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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η εκτροφή των κεφαλοειδών γίνεται σε µεγάλη 

κλίµακα και στηρίζεται σε άγριο γόνο.  Η 

αναγνώριση των ειδών του γόνου που αλιεύεται 

είναι πολύ δύσκολη αλλά και σηµαντική για τους 

καλλιεργητές, εφόσον ο ρυθµός αύξησης 

διαφέρει σηµαντικά µεταξύ των ειδών. Ο σκοπός 

της παρούσας δουλειάς είναι η χρήση µιας απλής 

γενετικής µεθοδολογίας, της αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυµεράσης (PCR), για την 

επιβεβαίωση της συστηµατικής ταξινόµησης των 

διαφορετικών ειδών γόνου κεφαλοειδών και την 

παραπέρα διάκρισή τους. Έγινε συλλογή γόνου 

από έξι είδη κεφαλοειδών (M. cephalus, M. so-

iuy, C. labrosus, L. aurata, L. Ramada, L. 

saliens). Ακολούθησε συστηµατική ταξινόµηση 

των ατόµων, εξαγωγή DNA, ενίσχυση του 

γονιδίου 5S rDNA µε την αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης PCR, έλεγχος των προϊόντων 

ενίσχυσης σε ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης, 

κλωνοποίηση των προϊόντων PCR και ανάλυση 
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πρωτοδιάταξης. Τα δύο είδη M. so-iuy και L. 

saliens µπορούν να διακριθούν µε µία απλή 

αντίδραση PCR, εφόσον παρουσιάζουν ένα 

µοναδικό πρότυπο στη πηκτή αγαρόζης. Τα 

υπόλοιπα τέσσερα είδη M. cephalus,  L. ramada, 

L. aurata και C. labrosus παρουσιάζουν – µετά 

τη τεχνική της ανάλυσης πρωτοδιάταξης - 

µοναδικούς ειδο-ειδικούς απλότυπους, µε 

νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις σε διαφορετικές 

θέσεις. Η παραπάνω µεθοδολογία µπορεί να 

οδηγήσει σε ακριβή διάκριση διαφορετικών 

ειδών γόνου.  
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

H οικογένεια των κεφαλοειδών περιλαµβάνει 17 

γένη και περισσότερα από 60 είδη (Nelson 

1994). Τα κεφαλοειδή έχουν παγκόσµια 

εξάπλωση καθώς µπορούν να επιβιώσουν από 

την τροπική έως και την εύκρατη ζώνη. Τα 7 

είδη των κεφαλοειδών που απαντώνται στην 

Ελλάδα είναι: Mugil cephalus (Linnaeus 1758), 

Mugil so-iuy (Basilewsky 1855), Chelon labrosus 

(Risso 1826), Oedalechilus labeo (Cuvier 1829), 

Liza aurata (Risso 1810), Liza ramada (Risso 

1826) και Liza saliens (Risso 1810). 

 Σήµερα η εκτροφή των κεφαλοειδών γίνεται 

σε µεγάλη κλίµακα, κυρίως σε εκτατικής µορφής 

καλλιέργειες, που στην Ελλάδα 

αντιπροσωπεύουν το 50% της αλιευτικής 

παραγωγής των λιµνοθαλασσών. Τα τελευταία 

χρόνια αρχίζει και στην Ελλάδα να υπάρχει 

ενδιαφέρον για την εντατική εκτροφή των 
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κεφαλοειδών και τον εµπλουτισµό λιµνών και 

λιµνοθαλασσών. Η καλλιέργεια των 

κεφαλοειδών στηρίζεται σε άγριο γόνο.  Η 

αναγνώριση των ειδών του γόνου που αλιεύεται 

είναι προβληµατική, καθώς στηρίζεται κυρίως 

στη διάταξη των µελανοφόρων κυττάρων στην 

κοιλιακή περιοχή της κεφαλής (Perlmutter et al., 

1957; Zismann, 1981; Reay & Cornel 1988; 

Minos et al. 2002) σε συνδυασµό µε τη διάταξη 

των χρωµατοφόρων κατά µήκος του σώµατος 

(Perlmutter et al., 1957; Zismann, 1981; 

Cambrony 1984; Serventi et al. 1996). 

Οποιαδήποτε εποχή και αν αλιευθεί ο γόνος 

αυτός, µπορούν να συλλεχθούν δύο έως 

τέσσερα διαφορετικά είδη τα οποία όµως έχουν 

διαφορετικές ανοχές σε αλατότητα και ο ρυθµός 

αύξησης διαφέρει σηµαντικά µεταξύ τους. 

Συνεπώς η ταυτότητα του είδους είναι πολύ 

σηµαντική πληροφορία για τους καλλιεργητές. 

 Ο σκοπός της παρούσας δουλειάς είναι η 

χρήση µιας απλής γενετικής µεθοδολογίας, της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR), για 

την επιβεβαίωση της συστηµατικής ταξινόµησης 

των διαφορετικών ειδών γόνου κεφαλοειδών και 

την παραπέρα διάκρισή τους. 
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ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΠΛΑΙΣΙΟ 

Στους ανώτερους ευκαρυώτες, το γονίδιο 5S 

rDNA αποτελείται από µία συντηρηµένη 

κωδικοποιούσα περιοχή 120 ζευγών βάσεων και 

από µία µη µεταγραφόµενη περιοχή µεταβλητού 

µεγέθους (NTS). H µονάδα αυτή (120 

βάσεις+NTS), επαναλαµβάνεται χιλιάδες φορές 

επάνω στο χρωµόσωµα. Το µέγεθος της NTS 

διαφέρει από είδος σε είδος και είναι συνήθως 

χαρακτηριστική για κάθε είδος (Pendas et al. 

1994; Martins & Galetti 2001; Martins et al. 

2002). Σε κάποια είδη εντοπίζονται περισσότερες 

από µία µονάδες του γονιδίου 5S rDNA, οι 

οποίες βρίσκονται σε διαφορετικά χρωµοσώµατα. 

Συνεπώς το γονίδιο 5S rDNA έχει χρησιµοποιηθεί 

ευρέως για διάκριση και γενετική ταυτοποίηση 

πολλών οργανισµών, µεταξύ των οποίων και 

πολλά είδη ψαριών (Karaiskou et al., 2003; 

Aranishi 2005a, b). Με την εκπόνηση του 

προτεινόµενου ερευνητικού έργου έγινε εφικτή 

η γρήγορη γενετική ταυτοποίηση διαφορετικών 

ειδών γόνου κεφαλοειδών, µε την PCR ενίσχυση 

του γονιδίου 5S rDNA. 
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ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑΣ 

Έχουν αναπτυχθεί αρκετές γενετικές 

µεθοδολογίες για διάκριση διαφορετικών ειδών 

ψαριών. Οι τεχνικές αυτές αφορούν την 

ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών (Andrews 

1998; Mackie et al. 1999), τον πολυµορφισµό 

µήκους περιοριστικών θραυσµάτων (RFLP) ενός 

τµήµατος του µιτοχονδριακού DNA ή την 

ανάλυση πρωτοδιάταξης (sequencing) ενός 

τµήµατος του µιτοχονδριακού DNA (Cespedes et 

al. 2000; Karaiskou et al. 2003). 

Έτσι, προηγούµενη γενετική διάκριση των 

διαφορετικών ειδών κεφαλοειδών έχει επιτευχθεί 

µε ανάλυση του µιτοχονδριακού DNA και χρήση 

ειδο-ειδικών εκκινητών, για την ενίσχυση της 

περιοχής D-loop του µιτοχονδριακού γενώµατος 

(Murgia et al. 2001). Λίγο αργότερα έγινε χρήση 

της τεχνικής του πολυµορφισµού µήκους 

περιοριστικών θραυσµάτων (RFLP) του γονιδίου 

16S rRNA του µιτοχονδριακού DNA (Klossa-Kilia 

et al. 2002), για τη διάκριση του είδους M. 

cephalus από άλλα τέσσερα είδη κεφαλοειδών. 

Και οι δύο µελέτες αποσκοπούν στην 

αναγνώριση της προέλευσης των αυγών 

(αυγοτάραχο) από διαφορετικά είδη 

κεφαλοειδών, µε σκοπό τον έλεγχο της 



 13 

ποιότητας µεταποιηµένων προϊόντων. Η 

παρούσα µελέτη είναι η πρώτη που χρησιµοποιεί 

ανάλυση του πυρηνικού γονιδίου 5S rDNA, για 

διάκριση διαφορετικών ειδών γόνου 

κεφαλοειδών. 

 

ΜΕΘΟ∆ΟΛΟΓΙΑ ΤΗΣ ΕΡΕΥΝΑΣ 

1. Έγινε συλλογή γόνου από πέντε είδη 

κεφαλοειδών (M. cephalus, C. labrosus, L. 

aurata, L. ramada and L. saliens), στο 

λιµάνι των Ν. Μουδανιών Χαλκιδικής. Για 

το νεοεισαγόµενο είδος M. so-iuy, ενήλικα 

άτοµα συλλέχθηκαν από το Βόρειο Αιγαίο. 

Η περίοδος δειγµατοληψίας ήταν Μάρτιος 

2006 – Οκτώβριος 2006. 

2. Ακολούθησε συστηµατική ταξινόµηση των 

ατόµων, µε τη χρήση εξειδικευµένων για 

την περιοχή της Μεσογείου κλείδων 

προσδιορισµού. 

3. Έγινε εξαγωγή DNA σύµφωνα µε τη 

µεθοδολογία CTAB (Hillis et al. 1996). 

4. Ακολούθησε ενίσχυση του γονιδίου 5S 

rDNA µε την αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυµεράσης PCR. Για την ενίσχυση 

χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές που 
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σχεδιάστηκαν από τους Pendas et al. 

(1994). 

5. Έγινε έλεγχος των προϊόντων ενίσχυσης 

σε ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης 

1,5%. 

6. Ακολούθησε εξαγωγή των προϊόντων PCR 

από την πηκτή αγαρόζης και καθαρισµός 

αυτών (εκτός από το είδος M. so-iuy, 

εφόσον το είδος αυτό έδωσε ένα µοναδικό 

πρότυπο στην πηκτή αγαρόζης). 

7. Τα προϊόντα PCR κλωνοποιήθηκαν στο 

πλασµίδιο ΤΟΡΟ ΤΑ (Invitrogen) και στη 

συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν για το 

µετασχηµατισµό κυττάρων Escherichia coli 

(strain  DH5a, GibcoBRL). 

8. 18 κλώνοι αναλύθηκαν µε την τεχνική της 

ανάλυσης πρωτοδιάταξης και τη χρήση 

του εκκινητή M13(-20). 

9. Οι νουκλεοτιδικές ακολουθίες από τα 

πέντε είδη µελετήθηκαν µε τη χρήση των 

πακέτων Clustal X software (Thompson et 

al. 1997) και BioEdit software (Hall 1999). 

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Αναλύθηκαν συνολικά 180 άτοµα – 30 άτοµα 

από κάθε είδος – µε την αλυσιδωτή αντίδραση 
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πολυµεράσης. Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 1, 

µόνο δύο από τα έξι είδη παρουσιάζουν ειδο-

ειδικά πρότυπα. Το είδος M. so-iuy δίνει ένα 

πρότυπο τριών ζωνών: µία ζώνη 280 bp και µία 

διπλή ζώνη 600 bp και 620 bp. Το είδος L. 

saliens δίνει ένα πρότυπο µίας ζώνης το µέγεθος 

της οποίας είναι 220 bp. Τα υπόλοιπα τέσσερα 

είδη M. cephalus, C. labrosus, L. aurata και L. 

ramada παρουσιάζουν ένα κοινό πρότυπο δύο 

ζωνών, 220 bp και 440 bp. ∆εν παρατηρήθηκε 

ενδοειδικός πολυµορφισµός, εφόσον όλα τα 

άτοµα του ίδιου είδους εµφάνισαν το ίδιο 

πρότυπο µετά την αντίδραση PCR. 

Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης 

πρωτοδιάταξης µετά την κλωνοποίηση των 

προϊόντων PCR έδειξαν ότι το τµήµα των 220 bp 

(στα είδη M. cephalus, C. labrosus, L. aurata και 

L. ramada) αντιστοιχεί σε µία µονάδα του 

γονιδίου 5S rDNA, ενώ το τµήµα των 440 bp 

αποτελείται από δύο διαδοχικά 

επαναλαµβανόµενες µονάδες του γονιδίου 

(Eικόνα 2). Επίσης η ζώνη των 220 bp στο είδος 

L. saliens, αντιστοιχεί σε µία µονάδα του 

γονιδίου 5S rDNA. Παρόµοια δοµή των 5S rDNA 

επαναλήψεων έχει αποκαλυφθεί και για άλλα 

είδη ψαριών όπως Solea solea (Cespedes et al. 
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1999), Brycon cephalus (Wasko et al. 2001) και 

Brycon sp. (Wasko et al. 2001). 

 Έγινε σύγκριση των νουκλεοτιδικών 

ακολουθιών (για τη ζώνη των 220 bp) στα πέντε 

είδη κεφαλοειδών M. cephalus, C. labrosus, L. 

aurata, L. saliens και L. ramada. Βρέθηκαν 

συνολικά 43 πολυµορφικές θέσεις, από τις 

οποίες οι τρεις εντοπίστηκαν στην 

κωδικοποιούσα περιοχή και οι υπόλοιπες 40 

εντοπίστηκαν στην ΝΤS. Oι ακολουθίες 

κατατέθηκαν στη βάση δεδοµένων GenBank µε 

κωδικούς πρόσβασης DQ780572-6. 

 

 

 

 

 

    100 bp ladder     100 bp ladder 
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Εικ. 1. Ηλεκτροφορητικό πρότυπο του 

ενισχυµένου 5S rDNA γονιδίου για  τα έξι 

είδη   κεφαλοειδών (δύο άτοµα από κάθε 

είδος). Το µέγεθος των ενισχυµένων 

προϊόντων ελέγχθηκε µε το µοριακό 

µάρτυρα 100 bp DNA ladder. 

 

 

440 bp 
 

280 bp 

620 bp 
600 bp 

440 bp 

220 bp 
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L. ramada 

TACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGGGTCGGGCCTGGTTAGTACTTGGATGGGAGACCG 

CCTGGGAATACCAGGTGCTGTAAGCTTTTGATTTCCGTCAGTAGTAATAGGAACATTCGCATCATAATGA 

TGGACACAATGATGATTTCCATCATCTATTAATACTCTTTCTGTGACTACAGCAAAAGCTTACGGCCATA 

CCAGCCTGAACACGCCCGATCTCGTCTGATCTCGGAAGCTAAGCAGGGTCGGGCCTGGTTAGTACTTGGA 

TGGGAGACCGCCTGGGAATACCAGGTGCTGTAAGCTTTTGATTTTCATCACGAGTAATAGGAACATTCAC 

ATCATAGTGATGGACACAATGATGATTTCCATCATCTATTAATACTCTTTCTGTGACTACAGCAAAAGCT 

TACGGCCATACCAGCCTGAA 

 

M. cephalus 

TACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCACGGTCGGGCCTGGTTAGTACTTGGATCGGAGACCG 

CCTGGGAATACTAGGTGCTGTAAGCCTTTCATTTTCATCAGGAGACATGGTAATATTTACATCATCAAAA 

TACATGCAATGATGATTTTGAGCACTTATATATACTGCGTTTGTGACAGTTACCATTGCTTACGGCCATA 

CCAGCCTGATTACGCCCGATCTCGTCCGATCTCGGAAGCTAAGCAGTGTAGGGCCTGGTTAGTATTTGGA 

TGGGAGACCGCCTGGGAATACCAGGTGCTGTAACCTTTTCATTCTCATCAGGAAACATGGTAACATTTAC 

ATCATCAAAATACATGCAATGATCATTTTGACCACTTATATATACTGCTTTAGTGACATTTGACATTGCT 

TACGGCCATACCAGCCTGAA 

 

Εικ. 2. Οι δύο διαδοχικά επαναλαµβανόµενες 

µονάδες του γονιδίου 5S rDNA για τα 

είδη L. ramada and M. Cephalus. Η 

κωδικοποιούσα περιοχή δίνεται µε έντονα 

γράµµατα. Οι εκκινητές που 

χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση είναι 

υπογραµµισµένοι. 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Oι φυλογενετικές σχέσεις στην οικογένεια των 

κεφαλοειδών έχουν µελετηθεί µε τη βοήθεια 

µοριακών δεικτών, όπως δεδοµένα 

αλλοενζυµικής ανάλυσης (Papasotiropoulos et 

al. 2001), δεδοµένα πολυµορφισµού µήκους 

περιοριστικών θραυσµάτων του mtDNA 

(Papasotiropoulos et al. 2002), δεδοµένα 

ανάλυσης πρωτοδιάταξης του mtDNA   (Caldara 

et al. 1996; Rossi et al. 2004). Όλες οι 

παραπάνω µελέτες συνηγορούν σε δύο βασικά 

σηµεία: α) τη γενετική διαφοροποίηση του 

είδους M. cephalus, η οποία οδηγεί πάντα σε 

ξεχωριστή οµαδοποίησή του β) την κοινή 

οµαδοποίηση των ειδών L. ramada και L. aurata. 

Τα αποτελέσµατα της παρούσας δουλειάς 

συµφωνούν απόλυτα µε αυτά των 

προηγούµενων µελετών εφόσον το είδος M. 

cephalus παρουσιάζει 37 πολυµορφικές θέσεις 

από τις 43 που συνολικά βρέθηκαν, ενώ τα είδη 

L. ramada και L. aurata µοιράζονται µόνο µία 

νουκλεοτιδική αντικατάσταση σε όλο το γονίδιο. 

Τα δύο είδη M. so-iuy και L. saliens 

µπορούν να διακριθούν µε µία απλή αντίδραση 

PCR, εφόσον παρουσιάζουν ένα µοναδικό 

πρότυπο στη πηκτή αγαρόζης. Το είδος M. 
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cephalus φαίνεται να διαφοροποιείται 

περισσότερο συγκρινόµενο µε τα υπόλοιπα, και 

παρουσιάζει ένα µοναδικό DNA απλότυπο µετά 

από την τεχνική της ανάλυσης πρωτοδιάταξης. 

Το είδος αυτό είναι το πιο σηµαντικό για τους 

καλλιεργητές καθώς έχει τον υψηλότερο ρυθµό 

αύξησης σε µονάδες ιχθυοκαλλιέργειας, και το 

αυγοτάραχο το οποίο παράγεται από τα ώριµα 

θηλυκά έχει υψηλή τιµή στην αγορά. Κάθε ένα 

από τα υπόλοιπα τρία είδη L. ramada, L. aurata 

και C. labrosus παρουσιάζει επίσης ένα µοναδικό 

ειδο-ειδικό απλότυπο, µε νουκλεοτιδικές 

αντικαταστάσεις σε διαφορετικές θέσεις. 

Συµπερασµατικά λοιπόν, µία απλή 

αντίδραση  PCR η οποία συνοδεύεται από την 

τεχνική της ανάλυσης πρωτοδιάταξης του 5S 

rDNA γονιδίου, µπορεί να οδηγήσει σε ακριβή 

διάκριση των διαφορετικών ειδών γόνου 

κεφαλοειδών που θα γεµίσουν τα εκκολαπτήρια. 

Επιπλέον, η µεθοδολογία αυτή µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί και για την επιβεβαίωση της 

µορφολογικής διάκρισης και παραπέρα 

συστηµατικής ταξινόµησης των ειδών αυτών. 
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ΠΡΟΤΑΣΕΙΣ 

Η παρούσα προτεινόµενη εργασία παρέχει µια 

γρήγορη και κυρίως αδιαµφισβήτητη 

µεθοδολογία (εφόσον το γενετικό υλικό των 

οργανισµών δεν επηρεάζεται από εξωτερικούς 

παράγοντες), για την ταυτοποίηση των 

διαφορετικών ειδών γόνου. Οι συγκεκριµένες 

γενετικές τεχνικές – οι οποίες θα έπονται της 

αρχικής αναγνώρισης και συστηµατικής 

ταξινόµησης των ειδών – έρχονται να 

επιβεβαιώσουν ή τυχόν να αναιρέσουν την 

αρχική κατάταξη. 

Κάθε ένα από τα έξι είδη κεφαλοειδών 

χαρακτηρίζεται από διαφορετικό πρότυπο του 

γονιδίου 5S rDNA. Έτσι εάν ένας 

ιχθυοκαλλιεργητής έχει τυχόν αµφιβολίες για το 

είδος του γόνου µε το οποίο γεµίζει τις 

δεξαµενές του, µπορεί να επισκεφτεί το Τµήµα 

µας και σε χρονικό διάστηµα δύο έως τριών 

ηµερών θα είναι σίγουρος για το είδος του γόνου 

µε το οποίο κάνει τη δουλειά του. 
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