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 Η σύνθεση, η εκτέλεση και η συγγραφή της παρούσας εργασίας 

πραγµατοποιηθήκαν έπειτα από συζήτηση και µε τις υποδείξεις  της καθηγήτριας κ. 
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του Τµήµατος Τεχνολογίας Αλιείας και Υδατοκαλλιεργειών του Αλεξάνδρειου 

Τεχνολογικού Εκπαιδευτικού Ιδρύµατος Θεσσαλονίκης.   
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1. Γενικά χαρακτηριστικά των τριών ειδών της οικογένειας Mugilidae 

 Η οικογένεια Mugilidae αποτελείται από 17 γένη και 60 είδη (Nelson, 1994). 

Ορισµένα γενικά χαρακτηριστικά της οικογένειας είναι το µεγάλο εύρος ανοχής της 

αλατότητας και της θερµοκρασίας. Ζουν σε µικρές οµάδες κοντά στον πυθµένα και 

τρέφονται µε ασπόνδυλους οργανισµούς, οργανικές ουσίες που βρίσκονται στη 

λάσπη καθώς και φύκη που φύονται  σε βράχους, τοιχώµατα λιµανιών και σε 

αγωγούς. Είναι διάδροµα ψάρια τα οποία περνούν το µεγαλύτερο µέρος της ζωής 

τους σε εκβολές ποταµών, λίµνες και λιµνοθάλασσες, ενώ κατά την αναπαραγωγική 

περίοδο εναποθέτουν τα γενετικά τους προϊόντα στη θάλασσα (Μίνος, 2004).  

Στη Μεσόγειο, τα 7 είδη που συναντάµε είναι τα εξής (Tortonese, 1975): 

• Mugil cephalus (Linnaeus,1758) 

• Liza ramada (Risso, 1826) 

• Liza haematocheilus (Temminck & Schlegel, 1845) 

• Liza aurata (Risso, 1910) 

• Liza saliens (Risso, 1810) 

• Clelon labrosus (Risso, 1826) 

• Liza carinata (Ehrenberg, 1836) 

Από αυτά, τα τρία πρώτα πραγµατεύεται η παρούσα εργασία ενώ µέρος των 

υπολοίπων έχουν ήδη µελετηθεί  µε την ίδια φιλοσοφία (∆ούκα, 2007). 

 

Mugil cephalus (Linnaeus, 1758) 

Στα ενήλικα άτοµα το πρώτο ραχιαίο πτερύγιο αποτελείται από τέσσερις 

σκληρές ακτίνες (D1:ΙV) ενώ το δεύτερο ραχιαίο πτερύγιο αποτελείται από οκτώ έως 
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δέκα µαλακές ακτίνες (D2:8–10). Το εδρικό πτερύγιο έχει τρεις σκληρές και οκτώ 

µαλακές ακτίνες  (A: ΙΙΙ/8) και τα θωρακικά πτερύγια έχουν δεκαπέντε έως δεκαεπτά 

µαλακές ακτίνες (P:15–17) (Harrison, 2003). Ορισµένα από τα χαρακτηριστικά 

γνωρίσµατα του  είδους είναι το λιπώδες βλέφαρο και τα δύο πυλωρικά τυφλά 

(Harrison, 2003). 

Ο βασικός χρωµατισµός του είδους είναι γκρι, µε αποχρώσεις του καφέ ή του 

λαδί στη ραχιαία περιοχή. Πλευρικά έχει χρώµα ασηµί µε 7-10 γκρίζες λωρίδες κατά 

µήκος, ενώ στην κοιλιακή περιοχή επικρατεί το λευκό χρώµα. Τα ραχιαία πτερύγια 

και το ουραίο πτερύγιο είναι µαυριδερά σε αντίθεση µε τα θωρακικά και το εδρικό 

που είναι ωχρά ή γκρίζα, καθώς επίσης υπάρχει µία µαύρη κηλίδα σε κάθε θωρακικό 

(Ben-Tuvia, 1986; Harrison, 2003). Ο χρωµατισµός του δέρµατος επηρεάζεται από το 

βιότοπο. Σε πληθυσµούς που διαβιώνουν σε εκβολικά συστήµατα, παρατηρούνται 

στη ράχη θαµπές αποχρώσεις του µπλε ή του καφέ και ποιο σκούρα πτερύγια. 

 

 

 

Εικόνα 1. Mugil cephalus (Linnaeus,1758) 

 

Η κατανοµή του συγκεκριµένου είδους παρατηρείται σε τροπικά, υποτροπικά 

και θερµά νερά, µε γεωγραφικές συντεταγµένες από 42° S έως 51° N. Στην Ευρώπη 

το συναντάµε από τις περιοχές της νότιας Ισπανίας έως και τη βόρεια Πορτογαλία 
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από τη µεριά του Ατλαντικού, σε όλη τη λεκάνη της Μεσογείου καθώς επίσης στη 

Μαύρη Θάλασσα και στην Αζοφική θάλασσα (Trewavas, 1973; De Silva, 1980; 

Thomason, 1981; Ben-Tuvia, 1986; Reay, 1992; Harrison, 2003). Η ανάδροµη πορεία 

του είδους σε ποταµούς της Ευρώπης τις περιόδους της άνοιξης και του καλοκαιριού 

(Gandolfi et al., 1991; Harrison, 2003) έχουν ως αποτέλεσµα αναφορές του στους 

ποταµούς Rhône (Guillard & Colon, 1998; Harrison, 2003), Gronde και Adour της 

δυτικής Γαλλίας (Keit & Allardi, 2001; Harrison, 2003), στη Βουλγαρία (Grupcheva, 

1993; Harrison, 2003), σε γλυκά νερά της κεντρικής Ιταλίας (Gandolfi et al., 1991; 

Harrison, 2003), στην Κασπία θάλασσα (Ben-Tuvia, 1986; Harrison, 2003), στη 

λίµνη Qarum της Αιγύπτου (Abdel’-Malek, 1981; Harrison, 2003), καθώς και σε 

άλλες περιοχές της Ευρώπης µε γλυκό νερό. 

Τα ενδιαιτήµατα στα οποία παρατηρείται το συγκεκριµένο είδος είναι 

παράκτιες περιοχές (σπάνια ξεπερνούν τα 200m βάθος), εκβολές ποταµών, 

λιµνοθάλασσες και λίµνες. Το περιβάλλον και ο χρόνος διαβίωσης εξαρτάται από την 

ηλικία του ατόµου. Ενήλικα άτοµα παραµένουν σε λιµνοθάλασσες και σε εκβολές 

ποταµών µέχρι τη σεξουαλική τους ωρίµανση, ενώ στη συνέχεια η εναπόθεση των 

γενετικών τους προϊόντων γίνεται στη θάλασσα. Στη Μεσόγειο συµβαίνει από τον 

Αύγουστο έως τον Οκτώβριο (Bauchot, 1987; Ardizzone et al., 1988; Demirkalp, 

1992; Ergene, 1999;  Harrison, 2003).  

   Τα χαρακτηριστικά του τόπου διαβίωσης των ενήλικων ατόµων είναι εύρος 

αλατότητας 0-125 ‰ και εύρος θερµοκρασίας 5-37°C (Hotos & Vlahos, 1998; Chang 

& Hur, 1999; Harrison, 2003).  Η διατροφή τους στηρίζεται κυρίως σε νεκρή 

οργανική ύλη, µικροάλγη και διάτοµα (Drake et al., 1984; Cardona et al., 1996; 

Harrison, 2003). 
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Liza ramada (Risso, 1826) 

Στα ενήλικα άτοµα το πρώτο ραχιαίο πτερύγιο αποτελείται από τέσσερις 

σκληρές ακτίνες (D1:ΙV) ενώ το δεύτερο ραχιαίο πτερύγιο έχει οκτώ έως δέκα 

µαλακές ακτίνες (D2:8 –10). Το εδρικό πτερύγιο έχει τρεις σκληρές ακτίνες και οκτώ 

έως εννιά µαλακές ακτίνες (A: ΙΙΙ/8-9) και τα θωρακικά πτερύγια έχουν δεκαπέντε 

έως δεκαεπτά µαλακές ακτίνες (P:15-17) (Harrison, 2003). Κάποια από τα εξωτερικά 

χαρακτηριστικά γνωρίσµατα του είδους είναι τα άκρα των αναδιπλωµένων 

θωρακικών πτερυγίων τα οποία µόλις που φθάνουν την οπίσθια άκρη του µατιού, 

καθώς και η χρυσή κηλίδα που φέρει κάθε βραγχιακό επικάλυµµα. Ο αριθµός των 

πυλωρικών τυφλών κυµαίνεται από έξι έως εννέα (Μίνος, 2004). 

 Το χρώµα των ενήλικων ατόµων είναι γκρίζο - γαλάζιο στη ράχη ενώ 

πλευρικά είναι ασηµί, γκρι και µαύρο. Κατά µήκος του σώµατος υπάρχουν λωρίδες 

γκρίζου χρώµατος, ενώ στην κοιλιακή περιοχή το χρώµα που επικρατεί είναι το 

άσπρο. Το χαρακτηριστικό του είδους είναι η χρυσή κηλίδα στο βραγχιακό 

επικάλυµµα. Τα χρωµατοφόρα κύτταρα των πτερυγίων αποδίδουν χρωµατισµούς 

ανοιχτού γκρι ή κίτρινου, µε µία µαύρη κηλίδα σε κάθε θωρακικό πτερύγιο (Gandalfi, 

1991; Harrison, 2003).   

 

 

Εικόνα 2. Liza ramada (Risso, 1826) 
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Πληθυσµοί του είδους εµφανίζονται στη Μεσόγειο Θάλασσα, στη Μαύρη 

Θάλασσα και στην Αζοφική Θάλασσα. Στον ανατολικό Ατλαντικό απαντάται από τις 

Αζόρες έως την Μαδέρα και από το Μαρόκο έως και τις βόρειες Βρετανικές νήσους, 

καθώς επίσης στη Σκανδιναβία και στη νότια Βαλτική (Ben–Tuvia, 1986; Thomson, 

1990). Αναφορές του είδους έγιναν στους ποταµούς Rhône και Saone της Γαλλίας 

(Changeux & Zyberblat, 1993; Harrison, 2003) και από τη µεριά του Ατλαντικού στις 

λίµνες Seine και Adour (Keith & Allardi, 2002). Η παρουσία του είδους στη λίµνη 

Weser της Γερµανίας υποδηλώνει ότι η αναπαραγωγή του πληθυσµού είναι πολύ 

πιθανόν να συµβαίνει στη Βόρεια Θάλασσα (Scheffel et al., 1996; Harrison, 2003). 

Ωστόσο έχουν καταγραφεί άτοµα του είδους στα βορειότερα σηµεία που εκτείνονται 

οι πληθυσµοί, κατά την περίοδο του καλοκαιριού (Ben–Tuvia, 1986; Harrison, 2003).  

Εποµένως, αναφερόµαστε σε ένα είδος που διαβιώνει σε παράκτια νερά, σε 

λιµνοθάλασσες και ποτάµια (Ben–Tuvia, 1986; Bauchot, 1987; Harrison, 2003). Έχει 

το µεγαλύτερο εύρος αλατότητας, σε σύγκριση µε όλα τα είδη της οικογένειας που 

συναντάµε στην Ευρώπη. Χαρακτηριστικό παράδειγµα είναι η διαβίωση του είδους 

στις λίµνες Tiberias και Qarum όπου η αλατότητα είναι ιδιαίτερα αυξηµένη 

(Trewavas, 1973; Harrison, 2003). Συνεπώς, δικαιολογείται η ανάδροµη πορεία του 

στους ποταµούς όπου παραµένει για πολλούς µήνες (Hickling, 1970; Claridge & 

Potter, 1985; Ben–Tuvia, 1986; Harrison, 2003). Το φάσµα της αλατότητας που 

διαβιώνει το είδος αποδίδεται µε το χαρακτηρισµό «από γλυκά έως αλµυρά νερά» 

ενώ η θερµοκρασία κυµαίνεται από 8–24° C (Gandalfi et al., 1991; Harrison, 2003). 

Τα ενήλικα άτοµα τρέφονται κυρίως µε πλαγκτόν, µικροάλγη, πελαγικά αυγά, 

λάρβες καθώς και ανόργανη ύλη στη στήλη του νερού και µεταξύ στήλης του νερού 

και επιφάνειας (Drake et al., 1984; Almeida et al., 1993; Cardona & Castello, 1994; 

Cardona, 1996; Shapiro, 1998; Harrison, 2003). Συγκρίνοντας το µε άλλα είδη της 
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οικογένειας στην περιοχή της  Ευρώπης, έχει την ικανότητα να διηθεί το νερό και να 

συγκρατεί τα στερεά υπόλοιπα της διήθησης µεγέθους έως και 63 µm. 

 

Liza haematocheilus (Temminck & Schlegel, 1845) 

Τα ενήλικα άτοµα του είδους έχουν δύο ραχιαία πτερύγια. Το πρώτο έχει 

τέσσερις σκληρές ακτίνες (D1:IV) ενώ το δεύτερο έχει µία σκληρή και οχτώ µαλακές 

ακτίνες (D2: I/8 ). Το εδρικό πτερύγιο έχει µία σκληρή και οκτώ έως εννέα µαλακές 

ακτίνες (A: I/8-9). Το θωρακικό πτερύγιο αποτελείται από µία σκληρή και 

δεκατέσσερις µαλακές ακτίνες (P: I/14) ενώ τα κοιλιακά πτερύγια έχουν µία σκληρή 

και πέντε µαλακές ακτίνες (V: I/5). Το είδος έχει έξη πυλωρικά τυφλά (Kaya et. al., 

1998) ενώ τα χείλη του είναι κοκκινωπά (Harrison, 2003). 

 

 

 
Εικόνα 3. Liza haematocheilus (Temminck & Schlegel, 1845) 

 
To είδος ήταν αυτόχθονο στην παράκτια ζώνη της βορειοανατολικής Ασίας 

και της Μαύρης θάλασσας, µεταξύ της περιόδου 1972 και 1984 (Kazansky & 

Starushenko, 1997; Starushenko & Kazansky, 1996; Zaitsen & Starushenko, 1997; 

Harrison, 2003). Στη συνέχεια µέσω εσωτερικών υδάτων πέρασε στη θάλασσα του 
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Μαρµαρά και στη συνέχεια στο Βόρειο Αιγαίο. Στην Ελλάδα έχει καταγραφεί στις 

περιοχές του Έβρου, του Νέστου, και στη λίµνη Βισθωνίδα (Kaya et al., 1998; 

Koutrakis & Economidis, 2000; Harrison, 2003) 

 

2. Προηγούµενες γενετικές µελέτες στην οικογένεια Mugilidae 

 Γενετικές µελέτες που διεξήχθηκαν στην οικογένεια Mugilidae έχουν 

χρησιµοποιήσει διάφορες περιοχές του γενετικού υλικού, εστιάζοντας κυρίως στο 

µιτοχονδριακό γένωµα (mtDNA).  

Μια αξιόλογη µελέτη για την εξελικτική συγγένεια µεταξύ επτά ειδών της 

οικογένειας Mugilidae (M. cephalus, C. labrosus, L. ramada, L. saliens, L. aurata, O. 

labeo, M. curema), βασίστηκε στην ενίσχυση µε την αντίδραση PCR και ανάγνωση 

της ακολουθίας των βάσεων του 12S rRNA και του κυτοχρώµατος b, του 

µιτοχονδριακού DNA. Τα συµπεράσµατα της έρευνας έδειξαν ότι τα δύο (M. 

cephalus και  M. curema) από τα επτά είδη έχουν αξιοσηµείωτη γενετική απόκλιση 

συγκριτικά µε τα υπόλοιπα (Caldara et al., 1996).  

Με τη χρήση αλλοενζύµων έγινε προσπάθεια ανάλυσης της φυλογενετικής 

συγγένειας πέντε ειδών της οικογένειας Mugilidae (M. cephalus, C. labrosus, L. 

ramada, L. saliens, L. aurata). Τα αποτελέσµατα της έρευνας δηλώνουν την ύπαρξη 

τριών φυλογενετικών οµάδων. Η πρώτη οµάδα περιλαµβάνει τα τρία είδη του γένους  

Liza (L. ramada, L. saliens, L. aurata), η δεύτερη οµάδα περιλαµβάνει το είδος C. 

labrosus ενώ η τρίτη οµάδα περιλαµβάνει το είδος M. cephalus το οποίο αποκλίνει 

και περισσότερο (Papasotiropoulos et al., 2001). 

Με τη λήψη ωαρίων πραγµατοποιήθηκε ενίσχυση του γονίδιου 16S rRNA σε 

τέσσερα είδη της οικογένειας (C. labrosus, L. ramada, L. saliens, L. aurata). Για την 

επίτευξη της διάκρισης των τεσσάρων ειδών ακολούθησε χρήση τριών διαφορετικών 
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ενζύµων  περιορισµού (Taq I, Hinf I, BstN I) στα προϊόντα  PCR, ώστε να αποδοθούν 

µε επιτυχία τα περιοριστικά πρότυπα µεταξύ των τεσσάρων ειδών στην πηκτή 

αγαρόζης (Kossa–Kilia et al., 2002). Η ίδια τεχνική PCR-RFLPs, χρησιµοποιήθηκε 

για τη µελέτη της φυλογενετικής συγγένειας πέντε ειδών της οικογένειας Mugilidae 

(M. cephalus, C. labrosus, L. ramada, L. saliens, L. aurata), όπου πραγµατοποιήθηκε 

PCR ανάλυση τριών τµηµάτων του mtDNA (12S rRNA, 16S rRNA και COI) και 

χρήση διαφορετικών ενζύµων περιορισµού (Papasotiropoulos et al., 2002).  

Άλλη µια προσπάθεια για τη φυλογενετική ανάλυση έξι ειδών που διαβιώνουν 

στη Μεσόγειο (M. cephalus, C. labrosus, L. ramada, L. saliens, L. aurata, O. labeo) 

καθώς επίσης και για την εξακρίβωση της υπόθεσης που αναφέρεται στην 

µονοφυλετικότητα του γένους Liza στη Μεσόγειο, έγινε µε τη µέθοδο της 

αλλοενζυµικής ανάλυσης και µε τη µέθοδο της ανάλυσης πρωτοδιάταξης του  

γονιδίου 16S rRNA (Rossi et al., 2004). Τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης έδειξαν 

ότι το είδος M. cephalus έχει τη µεγαλύτερη γενετική απόκλιση µεταξύ των 

υπολοίπων. Παράλληλα επεσήµαναν την ύπαρξη µιας φυλογενετικής οµάδας η οποία 

περιλαµβάνει τα είδη του γένους Liza µαζί µε το είδος C. labrosus, γεγονός που 

δηλώνει ότι τα είδη του γένους Liza δεν ανήκουν σε µία µονοφυλετική οµάδα (Rossi 

et al., 2004). 

Τέλος, η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) καθώς και η ανάλυση 

πρωτοδιάταξης του γονιδίου 5S rDNA, χρησιµοποιήθηκαν για τη διάκριση και τη 

φυλογενετική ανάλυση έξι διαφορετικών ειδών της οικογένειας Mugilidae που 

διαβιώνουν στη Μεσόγειο (M. cephalus, M. so-iuy, C. labrosus, L. aurata, L. ramada, 

L. saliens) (Ιmsiridou et al., 2007). Τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης έδειξαν α) τη 

γενετική διαφοροποίηση του είδους M. cephalus η οποία οδηγεί σε ξεχωριστή 

οµαδοποίησή του β) τη γενετική οµοιότητα των ειδών L. ramada και L. aurata τα 
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οποία και οµαδοποιούνται µαζί και γ) τη µη µονοφυλετική προέλευση του γένους 

Liza (εφόσον το είδος L. saliens οµαδοποιείται µαζί µε το είδος C. labrosus). 

 Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι κυτογενετικές αναλύσεις, όπως αυτή 

που πραγµατοποιήθηκε από δείγµα διαφόρων πληθυσµών του είδους M. cephalus ανά 

τον κόσµο. Η επίτευξη της προσπάθειας πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση της τεχνικής 

του υβριδισµού in situ. Η µελέτη αυτή έδειξε ότι όλοι οι πληθυσµοί που µελετήθηκαν 

έχουν ίδιο αριθµό και την ίδια µορφολογία χρωµοσωµάτων και δεν ανιχνεύθηκαν 

διαφορές στις ετεροχρωµατινικές περιοχές και στην περιοχή του οργανωτή του 

πυρηνίσκου (NOR - Νuclear organizer regions) (Rossi et al., 1996). Με την ίδια 

τεχνική ερευνητές πραγµατοποίησαν κυτογενετική ανάλυση στο είδος L. ramada 

(Rossi et al., 1997) και απέδωσαν µε ακρίβεια τα χαρακτηριστικά και το µέγεθος των 

χρωµοσωµάτων του είδους. Αντίστοιχη ανάλυση για το είδος O. labeo έδωσε 

αξιόλογα αποτελέσµατα για το µέγεθος των τελοµερών των χρωµοσωµάτων καθώς 

και για την περιοχή του οργανωτή του πυρηνίσκου NOR (Rossi et al., 2000).   

 

3. Η δοµή του γονιδίου 5S rDNA 

Στους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, τα γονίδια για το ριβοσωµικό 

RNA (rRNA) αποτελούν δύο οµάδες οι οποίες απαρτίζονται από χιλιάδες αντίγραφα. 

Η πρώτη οµάδα περιλαµβάνει τα γονίδια για τα 18S, 5.8S, και 28S rRNA ενώ η 

δεύτερη οµάδα περιλαµβάνει µόνο το γονίδιο 5S rDNA που κωδικοποιεί για το 5S 

rRNA (Long και David, 1980). 

 Η επιλογή του συγκεκριµένου γονιδίου έγινε λόγω της ιδιότητας του να 

παρουσιάζει χαµηλό βαθµό ενδοειδικού πολυµορφισµού και παράλληλα υψηλό 

ποσοστό διαειδικού πολυµορφισµού. Αυτά τα χαρακτηριστικά το καθιστούν πολύ 

καλό µάρτυρα για τη διάκριση στενά συγγενικών ειδών. 
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 Μελετώντας τη δοµή του, παρατηρούµε αρχικά την περιοχή που κωδικοποιεί 

και αριθµεί 120 ζεύγη βάσεων ενώ έπεται η µη κωδικοποιούσα περιοχή (NTS = 

nontranscribed spacer). Η µεταξύ τους διαφορά είναι ότι το τµήµα των 120 ζευγών 

βάσεων δεν εµφανίζει ούτε σηµειακό πολυµορφισµό ούτε πολυµορφισµό µεγέθους. 

Σε αντίθεση, το τµήµα NTS παρουσιάζει υψηλό βαθµό σηµειακού πολυµορφισµού 

όπως επίσης και πολυµορφισµό µεγέθους (Long & David, 1980; Williams & 

Strobeck, 1985). Ο σηµειακός πολυµορφισµός οφείλεται σε αλλαγές βάσεων που 

παρατηρούνται στη µη κωδικοποιούσα περιοχή, ενώ ο πολυµορφισµός µεγέθους έχει 

να κάνει µε τον αριθµό των βάσεων από τις οποίες αποτελείται η περιοχή NTS. Οι 

διαφορές που παρατηρούνται µεταξύ των περιοχών NTS των ατόµων διαφορετικών 

ειδών, είναι αυτές που χαρακτηρίζουν κάθε είδος. Εξαιτίας του γεγονότος ότι η 

περιοχή NTS παρουσιάζει τόσο πολυµορφισµό µεγέθους όσο και σηµειακό 

πολυµορφισµό µεταξύ διαφορετικών ειδών, έχει χρησιµοποιηθεί σε πολλές 

περιπτώσεις ταυτοποίησης ειδών καθώς και σε µελέτες φυλογενετικών σχέσεων 

διαφόρων ειδών. 

 Όσον αφορά τη µεταγραφική µονάδα για το 5S rDNA δεν είναι όµοια για 

όλους τους οργανισµούς. Σε ορισµένος µύκητες το γονίδιο για το 5S rRNA  

παρατηρείται διασκορπισµένο σε όλο το γένωµα (Mao et al., 1982). Στους 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς παρατηρείται σε διαφορετική περιοχή του γονιδιώµατος 

από ότι τα άλλα rDNA γονίδια - µαζί  µε άλλα πολυαντίγραφα γονιδίων όπως αυτά 

των ιστονών και του 45S rDNA - και έχει τη µορφή πολλαπλών αντιγράφων. Τέλος, 

δεν πρέπει να παραλείψουµε τη διαφορετική διάταξη του γονιδίου µεταξύ των 

σωµατικών κυττάρων και των ωοκυττάρων, η οποία έχει µελετηθεί σε σπονδυλωτά, 

συµπεριλαµβανοµένων των ψαριών και των αµφιβίων (Komiya et al., 1986). 
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Εικόνα 4. Απεικόνιση της δοµής του γονιδίου για το 5S rRNA, και οι θέσεις στις 

οποίες υβριδίζεται το ζεύγος εκκινητών για την ενίσχυση της επαναλαµβανόµενης 

µονάδας (Kαραίσκου, 2004). 

 

4. Προηγούµενες µελέτες που χρησιµοποίησαν το γονίδιο 5S rDNA 

Αφορµή για την πραγµατοποίηση της συγκεκριµένης προσπάθειας έγιναν 

βιβλιογραφικές πηγές, που αναφερόταν σε αξιόπιστα αποτελέσµατα διάκρισης 

διαφορετικών ειδών µε τη χρήση του γονιδίου 5S rDNA. Ο στόχος της παρούσας 

δουλειάς ήταν ο σαφής διαχωρισµός των ειδών, τόσο για τον επιστηµονικό κλάδο όσο 

και  τον κλάδο της  αγοράς (καταναλωτή – καλλιεργητή). 

Προσπάθεια που στέφθηκε µε επιτυχία ήταν αυτή που περιελάµβανε τη 

διάκριση τριών ειδών του γένους Trachurus. Η ενίσχυση µε PCR του γονιδίου 5S 

rDNA αποκάλυψε διαφορετικά PCR πρότυπα για κάθε είδος (Karaiskou et al., 2003). 

Επίσης το γονίδιο 5S rDNA αποδείχτηκε κατάλληλο για τη διάκριση µεταξύ των 

ειδών Solea solea και Reinhardtius hippoglossoides (Cespedes et al., 1999) καθώς και 
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µεταξύ τριών ειδών του γένους Scomber (Aranishi, 2005). Επιπρόσθετα, µε τη χρήση 

του συγκεκριµένου γονιδίου έχει γίνει διάκριση µεταξύ χήνας (Anser anser) και 

πάπιας (Αnas platyrhynchos x Cairina moschata) (Rodriguez, 2001).  

Επίσης η µοριακή οργάνωση του γονιδίου 5S rDNA έχει µελετηθεί στο 

σολοµό του Ατλαντικού Salmo salar (Pendas et al., 1994), σε επτά διαφορετικά είδη 

ψαριών του γένους Brycon (Wasko et al., 2001), σε επτά νεοτροπικά είδη ψαριών 

(Steindachnerina elegans, Prochilodus affinis, Parodon tortuosus, Hoplias 

malabaricus, Pseudoplatistoma coruscans, Hypostomus sp., Cichla ocelaria,) 

(Martins & Galetti, 2001) καθώς και σε διαφορετικά είδη του γένους Leporinus 

(Martins & Galetti, 2001). Τέλος, η εξέλιξη και η χρωµοσωµική θέση των µονάδων 

5S rDNA έχει µελετηθεί στα είδη Allium cepa και Allium schoenoprasum (Shibata & 

Hizume, 2002). Στις περισσότερες από τις παραπάνω µελέτες οι ερευνητές 

προχωρούν στην ανάγνωση της ακολουθίας των βάσεων του 5S rDNA, έχοντας σαν 

στόχο τον ακριβή εντοπισµό των διαφορετικών µεταγραφικών µονάδων επάνω στο 

χρωµόσωµα καθώς και την εύρεση των διαφορών µεταξύ των γονιδίων των διάφορων 

ειδών.  

 

5. Λόγοι για τους οποίους χρησιµοποιήθηκε το γονίδιο 5S rDNA για την διάκριση των 

κεφαλοειδών 

Οι λόγοι που χρησιµοποιήσαµε τη συγκεκριµένη µεθοδολογία κατατάσσονται 

σε δύο οµάδες. Η πρώτη οµάδα αφορά την επιστηµονική κοινότητα. Γνωρίζοντας ότι 

η οικογένεια Mugilidae αποτελείται από 17 γένη και 60 είδη (Nelson, 1994) τα οποία 

διαβιώνουν σε διαφορετικά µήκη και πλάτη ανά τον κόσµο, αντιλαµβανόµαστε τον 

βαθµό δυσκολίας για τη διάκρισή τους. Η αναγνώριση επίσης των διαφορετικών 

ειδών γόνου κεφαλοειδών είναι προβληµατική καθώς βασίζεται κυρίως στον 
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ιδιαίτερο χρωµατισµό του σώµατος (Zismann, 1981; Cambrony, 1984; Serventi, 

1996) και στη διάταξη των µελανοφόρων κυττάρων στην κοιλιακή περιοχή της κεφαλής 

(Zismann, 1981; Reay & Cornel, 1988; Minos et al., 2002). 

 Η δεύτερη οµάδα περιλαµβάνει τον κλάδο της αγοράς. Ο µεγάλος βαθµός 

οµοιότητας των ειδών γόνου, η κατανάλωση των γενετικών προϊόντων που 

προέρχονται από τα θηλυκά άτοµα (αυγοτάραχο) και η άγνοια του καταναλωτή, 

οδηγούν στην αισχροκέρδεια. Θύµατα εξαπάτησης είναι και οι καλλιεργητές εφόσον 

η καλλιέργεια των κεφαλοειδών στηρίζεται κυρίως σε άγριο γόνο. Συνήθως οι 

ιχθυοκαλλιεργητές δε γνωρίζουν το είδος των ατόµων του γόνου που προµηθεύονται 

από τους ψαράδες. Η ταυτότητα των ειδών είναι µια πολύ σηµαντική πληροφορία, 

διότι κάθε είδος έχει διαφορετικό ρυθµό αύξησης και διαφορετική ανοχή στην 

αλατότητα. Αξίζει να σηµειωθεί ότι τα κεφαλοειδή κατέχουν σηµαντικό κοµµάτι στην 

αλιεία και στις υδατοκαλλιέργειες σε όλο τον κόσµο (Nash & Shenadeh, 1980). Μόνο 

το 2006 η παραγωγή του είδους M. cephalus έφτασε τους 42.738 τόνους που 

αντιστοιχεί στο 60% της συνολικής παραγωγής, οι οποίοι παρήχθησαν από 

καλλιέργειες σε θάλασσα, σε υφάλµυρα και εσωτερικά ύδατα και από περιοχές που 

βρίσκονται γύρω από τη Μεσόγειο και τη Μαύρη Θάλασσα (FAO, 2006).   
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2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

 
 

Ο µορφολογικός διαχωρισµός του γόνου των κεφαλοειδών δεν γίνεται εύκολα 

και δεν είναι λίγες οι φορές που η επιστηµονική κοινότητα έχει προβληµατιστεί. 

Ωστόσο, ιδιαίτερο ενδιαφέρον εκφράζουν οι ιχθυοκαλλιεργητές καθώς και οι 

επιχειρήσεις µεταποίησης οι οποίες επηρεάζονται άµεσα από τα είδη. Λόγοι όπως ο 

ρυθµός αύξησης των διαφορετικών ειδών γόνου και η ποιότητα του αυγοτάραχου των 

εκάστοτε ειδών, έχουν οικονοµικές επιπτώσεις στις επιχειρήσεις. Το γεγονός αυτό 

έχει κεντρίσει το ενδιαφέρον των ανθρώπων που ασχολούνται µε τη γενετική 

µηχανική. Οι περισσότερες µέθοδοι που έχουν εφαρµοστεί στη διάκριση των ειδών 

βασίζονται κυρίως στην πρωτεϊνική ανάλυση (Andrews, 1998; Mackie et al., 1999), 

ενώ οι διαδικασίες επικεντρώνονται στην ενίσχυση γονιδίων (Carrera et al., 1999; 

Martins et al., 2001; Wasko et al., 2001; Shibata et al., 2002; Karaiskou et al., 2003) 

στην ηλεκτροφορητική ανάλυση πρωτεϊνών (Papasotiropoulos et al., 2001) και στην 

ανάγνωση ακολουθιών βάσεων διαφόρων τµηµάτων του DNA (Carrera et al., 1999; 

Martins et al., 2002). Τα αποτελέσµατα των προσπαθειών έχουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

και προσφέρουν νέες πληροφορίες για την συγκεκριµένη οικογένεια.  

 Στόχος µας ήταν η διάκριση των τριών ειδών κεφαλοειδών (Μugil cephalus, 

Liza ramada και Liza haematocheilus), µε την ενίσχυση του 5S rDNA γονιδίου. Με 

τη διαδικασία της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR) ενισχύσαµε το 

συγκεκριµένο γονίδιο και τα προϊόντα της αντίδρασης PCR ήταν µοναδικά για το 

κάθε είδος. Με την παραπέρα εφαρµογή της τεχνικής αυτής οι ιχθυοκαλλιεργητές θα 

µπορούν να είναι σίγουροι για το είδος του γόνου µε το οποίο γεµίζουν τις δεξαµενές 

τους. 
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3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
 
1. Συλλογή των ατόµων 
 

Η συλλογή των ατόµων ήταν µια χρονοβόρα διαδικασία, διότι η παρατήρηση 

των ατόµων κάθε είδους γίνεται σε συγκεκριµένη χρονική περίοδο. Αυτό συνεπάγεται 

την παραπέρα συντήρηση των ατόµων ή των τµηµάτων του µυϊκού ιστού σε 

κατάψυξη. Το µέγεθος και η ηλικία των ψαριών δεν επηρεάζει το αποτέλεσµα, αρκεί 

να γίνει σωστή συστηµατική ταξινόµηση του γόνου, λόγω των ιδιαίτερων και 

συνεχώς µεταβαλλόµενων µορφολογικών χαρακτηριστικών. 

 Για την επίτευξη του στόχου, χρησιµοποιήσαµε τριάντα άτοµα από το είδος 

M. cephalus, τριάντα άτοµα από το είδος L. ramada  και έντεκα άτοµα από το είδος 

L. haematocheilus. Ο µικρός αριθµός των ατόµων του τρίτου είδους οφείλεται στην 

υποαλίευση του στις περιοχές της λίµνης Βισθωνίδας και της παράκτιας περιοχής του 

Νοµού Ροδόπης, από όπου προέρχεται το δείγµα. Το δείγµα αλιεύθηκε στο διάστηµα 

Μάιος – Οκτώβριος 2006. Τα άτοµα γόνου του είδους L. ramada αλιεύθηκαν στον 

κόλπο του Θερµαϊκού και µεταφέρθηκαν αυθηµερόν στο εργαστήριο στις 2/11/2006. 

Αντίστοιχα ο γόνος του είδους M. cephalus, αλιεύθηκε στο λιµάνι των Ν. Μουδανιών 

το χρονικό διάστηµα Οκτώβριος – ∆εκέµβριος 2006.     

Τα αλιευτικά εργαλεία που χρησιµοποιήθηκαν για τη συλλογή του γόνου είναι 

συρόµενα δίχτυα παραλίας (γρίπος ή µπραγάνι) χωρίς κόµπους, µε άνοιγµα µατιού 

3mm και ύψος 1,5 m, µε σχοινοβάριδα στο κάτω µέρος τους και φελλούς στην 

επιφάνεια. Η προµήθεια των ώριµων ατόµων L. haematocheilus έγινε από 

επαγγελµατίες ψαράδες.  
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2. Συστηµατική ταξινόµηση των ατόµων 

Η συστηµατική κατάταξη των ειδών είναι: 

Κλάση Οστεϊχθύες Οστεϊχθύες Οστεϊχθύες 

Υποκλάση Ακτινοπτερύγιοι Ακτινοπτερύγιοι Ακτινοπτερύγιοι 

Τάξη Perciformes Perciformes Perciformes 

Υποτάξη Mugiloidei Mugiloidei Mugiloidei 

Οικογένεια Mugilidae Mugilidae Mugilidae 

Γένος Mugil Liza Liza 

Είδος Mugil cephalus Liza haematocheilus Liza ramada 

 

3. Λήψη ιστού  

Στα ώριµα άτοµα η λήψη δείγµατος γίνεται µε τεµαχισµό ορθογώνιου 

τµήµατος µυϊκού ιστού, κάτω από το δεύτερο ραχιαίο πτερύγιο. Ο ιστός είναι 

απαλλαγµένος από δέρµα, λέπια, οστά και αίµα. Σε περίπτωση που δεν είναι καθαρός, 

υπάρχει πιθανότητα να επηρεάσει τα επόµενα στάδια. Στην περίπτωση που το δείγµα 

µας είναι γόνος, παίρνουµε όλο το άτοµο. 

 Τα εργαλεία που χρησιµοποιούµε είναι λαβίδα και νυστέρι. Ιδιαίτερη προσοχή 

πρέπει να δοθεί στο σχολαστικό καθαρισµό τους, έπειτα από λήψη ιστού από κάθε 

άτοµο. Η καθαριότητα γίνεται αρχικά µε νερό της βρύσης, στη συνέχεια µε 

απορροφητικό χαρτί και στο τέλος µε καθαρό οινόπνευµα. Με αυτό τον τρόπο 

αποφεύγουµε µόλυνση επόµενων δειγµάτων, από µυϊκό ιστό προηγουµένων ατόµων. 

Επιτόπου, το δείγµα τοποθετείται σε σωληνάκια τύπου eppendorf τα οποία 

αριθµούνται και στη συνέχεια τοποθετούνται στην κατάψυξη.  
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4. Παρασκευή διαλυµάτων για την εξαγωγή DNA 

Τα διαλύµατα που χρησιµοποιήσαµε για την εξαγωγή του DNA είναι τα ακόλουθα 

και καταγράφονται µε σειρά προτεραιότητας: 

o CTAB: Για τη παρασκευή του διαλύµατος χρειαστήκαµε 10 ml 1Μ Tris -

HCl pH = 8, 35 ml 4M NaCl, 4ml 0,5M EDTA, 2gr CTAB και δις-

απεσταγµένο νερό µέχρι ο τελικός όγκος του διαλύµατος να είναι 100 ml. 

Στη συνέχεια αναδεύουµε µε θέρµανση µέχρι η σκόνη να διαλυθεί πλήρως. 

Ενώ στο τέλος προσθέτουµε 100 µl µερκαπτοαιθανόλης. 

o ∆ιάλυµα πρωτεϊνάσης Κ 10mg/ml: Για την παρασκευή του διαλύµατος 

χρειαστήκαµε 10mg πρωτεϊνασης και 1ml δις-απεσταγµένο νερό. Ενώ τέλος 

αναδεύσαµε το διάλυµα για την οµογενοποίησή του. 

o ∆ιάλυµα SAVAGE (εξισορροπηµένη φαινόλη – χλωροφόρµιο – ισοαµυλική 

αλκοόλη): Για την παρασκευή του διαλύµατος χρειαστήκαµε 25ml 

διαλύµατος εξισορροπηµένης φαινόλης και 25ml διαλύµατος χλωροφορµίου. 

o ∆ιάλυµα αλκοόλης 70%: Για την παρασκευή του διαλύµατος χρειαστήκαµε 

70ml απόλυτη αλκοόλη και 30ml δις-απεσταγµένο νερό. 

o ∆ιάλυµα ΤΕ (10mM Tris-HCl pH = 7,4, 1mM EDTA pH = 8): Για την 

παρασκευή του διαλύµατος χρειαστήκαµε 5ml διαλύµατος 2ΜTris-HCl  pH 

= 7,4, 2ml διαλύµατος 0,5M EDTA pH = 8, καλή ανάδευση ώστε να 

οµογενοποιηθεί και συµπλήρωση µε δις-απεσταγµένο νερό ώστε ο όγκος του 

διαλύµατος φτάσει τα 1000 ml. 

 

5. Εξαγωγή DNA 

Από την αρχική ποσότητα µυϊκού ιστού που πήραµε, µεταφέρουµε µικρή 

ποσότητα 70 µgr σε νέα σωληνάκια. Στη συνέχεια τοποθετούµε σε κάθε ένα από αυτά 
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0,5ml διαλύµατος CTAB 2X, µε το οποίο επιτυγχάνουµε καταστροφή των λιπιδίων 

της πλασµατικής και πυρηνική µεµβράνης. Έπειτα, σε κάθε σωλήνα προσθέτουµε 5 

µl  διαλύµατος 10 mg/ml πρωτεϊνάσης K, η οποία καταστρέφει όλες σχεδόν τις 

πρωτεΐνες των κυττάρων αλλά και τις ιστόνες του DNA. Αµέσως µετά, γίνεται η 

επώαση των δειγµάτων σε επωαστικό κλίβανο στους 55oC, για 2 ώρες τουλάχιστον. 

Κατά τη διάρκεια της επώασης τα δείγµατα ανακινούνται κάθε µισή ώρα, ώστε να 

διαλυθεί πλήρως ο ιστός.  

Μετά το τέλος της επώασης έχουµε προσθήκη 0,5 ml διαλύµατος SAVAGE, 

µε το οποίο διαλύονται τα λιπίδια και οι πρωτεΐνες των κυττάρων, ενώ το DNA 

διαλύεται στο υπόλοιπο νερό του οµογενοποιήµατος. Ση συνέχεια γίνεται έντονη 

ανάδευση του δείγµατος, περιστροφή των σωλήνων για 5 λεπτά και φυγοκέντρησή 

τους στις 12.000 στροφές για 3 λεπτά. Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέους σωλήνες 

eppendorf και προσθέτουµε 0,5 ml διαλύµατος χλωροφορµίου. Ακολουθεί 

περιστροφή των σωλήνων για 5 λεπτά και φυγοκέντρησή τους στις 12.000 στροφές 

για 3 λεπτά. Στη συνέχεια, έχουµε µεταφορά του υπερκείµενου σε νέα σωληνάκια 

eppendorf και προσθήκη 1 ml παγωµένης απόλυτης αιθανόλης. Στο σηµείο αυτό είναι 

ορατό το DNA σε µορφή νήµατος, ενώ η παρουσία της αλκοόλης βοηθά στην 

αφυδάτωση του.  

Σε περίπτωση που σε ορισµένα δείγµατα δεν παρατηρήσουµε το DNA σε 

µορφή νήµατος, τα φυγοκεντρούµε για 1 λεπτό στις 12.000 στροφές, ώστε να γίνει το 

DNA ορατό και να αποφύγουµε τυχόν απώλειές του κατά την αφαίρεση της απόλυτης 

αλκοόλης. Έπειτα αφαιρούµε προσεκτικά την απόλυτη αλκοόλη και προσθέτουµε 

1ml διαλύµατος αλκοόλης 70%, η οποία βρίσκεται σε θερµοκρασία δωµατίου. Εάν το 

DNA αιωρείται, τα δείγµατα αυτά φυγοκεντρούνται για 1 λεπτό στις 12.000 στροφές, 

ώστε αυτό να προσκολληθεί στα τοιχώµατα του σωλήνα eppendorf.  
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Στη συνέχεια, αναδεύουµε το δείγµα για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Αµέσως µετά αποµακρύνουµε όλη την αλκοόλη και προσθέτουµε 100 µl διαλύµατος 

ΤΕ, επιτυγχάνοντας τη διάλυση του DNA. Η συντήρηση των διαλυµάτων DNA 

γίνεται σε θερµοκρασία 4oC. 

 

6. Παρασκευή διαλυµάτων για έλεγχο DNA σε πηκτή αγαρόζης 

  Τα διαλύµατα που χρησιµοποιήσαµε για την παρασκευή πηκτής αγαρόζης 

είναι τα ακόλουθα και καταγράφονται µε σειρά προτεραιότητας: 

o ∆ιάλυµα 1ΧΤΒΕ: Για την παρασκευή του διαλύµατος χρειαστήκαµε 200ml 

διαλύµατος 5ΧΤΒΕ και 800 ml δις-απεσταγµένο νερό. 

o ∆ιάλυµα 1% βρωµιούχου εθιδίου: Για την παρασκευή του διαλύµατος  

χρειαστήκαµε 1gr βρωµιούχου εθιδίου και 100ml δις – απεσταγµένο νερό. 

Στην συνέχεια αναδεύουµε για αρκετή ώρα µέχρι η σκόνη να διαλυθεί 

πλήρως. Το σκεύασµα µπαίνει σε σκουρόχρωµη φιάλη και φυλάσσεται στο 

ψυγείο. 

Ενώ τα αντίστοιχα  διαλύµατα που χρησιµοποιήσαµε για την ηλεκτροφόρηση 

των δειγµάτων είναι τα ακόλουθα και καταγράφονται µε σειρά προτεραιότητας: 

o ∆ιάλυµα 1ΧΤΒΕ: Για την παρασκευή του διαλύµατος χρειαστήκαµε 200ml 

διαλύµατος 5ΧΤΒΕ και 800ml δις-απεσταγµένο νερό. 

o ∆ιάλυµα 1% κυανούν της βρωµοφαινόλης: Για την παρασκευή του 

διαλύµατος χρειαστήκαµε 1gr κυανούν της βρωµοφαινόλης και 100ml δις- 

απεσταγµένο νερό. Το σκεύασµα αναδεύεται καλά και τοποθετείται σε 

σκουρόχρωµη φιάλη.        
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7. Έλεγχος DNA σε πηκτή αγαρόζης 

7.1.  Παρασκευή της πηκτής αγαρόζης  

Για την παρασκευή της πηκτής αγαρόζης, αρχικά αναµιγνύουµε σε ειδική 

κωνική φιάλη 1,2 gr αγαρόζης υπό µορφή σκόνης µε 120ml διαλύµατος 1ΧTBE 

(πηκτή 1%). Στη συνέχεια, το µείγµα θερµαίνεται σε φούρνο µικροκυµάτων µέχρι το 

σηµείο βρασµού. Έπειτα για να κρυώσει το διάλυµα, τοποθετείται κάτω από συνεχή 

ροή νερού βρύσης και αναδεύεται κυκλικά. Αµέσως µετά προσθέτουµε 7,5 µl 

διαλύµατος 1% βρωµιούχου εθιδίου και αναδεύουµε. Ακολουθεί η έκχυση του 

διαλύµατος σε ειδικό πλαίσιο, και αποµακρύνονται οι φυσαλίδες που πιθανόν έχουν 

δηµιουργηθεί. Σε ειδικές εγκοπές του πλαισίου τοποθετούµε µια "χτένα" η οποία 

δηµιουργεί  "πηγαδάκια". Για τη στερεοποίηση της αγαρόζης χρειάζονται περίπου 20 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Αφού πήξει η αγαρόζη, αφαιρείται  η  χτένα 

προσεκτικά από τη πηκτή. Με αυτόν τον τρόπο έχουν σχηµατιστεί τα πηγαδάκια 

µέσα στην πηκτή.  

 

7.2. Ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων 

Τοποθετούµε την πηκτή αγαρόζης µέσα στη συσκευή ηλεκτροφόρησης, η 

οποία περιέχει 700 ml διαλύµατος 1ΧTBE. Για κάθε δείγµα, αναµιγνύουµε πάνω σε 

ειδική επιφάνεια parafilm 5µl διαλύµατος DNA µε 3µl διαλύµατος φόρτωσης (1% 

κυανούν της βρωµοφαινόλης). Κάθε δείγµα τοποθετείται σε ξεχωριστό πηγαδάκι της 

πηκτής, µε τη βοήθεια µιας µικροπιπέτας. Μετά το τέλος της διαδικασίας, συνδέουµε 

τη συσκευή ηλεκτροφόρησης µε τροφοδοτικό µηχάνηµα και εφαρµόζουµε ηλεκτρικό 

πεδίο (150 Volts, 90 mAmpere). Εφόσον γνωρίζουµε ότι το DNA είναι αρνητικά 

φορτισµένο λόγω της φωσφορικής του οµάδας, τα µόρια του DNA θα µετακινηθούν 
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προς την άνοδο. Σε αυτό το στάδιο παρατηρούµε τη µετακίνηση του δείκτη κυανούν 

της βρωµοφαινόλης. Η διάρκεια της ηλεκτροφόρησης είναι περίπου 1 ώρα.  

 

7.3. Έλεγχος της πηκτής αγαρόζης 

Το αποτέλεσµα της ηλεκροφόρησης γίνεται ορατό µε τη βοήθεια συσκευής 

που εκπέµπει υπεριώδη ακτινοβολία (UV), ώστε να µπορούµε να δούµε µε ευκρίνεια 

τις ζώνες που έχουν δηµιουργηθεί. Εάν η αποµόνωση DNA είναι επιτυχής, το 

γενετικό υλικό θα εµφανίζεται σαν µία φωτεινή ζώνη επάνω στην πηκτή αγαρόζης. 

Το µηχάνηµα συνδέεται µε ψηφιακή φωτογραφική µηχανή και µε ηλεκτρονικό 

υπολογιστή. Μέσω ενός ειδικού λογισµικού προγράµµατος,  γίνεται η επεξεργασία 

και η αποθήκευση των αποτελεσµάτων της ηλεκροφόρησης. 

 

8. Ενίσχυση µε τη µέθοδο PCR 

Για τη διαδικασία της PCR, χρησιµοποιήθηκαν οι ακόλουθοι εκκινητές: 

5΄- TACGCCCGATCTCGTCCGATC -3́ 

5΄- CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC -3́  

Η σειρά των νουκλεοτιδίων είναι σχεδιασµένη έτσι ώστε να ενισχύεται µια 

µονάδα του γονιδίου 5S rDNA ( κωδικοποιούσα περιοχή των 120 ζευγών βάσεων και 

η µεταβαλλόµενη περιοχή ΝΤS). Ο συνολικός όγκος της αντίδρασης PCR σε κάθε 

δείγµα είναι 25 µl. Σε κάθε σωλήνα προσθέτουµε: 

- 1µl από το διάλυµα του DNA 

- 5µl ρυθµιστικού διαλύµατος Taq DNA πολυµεράσης  

- 0,5µl διαλύµατος 100mΜ MgSO4 

- 1,25 µl διαλύµατος 10mΜ dNTPs  

- 0,4µl διαλύµατος 50 pmoles/µl από τον εκκινητή 1  
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- 0,4µl διαλύµατος 50 pmoles/µl από τον εκκινητή 2 

- 0,3µl διαλύµατος 5 units/µl Taq DNA πολυµεράσης 

- 16,15 µl δις-απεσταγµένο νερό  

Το πρόγραµµα ενίσχυσης για την περιοχή το γονίδιου 5S rDNA που επιθυµώ 

να ενισχύσω έχει ως εξής:  

- Αρχική αποδιάταξη του δίκλωνου DNA, για 4 λεπτά στους 95oC.  

-20 δευτερόλεπτα στους 95oC (αποδιάταξη του δίκλωνου DNA) 

-50 δευτερόλεπτα στους 65oC (σύνδεση των εκκινητών στο DNA-στόχο) 

-30 δευτερόλεπτα στους 72oC (δράση της πολυµεράσης και επιµήκυνση των  

αλυσίδων DNA). 

O θερµοκρασιακός αυτός κύκλος (αποδιάταξη - σύνδεση εκκινητών- 

επιµήκυνση) επαναλαµβάνεται 30 φορές. Στη συνέχεια ακολουθεί µια 

συµπληρωµατική επιµήκυνση, για επτά λεπτά στους 72oC. Ο πολλαπλασιασµός του 

γονιδίου 5S rDNA γίνεται σε συσκευή Eppendorf. Η συσκευή προγραµµατίζεται µε 

τους χρόνους επώασης και τις αντίστοιχες θερµοκρασίες. Τα σωληνάκια 

τοποθετούνται στις υποδοχές της συσκευής και η συσκευή κλείνει. Ο 

πολλαπλασιασµός του γονιδίου 5S rDNA µε το παραπάνω πρόγραµµα διαρκεί 

περίπου µία ώρα. Μετά το τέλος της διαδικασίας οι σωλήνες τοποθετούνται στο 

ψυγείο. 

 

9. Έλεγχος των προϊόντων PCR σε πηκτή αγαρόζης  

9.1.  Παρασκευή της πηκτής αγαρόζης  

Η διαδικασία είναι αυτή που περιγράφεται στην παράγραφο 7.1. Η διαφορά 

είναι ότι  αναµιγνύουµε σε ειδική κωνική φιάλη 2,4gr αγαρόζης υπό µορφή σκόνης µε 

120ml διαλύµατος 1ΧTBE (πηκτή 2%). 

 

9.2. Ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων 

Η διαδικασία είναι αυτή που περιγράφεται στην παράγραφο 7.2. Επίσης σε 

ένα πηγαδάκι της πηκτής τοποθετούµε έναν ΄΄µάρτυρα΄΄ DNA. Ο µάρτυρας είναι 
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συνήθως ένα πλασµίδιο, το οποίο έχει κοπεί µε ένζυµα περιορισµού σε γνωστές 

θέσεις. Έτσι προκύπτει ένας αριθµός θραυσµάτων DNA που έχουν γνωστό µήκος. 

Όταν ο µάρτυρας ΄΄φορτώνεται΄΄ µαζί µε τα ενισχυµένα τµήµατα DNA στην πηκτή 

αγαρόζης, γίνεται σύγκριση των θέσεών τους στη πηκτή µε τα θραύσµατα γνωστού 

µήκους του µάρτυρα. Σε ένα πηγαδάκι της πηκτής λοιπόν, τοποθετούµε 1µl 

διαλύµατος 100 bp DNA ladder συγκέντρωσης 0,5 µg/µl, το οποίο αναµιγνύουµε µε 

3µl διαλύµατος φόρτωσης. 

 

9.3. Έλεγχος των προϊόντων PCR 

Το αποτέλεσµα της αντίδρασης PCR γίνεται ορατό µε τη βοήθεια της 

συσκευής που εκπέµπει υπεριώδη ακτινοβολία (UV). Εάν η αντίδρασης PCR είναι 

επιτυχής, τα προϊόντα της αντίδρασης θα εµφανίζονται σαν φωτεινές ζώνες 

διαφορετικού µεγέθους επάνω στην πηκτή αγαρόζης.  

 
10. Φωτογράφηση της πηκτής και ανάλυση των αποτελεσµάτων 
 

Η συσκευή εκποµπής υπεριώδους ακτινοβολίας συνδέεται µε ειδική ψηφιακή 

φωτογραφική µηχανή και έτσι οι πηκτές φωτογραφίζονται άµεσα. Το όλο σύστηµα 

συνδέεται µε ηλεκτρονικό υπολογιστή και µε τη βοήθεια ενός ειδικού λογισµικού 

προγράµµατος, γίνεται επεξεργασία και αποθήκευση των αποτελεσµάτων της 

ηλεκτροφόρησης.  
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4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

1. Εξαγωγή DNA 

Ακολουθώντας τη σειρά των διαδικασιών, τα πρώτα αποτελέσµατα ήταν αυτά 

που άφησε η επιτυχηµένη αποµόνωση του DNA έπειτα από το στάδιο της 

ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης. Η ορθή διαδικασία εφαρµογής των σταδίων 

εµφανίζεται µε τη µορφή παράλληλων φωτεινών λωρίδων όπως παρατηρούµε στη 

φωτογραφία που ακολουθεί. 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Οι ζώνες DNA των τριών ειδών M. cephalus, L. ramada και  L. 

haematocheilus σε πηκτή αγαρόζης, όπως φωτογραφήθηκαν στη τράπεζα 

υπεριώδους ακτινοβολίας        
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2. Προϊόντα  PCR του είδους Mugil  cephalus  

Στη συνέχεια παρουσιάζεται η φωτογραφία των προϊόντων PCR για το είδος 

M. cephalus. Το αποτύπωµα που αφήνουν οι ενισχυµένες περιοχές πάνω στην πηκτή 

αγαρόζης, είναι δύο φωτεινές ζώνες. Από τη προβολή τους στο αποτύπωµα του 

µάρτυρα των 100 ζευγών βάσεων, αντιλαµβανόµαστε ότι η πρώτη ζώνη είναι λίγο 

ποιο πάνω από τα 200 ζεύγη βάσεων και αντιστοιχεί στα 220 ζεύγη βάσεων. Ενώ η 

δεύτερη ενισχυµένη περιοχή παρατηρείται στα 440 ζεύγη βάσεων. 

 

 

 

 

Εικόνα 6. Έλεγχος σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR του 5S rDNA γονιδίου, 

για το είδος M. cephalus. Ως µοριακός µάρτυρας για τον υπολογισµό του 

ενισχυµένου τµήµατος, χρησιµοποιήθηκε ο µοριακός µάρτυρας 100 bp – 

DNA ladder. 
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3. Προϊόντα  PCR του είδους Liza  ramada 

Αντίστοιχα, στη φωτογραφία της πηκτής των προϊόντων PCR για το είδος L. 

ramada, παρατηρούµε µια ζώνη που αντιστοιχεί στα 220 ζεύγη βάσεων. 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Έλεγχος σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR του 5S rDNA γονιδίου, 

για το είδος L. ramada. Ως µοριακός µάρτυρας για τον υπολογισµό του 

ενισχυµένου τµήµατος, χρησιµοποιήθηκε ο µοριακός µάρτυρας 100 bp – 

DNA ladder. 
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4. Προϊόντα  PCR του είδους Liza haematocheilus  

Tέλος, παρουσιάζεται η φωτογραφία των προϊόντων PCR για το είδος L. 

haematocheilus. Το αποτύπωµα που αφήνουν οι ενισχυµένες περιοχές πάνω στην 

πηκτή αγαρόζης, είναι τρεις φωτεινές ζώνες. Από τη προβολή τους στο αποτύπωµα 

του µάρτυρα των 100 ζευγών βάσεων, αντιλαµβανόµαστε ότι η πρώτη ζώνη 

αντιστοιχεί περίπου στα 280 ζεύγη βάσεων. Η δεύτερη ενισχυµένη περιοχή 

παρατηρείται στα 600 ζεύγη βάσεων ενώ η τρίτη ζώνη αντιστοιχεί στα 620 ζεύγη 

βάσεων. 

 

 

 

Εικόνα 8. Έλεγχος σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR του 5S rDNA γονιδίου, 

για το είδος L. haematocheilus. Ως µοριακός µάρτυρας για τον 

υπολογισµό του ενισχυµένου τµήµατος, χρησιµοποιήθηκε ο µοριακός 

µάρτυρας 100 bp – DNA ladder. 
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5.  Προϊόντα  PCR των τριών ειδών Mugil cephalus, Liza  ramada και Liza 

haematocheilus 

 

Τα προιόντα  PCR και των τριών ειδών µαζί φαίνονται στην Εικόνα 9 όπου 

διακρίνονται οι ζώνες για το κάθε είδος. Συγκρίνοντας βλέπουµε τις δύο ζώνες για το 

είδος M.  cephalus, τη µία ζώνη για το είδος  L.  ramada και τις τρεις ζώνες για το 

είδος L. haematocheilus. 

 

 

 

Εικόνα 9. Έλεγχος σε πηκτή αγαρόζης του ενισχυµένου πυρηνικού γονιδίου 5S 

rDNA και των τριών ειδών. Ως µοριακός µάρτυρας για τον υπολογισµό 

των ενισχυµένων τµηµάτων, χρησιµοποιήθηκε ο µοριακός µάρτυρας 100 

bp - DNA ladder. 
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5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

  
 Η παρούσα εργασία βασίζεται στην ενίσχυση του πυρηνικού γονιδίου 5S 

rDNA µε τη διαδικασία της PCR, και στη συνέχεια ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης για την ανάγνωση των αποτελεσµάτων. Οι λόγοι για τους οποίους 

καταλήξαµε στη συγκεκριµένη σύνθεση της εργασίας είναι διότι το DNA φέρει τη 

γενετική πληροφορία για όλους τους τύπους κυττάρου, καθώς επίσης και για τη 

βιολογική λειτουργία των κυττάρων (Bartlet & Davidson, 1992; Ferguson et al., 

1995). Η επιλογή του συγκεκριµένου γενετικού τόπου έγινε λόγω του χαµηλού 

ποσοστού ενδο-ειδικού πολυµορφισµού που παρουσιάζει και παράλληλα λόγω του 

υψηλού ποσοστού δια-ειδικού πολυµορφισµού. Ο συνδυασµός αυτός τον καθιστά 

άριστο µάρτυρα για τον διαχωρισµό στενά συγγενικών ειδών. 

 ∆εν είναι λίγες οι περιπτώσεις στις οποίες ήταν δύσκολη η διάκριση των ειδών 

µε την εφαρµογή της παρούσας τεχνικής, δηλαδή µόνο µε την ενίσχυση µε την 

αντίδραση PCR του συγκεκριµένου γονιδίου. Έτσι οι γενετιστές περάσανε στη 

µέθοδο του πολυµορφισµού µήκους περιοριστικών θραυσµάτων (RFLPs), ενώ για να 

αποδώσουν τις διαφορές σε επίπεδο βάσεων ανέπτυξαν την µέθοδο της ανάλυσης 

πρωτοδιάταξης. Οι παραπάνω µέθοδοι έχουν εφαρµοστεί και σε άλλους γενετικούς 

τόπους που µπορούν να χρησιµοποιηθούν σαν διαγνωστικοί δείκτες (16S rDNA, D-

loop, κυτόχρωµα b) για την διάκριση οργανισµών. 

Επιτυχηµένες γενετικές ταυτοποιήσεις ειδών µε την χρήση της ενίσχυσης PCR 

του 5S rDNA γονιδίου, έχουν γίνει από διάφορες οµάδες ερευνητών. Όπως 

προαναφέραµε τα δείγµατα τριών ειδών του γένους Trachurus (T. mediterraneus, T. 

trachurus και Τ. picturatus), έδωσαν το κάθε ένα διαφορετικό πρότυπο σε πηκτή 

αγαρόζης µετά το τέλος της ηλεκτοφόρησης (Karaiskou et al., 2003). Παρόµοια 

αποτελέσµατα έδωσαν εργασίες που ως αντικείµενο µελέτης είχαν είδη του γένους 
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Solea (Cespedes et al., 1999), σολοµό του Ατλαντικού και πέστροφα (Pendas et al., 

1995), όπως επίσης ποντίκια (Suzuki et al., 1994) και υπόγεια φυτά (Linder et al., 

2000). 

Όσον αφορά φυλογενετικές αναλύσεις στην οικογένεια Mugilidae, 

φυλογενετική έρευνα  (Imsiridou et al., 2007) απέδειξε ότι τα είδη που βάσει της 

συστηµατικής τους κατάταξης ανήκουν στο ίδιο γένος, έχουν περισσότερες 

οµοιότητες µεταξύ τους από ότι µε είδη  διαφορετικού γένους. Συγκεκριµένα τα είδη 

L. ramada και L. aurata έχουν µεγάλη γενετική οµοιότητα µεταξύ τους απ’ ότι µε το 

είδος C. labrosus. Παράλληλα όµως το γένος Liza έχει µικρή γενετική απόσταση 

(0,037-0,042) µε το γένος Chelon (Imsiridou et al., 2007). 

Στην προσπάθεια για ανίχνευση της γενετικής απόκλισης και της 

φυλογενετικής συγγένειας στην οικογένεια Mugilidae,  η οµάδα  Papasotiropoulos et 

al. (2002) κατέληξε στη δηµιουργία τριών φυλογενετικών οµάδων: η πρώτη οµάδα 

περιλαµβάνει το είδος M .cephalus, η δεύτερη οµάδα περιλαµβάνει τα είδη L. ramada 

και L. aurata και τέλος η τρίτη οµάδα περιλαµβάνει τα είδη L. saliens και C. 

labrosus. Η οµαδοποίηση αυτή συµφωνεί απόλυτα µε αυτήν που προέκυψε από την 

ανάλυση του γονιδίου 5S rDNA (Imsiridou et al., 2007), όπου αποκαλύφτηκαν οι 

ίδιες οµάδες ειδών. Τα συµπεράσµατα αυτά έρχονται σε αντίθεση µε τη στενή 

µορφολογική συγγένεια των ειδών. Παρόµοιες αναφορές για προσπάθεια διάκρισης 

από ανάλυση DNA και από συστηµατική ταξινόµηση, έχουν πραγµατοποιηθεί και σε 

άλλες οµάδες ψαριών που παρουσιάζουν παρόµοια µορφολογικά χαρακτηριστικά 

(Meyer et al., 1990; Sturmbauer & Meyer 1992; Patarnello et al., 1994). Τα 

παραπάνω αντικρουόµενα αποτελέσµατα από τις δύο µεθοδολογίες, ερµηνεύονται ως 

έλλειψη παράλληλης εξέλιξης ορισµένων χαρακτηριστικών (Caldara et al., 1996; 

Rossi et al., 1998). 
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 Υψηλό βαθµό δυσκολίας στη διάκριση των ειδών L. ramada, L. saliens, L. 

aurata και C. labrosus αντιµετώπισε η επιστηµονική οµάδα των Cataubella et al. 

(1974) µε την τεχνική της ανάλυσης των χρωµοσωµάτων, η οποία δεν επιβεβαιώνει 

σηµαντική διαφορά µεταξύ του είδους C. labrosus και ειδών του γένους Liza.  

∆υσκολίες επίσης στον διαχωρισµό των ειδών που ανήκουν στα γένη Liza και Chelon 

αντιµετώπισαν ερευνητές που µελέτησαν τα µορφολογικά χαρακτηριστικά, 

καταλήγοντας στο συµπέρασµα ότι είναι δύο στενά συγγενικά γένη (Schultz, 1946; 

Senou et al., 1996; Harrison & Hower, 1991). 

Τέλος, η τεχνική της ηλεκτροφορητικής ανάλυσης πρωτεϊνών (Autem & 

Bonhomme, 1980; Papasotiropoulos et al., 2001) καθώς και αναλύσεις αιµοσφαιρίνης 

(Rizzotti, 1993), κατέληξαν στο διαχωρισµό µεταξύ Liza και Chelon επιβεβαιώνοντας 

την κλασική άποψη της µονοφυλετικότητας του γένους Liza. 

Προηγούµενη γενετική διάκριση διαφορετικών ειδών της οικογένειας 

Mugilidae  έχει επιτευχθεί µε ανάλυση µιτοχονδριακού DNA, χρησιµοποιώντας ειδο-

ειδικούς εκκινητές για την περιοχή D-loop του µιτοχονδριακού γενώµατος (Murgia et 

al., 2001). Έτσι το κάθε είδος έδωσε διαφορετικό πρότυπο PCR στην ηλεκτροφόρηση 

πηκτής αγαρόζης, και έτσι µπόρεσαν να διακριθούν τα τέσσερα είδη που 

µελετήθηκαν. Αργότερα, οι Klossa – Killia et al. (2002) χρησιµοποίησαν την PCR-

RFLP ανάλυση του 16S rRNA γονιδίου του µιτοχονδριακού DNA µε σκοπό να 

διακρίνουν τα αυγά του είδους M. cephalus από τα αυγά τεσσάρων άλλων ειδών της 

οικογένειας. Και οι δύο προηγούµενες µελέτες είχαν σαν στόχο να εντοπίσουν την 

προέλευση των αυγών διαφορετικών ειδών κεφαλοειδών, για τον έλεγχο ποιότητας 

εµπορικών προϊόντων.  

Επίσης, η ηλεκτροφορητική ανάλυση του ενζύµου ισοµεράση της 6 – 

φωσφορικής γλυκόζης, αποκάλυψε την ύπαρξη διαφορετικών αλληλοµόρφων τα 



 32 

οποία χρησιµοποιήθηκαν για διάκριση διαφορετικών ιχθυοαποθεµάτων του είδους M. 

cephalus (Huang et al., 2001). Tέλος, αρκετοί αλλοενζυµικοί γονιδιακοί τόποι 

(Papasotiropoulos et al., 2001) καθώς και διαφορετικά περιοριστικά πρότυπα 

τµηµάτων τoυ µιτοχονδριακού DNA (Papasotiropoulos et al., 2002) µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν σαν διαγνωστικοί µάρτυρες για τη διάκριση διαφορετικών ειδών 

της οικογένειας Mugilidae. 

 Η παρούσα εργασία έχει διαχωρίσει µε επιτυχία τα τρία είδη της οικογένειας 

αποδίδοντας στο καθένα ένα χαρακτηριστικό πρότυπο PCR. Από αποτελέσµατα 

προηγούµενων ερευνών (∆ούκα, 2007) εικάζουµε ότι στο πρότυπο του είδους M. 

cephalus, είναι πιθανόν η ζώνη των 440 ζευγών βάσεων να προήλθε έπειτα από 

διπλασιασµό της ζώνης των 220 ζευγών βάσεων. Μόνο η τεχνική της ανάλυσης 

πρωτοδιάταξης των δύο ζωνών θα µπορέσει να επιβεβαιώσει ή να αναιρέσει την 

προηγούµενη υπόθεση. 

 Η ίδια τεχνική της ενίσχυσης µε PCR του γονιδίου 5S rDNA, 

χρησιµοποιήθηκε για το διαχωρισµό των ειδών L. saliens, L. aurata και C. labrosus 

(∆ούκα, 2007). Τα αποτελέσµατα της τεχνικής αυτής δεν απέδωσαν ένα 

χαρακτηριστικό πρότυπο για κάθε είδος, εφόσον τα είδη L. aurata και C. labrosus 

έδωσαν ένα ίδιο πρότυπο δύο ζωνών. Γι’ αυτό το λόγο πραγµατοποιήθηκε ανάλυση 

πρωτοδιάταξης των προϊόντων PCR, ώστε να αποκαλυφθούν σε επίπεδο βάσεων οι 

οµοιότητες και οι διαφορές των δύο ειδών (∆ούκα, 2007).  

Συγκρίνοντας τις διάφορες τεχνικές που έχουν αναπτυχθεί για την διάκριση 

των ειδών, καταλήγουµε στο συµπέρασµα ότι η ανάλυση του συγκεκριµένου 

πυρηνικού δείκτη δίνει γρήγορα και αξιόπιστα αποτελέσµατα. Στην παρούσα 

δουλειά, η απλή ενίσχυση µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης του γονιδίου 5S 

rDNA έκανε δυνατή τη διάκριση των τριών ειδών κεφαλοειδών. Έτσι σε διάστηµα 
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µιας και µόνο ηµέρας, οι ιχθυοκαλλιεργητές θα µπορούν να είναι σίγουροι για το 

είδος του γόνου µε το οποίο γεµίζουν τις δεξαµενές τους. Με τη ραγδαία εξέλιξη της 

επιστήµης της γενετικής και της τεχνολογίας, σε σύντοµο χρονικό διάστηµα θα 

δοθούν επιπλέον λύσεις σε προβλήµατα συστηµατικής κατάταξης που αφορούν τους 

κλάδους της επιστήµης και της αγοράς.  
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6. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η παρούσα εργασία πραγµατεύεται τη διάκριση τριών ειδών της οικογένειας 

Mugilidae µε τη βοήθεια της γενετικής µηχανικής. Τα είδη στα οποία 

πραγµατοποιήθηκε η γενετική ταυτοποίηση είναι: Mugil cephalus (Linnaeus, 1758), 

Liza ramada (Risso, 1826) και Liza haematocheilus (Temminck & Schlegel, 1845). 

 Το δείγµα αλιεύθηκε από το Θερµαϊκό κόλπο και τη λιµνοθάλασσα της 

Βισθωνίδας, σε διαφορετικές χρονικές περιόδους. Αφού πρώτα έγινε η συστηµατική 

αναγνώριση των ειδών βάσει κλείδας, αµέσως µετά περάσαµε στη διαδικασία της 

µεταφοράς και της συντήρησης των δειγµάτων στο εργαστήριο η οποία έγινε σε 

συνθήκες κατάψυξης. Στη συνέχεια ακολούθησε η διαδικασία της λήψης το µυϊκού 

ιστού από τη ραχιαία περιοχή των ατόµων, η εξαγωγή του DNA, και ο έλεγχος του 

DNA σε πηκτή αγαρόζης µε τη βοήθεια υπεριώδους ακτινοβολίας. Το επόµενο βήµα 

ήταν η ενίσχυση του γονιδίου 5S rDNA µε τη µέθοδο της PCR και ο έλεγχος των 

προϊόντων PCR σε πηκτή αγαρόζης. Τα διαφορετικά προϊόντα PCR τα 

φωτογραφίσαµε ώστε να γίνει η σύγκριση των αποτελεσµάτων.  

 Το γονίδιο 5S rDNA αποδείχθηκε ένας άριστος µάρτυρας λόγω της γρήγορης, 

και επιτυχηµένης ενίσχυσης και στα τρία είδη. Η αξιοπιστία της µεθόδου οφείλεται 

στη σταθερότητα των αποτελεσµάτων. Το αποτύπωµα των ατόµων του είδους M. 

cephalus αποτελούνταν από δύο ζώνες µεγέθους 220 ζευγών βάσεων και 440 ζευγών 

βάσεων. Τα άτοµα του είδους L. ramada έδωσαν µόνο µια ζώνη µεγέθους 220 ζευγών 

βάσεων ενώ τα άτοµα του είδους L. haematocheilus έδωσαν τρεις ζώνες µεγέθους 

280 ζευγών βάσεων, 600 ζευγών βάσεων και 620 ζευγών βάσεων. Εποµένως, τα τρία 

είδη µπορούν να διακριθούν µε µία απλή αντίδραση PCR του γονιδίου 5S rDNA, 

εφόσον παρουσιάζουν ένα µοναδικό πρότυπο στη πηκτή αγαρόζης. 
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7. SUMMARY 
 
 

This work deals with the identification among three species of the Mugilidae 

family, with the help of genetic engineering. The species in which the genetic 

identification was carried out are: Mugil cephalus (Linnaeus, 1758), Liza ramada 

(Risso, 1826) and Liza haematocheilus (Temminck & Schlegel, 1845). 

The specimens were fished from the Thermaikos Gulf and the Visthonida 

lagoon, in different time periods. At first, the systematic classification of the 

specimens has been made on the basis of bones and immediately afterwards we 

passed to the procedure of transfer of the specimens in the laboratory, in deep freeze 

conditions. After that, the removal of muscular tissue from the dorsal areas of the 

specimens, the extraction of DNA, and the control of DNA in agarose gel were 

carried out. The next step was the amplification of the 5S rDNA gene with the PCR 

reaction and the check of the PCR products in agarose gel electrophoresis. The 

different PCR products were photographed in order to compare the results. 

The 5S rDNA gene was proved to be a perfect marker because of the fast and 

successful amplification in all three species. The pattern of species M. cephalus 

consists of two bands sized 220 base pairs and 440 base pairs. The species L. ramada 

gave only one band sized 220 base pairs, whereas the species L. haematocheilus 

revealed three bands sized 280 base pairs, 600 base pairs and 620 base pairs. 

Consequently, the three species can be distinguished with a simple PCR reaction of 

the 5S rDNA gene, since they present a unique pattern in the agarose gel.  
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