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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

        Η γενετική ταυτοποίηση ιχθύων φαγκρί αποτελεί χρήσιµο εργαλείο για την κατανόηση 

της διασποράς αυτών, στα ελληνικά ύδατα. ∆ύο περιοριστικά ένζυµα (RFLP) 

χρησιµοποιήθηκαν για την ταυτοποίηση φαγκριών. Τα θραύσµατα των ζωνών των δειγµάτων 

παρέπεµψαν στην ταυτοποίηση των ειδών φαγκρί Pagrus pagrus, Dentex gibbosus και 

Pagrus major. Το είδος Pagrus major παρατηρήθηκε στο φυσικό περιβάλλον στην περιοχή 

της Μακύνειας Αιτωλοακαρνανίας.  

 

ABSTRACT 

The genetic identification of red sea bream is a useful tool for understanding their dispersion 

in Greek waters. Two restriction enzymes (RFLPs) were used to identify red sea bream. The 

fragments of the specimen bands referred to the identification of the species of Pagrus 

pagrus, Dentex gibbosus and Pagrus major. The species Pagrus major was observed in the 

natural environment in the region of Makinea Aitoloakarnania.  
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ      

        Το είδος Pagrus major αναφέρεται και ως Pagrus auratus major, ως υποείδος του 

Pagrus auratus, παρατηρούµενο στις θάλασσες του βορειοδυτικού ατλαντικού ωκεανού 

(Dulcic and Kraljevic 2007). Ειδικότερα στην Ιαπωνία γίνεται καλλιέργεια του Pagrus major 

πάνω από 60 χρόνια (Foscarini R. 1988). Στην Μεσόγειο το 2004, παρόλο που δεν είχε γίνει 

αναφορά του συγκεκριµένου είδους στο φυσικό περιβάλλον άλλης περιοχής εκτός του 

Ατλαντικού ωκεανού, ένα άτοµο παρατηρείται στην περιοχή της Αδριατικής θάλασσας 

(Dulcic and Kraljevic 2007). Συγκριτικά µε τα είδη των ελληνικών θαλασσών, το είδος αυτό 

(Pagrus major) είναι δύσκολο να διαχωριστεί φαινοτυπικά (Nakado 2002) παρά µόνο 

γενετικά. 

        Παραδοσιακές µοριακές τεχνικές εξελίχθηκαν τις τελευταίες δύο δεκαετίες 

προσφέροντας αξιόπιστες και αποτελεσµατικές µεθόδους (Girish et al. 2005) 

συµπεριλαµβανοµένων της αλυσιδωτής αντίδρασης Πολυµεράσης (PCR) (Rodriguez et al. 

1991) και της µεθόδου  πολυµορφισµού µήκους θραυσµάτων περιορισµού (RFLP) µε 

περιοριστικά ένζυµα (Wang et al. 2010). Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης είναι η 

µέθοδος που έφερε πραγµατική επανάσταση στη µοριακή βιολογία από την ανακάλυψή της 

το 1983. Η PCR είναι ένας απλός τρόπος πολλαπλασιασµού συγκεκριµένων τµηµάτων του 

αρχικού γενετικού υλικού, έτσι ώστε να είναι εφικτή η περαιτέρω µελέτη του µε διάφορες 

µεθόδους, όπως η αλληλούχηση, η πέψη µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες, η ηλεκτροφόρηση 

κ.ά. Η ταχύτητα, η ειδικότητα, η µεγάλη ευαισθησία και το χαµηλό της κόστος την έχουν 

κάνει µια από τις συχνότερα χρησιµοποιούµενες µεθόδους σε ερευνητικό και διαγνωστικό 

επίπεδο. Η αντίδραση εκτελείται σε τρία επαναλαµβανόµενα στάδια: (α) αποδιάταξη του 

γενετικού υλικού, (β) υβριδισµός των εκκινητών στη συµπληρωµατική τους αλληλουχία του 

DNA και (γ) επιµήκυνση της νεοσυντιθέµενης αλυσίδας DNA (Pfaffl Michael W. 2004). Η 

µέθοδος PCR αποτελεί πλέον ένα εύκολο, γρήγορο, αξιόπιστο και αποτελεσµατικό εργαλείο 

για την ταυτοποίηση πολλών ειδών ζωικών οργανισµών τα τελευταία χρόνια, επικρατώντας 

στο χώρο της Γενετικής ως µια εναλλακτική και πολλά υποσχόµενη µέθοδο, αντικαθιστώντας 

τις προηγούµενες (Kesmen et al. 2010, Mafu et al. 2009). 

        Η τεχνική PCR-RFLP είναι αρκετά δηµοφιλής και εφαρµόζεται στη βιολογία, την 

ιατρική και την επιστήµη των τροφίµων (Kurihara A. et al 1999). Οι περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες (περιοριστικά ένζυµα) είναι ένζυµα βακτηριακής προέλευσης που έχουν τη 

δυνατότητα να διασπούν το δίκλωνο DNA σε συγκεκριµένες θέσεις, αφού αναγνωρίσουν 

µικρού µεγέθους χαρακτηριστικές αλληλουχίες. Για τον λόγο αυτό παροµοιάζονται µε 

«µοριακά ψαλίδια». Η φυσιολογική λειτουργία των περιοριστικών ενδονουκλεασών είναι η 

προστασία των βακτηρίων από παθογόνους οργανισµούς, κυρίως βακτηριοφάγους. Η 

ανακάλυψή τους από τον Werner Aber το 1965 έφερε επανάσταση στη µοριακή βιολογία 

επιτρέποντας την ανάπτυξη των τεχνικών του ανασυνδυασµένου DNA. Οι περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες χρησιµοποιούνται ευρέως στο εργαστήριο αν και η ανάπτυξη νέων µεθόδων 

έχει υποκαταστήσει τη χρήση τους σε ορισµένες περιπτώσεις. Η µελέτη πολυµορφισµών 

µήκους θραυσµάτων περιοριστικών ενδονουκλεασών (RFLPs) αποτελεί µια από την 

εφαρµογή τους (Arber 1965).  Η µέθοδος απαιτεί την ενίσχυση του υπό µελέτη τµήµατος του 

DNA µε PCR και στη συνέχεια την επώαση του προϊόντος της αντίδρασης σε κατάλληλες 

συνθήκες θερµοκρασίας µε την περιοριστική ενδονουκλεάση. Μετά την πέψη του προϊόντος 

ακολουθεί ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της πέψης σε πήκτωµα αγαρόζης ή 

πολυακρυλαµίδης και αναγνώριση των χαρακτηριστικών θραυσµάτων του DNA.  

        Η ηλεκτροφόρηση αποτελεί µια µέθοδο διαχωρισµού, κατά την οποία φορτισµένα µόρια 

(π.χ. πρωτεΐνες, νουκλεϊκά οξέα) µετακινούνται υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου στο 
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εσωτερικό πηκτών ή διαλυµάτων. ∆ιαφορετικά µόρια κινούνται µε διαφορετικές ταχύτητες 

και τα συστατικά ενός µίγµατος διαχωρίζονται εάν βρεθούν µέσα σε κατάλληλο ηλεκτρικό 

πεδίο (Καρκαλούσος Π. 2012). 

        Βασιζόµενοι στην µέθοδο PCR, ερευνητές προτείνουν ότι η ανάλυση της 

ποικιλοµορφίας της αλληλουχίας της οξειδάσης c του κυτοχρώµατος της υποµονάδας 1 

(COI), όπου αποτελεί την καταλυτική υποµονάδα του ενζύµου και την µεγαλύτερη από τις 

τρείς του συµπλόκου (Li  et al. 2006), του µιτοχονδριακού DNA (mtDNA) οδηγεί σε ένα 

αποτελεσµατικό εργαλείο για την διάγνωση των ειδών του ζωικού βασιλείου. Γεγονός, είναι 

ότι υποστηρίζουν πως η ποικιλοµορφία της αλληλουχίας του γονιδίου αυτού (mtCOI) µπορεί 

να χρησιµοποιηθεί για την δηµιουργία και την κατασκευή συστηµάτων «barcoding», τα οποία 

επιτρέπουν την ταυτοποίηση όλων των ζωικών οργανισµών (Hebert, deWaard and Landry 

2010). Οι περισσότεροι ευκαρυώτες δεν έχουν περιγραφεί και η είσοδος ενός είδους στο 

σύστηµα του Linnaeus δεν καταφέρνει να εξασφαλίσει την αναγνώριση και διαχωρισµό 

πολλών ειδών, επειδή πολλοί ιδιαίτεροι µορφολογικοί χαρακτήρες που διαχωρίζουν στενά 

συγγενικά  είδη απαιτούν την ύπαρξη τόσο ολόκληρων των οργανισµών όσο και την 

παρουσία εµπειρογνωµόνων. Ο πολυµορφισµός των αλληλουχιών και οι τυποποιηµένες 

γονιδιακές περιοχές (DNA barcodes) παρέχουν µια εναλλακτική προσέγγιση τόσο για την 

αναγνώριση γνωστών ειδών όσο και για την ανακάλυψη νέων (Hebert, et al. 2010). 

Παράλληλα βοηθούν στην αντιµετώπιση της λανθασµένης σήµανσης αλιευτικών προϊόντων, 

η οποία λειτουργεί παραπλανητικά παγκοσµίως, δίνοντας την δυνατότητα για ταυτοποίηση σε 

µοριακό επίπεδο καθώς και πλήρη διαφάνεια για τους καταναλωτές όσον αφορά τα ασφαλή 

τρόφιµα και την ακριβή και ειλικρινή πληροφόρηση (Di Pinto et al. 2015). 

         Όσον αφορά, την βιοπληροφορική ανάλυση, η ψηφιακή γλώσσα που χρησιµοποιείται 

από τους υπολογιστές για αποθήκευση και επεξεργασία πληροφορίας είναι ιδανική για τον 

χειρισµό του ψηφιακού κώδικα που υπάρχει φυσιολογικά στα γονιδιώµατα, µε την λογική ότι 

κάθε µονάδα ζεύγους βάσεων της αλληλουχίας του DNA παίρνει µόνο τέσσερις πιθανές τιµές 

στην µια αλυσίδα. ∆ηλαδή, θυµίνη, αδενίνη, γουανίνη ή κυτοσίνη, που σχηµατίζουν ζεύγη µε 

µια συµπληρωµατική βάση στην δεύτερη αλυσίδα. Οι τέσσερις αυτές τιµές µπορούν να 

εκπροσωπούνται από δύο ψηφία του δυαδικού κώδικα που χρησιµοποιούν οι υπολογιστές 

(00, 01, 10 και 11). Αυτό το γεγονός είχε ως αποτέλεσµα να παράγονται µεγάλοι όγκοι 

δεδοµένων, τις οποίες διοχέτευαν σε βάσεις δεδοµένων. Οι αλληλουχίες κατατίθενται 

ηλεκτρονικά και οποιοσδήποτε στον κόσµο, έχοντας διαδικτυακά σύνδεση, µπορεί να τις 

κατεβάσει και να τις αναλύσει (Hartwell et al 2011). 

        Σκοπός της εργασίας είναι η ανάλυση της υπάρχουσας κατάστασης σε ότι αφορά στην 

εκτροφή και διασπορά στη φύση, των ειδών του γένους Pagrus ή και άλλων αλιευµένων 

ειδών τα οποία δηλώνονται ή πωλούνται µε λάθος τρόπο.  

        Στην προσπάθεια αυτή γίνεται η ταυτοποίηση σε επίπεδο είδους µε µιτοχονδριακούς 

δείκτες. Πιο συγκεκριµένα µε την µέθοδο αποµόνωσης DNA µε NaCl υψηλής 

περιεκτικότητας (Aljanabi and Martinez 1997),  της αλυσιδωτής αντίδρασης Πολυµεράσης 

(PCR) (Rodriguez et al. 1991), ενίσχυσης συγκεκριµένου γονιδίου (mtCOI) (Haider et al. 

2011), την πέψη του γονιδίου µε την µέθοδο πολυµορφισµού µήκους θραυσµάτων 

περιορισµού και την χρήση περιοριστικών ενζύµων (Tabata and Mizuta 1997), καθώς και την 

µέθοδο ηλεκτροφόρησης DNA σε πήκτωµα αγαρόζης (Meyers et al. 1976).  Με αυτό τον 

τρόπο θα εισαχθούν τα αποτελέσµατα σε βάση δεδοµένων (NCBI), απ’ όπου θα γίνει η 

ταυτοποίηση των ειδών που ερευνώνται.  
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

 
I. ∆ειγµατοληψίες 

 

 

 
Εικόνα 1. Τοποθεσίες δειγµατοληψίας στα ελληνικά ύδατα και συγκεκριµένα από την περιοχή του Ιονίου 

Πελάγους (1), την περιοχή της Μακύνειας Αιτωλοακαρνανίας (2), την περιοχή της Σερίφου, νησί των Κυκλάδων 

στο Αιγαίο Πέλαγος (3), την περιοχή της Σύρου, νησί των Κυκλάδων στο Αιγαίο Πέλαγος καθώς επίσης από έξι 

ιχθυογεννητικούς σταθµούς, όπως αναλύονται στο κείµενο. Οι ΙΧΣ δεν επιδεικνύονται για λόγους εχεµύθειας. Τα 

δείγµατα των περιοχών 1, 2, 3 και 4 (κίτρινο χρώµα) είναι από ελεύθερους πληθυσµούς. 

 

  

        Έγινε παραλαβή των δειγµάτων στο εργαστήριο µέσω ερευνητών την περίοδο Ιουλίου 

µέχρι τα µέσα Οκτωβρίου 2018, τοποθετηµένων σε Eppendorf των 1,5ml µε αιθανόλη 100% 

(µέσο συντήρησης). 

        Τα δείγµατα αποτελούνταν από κοµµάτια του ουραίου πτερυγίου. Αποθηκεύτηκαν σε 

κατάψυξη στους -20 
ο
C και αναλύθηκαν σε set των 15 δειγµάτων. Αναλύθηκαν συνολικά 150 

δείγµατα τα οποία αποτελούνταν από δύο δείγµατα από Σέριφο, 33 δείγµατα από Ιόνιο, 19 

δείγµατα από Σύρο, 65 δείγµατα από Μακύνεια, καθώς και δείγµατα από έξι 

Ιχθυογεννητικούς Σταθµούς 8 δείγµατα από ΙΧΣ1, 2 δείγµατα από ΙΧΣ 2, 8 δείγµατα από 

ΙΧΣ3, 3 δείγµατα από ΙΧΣ4,. 6 δείγµατα από ΙΧΣ5, και 5 δείγµατα από ΙΧΣ6), Ένα δείγµα 

από την περιοχή του Ιονίου Πελάγους δεν αναλύθηκε λόγω έλλειψης ιστού.  
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II. Αποµόνωση DNA µε προσθήκη Nacl υψηλής συγκέντρωσης 

        Η µέθοδος που ακολουθήθηκε αποτελεί παραλλαγή της µεθόδου του Aljanabi και 

Martinez (1997) που χρησιµοποιείται για αποµονώσεις DNA και προορίζονται για PCR 

τεχνικές.  

        Τοποθετήθηκαν 20mg πτερυγίου σε Eppendorf των 1,5ml για κάθε δείγµα. Με βάση 

πρωτοκόλλου, προστέθηκαν και αναµείχθηκαν 87,5µl SDS 10%, 700µl extraction buffer 

(10mM Tris – HCL, 400mM Nacl, 2 mM EDTA, pH = 8,2) και 10µl πρωτεινάση Κ 

(20mg/ml) για την διάσπαση των µεµβρανών των κυττάρων και των πρωτεϊνών. Τα δείγµατα 

στη συνέχεια επωάστηκαν στους 55 
ο
C έως την επόµενη µέρα. Έπειτα προστέθηκαν 300µl 

κορεσµένο διάλυµα Nacl 6M και ακολουθήθηκε φυγοκέντρηση. Σε καινούριο Eppendorf των 

1,5ml προστέθηκαν 700µl από το υπερκείµενο, 700µl ισοπροπανόλης και φυγοκεντρήθηκαν 

ώστε να καθιζάνει το DNA. Αποµακρύνθηκε το περιεχόµενο προσεκτικά και έγινε προσθήκη 

αιθανόλης 70%, δύο φορές ώστε να καθαρίσει η πελλέτα DNA από τυχόν προσµίξεις. 

Αφαιρέθηκε το υπερκείµενο και εφόσον στη συνέχεια στεγνώθηκε η πελλέτα DNA στους 37 
ο
C, επαναδιαλύθηκε µε 60µl ddH2O. 

 
III. Ενίσχυση τµηµάτων µιτοχονδριακού DNA (γονιδίου mtCOI) µε την χρήση 

Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης – PCR και ηλεκτροφόρηση σε γέλη 

αγαρόζης 

        Η µέθοδος που ακολουθήθηκε αποτελεί παραλλαγή της µεθόδου του Tabata και Mizuta 

(1997) που χρησιµοποιείται για αναλύσεις mtDNA που προορίζονται για πέψη µε 

περιοριστικά ένζυµα (RFLP’s). 

        Η περιοχή του µιτοχονδριακού DNA (γονίδιο mtCOI) ενισχύθηκε µε την χρήση της 

αλυσιδωτής αντίδρασης Πολυµεράσης (PCR). Η συγκεκριµένη περιοχή αποτελείται από 

704bp. Αναλυτικότερα, ενισχύθηκε µε 10µl αντιδραστηρίου το οποίο περιείχε 1µl 10x buffer 

(100 mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2 / KAPA Biosystems), 0,125 µl 

dNTP’s 10mM (KAPA Biosystems), 0,5µl Forward primer (Eurofins / Genomics) Fish F2 (5΄-

ΤCG ACT AAT CAT AAA GAT ATC GGC AC-3΄) 10pM (Ward et al 2005), 0,5µl Reverse 

primer (Eurofins / Genomics) Fish R2 (5΄-ΑCT TCA GGG TGA CCG AAG AAT CAG AA-

3΄) 10pM (Ward et al 2005), 0,1µl Taq Πολυµεράσης (KAPA Biosystems), 6,775µl ddH2O και 

1µl DNA σε κάθε δείγµα.  

        Τοποθετήθηκαν τα δείγµατα στον θερµοκυκλοποιητή (Labnet / Multigene) του 

εργαστηρίου µε τις εξής παραµέτρους: έγινε αποδιάταξη στους 95 
ο
C για δύο λεπτά, 

υβριδισµός στους 94 
ο
C για 30 δευτερόλεπτα, 52 

ο
C για 30 δευτερόλεπτα και στους 72 

ο
C για 

ένα λεπτό, (ο υβριδισµός έγινε για 40 κύκλους) και επιµήκυνση στους 72 
ο
C για πέντε λεπτά.  

        Η οπτικοποίηση των ενισχυµένων PCR – προϊόντων έγινε µε ηλεκτροφόρηση αυτών σε 

γέλη αγαρόζης 1,5%. Τοποθετήθηκαν τρία µl του PCR – προϊόντος και επτά µl διάλυµα 

φόρτωσης (loading buffer / KAPA Biosystems) στη γέλη για κάθε δείγµα. Χρησιµοποιήθηκε 

ένα µl Ladder (Nippon Genetics)  σε κάθε σειρά δειγµάτων, µε µοριακό δείκτη 100bp, 

διαβάθµισης από 100 µέχρι τα 3000 bp. Κάθε γέλη φωτογραφήθηκε µε έκθεση σε 

ακτινοβολία UV (Syngene / G:Box). 
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IV. Πέψη PCR – προϊόντων µε τα περιοριστικά ένζυµα TaqI - HaeIII και 

ηλεκτροφόρηση σε γέλη αγαρόζης 

 
         Η µέθοδος που ακολουθήθηκε αποτελεί παραλλαγή της µεθόδου του Haider et al. 

(2011) που χρησιµοποιείται για ταυτοποιήσεις ειδών βάσει PCR – RFLP σε µιτοχονδριακό 

DNA. 

 

        Μετά την ενίσχυση του µιτοχονδριακού τµήµατος (γονίδιο mtCOI) DNA 

προσδιορίστηκε στο εργαστήριο µε την βοήθεια των ερευνητών, το περιοριστικό ένζυµο TaqI 

και HaeIII για την πέψη των δειγµάτων. Τα συγκεκριµένα ένζυµα προσδιορίζονται για 

ανάλυση του πολυµορφισµού µήκους θραυσµάτων περιορισµού (RFLP). Κάθε πέψη 

πραγµατοποιήθηκε µε ένα µl Taq Buffer 10x, ένα µl BSA 0,1%, 0,5µl TaqI ή HaeIII ένζυµο 

(Takara Bio Inc.) και 7,5µl ddH2O µαζί µε όλο το PCR-προϊόν του κάθε δείγµατος. Η πέψη 

ολοκληρώθηκε µε την χρήση θερµοκυκλοποιητή (Labnet / Multigene) τοποθετώντας τα 

δείγµατα στους 65 
o
C για τρείς ώρες.  

        Η οπτικοποίηση της πέψης των δειγµάτων έγινε µε ηλεκτροφόρηση αυτών σε γέλη 

αγαρόζης 2,5%. Τοποθετήθηκε όλο το προϊόν της πέψης (~18µl) µαζί µε 3µl διάλυµα 

φόρτωσης ( Loading buffer / KAPA Biosystems) για κάθε δείγµα. 2µl Ladder (Nippon 

Genetics) µε µοριακό δείκτη 100bp, διαβάθµισης από 100 µέχρι τα 3000 bp τοποθετήθηκαν 

σε κάθε σειρά δειγµάτων της γέλης. Κάθε γέλη φωτογραφήθηκε µε έκθεση σε ακτινοβολία 

UV (Syngene / G:Box). 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

I. Βιοπληροφορική Ανάλυση 

 
        Από την ανάλυση η οποία έγινε από τους Cladas et al., 2019 οι οποίοι χρησιµοποίησαν 

δεδοµένα από την βάση δεδοµένων NCBI προέκυψε ότι το γονίδιο COI αναµένεται να δώσει: 

τα εξής πρότυπα για τα παρακάτω είδη: 548, 87 και 69bp RFLP πρότυπο µε την TaqI για το 

είδος φαγκρί Pagrus pagrus, στα 310, 260, 73 και 61bp RFLP πρότυπο µε την TaqI για το 

είδος φαγκρί Dentex gibbosus, στα 404 και 300bp RFLP πρότυπο µε την TaqI για το είδος 

φαγκρί Pagrus major. 

 

 
Εικόνα 2. Αναµενόµενα περιοριστικά πρότυπα µε τη χρήση ενζύµου TaqI. 
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II. Πολυµορφισµός µήκους θραύσµατος περιορισµού (RFLP) σε κάθε δείγµα. 

 

        Το µέγεθος των ενισχυµένων µε PCR τµηµάτων του γονιδίου COI του µιτοχονδριακού 

DNA για το φαγκρί βρίσκεται κατά προσέγγιση στα 704 bp. Τα ενισχυµένα τµήµατα και κατ’ 

επέκταση θραύσµατα περιορισµού απεικονίζονται στις εικόνες 3 έως 13. Παρατηρήθηκαν 

θραύσµατα περιορισµού των PCR προϊόντων µε το ένζυµο περιορισµού TaqI, ύστερα από 

πέψη τους στο εργαστήριο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3. Απεικόνιση των ζωνών των ενισχυµένων τµηµάτων DNA του γονιδίου COI. Στο επάνω µέρος, στα 

δείγµατα (από αριστερά του Ladder) έχει γίνει πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο TaqI και στην ίδια σειρά στα 

δείγµατα (από δεξιά του Ladder) έχει γίνει πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο HaeIII.  

 

Στην Εικ. 3 παρατηρείται ότι η πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο TaqI λειτουργεί σε όλα τα 

δείγµατα µε ευκρίνεια και καθαρότητα , σε αντίθεση µε την πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο 

HaeIII, το οποίο δεν λειτούργησε καλά στα δείγµατα 2, 12, 13 και 14. Βάσει αυτών των 

αποτελεσµάτων αποφασίστηκε η επιλογή του ενζύµου για ολόκληρη την πειραµατική 

διαδικασία. 

 

 

 

TaqI HaeIII 
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Εικόνα 4. Απεικόνιση των ζωνών 

ενισχυµένων τµηµάτων DNA του 

γονιδίου COI ύστερα από πέψη τους 

µε το περιοριστικό ένζυµο TaqI. Όλα 

τα δείγµατα είναι από την περιοχή 

δειγµατοληψίας Σύρος – Κυκλάδες.  

Στην Εικ. 4 τα δείγµατα 81 – 86 παρουσιάζουν µεταξύ τους τις ίδιες θέσεις θραυσµάτων 

περιορισµού (548, 87 και 69bp) και αυτό τα κατατάσσει στο είδος Pagrus pagrus. Τα 

δείγµατα 87 – 90 παρουσιάζουν µεταξύ τους τις ίδιες θέσεις θραυσµάτων περιορισµού αλλά, 

διαφορετικές από τα προηγούµενα δείγµατα (310, 260, 71 και 63bp) γεγονός που τα 

κατατάσσει στο είδος Dentex gibbosus. Όλα τα δείγµατα της εικόνας προέρχονται από την 

ίδια περιοχή δειγµατοληψίας (Σύρος – Κυκλάδες). Οι Ladder έχουν µοριακό δείκτη 100bp 

και διαβάθµιση από 100bp – 3000bp ο καθένας.  
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Εικόνα 5. Απεικόνιση των ζωνών ενισχυµένων τµηµάτων DNA του γονιδίου COI ύστερα από 

πέψη τους µε το περιοριστικό ένζυµο TaqI. Τα δείγµατα στο πάνω µέρος της εικόνας 

προέρχονται από την ίδια περιοχή δειγµατοληψίας (Σύρος – Κυκλάδες). Τα δείγµατα στο κάτω 

µέρος της εικόνας είναι από την ίδια µεταξύ τους περιοχή δειγµατοληψίας (Ιόνιο Πέλαγος). 

Στην Εικ. 5 τα δείγµατα 91 – 99 (επάνω µέρος) είναι από την ίδια µεταξύ τους περιοχή 

δειγµατοληψίας (Σύρος – Κυκλάδες) και παρουσιάζουν τις ίδιες θέσεις θραυσµάτων 

περιορισµού (310, 260, 71 και 63bp) γεγονός που τα κατατάσσει στο είδος Dentex gibbosus. 

Τα δείγµατα 50 – 64 (κάτω µέρος) είναι από την ίδια µεταξύ τους περιοχή δειγµατοληψίας 

(Ιόνιο Πέλαγος) και παρουσιάζουν τα ίδια θραύσµατα περιορισµού (548, 87 και 69bp) 

γεγονός που τα κατατάσσει στο είδος Pagrus pagrus. Τα RFLP πρότυπα φαίνονται έντονα 

και καθαρά. 
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Εικόνα 6. Απεικόνιση των ζωνών ενισχυµένων τµηµάτων DNA 

του γονιδίου COI ύστερα από πέψη τους µε το περιοριστικό 

ένζυµο TaqI. Τα δείγµατα της εικόνας προέρχονται από την ίδια 

περιοχή δειγµατοληψίας (Ιόνιο Πέλαγος). 

Στην Εικ. 6 παρατηρείται ότι όλα τα δείγµατα παρουσιάζουν τις ίδιες θέσεις θραυσµάτων 

περιορισµού (548, 87 και 69bp) γεγονός που τα κατατάσσει στο είδος Pagrus pagrus εκτός, 

από τα δείγµατα 74 και 120 (διαφορετικοί πολυµορφισµοί οι οποίοι θα επαναπροσδιοριστούν 

λόγω ανεπάρκειας της γέλης). Όλα τα δείγµατα ανήκουν στην ίδια περιοχή δειγµατοληψίας 

(Ιόνιο Πέλαγος). 
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Εικόνα 7. Απεικόνιση των ζωνών ενισχυµένων τµηµάτων DNA του γονιδίου COI ύστερα από πέψη 

τους µε το περιοριστικό ένζυµο TaqI. Τα δείγµατα 77 και 130 ανήκουν στην ίδια περιοχή 

δειγµατοληψίας (Ιόνιο Πέλαγος) ενώ τα υπόλοιπα από την ίδια µεταξύ τους περιοχή δειγµατοληψίας 

(Μακύνεια Αιτωλοακαρνανίας). 

Στην Εικ. 7 παρατηρείται το ίδιο πρότυπο περιορισµού (548, 87 και 69bp) γεγονός που τα 

κατατάσσει στο είδος Pagrus pagrus.  σχεδόν σε όλα τα δείγµατα εκτός, από τα δείγµατα 135 

και 203 τα οποία παρουσιάζουν διαφορετικό πολυµορφισµό (310, 260, 71 και 63bp) γεγονός 

που τα κατατάσσει στο είδος Dentex gibbosus. Τα δείγµατα 77 και 130 είναι από διαφορετική 

περιοχή δειγµατοληψίας (Ιόνιο Πέλαγος) σε σχέση µε τα υπόλοιπα δείγµατα που ανήκουν 

στην ίδια (Μακύνεια Αιτωλοακαρνανίας). 

 

Εικόνα 8. Απεικόνιση των ζωνών ενισχυµένων τµηµάτων DNA του γονιδίου COI ύστερα από πέψη 

τους µε το περιοριστικό ένζυµο TaqI. Όλα τα δείγµατα είναι από την ίδια περιοχή δειγµατοληψίας 

(Μακύνεια Αιτωλοακαρνανίας). 

Στις Εικ. 8, 9 και 10 παρατηρείται το ίδιο πρότυπο περιορισµού (548, 87 και 69bp) σε όλα τα 

δείγµατα που προέρχοναι από την ίδια περιοχή δειγµατοληψίας (Μακύνεια 

Αιτωλοακαρνανίας)  γεγονός που τα κατατάσσει στο είδος Pagrus pagrus. Τα RFLP πρότυπα 

φαίνονται έντονα και καθαρά. 
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Εικόνα 9. Απεικόνιση των ζωνών ενισχυµένων τµηµάτων DNA του 

γονιδίου COI ύστερα από πέψη τους µε το περιοριστικό ένζυµο TaqI. Τα 

δείγµατα ανήκουν στην ίδια περιοχή δειγµατοληψίας (Μακύνεια 

Αιτωλοακαρνανίας). 

 

 

Εικόνα 10. Απεικόνιση των ζωνών ενισχυµένων τµηµάτων DNA του 

γονιδίου COI ύστερα από πέψη τους µε το περιοριστικό ένζυµο TaqI. Όλα 

τα δείγµατα ανήκουν στην ίδια περιοχή δειγµατοληψίας (Μακύνεια 

Αιτωλοακαρνανίας). 
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Εικόνα 11. Απεικόνιση των ζωνών ενισχυµένων τµηµάτων DNA του 

γονιδίου COI ύστερα από πέψη τους µε το περιοριστικό ένζυµο TaqI. Τα 

δείγµατα 1 και 2 προέρχονται από την ίδια περιοχή δειγµατοληψίας 

(Σέριφος – Κυκλάδες), τα δείγµατα 140, 141, 144 και 344 από την ίδια 

µεταξύ τους περιοχή δειγµατοληψίας (Μακύνεια Αιτωλοακαρνανίας) ενώ, 

τα δείγµατα 57, 60, 63, 80, 74 και 120 ανήκουν στην ίδια µεταξύ τους 

περιοχή δειγµατοληψίας (Ιόνιο Πέλαγος). 

Στην Εικ. 11 παρατηρείται ότι τα δείγµατα 1, 2, 344, 57, 60, 63 και 80 παρουσιάζουν το ίδιο 

πρότυπο περιορισµού (548, 87 και 69bp) γεγονός που τα κατατάσσει στο είδος Pagrus 

pagrus. Το δείγµα 140 δεν παρουσιάζει ξεκάθαρα θραύσµατα περιορισµού. Τα δείγµατα 141 

και 144 παρουσιάζουν µεταξύ τους το ίδιο πρότυπο περιορισµού (404, 300bp) γεγονός που τα 

κατατάσσει στο είδος Pagrus major. Στα δείγµατα 74 και 120 έγινε επανάληψη της πέψης µε 

το ίδιο περιοριστικό ένζυµο (TaqI), όπου παρουσιάζεται το διαφορετικό πρότυπο 

περιορισµού µεταξύ τους πιο ξεκάθαρα (το 74 δείγµα δεν προσδιορίστηκε στο εργαστήριο). 

Το δείγµα 120 αντιστοιχεί στα 310, 260, 71 και 63bp  γεγονός που το κατατάσσει στο είδος 

Dentex gibbosus. 
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Εικόνα 12. Απεικόνιση των ζωνών ενισχυµένων τµηµάτων DNA του γονιδίου COI ύστερα από πέψη τους 

µε το περιοριστικό ένζυµο TaqI. 

 

Στην Εικ. 12 παρατηρείται ότι τα δείγµατα (από αριστερά των Ladder στο πάνω και κάτω 

µέρος της εικόνας) έχουν παρουσιάσει δυσλειτουργία κατά την πέψη, εκτός από τα δείγµατα 

157, 161, 169, 137 και 154 στα οποία φαίνονται τα θραύσµατα περιορισµού (404, 300bp) 

γεγονός που τα κατατάσσει στο είδος Pagrus major. Στα δείγµατα (δεξιά των Ladder) 175, 

183, 196, 200 και 168 φαίνεται έντονα και καθαρά το ίδιο πρότυπο περιορισµού (404, 300bp) 

γεγονός που τα κατατάσσει στο είδος Pagrus major. 
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Εικόνα 13. Απεικόνιση των ζωνών ενισχυµένων τµηµάτων 

DNA του γονιδίου COI ύστερα από πέψη τους µε το 

περιοριστικό ένζυµο TaqI. 

 

Στην Εικ. 13 παρατηρείται ότι το πρότυπο περιορισµού (404, 300bp) φαίνεται έντονα και 

καθαρά στα δείγµατα, εκτός από τα δείγµατα 108 και 103 γεγονός που τα κατατάσσει στο 

είδος Pagrus major. Ο Ladder  έχει µοριακό δείκτη 100bp  διαβάθµισης από 100 – 3000bp. 
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Πίνακας 1. Σύνοψη αποτελεσµάτων RFLP ανάλυσης ατόµων φυσικών πληθυσµών τα οποία 

δηλώνονται ως «φαγκρί» 

Τοποθεσία  Είδος Αριθµός 

Συχνότητα 

εµφάνισης/ 

τοποθεσία 

Συνολική 

Συχνότητα 

Σέριφος Pagrus pagrus 2 100% 1.7% 

Σύρος 
Pagrus pagrus 6 31,6% 5.1% 

Dentex gibbosus 13 68,4% 11.0% 

Ιόνιο Πέλαγος 
Pagrus pagrus 31 94% 26.3% 

Dentex gibbosus 1 3% 0.8% 

Μακύνεια 

Pagrus pagrus 60 92,3% 50.8% 

Dentex gibbosus 2 3% 1.7% 

Pagrus major 3 4,6% 2.5% 

ΣΥΝΟΛΟ  118  100% 

 

Πίνακας 2. Σύνοψη αποτελεσµάτων RFLP ανάλυσης 

ατόµων εκτρεφόµενων πληθυσµών 

Τοποθεσία  Είδος Αριθµός 

ΙΧΣ1 Pagrus major 7 

ΙΧΣ2 Pagrus major 1 

ΙΧΣ3 Pagrus major 1 

ΙΧΣ4 Pagrus major 1 

ΙΧΣ5 Pagrus major 6 

ΙΧΣ6 Pagrus major 4 

ΣΥΝΟΛΟ  20 

 

 

 

 

Αναλυτικά, ταυτοποιήθηκαν 99 δείγµατα  ως το είδος  φαγκρί Pagrus pagrus, 16 δείγµατα 

ως το είδος φαγκρί Dentex gibbosus, 23 δείγµατα ως το είδος φαγκρί Pagrus major ενώ, ένα 

δείγµα (δείγµα 74) δεν προσδιορίστηκε στο εργαστήριο αλλά, χαρακτηρίστηκε ως ένας 

διαφορετικός πολυµορφισµός του είδους Pagrus pagrus. 
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 
        Το πρωτόκολλο PCR – RFLP αποτελεί µια επαναλαµβανόµενη αλλά και αξιόπιστη 

τεχνική (Haider 2003) από την αλληλούχιση DNA. Είναι φθηνότερη, ευκολότερη, 

απλούστερη και ταχύτερη τεχνική. Απαιτεί υλικά και εξοπλισµό που υπάρχουν στα 

περισσότερα βιοτεχνολογικά εργαστήρια και επιπλέον απαιτεί µικρή ποσότητα DNA (Graner 

et al. 1999).  

        Η PCR παρήγαγε ενισχυµένα τµήµατα του µιτοχονδριακού γονιδίου COI στις 704bp. 

Για την ανάλυση των προφίλ περιορισµού λήφθηκαν υπόψιν οι έντονες και πιο ευκρινείς 

ζώνες όπως αποτυπώθηκαν πάνω στην γέλη αγαρόζης. Γενικά, τα προφίλ περιορισµού που 

δηµιουργήθηκαν σε αυτή την µελέτη είχαν ξεχωριστά θραύσµατα επιτρέποντας την εύκολη 

και ξεκάθαρη ερµηνεία των αποτελεσµάτων περιορισµού. Το περιοριστικό ένζυµο TaqI  ήταν 

επαρκές για να ξεχωρίσει όλα τα δείγµατα.  

        Εµείς αναγνωρίσαµε ότι µεταξύ των ατόµων των φυσικών πληθυσµών καταγράφονται 

99 άτοµα του είδους Pagrus pagrus και 16 του είδους Dentex gibbosus. Επίσης, 

ανιχνεύθηκαν και 3 άτοµα του είδους Pagrus major. Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε 

τα αποτελέσµατα των Cladas et al., οι οποίοι αναγνώρισαν άτοµα του είδους στο φυσικό 

περιβάλλον. Σηµαντικό εύρηµα είναι ότι όλα τα άτοµα που αναλύθηκαν από τους 

Ιχθυογεννητικούς σταθµούς ανήκουν στο είδος Pagrus major.          

Από τα αποτελέσµατα είναι φανερό ότι διαφορετικά είδη που δεν ανήκουν καν στο ίδιο 

γένος εµπορεύονται ως «φαγκρί». Αυτά τα είδη είναι τα: Pagrus pagrus, Dentex gibbosus και 

Pagrus major. Τα παραπάνω είδη ανιχνεύθηκαν σε ποσοστά 83,9%, 13,5% και 2,5% 

αντίστοιχα. Σηµαντικό εύρηµα είναι ότι τόσο στη Σύρο όσο και στο Ιόνιο, οι «ψαριές» ήταν 

µικτές και αποτελούνταν τόσο από Pagrus pagrus (31,4%) όσο και Dentex gibbosus (11,8%). 

Αυτό δείχνει ότι στην αλιεία είναι σηµαντικό το ποσοστό της λανθασµένης σήµανσης των 

αλιευµάτων και η εσκεµµένη ή µη παραπλάνηση του καταναλωτή. Αυτό είναι ένα πρόβληµα 

γνωστό παγκοσµίως. 

         Παρ ’όλα αυτά η ανιχνευσιµότητα µπορεί να βελτιώσει τη διαχείριση των σχετικών 

κινδύνων στην ασφάλεια των ψαριών, καθώς και στην εξασφάλιση της γνησιότητας των 

προϊόντων, την παροχή αξιόπιστων πληροφοριών στους πελάτες, την ενίσχυση της 

διαχείρισης της προσφοράς και τη βελτίωση της ποιότητας και της βιωσιµότητας των 

προϊόντων (Di Pinto et al. 2015). 

        Σαν γεγονός, η εισαγωγή µη γηγενών ειδών έχει δηµιουργήσει ως ένα βαθµό πρόβληµα 

στην απώλεια οικοτόπων και στον διαχωρισµό του τοπίου χωροκατακτητικά αποτελώντας 

απειλή της παγκόσµιας βιοποικιλότητας (Walker & Steffen 1997). Οι οικονοµικές επιπτώσεις 

των ειδών αυτών καθώς και η περιβαλλοντική ζηµιά που προκαλούν έχουν κύρια σηµασία 

διεθνώς (Pimentel et al. 2000). Η διαχείριση και ο έλεγχος των µη γηγενών ειδών είναι ίσως η 

µεγαλύτερη δοκιµασία όπου η προστασία των βιολόγων παγκοσµίως θα κληθεί να 

αντιµετωπίσει τις επόµενες δεκαετίες (Allendorf & Lundquist 2003). Το εάν θα υπάρξει 

αποτελεσµατική διασπορά (όταν δηλαδή τα άτοµα που απελευθερώθηκαν στη φύση 

καταφέρουν να µεταφέρουν και να κληρονοµηθούν τα γονίδιά τους) ή µη αποτελεσµατική 

διασπορά (όταν δηλαδή ο παράγοντας διασποράς µετακινείται σε άλλο βιότοπο ανεξάρτητα 

από αν αναπαράγει µε επιτυχία και µεταδίδει τους γαµέτες) (Cayuela et al. 2018),
 
είναι 

αντικείµενο περαιτέρω µελέτης για τα επόµενα χρόνια. 
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