

 

 

 

4.5 Μικροδορυφορικοί Δείκτεσ 

 

Μικροδορυφόροι, επίςθσ γνωςτι ωσ απλζσ επαναλιψεισ Ακολουκίασ (SSRS) ι 

ςφντομεσ διαδοχικζσ επαναλιψεισ (STRs), επαναλαμβάνοντασ τα ακολουκίεσ 2-6 

ηεφγθ βάςεων του DNA . 
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Χρθςιμοποιοφνται ωσ μοριακοί δείκτεσ ςτθ γενετικι, για τθν ςφνδεςθ, τθ 

διαφοροποίθςθ των πλθκυςμϊν και άλλεσ μελζτεσ. Μποροφν επίςθσ να 

χρθςιμοποιθκοφν για τθ μελζτθ διπλαςιαςμοφ γονιδίων ι διαγραφισ . 

Μικροδορυφόροι είναι επίςθσ γνωςτό ότι είναι αιτιολογικοί παράγοντεσ ςτισ 

ανκρϊπινεσ αςκζνειεσ, ειδικά νευροεκφυλιςτικϊν διαταραχϊν και καρκίνου. 

 

 

 

 

4.6 ISSR-PCR 

ISSR (για τθν  απλι επανάλθπτικι ακολουκία) είναι ζνασ γενικόσ όροσ για μια 

περιοχι του γονιδιϊματοσ μεταξφ μικροδορυφορικϊν τόπων. Οι ςυμπλθρωματικζσ 

ακολουκίεσ ςε δφο γειτονικοφσ μικροδορυφόρουσ χρθςιμοποιοφν εκκινθτζσ τθσ 

αντίδραςθσ PCR. Θ μεταβλθτι περιοχι μεταξφ τουσ γίνεται ποιό ενιςχυμζνθ.  

Θ περιοριςμζνθ διάρκεια τθσ ενίςχυςθσ κατά τθ διάρκεια των κφκλων PCR, 

αποτρζπει τθν υπερβολικι αναπαραγωγι και το υπερβολικά μεγάλο χρονικό 

διάςτθμα ςυνεχόμενων ακολουκιϊν  DNA, ζτςι το αποτζλεςμα κα είναι ζνα μείγμα 

από μια ποικιλία ενιςχυμζνου κλϊνουσ του DNA που είναι γενικά μικρι, αλλά 

διαφζρει  πολφ ςε μικοσ. 

 

4.7 Χαρτογράφηςη γονίδιων με ανάλυςη αναςυνδυαςμοφ 

Είναι δυνατόν να οργανωκοφν διαςταυρϊςεισ ελζγχου για αναλφςεισ 

αναςυνδυαςμοφ με ςκοπό τθ γενετικι χαρτογράφθςθ. Μόνο ςε ελάχιςτεσ 

περιπτϊςεισ ςε γενεαλογικά δζντρα πολλϊν γενεϊν ζχουν ςυμπεριλθφκεί άτομα με 

διαχωριςμό γονοτφπων οι οποίοι κα ιταν κατάλλθλοι να επιτρζψουν κάποια 
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ανάλυςθ ςφνδεςθσ μεταξφ αυτοςωμικϊν γονιδίων. Ωςτόςο θ ανάλυςθ του 

αναςυνδυαςμοφ ςτον άνκρωπο είναι ποιο απλι για τα γονίδια τα οποία είναι 

ςυνδεδεμζνα με το γονίδιο Χ, επειδι θ θμιηυγωτία αυτοφ του χρωμοςϊματοσ ςτουσ 

άρρενεσ αποτελεί ζνα πλοφςιο απόκεμα χριςιμων γονοτυπικϊν ηευγαριϊν ςτα 

γενεαλογικά δζντρα.    

Ασ αναλφςουμε ζνα κεωρθτικό παράδειγμα : Ζνασ άντρασ με δφο ςπάνια υποτελι 

αλλθλόμορφα a και b ςυνδεδεμζνα με το χρωμόςωμα Χ παντρεφετε μια γυναίκα 

που δεν εκφράηει κανζνα από τα αντίςτοιχα χαρακτθριςτικά. Επειδι τα 

χαρακτθριςτικά είναι ςπάνια , είναι πικανό θ γυναίκα να είναι ομόηυγθ για το 

αλλθλόμορφο άγριου τφπου a* b*/ a* b* .Ζνασ κθλυκόσ απόγονοσ αυτϊν των 

γονιϊν κα ιταν διπλόσ ετεροηυγότθσ a* b*/ a b. Αναςυνδυαςμζνοι γαμζτεσ αυτοφ 

του κθλυκοφ ατόμου κα παράγονταν με διαςκελιςμό μεταξφ των δφο γονιδίων που 

τα χωρίηει. 

 Αν ο κθλυκόσ απόγονοσ ηευγαρϊςει ζνα φυςιολογικό αρςενικό άτομο a*b*/Y όλοι 

οι κθλυκοί απόγονοι κα ζχουν το φαινότυπο a* b* επειδι κλθρονομοφν το 

χρωμόςωμα από τον πατζρα τουσ. Οι αρςενικοί απόγονοι όμωσ κα εκφράηουν και 

τουσ 4 πικανοφσ φαινοτφπουσ  δθλαδι τουσ γονείσ a* b* και a b και τουσ 

αναςυνδυαςμοφσ a* b και a b* εξαιτίασ τθσ θμιηυγωτίασ του χρωμοςϊματοσ Χ. Ζτςι 

οι ανάλυςθ των αρςενικϊν απογόνων μιασ διαςταφρωςθσ ςε μεγάλο αρικμό 

γενεαλογικϊν δζντρων κα μασ δϊςει μια τιμι για τθ ςυχνότθτα του 

αναςυνδυαςμοφ μεταξφ των δφο γενετικϊν τόπων και κατά ςυνζπεια μια εκτίμθςθ 

για τθσ γενετικισ χαρτογραφικισ απόςταςθσ μου αυτά κα ζχουν. 

Με αυτι τθν προςζγγιςθ, οι ερευνθτζσ χαρτογράφθςαν ζναν αρικμό γονιδίων ςτο 

χρωμόςωμα Χ. Για παράδειγμα, βρζκθκε πϊσ θ απόςταςθ μεταξφ υποτελοφσ 

γονιδίου g ,που ευκφνεται για τθν αχρωματοψία ςτο πράςινο , και του γονιδίου h 

τθσ αιμοφιλίασ Α ιταν * χαρτογραφικζσ μονάδεσ. Είναι βζβαια προφανζσ πωσ αυτι 

θ προςζγγιςθ ζχει περιοριςμζνεσ εφαρμογζσ. (CONNOR M., FERGUSON M 2004 ) 
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4.8 Μζθοδοσ τησ τιμήσ lod 

Θ δοκιμαςία LOD ,που αναπτφχκθκε από τον Morton, είναι ζνα ςτατιςτικό τεςτ που 

χρθςιμοποιείται για τθν ανάλυςθ τθσ γενετικισ ςφνδεςθσ ςε ανκρϊπουσ, ηϊα, ι 

φυτά. Θ δοκιμαςία LOD ςυγκρίνει τθν πικανότθτα να βγει ςτο τεςτ ωσ αποτζλεςμα 

ότι δυο χρωμοςωμικζσ περιοχζσ είναι ςυνδεδεμζνεσ όταν αυτζσ είναι όντωσ 

ςυνδεδεμζνεσ ςε ςχζςθ με τθν πικανότθτα το ίδιο αποτζλεςμα να οφείλεται ςτθν 

τφχθ. Θετικζσ τιμζσ τθσ δοκιμαςίασ δείχνουν ότι είναι πικανι θ φπαρξθ ςφνδεςθσ 

ενϊ αρνθτικζσ δείχνουν ότι δεν είναι πολφ πικανι θ φπαρξθ ςφνδεςθσ. Θ δοκιμαςία 

LOD με ανάλυςθ από υπολογιςτι χρθςιμοποιείται για τθν μελζτθ ςφνκετων 

γενεαλογικϊν δζνδρων ϊςτε να μελετθκεί θ ςφνδεςθ μεταξφ μενδελικϊν 

χαρακτιρων ι δεικτϊν. Εν ςυντομία θ μζκοδοσ περιγράφεται ςε 4 βιματα: 

1. Κακοριςμόσ γενεαλογικοφ δζντρου. 

2. Γίνεται μια ςειρά εκτιμιςεων των ςυχνοτιτων αναςυνδυαςμοφ. 

3. Για κάκε εκτίμθςθ υπολογίηεται μια τιμι LOD. 

4. Θεωροφμε καλφτερθ εκτίμθςθ αυτι με τθ ψθλότερθ τιμι LOD. 

Ο τφποσ για τον υπολογιςμό του είναι ο εξισ : 

LOD=log (πικανότθτα γζννθςθσ απογόνου με γενετικι ςφνδεςθ/πικανότθτα 

γζννθςθσ απογόνου χωρίσ γενετικι ςφνδεςθ)=log*(1-κ)NR*κR\0.5(NR+R)] 

NR: Δθλϊνει των αρικμό απογόνων με χαρακτθριςτικά που προζκυψαν χωρίσ 

αναςυνδυαςμό.  R: Δθλϊνει των αρικμό απογόνων με χαρακτθριςτικά που 

προζκυψαν λόγω αναςυνδυαςμοφ.  κ: Το ποςοςτό των απογόνων με 

χαρακτθριςτικά που προζκυψαν με αναςυνδυαςμό. *κ=R/(NR+R)+ 

Από τθν διερεφνθςθ τθσ ςχζςθσ προκφπτει ότι: 

Αν LOD>3 τότε ζχω γενετικι ςφνδεςθ. 

Αν LOD =3 ζχω πικανότθτεσ 1000 προσ 1 θ γενετικι ςφνδεςθ που παρατθρείται να 

είναι αλθκινι. 
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Αν LOD<-2 τότε δεν ζχω γενετικι ςφνδεςθ. 

Να αναφερκεί ότι ο κακοριςμόσ των ορίων είναι υποκειμενικόσ και εξαρτάται από τον τφπο 

τθσ μελζτθσ. Επίςθσ, επιτρζπεται και ο ςυνδυαςμόσ δεδομζνων από διαφορετικά 

γενεαλογικά δζνδρα.(Peter J Russell 1996) 

 

5.1 Σμηματικόσ Γενετικόσ Χάρτησ φνδεςησ τησ τςιποφρασ (Sparus 

aurata) 

Βαςίλειο: Ηϊα (Animalia)  

Φφλο: Χορδωτά (Chordata) 

Κλάςθ: Ακτινοπτερφγιοι (Actinopterygii) 

Τάξθ: Ρερκόμορφα (Perciformes) 

Οικογζνεια: Σπαρίδεσ (Sparidae) 

Γζνοσ: Sparus 

Είδοσ: Sparus aurata  
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Θ τςιποφρα (επιςτθμονικι ονομαςία: Sparus aurata - Σπάροσ ο χρυςόχρουσ) είναι 

ζνα ψάρι τθσ οικογζνειασ των Σπαρίδων που απαντά ςτθν Μεςόγειο και ςτισ ακτζσ 

του βορειοανατολικοφ Ατλαντικοφ. Είναι ζνα από τα κφρια ψάρια για τισ 

ιχκυοκαλλιζργειεσ και το πιο εκτροφεφςιμο είδοσ τθσ Μεςογείου. Θ τςίπουρα ζχει 

ςυνικωσ μικοσ 35 εκατοςτά, αν και ζχουν βρεκεί ψάρια με μικοσ 70 εκατοςτά. Θ 

βαρφτερθ τςιποφρα που ζχει αλιευκεί είχε βάροσ 17,2 κιλά. Θ μεγαλφτερθ 

καταγεγραμμζνθ θλικία τςιποφρασ είναι (ςε αιχμαλωςία) 11 ζτθ. Ζχει αςθμζνιο 

χρϊμα με μια χαρακτθριςτικι μαφρθ κθλίδα ςτο τζλοσ του βραγχιακοφ 

επικαλφμματοσ. Επίςθσ, χαρακτθριςτικό είναι και το χρυςό τόξο που ενϊνει τα μάτια, 

πιο ζντονο ςτα ενιλικα ψάρα, και ζδωςε ςτθν τςιποφρα το όνομα «χρυςόφρυσ». 

Υπάρχει μια κόκκινθ γραμμι ςτο όριο του κάτω μιςοφ του βράγχιου-καλφμματοσ. Θ 

τςιποφρα ζχει ζντονα κυρτό προφίλ, οβάλ και ψθλό ςϊμα. 

Θ τςιποφρα είναι ψάρι ευρφαλο και ευρφκερμο, αντζχει δθλαδι ςε μεγάλεσ 

μεταβολζσ αλατότθτασ και κερμοκραςίασ του νεροφ. Ζτςι μπορεί να ηιςει τόςο ςτθν 

ανοικτι κάλαςςα όςο και ςτισ εκβολζσ ποταμϊν και ςε λιμνοκάλαςςεσ. Ρζρα από 

τουσ αμμϊδεισ πυκμζνεσ και τα λιβάδια ποςειδωνίασ, όπου βρίςκει εφκολα τθ τροφι 

τθσ, θ τςιποφρα απαντάται ςε βραχϊδεισ πυκμζνεσ που ςυνορεφουν με τα 

προαναφερκζντα οικοςυςτιματα ενϊ τςιποφρεσ ζχουν βρεκεί και μζςα ςε 

υποκαλάςςια ςπιλαια. 

Οι τςιποφρεσ είναι πρωτάνδρα ερμαφρόδιτα ψάρια, δθλαδι γεννιοφνται πρϊτα ωσ 

αρςενικά και μετά το πζρασ περίπου 3 χρόνων κάνουν αναςτροφι φφλου και 

γίνονται κθλυκά. Οι τςιποφρεσ ενθλικιϊνονται ςεξουαλικϊσ ωσ αρςενικά όταν 

γίνουν 2 χρονϊν (μικοσ 20 - 30 εκατοςτά, βάροσ 350 με 400 γραμμάρια). Πταν 

γίνουν 3 χρονϊν (μικοσ 30 - 40 εκατοςτά, βάροσ 600 γραμμάρια περίπου) οι 

τςιποφρεσ γίνονται κθλυκά. Οι τςιποφρεσ αναπαράγονται από τον Οκτϊβριο μζχρι 

το Δεκζμβριο ςε λιμνοκάλαςςεσ και δεξαμενζσ αλμυροφ νεροφ. Κάκε κθλυκό γεννά 

20.000 με 80.000 αυγά τθν θμζρα. Τα ιχκφδια γεννιοφνται ςτα ανοικτά νερά και ςτθ 

ςυνζχεια κολυμποφν τθν άνοιξθ μζχρι τα ρθχά νερά, όπου είναι πιο αςφαλι και θ 

τροφι πιο άφκονθ. Μζνουν εκεί μζχρι τον Οκτϊβριο. Μετά ενςωματϊνονται ςτο 

αρχικό κοπάδι, λαμβάνουν μζροσ ςτθν αναπαραγωγι και κα το ακολουκοφν ςτισ 

μετακινιςεισ του. Κάτι αξιοςθμείωτο για τθν τςιποφρα είναι ότι ενϊ μπορεί να είναι 

http://el.wikipedia.org/wiki/????
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http://el.wikipedia.org/wiki/??????????
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http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=?????????&action=edit&redlink=1
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ςε διαδικαςία αλλαγισ φφλου από αρςενικό ςε κθλυκό, μπορεί να τθ διακόψει, και 

να αναπαραγάγει ςπζρμα για τθν ερχόμενθ αναπαραγωγικι περίοδο.(Σφνδεςμοσ 

Ελλθνικϊν Θαλαςςοκαλλιεργειϊν) 

5.1 Τλικά Και Μζθοδοι 

Πάνελ χαρτογράφηςησ και Προςδιοριςμόσ Γονοτφπου 

     Γενωμικό DNA απομονϊκθκε από δείγμα πτερυγίων 125 γεννθτόρων και 552 

γόνων από το αρχικό πάνελ απογόνων (n = 2146), χρθςιμοποιϊντασ τυποποιθμζνεσ 

μεκόδουσ πζψθσ με πρωτεϊνάςθ Κ, μετά τθ διαδικαςία εξαλάτωςθσ (Ρίνακασ 2), 

όπωσ περιγράφεται ςτον Miller et al. (1988). Οι επιλεγμζνοι απόγονοι 

αποτελοφνταν από 490, τυχαία επιλεγμζνα, αρςενικά υποκείμενα και όλα τα 

κθλυκά ψάρια (n = 62, όπωσ περιγράφεται παραπάνω). Θ ποιότθτα και θ ποςότθτα 

του DNA ελζγχκθκε χρθςιμοποιϊντασ ζνα Φαςματοφωτόμετρο NanoDrop 1000 

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, ΘΡΑ). Θ ςυγκζντρωςθ DNA του κάκε ψαριοφ 

ρυκμίςτθκε ςτα 20 ng/μl, μζςω αραίωςθσ με αποςταγμζνο φδωρ και διανεμικθκε 

ςε 96 πλάκεσ PCR. 

     Μικροδορυφορικοί δείκτεσ επελζγθςαν από τουσ διακζςιμουσ γενετικοφσ χάρτεσ 

ςφνδεςθσ του S.aurata, προκειμζνου να καλφψουν εννζα ομάδεσ ςφνδεςθσ (LG 1, 2, 

3, 6, 9, 10, 21, 23, 25). Αυτοί οι μικροδορυφόροι επιλζχκθκαν με τρόπο ϊςτε να 

αντιπροςωπεφουν μια εφλογθ πυκνότθτα δείκτθ. Συνολικά, 74 μικροδορυφόροι από 

ςχεδόν 100 που αρχικά ελζγχκθκαν, είχαν γονοτυπικι ανάλυςθ όλων των 

δειγμάτων του φάγρου του κοινοφ (φαγγρί). Τα χαρακτθριςτικά των δεικτϊν που 

χρθςιμοποιικθκαν μποροφν να εντοπιςτοφν ςτουσ Franch et al.(2006) και Vogiatzi 

et al.(2011). Για τθν ανάλυςθ ςφνδεςθσ, διενεργικθκε γονοτυπικι ανάλυςθ των 

γεννθτόρων και των γόνων με τθ χριςθ πολυςφνκετθσ PCR που ενιςχφει 

ταυτοχρόνωσ εννζα μικροδορυφόρουσ δείκτεσ, εκ των οποίων ζξι (CL2416Contig1, 

CL120Contig1, cDN14P0004O13.F.ab1, CL2598Contig1, CL2595Contig1, 

cDN08P0004J06.F) είχαν αναπτυχκεί πρόςφατα και οι άλλοι τρεισ (Dd67, HD46, 

ELD36) προζρχονταν από τθν ακτινοβολθμζνθ υβριδικι ομάδα 18 (Sarropoulou et 

al., 2007).  

http://el.wikipedia.org/wiki/??????
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     Θ επιλογι του ςυνόλου των τόπων βαςίςτθκε ςτον πολυμορφιςμό τουσ και ςτο 

μονοςιμαντου μεγζκουσ προϊόν τθσ PCR. Πλεσ οι πολυςφνκετεσ PCR εκτελζςτθκαν 

ςε όγκουσ 10 μl, ςυμπεριλαμβανομζνθσ 1 μονάδασ Taq πολυμεράςθσ (GenAxxon, 

Biberach, Germany), 1×Taq ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ S, 0.25 mM dNTPs μείγματοσ, 

2.5-3.5 mM MgCl2, 0.2-0.6 μM από κάκε εμπρόςκιο και ανάςτροφο εκκινθτι και 

κατά προςζγγιςθ 20 ng εκμαγείου DNA. Οι ςυνκικεσ επαναλιψεων για τισ 

πολυςφνκετεσ διαδικαςίεσ ενίςχυςθσ αποτελοφνταν από ζνα αρχικό ςτάδιο 

μετουςίωςθσ 95 Οc για 3 λεπτά, ακολουκοφμενεσ από 35 κφκλουσ των 30s ςτα 94 

Oc, 90s ςτα 54-58 Oc και 60s ςτα 72 Oc, με μια τελικι επζκταςθ ςτουσ 72 Oc για 10 

λεπτά. Τα προϊόντα τθσ PCR, επιςθμαςμζνα με φκορίηουςεσ χρωςτικζσ (VIC, PET, 

NED, FAM, LIZ), διαχωρίςτθκαν με τθ χριςθ του Αναλυτι DNA ABI PRISM 3700 

(Applied Biosystems, Inc. *ABI+, Carlsbad, CA, ΘΡΑ), χρθςιμοποιϊντασ 5’-

επιςθμαςμζνουσ ανάςτροφουσ εκκινθτζσ και τθν Τυποποιθμζνθ Κλίμακα Μεγζκουσ 

GeneScanTM-500 LIZ (ΑΒΙ) ωσ εςωτερικό πρότυπο μεγζκουσ. Τα αλλιλια 

ταξινομικθκαν ωσ προσ το μζγεκοσ και ζγινε προςδιοριςμόσ του γονοτφπου των 

υποκειμζνων με τθ χριςθ του λογιςμικοφ STRand 2.3.79 

 

 

 

ΠΙΝΑΚΑ 2. Διαδικαςία εξαλάτωςθσ για τθν εξαγωγι DNA (Miller et al., 1988) 

1 Απομονϊςτε ζνα μικρό τμιμα ιςτοφ (πχ. 0.5 cm2 ιςτοφ πτερυγίου)  και 

τοποκετιςτε το ςε ζνα επιςθμαςμζνο ςωλθνάριο Eppendorf. 

2 Ρροςκζςτε 500 μl ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ εκχφλιςθσ (10Mm Tris, 

100mM NaCl, 10mM EDTA, pH 8.0), 0.5% SDS και 10 µl πρωτεϊνάςθσ K 

(απόκεμα 20mg/ml) ςε κάκε ςωλθνάριο. Αναμείξτε με αναςτροφι. 

3 Αφιςτε το διάλυμα να επωαςτεί μια ολόκλθρθ νφκτα ςτουσ 55C. Το 

ςφνολο των ιςτϊν πρζπει να αφομοιωκοφν. 

4 Ρροςκζςτε 250 μl NaCl (5M) ςε κάκε ςωλθνάριο. 
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5 Ανακινιςτε ηωθρά (>20×). 

6 Ανακατζψτε 10 λεπτά ςε μζγιςτθ ταχφτθτα. 

7 Μεταφζρετε προςεκτικά το υπερκείμενο εναιϊρθμα ςε κακαρό 

ςωλθνάριο  με 700 μl διαλφματοσ παγωμζνθσ αικανόλθσ 100% και 

αναμείξτε ιπια μζςω αναςτροφισ. 

8 Ανακατζψτε τα ςωλθνάρια για 5 λεπτά ςε μζγιςτθ ταχφτθτα.  Σε αυτό το 

ςτάδιο πρζπει να παρατθριςετε ζνα λευκό ίηθμα. 

9 Αφαιρζςτε το υπερκείμενο εναιϊρθμα χωρίσ να διαταραχκεί το DNA και 

αντικαταςτιςτε το με 1 ml διαλφματοσ αικανόλθσ 70% (απομακρφνει το 

άλασ). Αλλάξτε τα ρφγχθ των πιπετϊν μεταξφ των δειγμάτων για να 

αποφευχκεί θ επιμόλυνςθ. 

10 Αναμείξτε με αναςτροφι (50×). 

11 Φυγοκεντρίςτε για 5 λεπτά ςε μζγιςτθ ταχφτθτα. 

12 Αφαιρζςτε το υπερκείμενο εναιϊρθμα. Να είςτε προςεκτικοί ϊςτε να 

μθ διαταραχκεί το ίηθμα DNA, το οποίο πικανότατα δεν κα 

προςκολλάται πλζον ςτα τοιχϊματα. Αφαιρζςτε όςο περιςςότερο 

υπερκείμενο εναιϊρθμα είναι δυνατόν. Αλλάξτε ρφγχθ ςτισ πιπζτεσ 

μεταξφ των δειγμάτων για να αποφευχκεί θ επιμόλυνςθ. 

13 Αφιςτε το δείγμα να ςτεγνϊςει ςε κερμοκραςία δωματίου για 30 λεπτά 

πριν από τθν επαναιϊρθςθ. 

14 Επαναιωριςτε το διάλυμα ςε 100-200 μl TE (10mM Tris, 1mM EDTA). Θ 

φυγοκζντριςθ ςε χαμθλι ταχφτθτα μπορεί να βοικθςει. 

15 Αποκθκεφςτε το δείγμα ςτουσ 4C (βραχυπρόςκεςμα) ι ςτουσ -20C 

(μακροπρόκεςμα). 
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Ανάλυςη Γενετικήσ Σφνδεςησ 

     Για να καταρτιςτεί ζνασ χάρτθσ γενετικισ ςφνδεςθσ, αντιπροςωπευτικόσ του 

πλθκυςμοφ αναφοράσ μασ QTL και να αποφευχκεί οποιαδιποτε προθγοφμενθ 

προδιάκεςθ των αλλθλίων - δεικτϊν, διεξιχκθ μια ανάλυςθ γενετικισ ςφνδεςθσ με 

τθ χριςθ των διακζςιμων γενοτυπικϊν δεδομζνων (74 μικροδορυφόροι). Οι ομάδεσ 

γενετικισ ςφνδεςθσ, θ τάξθ και θ απόςταςθ μεταξφ των μικροδορυφόρων δεικτϊν 

που προςδιορίςτθκαν γονοτυπικά, δομικθκαν και υπολογίςτθκαν de novo από τα 

δεδομζνα, με τθ χριςθ του λογιςμικοφ CRI-MAP 3.0 (Green et al. 1990). Με τθ ριςθ 

τθσ επιλογισ «προετοιμαςία» ςτο λογιςμικό, ελζγξαμε επίςθσ για μθ Μεντελικι 

κλθρονομικότθτα. Θ απόδοςθ δεικτϊν ςε ομάδεσ γενετικισ ςφνδεςθσ διεξιχκθ με 

ανάλυςθ ηευγϊν, χρθςιμοποιϊντασ τθν επιλογι «δφο ςθμείων». Οι δείκτεσ με ςκορ 

LOD > 3.0 αποδόκθκαν ςτθν ίδια ομάδα γενετικισ ςφνδεςθσ. Πταν υπιρχαν 

περιςςότεροι από τρεισ δείκτεσ ςε μια ομάδα γενετικισ ςφνδεςθσ, γινόταν επιλογι 

τθσ τάξθσ με τθν υψθλότερθ πικανότθτα από όλεσ τισ πικανζσ τάξεισ (ζωσ και ζξι 

τόπουσ με τθ χριςθ τθσ επιλογισ «Flips6” ςτο CRI-MAP). Οποιοςδιποτε 

επιπρόςκετοσ δείκτθσ αποδιδόταν ςτθν πιο πικανι κζςθ ςε μια ομάδα γενετικισ 

ςφνδεςθσ, παρατθρϊντασ όλεσ τισ πικανζσ τάξεισ από μζγιςτο αρικμό 6 γειτονικϊν 

κζςεων ςε μια ομάδα γενετικισ ςφνδεςθσ. Οι ομάδεσ γενετικισ ςφνδεςθσ 

δομικθκαν βάςει τθσ υπόκεςθσ ενόσ όμοιου ποςοςτοφ αναςυνδυαςμϊν μεταξφ 

των φφλων· ωςτόςο, θ τάξθ των τόπων ελζγχκθκε επίςθσ (με τθ χριςθ τθσ επιλογισ 

«Flips» ςτο CRI-MAP, βάςει τθσ υπόκεςθσ ανόμοιων ποςοςτϊν αναςυνδυαςμϊν 

μεταξφ των φφλων. Οι αποςτάςεισ γενετικισ ςφνδεςθσ για το μζςο όρο των φφλων 

και τισ φυλετικζσ ομάδεσ γενετικισ ςφνδεςθσ εκτιμικθκαν χρθςιμοποιϊντασ τθ 

λειτουργία χαρτογράφθςθσ Kosambi.  

 

5.2 Αποτελζςματα 

Χρθςιμοποιικθκε ζνα ςφνολο 74 πλθροφοριακϊν μικροδορυφόρων για να 

δομθκοφν εννζα ομάδεσ γενετικισ ςφνδεςθσ του γονιδιϊματοσ του S. aurata (LG1, 
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2, 3, 6, 9, 10, 21, 23 και 25) με ςυνολικό μικοσ για τον μζςο όρο των φφλων ςτα 

495.4 cM. Θ χαρτογράφθςθ των δεικτϊν ιταν ςφμφωνθ με τουσ προχπάρχοντεσ 

χάρτεσ LG και RH για τον φάγρο τον κοινό, αν και θ τάξθ και θ απόςταςι τουσ δεν 

διατθρικθκαν απόλυτα ςτισ περιςςότερεσ ομάδεσ. Θ μζςθ απόςταςθ των δεικτϊν 

ανά ομάδα γενετικισ ςφνδεςθσ κυμάνκθκε από 2,9 ζωσ 17,5 cM με ζναν μζςο όρο 

για τισ εννζα ομάδεσ γενετικισ ςφνδεςθσ των 7 cM, με ικανοποιθτικι πυκνότθτα 

δεικτϊν βάςει του απαιτοφμενου μεςοδιαςτιματοσ των 10-20 cM για επαρκι ιςχφ 

τθσ χαρτογράφθςθσ QTL (Beckmann and Soller 1988; Massault et al., 2008). 

Επιπλζον, παρατθρικθκε ζνασ ελαφρϊσ μειωμζνοσ αναςυνδυαςμόσ ςτο άρρεν 

φφλο, με τθ ςυνολικι απόςταςθ των ομάδων γενετικισ ςφνδεςθσ για τα άρρενα ςτα 

436,6 cM, ςυγκριτικά με τα 626,1 cM για τα κιλεα. Ζτςι, θ αναλογία κιλεα/άρρενα 

ιταν 1,43:1, θ οποία είναι ςυγκρίςιμθ με εκείνεσ που αναφζρει ο Franch et al.(2006) 

και μια προοπτικι μελζτθ (Τςιγενόπουλοσ et al, 2009) (1.24:1 και 1.61:1, 

αντίςτοιχα). Δεν παρατθρικθκαν διαφορζσ ςτθν τάξθ των τόπων όπου επίςθσ 

πραγματοποιικθκε ανάλυςθ γενετικισ ςφνδεςθσ, βάςει τθσ υπόκεςθσ 

διαφορετικϊν ποςοςτϊν αναςυνδυαςμοφ μεταξφ των φφλων. Το πλιρεσ ςφνολο 

ομάδων γενετικισ ςφνδεςθσ με τον προςανατολιςμό και τθν απόςταςθ των δεικτϊν 

παρουςιάηεται ςτον Ρίνακα 4.  
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ΧΗΜΑ 4. Τμθματικόσ χάρτθσ γενετικισ ςφνδεςθσ (κατά μζςο όρο φφλων) του Sparus aurata ςε cM, αποτελοφμενοσ από εννζα ομάδεσ 

γενετικισ ςφνδεςθσ. 
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5.3 χολιαςμόσ Αποτελεςμάτων Και υμπεράςματα 

     Θ ανάλυςθ γενετικισ ςφνδεςθσ 74 δεικτϊν μικροδορυφόρων που διεξιχκθ ςτθν 

παροφςα μελζτθ, αποκάλυψε εννζα ομάδεσ γενετικισ ςφνδεςθσ. Ο αρικμόσ των 

οικογενειϊν που ςυμμετείχαν ςτθν ανάλυςθ παρζχει επαρκείσ πλθροφοριακζσ 

μειϊςεισ και, κατά ςυνζπεια, ζναν ςχετικά ςτακερό χάρτθ γενετικισ ςφνδεςθσ για 

τθν εκτζλεςθ μερικισ ςάρωςθσ ςτο γονιδίωμα του φάγρου του κοινοφ. Πςον αφορά 

το ποςοςτό κάλυψθσ του γονιδιϊματοσ για τθν παροφςα μελζτθ, αυτό φαίνεται 

ςχετικά ικανοποιθτικό, δεδομζνου ότι καλφπτει περίπου το 30% του εκτιμϊμενου 

γονιδιϊματοσ (όπωσ εκτιμάται ςτον δεφτερο χάρτθ γενετικισ ςφνδεςθσ του φάγρου 

του κοινοφ (Τςιγενόπουλοσ et al, 2009)), με ικανοποιθτικι πυκνότθτα δεικτϊν (7 

cM), ενϊ μπορεί να χαρακτθρίςει τθν παροφςα μελζτθ ωσ μερικι ςάρωςθ του 

γονιδιϊματοσ του φάγρου του κοινοφ.  

     Επιπλζον, ο τμθματικόσ χάρτθσ γενετικισ ςφνδεςθσ που διαμορφϊκθκε ςτθν 

παροφςα μελζτθ ςυμφωνεί με τουσ προχπάρχοντεσ χάρτεσ (Franch et al., 2006; 

Massault et al., 2011; Boulton et al., 2011) και ζναν δεφτερο χάρτθ γενετικισ 

ςφνδεςθσ που προετοιμάηεται (Τςιγενόπουλοσ et al, 2009), κακϊσ και με τον 

υβριδικό χάρτθ ακτινοβολίασ (Σαρροποφλου et al, 2007), παρόλο που θ τάξθ και θ 

απόςταςθ των δεικτϊν δεν διατθρικθκαν απόλυτα ςτισ περιςςότερεσ ομάδεσ. Από 

τθν κατάρτιςθ του πρϊτου δθμοςιευμζνου χάρτθ γενετικισ ςφνδεςθσ (Franch et al., 

2006) και τον δεφτερο χάρτθ γενετικισ ςφνδεςθσ (Τςιγγενόπουλοσ et al, 2009), οι 

οποίοι είναι βαςιςμζνοι ςε μια οικογζνεια αναφοράσ, αναμζνονταν διαφορζσ ςτθ 

κζςθ και τθν απόςταςθ μεταξφ των δεικτϊν ςτθν παροφςα μελζτθ, κακϊσ 

περιςςότερεσ γενετικζσ πλθροφορίεσ (δθλαδι πλθροφοριακζσ μειϊςεισ) 

προςκζτονταν  ςτθν ανάλυςθ γενετικισ ςφνδεςθσ (δζκα οικογζνειεσ ζναντι μίασ). 

Τζτοιεσ διαφορζσ προφανϊσ δεν οφείλονται ςτθ διαφορετικι κατανομι των 

ποςοςτϊν αναςυνδυαςμοφ του γονιδιϊματοσ βάςει πλθκυςμϊν, αλλά ςτθν υψθλι 

ςτατιςτικι ιςχφ που προςφζρει θ ανάλυςθ γενετικισ ςφνδεςθσ μεταξφ πολλϊν 

οικογενειϊν. Τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ γενετικισ ςφνδεςθσ ζχουν 

χρθςιμοποιθκεί επιτυχϊσ ςτθν ανίχνυςθ των QTL που επθρεάηουν τθν ανάπτυξθ, 
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τον κακοριςμό του φφλου και τα μορφολογικά χαρακτθριςτικά ςε 

ιχκυοκαλλιζργειεσ φάγρου του κοινοφ (Loukovitis et al. 2012, 2013). 
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