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Περίληψη 

 

Στο παρόν πείραµα µελετήθηκε η ενδοποικιλιακή γενετική 

παραλλακτικότητα δύο κύριων Ελληνικών ποικιλιών ελιάς, της ελαιοποιήσιµης 

ποικιλίας ‘Κορωνέικη’ και της επιτραπέζιας ποικιλίας ‘Καλαµών’, µε τη χρήση 

δύο µοριακών δεικτών, RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) και  

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat). Νεαρά, υγιή φύλλα των δύο ποικιλιών 

συλλέχθηκαν από επτά περιοχές της Ελλάδας και από την Κύπρο. Η 

αποµόνωση του DNA έγινε σύµφωνα µε την µέθοδο CTAB (Doyle & Doyle, 

1987). Στα πλαίσια της µοριακής ανάλυσης δοκιµάστηκαν συνολικά τριάντα 

δεκαµερείς RAPD εκκινητές και δέκα ISSR εκκινητές από τους οποίους 

επιλέχθηκαν και χρησιµοποιήθηκαν τελικά δέκα RAPD και έξι ISSR εκκινητές. 

Ο διαχωρισµός των προϊόντων της PCR έγινε σε πηκτή αγαρόζης 2,5% w/v και 

ακολούθησε χρώση της πηκτής αγαρόζης σε διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου. Η 

ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε το λογισµικό NTSYS pc 2.02i. Οι 

γενετικές αποστάσεις υπολογίστηκαν µε τη χρήση του συντελεστή Jaccard και 

δηµιουργήθηκαν δενδρογράµµατα µε τις µεθόδους UPGMA (Unweighted Pair 

Group Method with Arithmetic means) και N.J. (Neigbor–Joining) ενώ 

ελέγχθηκε και η αξιοπιστία των δενδρογραµµάτων µε το συντελεστή του 

Mantel. Οι δύο µέθοδοι, RAPD και ISSR, έδωσαν ικανοποιητικό αριθµό 

πολυµορφικών ζωνών για να καταστεί δυνατός ο γονοτυπικός διαχωρισµός 

των δειγµάτων. ∆ιαχώρισαν πλήρως τις ποικιλίες µεταξύ τους καθώς και τα 

δείγµατα εντός των ποικιλιών. Οι RAPD εκκινητές έδωσαν 188 ενισχυµένες 

ζώνες από τις οποίες οι 81 (43%) ήταν πολυµορφικές. Οι ISSR εκκινητές 

έδωσαν 104 ενισχυµένες ζώνες εκ των οποίων οι 72 (69%) ήταν πολυµορφικές. 

Ο συντελεστής οµοιότητας του Jaccard για τους RAPD εκκινητές κυµάνθηκε 

στην ‘Κορωνέικη’ από 0,89 έως 1,00 και στην ‘Καλαµών’από 0,81 έως 0,99. Για 

τους  ISSR εκκινητές κυµάνθηκε στην ‘Κορωνέικη’ από 0,71 έως 1,00 και στην 

‘Καλαµών’από 0,73 έως 1,00. Η οµαδοποίηση των δειγµάτων έγινε σε δύο 

οµάδες, ανάλογα, µε την ποικιλία, ‘Καλαµών’ και ‘Κορωνέικη’, ενώ εντός της 

κάθε ποικιλίας τα δείγµατα οµαδοποιήθηκαν ανάλογα µε την περιοχή 

συλλογής. Γενετικό υλικό που συλλέχθηκε από το Γ.Π.Α και τη Φθιώτιδα 
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βρέθηκε πολύ κοντά γενετικά ενώ στην ποικιλία ‘Κορωνέικη’ παρατηρήθηκε ότι 

τα δείγµατα της Κρήτης και της Καλαµάτας ήταν γενετικά κοντά. 
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Abstract 

 

 The olive tree (Olea europea L.) is cultivated in the Mediterranean Basin 

since 4000 B.C. Its socioeconomic impact is very important for the countries in 

the area. Greece occupies the third place in the world rank of olive oil 

producers and the second place in the European Union as a table olive 

producer. ‘Koroneiki’ is an olive oil variety while ‘Kalamon’ is a table olive 

variety. Both of them are the most well known worldwide Greek olive varieties. 

In this study, healthy, young leaves of both varieties were collected from seven 

different regions in Greece and Cyprus in order to study the intra-varietal 

variability. DNA extraction was performed according to Doyle & Doyle protocol. 

Markers originating from two different molecular techniques, Randomly 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) and Inter Simple Sequence Repeat 

(ISSR), were used for investigating the germplasm variability. In order to 

establish the genetic relationships among the clones of ‘Kalamon’ and 

‘Koroneiki’, thirty RAPD primers were tested and ten were used while for ISSR 

ten primers were tested and six of them were used. PCR products were 

separated in 2,5% w/v agarose gel and digitally photographed under UV light. 

Genetic similarities for the RAPD and ISSR data were calculated using the 

Jaccard similarity coefficient. Phylogenetic trees were created using the 

UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) and N.J. 

(Neighbour Joining) methods. The correlation among all genetic similarity 

matrices was checked using the Mantel test. The analysis was performed using 

the NTSYS pc 2.02i. Based on the results from both methods, but primarily 

from ISSR, intra-varietal variability was present in both varieties. 
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ΚΕΦΑΛΑΙ Ο  1 ο  

 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
 

 

1.1. Καταγωγή Και Εξάπλωση Της Ελιάς 

Η µακραίωνη ιστορία της ελιάς χάνεται στα βάθη του χρόνου. Το 

ελαιόδενδρο αποτελεί αναπόσπαστο στοιχείο της εξέλιξης των πολιτισµών της 

Μεσογείου και είναι βασικό στοιχείο της διατροφής, της καθηµερινότητας και της 

οικονοµίας, ακόµα και της θρησκείας, των λαών της περιοχής, σε σηµείο που να 

θεωρείται ιερό. Στην ελληνική µυθολογία αναφέρεται ότι η θεά Αθηνά δώρισε την 

ελιά στον πρώτο βασιλιά της Αθήνας, τον Κέκροπα. Σύµφωνα λοιπόν µε τους 

θρύλους και τις παραδόσεις των µεσογειακών λαών, η ελιά έλκει την καταγωγή 

της από τη λεκάνη της Μεσογείου και τα αρχαιολογικά ευρήµατα έρχονται να 

στηρίξουν την άποψη αυτή. 

Πολλοί βοτανικοί θεωρούν ως πιθανότερο τόπο προέλευσης της ελιάς τις 

µεσογειακές περιοχές, αν και διαφωνούν ως προς το ποιες είναι οι χώρες αυτές. 

Ο A. De Candolle (1880) υποστηρίζει ότι πατρίδα της ελιάς είναι µάλλον η 

περιοχή της Συρίας και της Μ. Ασίας διότι, σύµφωνα µε παρατηρήσεις, οι πλαγιές 

των βουνών στη Β. Συρία, κοντά στα σύνορα µε την Τουρκία, είναι σκεπασµένες 

µε άγριες ελιές. Επιπλέον, η περιοχή της Συρίας/Παλαιστίνης/Ισραήλ θεωρείται 

τόπος καταγωγής της ελιάς καθώς εκεί παρατηρείται η µεγαλύτερη γενετική 

παραλλακτικότητα (Damania, 1995). Σύµφωνα µε τον Camps (1974), ο οποίος 

βασίζεται σε αναλύσεις που έγιναν σε άνθρακα και γύρη προερχόµενη από 

Ιβηρο-Μαυριτανικές περιοχές, στη Β. Αφρική υπήρχαν αγριελιές από τη 12η 

χιλιετηρίδα. Τέλος, ο Fischer (1904), αντίθετα από τις παραπάνω απόψεις, 

ισχυρίζεται ότι η ελιά ήλθε στην ανατολική Μεσόγειο, δια µέσου του Ιράν, από τη 

Β.∆. Ινδία όπου το γένος Olea εκπροσωπείται από έναν αριθµό διαφορετικών 

ειδών. Πάντως, όπως επισηµαίνουν και οι Rubio et al. (2002), η παρουσία 
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άγριων ελαιόδενδρων θεωρείται ο καλύτερος βιοδείκτης προσδιορισµού των 

περιοχών που καλύπτονται από τη Μεσογειακή χλωρίδα.  

Όσον αφορά τον Ελλαδικό χώρο, οι αρχαιότερες ενδείξεις ύπαρξης της 

ελιάς προέρχονται από απολιθώµατα φύλλων στις νήσους Θήρα (Σαντορίνη) και 

Νίσυρο. Σύµφωνα µε τους Friedrich & Velitzelos (1986), τα απολιθώµατα 

φύλλων χρονολογούνται στα 60.000 χρόνια πριν από σήµερα. Ο Π. 

Αναγνωστόπουλος (1951) υποστήριξε ότι, σύµφωνα µε ευρήµατα ανασκαφών, 

πατρίδα της ελιάς είναι η Κρήτη. Η άποψή του ενισχύεται από το γεγονός ότι το 

όνοµα της ελιάς είναι ελληνικό. Κατά τον A.B. Damania (1995), η περιοχή του 

Αιγαίου θεωρείται δευτερογενής περιοχή καταγωγής της ελιάς.  

Είναι σίγουρο ότι η ελιά συλλεγόταν και χρησιµοποιείτο προτού 

καλλιεργηθεί. Σύµφωνα µε αρχαιολογικά ευρήµατα, η παλαιότερη αναφορά 

καλλιέργειας της ελιάς στον πλανήτη είναι στην περιοχή Συρίας – Ισραήλ – 

Παλαιστίνης το 5800 π.Χ. (Zohary & Hopf, 1994; Remesal-Rodriguez, 1996). Το 

ίδιο κέντρο καταγωγής της καλλιέργειας της ελιάς εισηγούνται και οι Belaj et al. 

(2003a) ενώ σύµφωνα µε τους Besnard and Bervillé (2000) πιθανότατα ξεκίνησε 

ταυτόχρονα στα ανατολικά και δυτικά της Μεσογειακής λεκάνης. Κατά τους 

Loucas & Krimbas (1983), τα παλαιότερα ευρήµατα ανασκαφών που αφορούν 

την καλλιέργεια της ελιάς έχουν βρεθεί στην Κύπρο, την Παλαιστίνη, το Λίβανο 

και τη Συρία και χρονολογούνται πριν από 6.500 χρόνια περίπου.  

Σύµφωνα µε τις ανασκαφές, η ελιά καλλιεργείται και στην Ελλάδα από 

πολύ παλιά. Ο De Candolle (1880) πιστεύει ότι οι Έλληνες ανέπτυξαν την 

καλλιέργεια της ελιάς ανεξάρτητα από τους Σηµίτες. Σύµφωνα µε τον Κριµπά, η 

ελιά καλλιεργήθηκε για πρώτη φορά στην Κρήτη µεταξύ 1500 και 2000 π.Χ. ενώ 

η αρχαιότερη ένδειξη σύνθλιψης της ελιάς για παραγωγή ελαιολάδου 

τοποθετείται στη Μέσο-Μινωική εποχή (Προ-Ανακτορική Εποχή), στην 

αρχαιολογική θέση Χαµαλεύρι (2160-2000 π.Χ.) (Σαρπάκη, 1999).  

Παρ’ όλο που στην αµερικανική ήπειρο υπάρχουν περιοχές µε κλίµα 

παρόµοιο µε το µεσογειακό, η ελιά δεν ήταν αυτοφυής στο Νέο Κόσµο. 

Μεταφέρθηκε όµως εκεί το 16ο αιώνα από τους Ισπανούς αποίκους. Σήµερα η 

καλλιέργεια της ελιάς έχει επεκταθεί εκτός της Μεσογείου σε χώρες όπως οι 
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Η.Π.Α., οι χώρες της Νοτίου Αµερικής, η Ν. Αφρική, η Αυστραλία, η Κίνα και η 

Ιαπωνία. 

1.2. Σηµασία Της Ελαιοκαλλιέργειας 

Το ελαιόδενδρο είναι ένα υποτροπικό είδος, τυπικό της λεκάνης της 

Μεσογείου όπου αποτελεί το πιο σηµαντικό ελαιοπαραγωγικό φυτό. Γι’ αυτό, η 

αξία της καλλιέργειάς του είναι ιδιαίτερα σηµαντική. Σε όλη την υφήλιο υπάρχουν 

περίπου 800 εκατοµµύρια ελαιόδενδρα. Από αυτά το 98% περίπου 

καλλιεργούνται στη λεκάνη της Μεσογείου λόγω των άριστων εδαφοκλιµατικών 

συνθηκών που υπάρχουν εκεί για την ανάπτυξη της ελιάς (Ποντίκης, 2000). Έτσι, 

η παραγωγή ελαιολάδου επικεντρώνεται στη Μεσόγειο και κυρίως στις χώρες: 

Ισπανία, Ιταλία, Ελλάδα, Τυνησία, Συρία, Μαρόκο, Τουρκία και Πορτογαλία. 

Αυτές οι οκτώ χώρες καλύπτουν πάνω από το 90% της παγκόσµιας παραγωγής 

(IOOC, 2007/2008). 

Το οικονοµικό έτος 2007/08 η παγκόσµια παραγωγή ελαιολάδου έφτασε 

τους 2.713.000 t ενώ η παραγωγή επιτραπέζιων ελιών ανήλθε σε 2.151.500 t 

(IOOC). Η Ελλάδα είναι η τρίτη σηµαντικότερη παραγωγός χώρα ελαιολάδου 

παγκοσµίως µετά την Ισπανία και την Ιταλία και η δεύτερη µεγαλύτερη 

παραγωγός χώρα επιτραπέζιων ελιών στην Ευρωπαϊκή Ένωση (95.000 t κατά το 

ελαιοκοµικό έτος 2006/07) (Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίµων). 

Συγκεκριµένα, το 2007/2008 παράχθηκε το 15,5% του συνόλου της ευρωπαϊκής 

παραγωγής ελαιολάδου (IOOC). Η διακύµανση της ελληνικής παραγωγής κατά 

τα έτη 1997-2007 φαίνεται στο Γράφηµα 1.1. Το δένδρο της ελιάς καλλιεργείται 

σε όλα σχεδόν τα διαµερίσµατα της χώρας (Εικόνα 1.1, Εικόνα 1.2) ενώ αποτελεί 

την πιο διαδεδοµένη καλλιέργεια καθώς καταλαµβάνει το 21,2% του συνόλου της 

γεωργικής γης (ΕΣΥΕ, 2006). Σύµφωνα µε στοιχεία του Υπουργείου Αγροτικής 

Ανάπτυξης και Τροφίµων, οι καλλιεργούµενες εκτάσεις ακολουθούν τα τελευταία 

χρόνια φθίνουσα πορεία. Το ελαιοκοµικό έτος 2004/05 στην Ελλάδα 

καλλιεργήθηκαν 1.015.410 εκτάρια (Γράφηµα 1.2).  
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Γράφηµα 1.1. Εξέλιξη παραγωγής ελαιολάδου στην Ελλάδα (σε χιλιάδες τόνους) 

Πηγή: http://www.minagric.gr/greek/agro_pol/ladi.htm 

 
Γράφηµα 1.2. Εξέλιξη καλλιεργούµενης έκτασης ελαιοδένδρων στην Ελλάδα (σε 

εκτάρια) 
Πηγή: Ο.Π.Ε.Κ.Ε.Π.Ε. / (αρχείο Α.Υ.Μ.Ε.Ε.Ε.) 
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Εικόνα 1.1. Ο χάρτης απεικονίζει περιοχές ∆ηµοτικών 
∆ιαµερισµάτων µε χρωµατισµό ανάλογα µε το ποσοστό 
καλλιέργειας της ελαιοποιήσιµης ελιάς. 
Πηγή: http://www.minagric.gr/greek/agro_pol/Maps/Elies_eleop.htm 

 

Εικόνα 1.2. Ο χάρτης απεικονίζει περιοχές ∆ηµοτικών 
∆ιαµερισµάτων µε χρωµατισµό ανάλογα µε το ποσοστό 
καλλιέργειας της επιτραπέζιας ελιάς. 
Πηγή: http://www.minagric.gr/greek/agro_pol/Maps/Elies_epitr.htm 
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 Φθίνουσα πορεία ακολουθεί τα τελευταία χρόνια και ο αριθµός των 

ελαιοδένδρων (Γράφηµα 1.3). Το ελαιοκοµικό έτος 2007 στην Ελλάδα 

καλλιεργήθηκαν 156.527.889 ελαιόδενδρα (Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και 

Τροφίµων). 

 
Γράφηµα 1.3. Εξέλιξη αριθµού παραγωγικών ελαιοδένδρων στην Ελλάδα ανά έτος (σε 

εκατοµµύρια). 
Πηγή: http://www.minagric.gr/greek/agro_pol/ladi.htm 

 Το ελαιόλαδο είναι ένα προϊόν µεγάλης οικονοµικής σηµασίας, καθώς η 

ακαθάριστη αξία της παραγωγής του αποτελεί το 12,5% της ακαθάριστης φυτικής 

παραγωγής της χώρας και το 46,5% του ακαθαρίστου γεωργικού εισοδήµατος 

(ΕΣΥΕ, 2006). Η Ελλάδα καταλαµβάνει την τέταρτη θέση σε εξαγωγές 

ελαιολάδου παγκοσµίως (Γράφηµα 1.4). Επιπλέον, το ελαιόδενδρο αξιοποιεί 

εκτάσεις ακατάλληλες για άλλες καλλιέργειες και προστατεύει το έδαφος από 

διαβρώσεις. 
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Γράφηµα 1.4. Εξέλιξη εξαγωγών ελαιολάδου σε παγκόσµιο επίπεδο. 
Πηγή: http://faostat.fao.org/site/342/default.aspx 

 

 Η ελαιοκαλλιέργεια έχει επιπλέον κοινωνικό ρόλο, καθώς αναπτύσσεται σε 

περιοχές ορεινές και ηµιορεινές όπου δύσκολα µπορούν να επιβιώσουν άλλες 

καλλιέργειες λόγω των φτωχών εδαφών. Εποµένως αποτελεί συχνά το κύριο 

εισόδηµα για τους κατοίκους των περιοχών αυτών ενώ αποτελεί 

συµπληρωµατικό εισόδηµα κατά τους χειµερινούς µήνες για τους κατοίκους 

νησιών και γενικότερα παραθαλάσσιων περιοχών, που το καλοκαίρι στρέφονται 

στον τουρισµό. Περίπου 450.000 ελληνικές οικογένειες ασχολούνται µε την 

καλλιέργεια του ελαιοδένδρου και την επεξεργασία του ελαιόκαρπου. 

 Το µεγαλύτερο πρόβληµα που αντιµετωπίζουν σήµερα οι Έλληνες 

ελαιοπαραγωγοί είναι η διάθεση των προϊόντων τους εξαιτίας του ανταγωνισµού 

οµοειδών προϊόντων. Επιπλέον, το δυναµικό παραγωγής είναι περιορισµένο, 

όσον αφορά την ποσότητα, σε σχέση µε άλλες χώρες, όπως π.χ. η Ισπανία, 

λόγω κυρίως της περιορισµένης γεωργικής έκτασης. Για την αντιµετώπιση των 

προβληµάτων η παραγωγή ελαιοκοµικών προϊόντων θα πρέπει να στραφεί στην 

κατεύθυνση προϊόντων υψηλής ποιότητας ενώ η ποσότητα θα πρέπει να 
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παραµείνει δευτερεύουσας σηµασίας. Η βιολογική καλλιέργεια ελιάς αποτελεί την 

πλέον κατάλληλη µέθοδο παραγωγής προϊόντων ποιότητας και κερδίζει συνεχώς 

έδαφος στην Ελλάδα (Πίνακας 1.1). 

 Η υψηλή διατροφική αξία των ελαιοκοµικών προϊόντων, οι ευεργετικές 

ιδιότητές τους στην υγεία καθώς και η ευχάριστη γεύση τους οδηγούν σε έντονα 

ανοδική τάση την κατανάλωση σε παγκόσµιο επίπεδο. Όλο και περισσότεροι µη 

Μεσογειακοί καταναλωτές εντάσσουν το ελαιόλαδο στη διατροφή τους, ειδικά 

στην Αµερική, τον Καναδά, την Ιαπωνία, την Κίνα αλλά και στις χώρες της 

Ευρωπαϊκής Ένωσης. Ενδεικτικό της αναγνώρισης της αξίας του ελαιολάδου 

στην ανθρώπινη διατροφή είναι ότι ο Oργανισµός Tροφίµων και Φαρµάκων των 

Η.Π.Α. (FDA) δέχτηκε να αναφέρεται στη συσκευασία των προϊόντων που 

περιέχουν ελαιόλαδο η ευεργετική επίδρασή του στις καρδιαγγειακές παθήσεις. 

Έτσι, η παγκόσµια αγορά διευρύνεται, καθιστώντας την ελαιοκαλλιέργεια βασική 

πηγή εσόδων για τις χώρες της Μεσογείου.  
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Πίνακας 1.1. Εξέλιξη έκτασης βιολογικής καλλιέργειας ελιάς στην Ελλάδα. 
Πηγή: http://www.minagric.gr/greek/3.6.4.html 

Καλλιεργούµενες 
εκτάσεις 

Μεταβατικό 
στάδιο 
(στρ.) 

Βιολογικό 
στάδιο 
(στρ.) 

Σύνολο 
(στρ.) 

Έτος 2007 

Ελιά-σύνολο 330.561,0 188.666,5 519.227,5 

Ελιά-επιτραπέζια 92.266,9 44.452,8 136.719,7 

Ελιά-ελαιοποιήσιµη 238.294,1 144.213,7 382.507,8 

Έτος 2006 

Ελιά-σύνολο 392.700,5 207.289,5 599.990,0 

Ελιά-επιτραπέζια 102.576,7 19.859,6 122.436,3 

Ελιά-ελαιοποιήσιµη 290.123,8 187.430,0 477.553,8 

Έτος 2005 

Ελιά-σύνολο 66.330,0 330.030,0 396.360,0 

Έτος 2004 

Ελιά-σύνολο 113.370,0 144.740,0 258.110,0 

Έτος 2003 

Ελιά-σύνολο 121.422,2 51.986,3 173.408,5 

Έτος 2002 

Ελιά-σύνολο 47.017,3 98.929,3 145.946,6 
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1.3. Βοτανική Ταξινόµηση Και Περιγραφή Ποικιλιών Ελιάς Που 

Μελετήθηκαν Στην Παρούσα Εργασία 

1.3.1. Βοτανική Ταξινόµηση Της Ελιάς 

 Η ελιά είναι Αγγειόσπερµο ∆ικότυλο φυτό που κατατάσσεται στην τάξη 

Scrophulariales και ανήκει στην οικογένεια Oleaceae (Ελαΐδες), η οποία 

περιλαµβάνει φυτά µεγάλης οικονοµικής σηµασίας των θερµών και εύκρατων 

περιοχών. Τα φυτά αυτά διαχωρίζονται σε 30 γένη µε 600 περίπου είδη 

κοσµοπολίτικης εξαπλώσεως. Η οικογένεια διαθέτει διπλοειδείς ποικιλίες µε 

2x=46 χρωµοσώµατα. Αντιπροσωπευτικά γένη για την Ελλάδα είναι τα εξής: 

Fraxinus, Olea, Phillyrea, Ligustrum, Syringa, Jasminum και Forsythia 

(Στεφανάκη-Νικηφοράκη, 1999). 

 Στο γένος Olea και στην υποοικογένεια Oleoideae ανήκουν η αγριελιά 

(Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) και η καλλιεργούµενη ελιά (Olea 

europaea subsp. europaea var. europaea) (Green, 2002). Η καλλιεργούµενη ελιά 

είναι ένα αειθαλές δέντρο που παρενιαυτοφορεί και φέρει ερµαφρόδιτα άνθη που 

παρουσιάζουν αυτοασυµβίβαστο το οποίο οφείλεται κυρίως σε 

αρρενοστειρότητα. Το αυτοασυµβίβαστο καθορίζεται από κυτοπλασµατική 

κληρονοµικότητα και φαίνεται ότι διατηρείται µέσω της ποικιλιακής επιλογής 

(Besnard et al., 2000). 

1.3.2. Περιγραφή Ποικιλιών Ελιάς Που Μελετήθηκαν Στην Παρούσα 

Εργασία 

 Στην Ελλάδα καλλιεργούνται πολλές ποικιλίες ελιάς, που κάθε µία είναι 

γνωστή µε διάφορες ονοµασίες. Συγκεκριµένα υπάρχουν περίπου 60 ντόπιες 

ποικιλίες, ελαιοποίησης, βρώσης ή διπλής χρήσης, αλλά καλλιεργούνται και 

αρκετές ξένες (Θεριός Ι.Ν., 2005). Στο παρόν πείραµα µελετήθηκαν δύο 

Ελληνικές ποικιλίες ελιάς: οι ‘Καλαµών’ και ‘Κορωνέικη’. 
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1.3.2.1. ‘Κορωνέικη’ (Olea europaea var microcarpa alba ή mastoides) 

Η ‘Κορωνέικη’ είναι γνωστή και ως 

‘Ψιλολιά’, ‘Κρητικιά’, ‘Βάτσικη’, ‘Κορωνιά’, 

‘Κορώνι’, ‘Κοράνι’, ‘Λαδολιά’ και ‘Λιανολιά’. 

Τα πολλά ονόµατα της ποικιλίας οφείλονται 

στη µεγάλη εξάπλωσή της στη χώρα και το 

διαφορετικό µέγεθος που αποκτά ο καρπός 

ανάλογα µε τις καλλιεργητικές περιποιήσεις 

και τις εδαφικές συνθήκες που επικρατούν 

ανά περιοχή. Καλλιεργείται κυρίως στην 

Πελοπόννησο, Αιτωλοακαρνανία, 

Κεφαλληνία, Ζάκυνθο, Σάµο, Κυκλάδες και 

Κρήτη. Αναπτύσσεται σε δένδρο ύψους 5-7m 

και η κόµη της έχει σχήµα ηµισφαιρικό 

συµµετρικό ή κύπελλο. Τα φύλλα είναι 

βαθυπράσινα, µικρά, λογχοειδή, µήκους 5,47±0,52cm περίπου και πλάτους 

1,03±0,12cm περίπου ενώ το µήκος του µίσχου είναι 0,2-0,6cm. Ανήκει στις 

µικρόκαρπες ποικιλίες. Ο καρπός είναι κυλινδροκωνικός µε βάρος περίπου 1,3 gr 

και φέρει µικρή θηλή. Ο ποδίσκος είναι πολύ ισχυρός και η οµφαλική κοιλότητα 

πολύ µικρή. Ο πυρήνας έχει όµοιο σχήµα µε τον καρπό και απολήγει σε οξεία 

ακίδα. Έχει µέσο βάρος 0,17 gr και φέρει επτά αβαθείς γλυφές. Η σχέση σάρκας 

προς πυρήνα είναι 1,63-4,06/1 σε διάφορες παραλλαγές της ‘Κορωνέικης’. Η 

ωρίµανση ξεκινά αρχές Οκτωβρίου και τελειώνει τέλη ∆εκεµβρίου. Μεγάλο 

πλεονέκτηµα της ποικιλίας είναι η σταθερή καρποφορία και οι ικανοποιητικές 

αποδόσεις που κυµαίνονται από 30 έως 150kg καρπού ανά δένδρο. Μειονεκτεί 

όµως, λόγω του µικρού µεγέθους του καρπού που δυσχεραίνει τη συλλογή. Η 

περιεκτικότητα του καρπού σε λάδι φτάνει το 27%. Χρησιµοποιείται αποκλειστικά 

ως ελαιοποιήσιµη και το παραγόµενο ελαιόλαδο ίσως είναι το εκλεκτότερο από 

όλες τις ποικιλίες µε πολύ καλό άρωµα και γεύση. Το φρέσκο λάδι προκαλεί 

αίσθηση καψίµατος στο λαιµό κατά τη βρώση ανεξάρτητα µε την οξύτητα. Η 

καυστικότητα όµως αυτή εξαλείφεται µε την πάροδο του χρόνου ενώ δε γίνεται 

Καρποφόρος κλάδος ελιάς ποικιλίας 
'Κορωνέικη' (κατά Εµ. Βάθη) 
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αισθητή στο φρέσκο λάδι όταν αναµιχθεί µε καρπό άλλης ποικιλίας κατά την 

ελαιοποίηση. Τέλος, είναι ανθεκτική στις ξηροθερµικές συνθήκες και τους 

ανέµους ενώ είναι ευπαθής στο δάκο, τη βαµβακάδα και στο ρυγχίτη (Ποντίκης, 

2000 και Θεριός, 2005). 

1.3.2.2 ‘Καλαµών’ (Olea europaea var ceraticarpa) 

Αδρόκαρπη ποικιλία που φέρει και τις 

συνωνυµίες : ‘Αετονύχι’, ‘Αετονυχολιά’, 

‘Καλαµατιανή’, ‘Κορακολιά’, ‘Ταγκελολιά’, 

‘Χονδρολιά’, ‘Μπουράκλα’ και ‘Τσιγκέλι’. 

Καλλιεργείται στους νοµούς Μεσσηνίας, 

Αιτωλοακαρνανίας, Φθιώτιδας, Λακωνίας ενώ 

πρόσφατα η καλλιέργειά της άρχισε να 

επεκτείνεται και στο Νοµό Χαλκιδικής. 

Θεωρείται εκλεκτή επιτραπέζια ποικιλία. Είναι 

µεγάλης εµπορικής αξίας και οι 

κονσερβοποιηµένοι, µαύροι καρποί εξάγονται 

στην Ε.Ε., τις Η.Π.Α. καθώς και τρίτες χώρες. 

Οι τιµές για τους παραγωγούς, ιδιαίτερα για τα 

µεγάλα µεγέθη καρπού, είναι πολύ υψηλές. 

Αναπτύσσεται σε δέντρο ύψους 7-10 µέτρων. Το δένδρο είναι ορθόκλαδο και τα 

φύλλα είναι πλατιά και σκληρά, µε ισχυρό µίσχο µήκους 0,6-1cm, βαθυπράσινα, 

µήκους 8,48±1,10cm και πλάτους 1,64±0,24cm. Ο καρπός είναι επιµήκης και 

αιχµηρός, στενούµενος προς την κορυφή και µε κύρτωση προς τη µια πλευρά, µε 

µέσο βάρος 5,6 gr. Οι καρποί φέρονται 1-2 µαζί. Ο πυρήνας έχει σχήµα 

παρόµοιο µε τον καρπό, µέσο βάρος 0,60 gr και φέρει εννιά έως δέκα αβαθείς 

γλυφές. Η σχέση σάρκας προς πυρήνα είναι 8,3:1 και η περιεκτικότητα του 

καρπού σε λάδι κυµαίνεται γύρω στο 17%. Ευδοκιµεί σε περιοχές υψηλών 

βροχοπτώσεων (600-800mm βροχοµετρικού ύψους περίπου) και υψηλής 

ατµοσφαιρικής υγρασίας. Είναι µερικώς αυτόστειρη και ως επικονιαστής της 

συνιστάται η ποικιλία Manzanillo ή Gordales. Θεωρείται ποικιλία ανθεκτική στον 

Καρποφόρος κλάδος ελιάς ποικιλίας 
'Καλαµών' (κατά Εµ. Βάθη) 
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αδηλοµύκητα Verticillium dahliae και στις προσβολές από δάκο ενώ είναι µέσης 

ανθεκτικότητας στο ψύχος. Οι καρποί της ωριµάζουν όψιµα, το Νοέµβριο, αν το 

φορτίο είναι µειωµένο ή αργά τον ∆εκέµβριο, αν το φορτίο είναι βαρύ. Απαιτεί 

εδάφη µέσης σύστασης, µε optimum pH=7. Το καλοκαίρι χρειάζεται τουλάχιστον 

3 αρδεύσεις για να δώσει ικανοποιητικό µέγεθος καρπού. Η ποικιλία 

πολλαπλασιάζεται δύσκολα µε φυλλοφόρα µοσχεύµατα (Ποντίκης, 2000, Θεριός, 

2005). 
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1.4. Μέθοδοι Ταυτοποίησης Ποικιλιών 

 Η ταξινόµηση και ο καθορισµός των φυλογενετικών σχέσεων στους 

φυτικούς οργανισµούς αντιµετωπίζουν συχνά προβλήµατα τα οποία µπορούν να 

επιλυθούν µε τη χρήση διαφόρων ειδών δεικτών, όπως οι µορφολογικοί δείκτες, 

οι καρυοτυπικοί δείκτες, οι βιοχηµικοί δείκτες και οι µοριακοί δείκτες. 

1.4.1. Μορφολογικοί ∆είκτες 

 Οι µορφολογικοί δείκτες είναι πολυµορφικά, κληρονοµήσιµα, µορφολογικά 

χαρακτηριστικά τα οποία χρησιµοποιούνται για τον εντοπισµό διαφορών µεταξύ 

ειδών και ποικιλιών. Επιπλέον, αξιοποιούνται για εφαρµογές διαχείρισης 

γενετικού υλικού. ∆εν απαιτούν ειδικό εξοπλισµό, αναλώσιµα ή εξειδικευµένο 

προσωπικό. Συνεπώς, η καταγραφή µόνο- ή ολίγο-γονιδιακών χαρακτηριστικών 

αποτελεί µια γρήγορη και οικονοµική µέθοδο. Αντίθετα, η χρήση των 

µορφολογικών δεικτών για πολυγονιδιακά χαρακτηριστικά δεν είναι εξίσου 

αποτελεσµατική εξαιτίας κυρίως του χαµηλού συντελεστή κληρονοµικότητας 

(Patterson and Weatherup, 1984). Οι µορφολογικοί δείκτες έχουν εφαρµοστεί 

στην πλειονότητα των φυτών. Συγκεκριµένα, όσοι χρησιµοποιούνται επισήµως 

στην ταυτοποίηση ποικιλιών ονοµάζονται περιγραφητές (descriptors). 

1.4.2. Καρυοτυπικοί ∆είκτες 

 Οι τύποι των καρυοτυπικών δεικτών είναι: ο χρωµοσωµικός αριθµός, τα 

χρωµοσωµικά µορφολογικά χαρακτηριστικά, τα ειδικά πρωτόκολλα χρώσης του 

κυττάρου και ο in situ υβριδισµός. Οι καρυοτυπικές, κυτταρογενετικές 

παρατηρήσεις απαιτούν εξειδικευµένο εξοπλισµό ενώ τα προπαρασκευαστικά 

πρωτόκολλα είναι απλά και χαµηλού κόστους. Επιπλέον, η ερµηνεία των 

κυτταροµορφολογικών γνωρισµάτων απαιτεί ιδιαίτερη εµπειρία και γνώσεις 

(Bretting and Widrlechner, 1995). 

1.4.3. Βιοχηµικοί ∆είκτες 

 Βιοχηµικοί δείκτες ονοµάζονται οι δευτερογενείς µεταβολίτες και οι 

πρωτεΐνες.  
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 Οι δευτερογενείς µεταβολίτες είναι οργανικές ενώσεις, προϊόντα 

δευτερογενούς µεταβολισµού ανώτερων φυτών. Είναι δείκτες κληρονοµήσιµοι και 

πολυµορφικοί, κυρίως σε ενδοειδικό και διειδικό επίπεδο.  

 Οι πρωτεϊνικοί δείκτες είναι πρωτεΐνες που εξυπηρετούν συγκεκριµένες 

εφαρµογές διαχείρισης του γενετικού υλικού. Οι πληροφορίες που παρέχουν 

αντιπροσωπεύουν τα προϊόντα γονιδίων που κωδικοποιούν πολυπεπτίδια, τα 

οποία δεν είναι τυχαία διασκορπισµένα στο γονιδίωµα (Bretting and Widrlechner, 

1995). Οι κυριότεροι από αυτούς είναι οι ορολογικές αναλύσεις, οι πρωτεΐνες 

αποθήκευσης και τα ισοένζυµα. 

1.4.4. Μοριακοί ∆είκτες 

 Οι µοριακοί δείκτες είναι τµήµατα DNA, χωρίς άµεση επίδραση στο 

φαινότυπο, που παρουσιάζουν διαφορές µεταξύ των προς µελέτη ατόµων, η 

ανάδειξη των οποίων χρησιµοποιείται για τη µελέτη της κληρονοµικότητας 

χαρακτηριστικών και της ποικιλοµορφίας µεταξύ των ατόµων πληθυσµών 

(Fanourakis et al., 2004). Πλεονεκτούν, σε σχέση µε τους φαινοτυπικούς δείκτες, 

διότι δεν επηρεάζονται από τις συνθήκες του περιβάλλοντος ενώ είναι 

ανιχνεύσιµοι σε όλα τα στάδια ανάπτυξης του φυτού. Επιπλέον, είναι 

απεριόριστοι σε αριθµό και εµφανίζουν υψηλό επίπεδο πολυµορφισµού. 

Χρησιµοποιούνται για τη δηµιουργία δένδρων συγγένειας ή εξέλιξης διαφόρων 

ποικιλιών ή οικοτύπων. Το µεγαλύτερο µειονέκτηµά τους είναι ότι έχουν υψηλό 

κόστος και απαιτούν εξειδικευµένο προσωπικό και εξοπλισµό. 

 Οι πρώτοι µοριακοί δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι RFLPs 

(Restriction Fragment Length Polymorphisms) (Botstein et al., 1980). Οι δείκτες 

RFLP κόβουν τα µόρια DNA σε συγκεκριµένες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων µε τη 

βοήθεια περιοριστικών ενζύµων. Τα θραύσµατα DNA που προκύπτουν είναι 

ποικίλου µεγέθους. Ακολουθεί διαχωρισµός των θραυσµάτων σε πηκτή 

αγαρόζης, αποτύπωση κατά Southern, υβριδισµός µε κατάλληλο ανιχνευτή DNA 

και λήψη της οπτικής εικόνας µε αυτοραδιογραφία µε ραδιενεργό ισότοπο (Bebeli 

and Kaltsikes, 1993). Οι δείκτες RFLP χαρακτηρίζονται από επαναληψιµότητα 

και συγκυριαρχία στην κληρονοµικότητά τους (Tanksley et al., 1989). Τα 
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µειονεκτήµατά τους είναι ότι απαιτούν χρονοβόρες διαδικασίες, µεγάλη ποσότητα 

DNA και υψηλό κόστος αναλύσεων ενώ η έκθεση των χρηστών σε ραδιενεργό 

ακτινοβολία έχει επιπτώσεις στην υγεία (Σκαράκης, 2005). 

 Μετά την ανακάλυψη της µεθόδου της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction – PCR) αναπτύχθηκαν νέες µέθοδοι 

µοριακών δεικτών που βασίζονται στον in vitro πολλαπλασιασµό τµηµάτων DNA. 

Το 1990, οι Williams et al. και Welsh and McClelland, περιέγραψαν µια νέα 

µέθοδο δηµιουργίας µοριακών δεικτών µε πολυµορφισµό, τα RAPDs (Random 

Amplified Polymorphic DNA). Στη συνέχεια, εµφανίστηκαν οι µοριακοί δείκτες 

δεύτερης γενιάς στους οποίους ανήκουν οι ISSRs (Inter Simple Sequence 

Repeats) (Zietkiewicz et al., 1994), AFLPs (Amplified Fragment Length 

Polymorphisms) (Vos et al., 1995) και διάφοροι τροποποιηµένοι τύποι τους. 

Ακολούθησαν οι µοριακοί δείκτες τρίτης γενιάς οι οποίοι περιλαµβάνουν τους 

IFLPs (Intron Fragment Length Polymorphisms) και SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphisms) (Landegren et al., 1998). Σήµερα, ένας µεγάλος αριθµός 

µοριακών δεικτών, όπως π.χ. οι SSRs (Simple Sequence Repeat) (Jacob et al., 

1991), SCARs (Sequence Characterize Amplified Regions) (Yang and Korban, 

1996), SPARs (Simple Primer Amplification Reaction) (Gupta et al., 1994), MAS 

(Marker Assisted Selection) (Lande, 1991) και άλλοι, βρίσκεται στη διάθεση των 

ερευνητών.
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1.5. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (PCR) 

 Το ∆εκέµβριο του 1983 ο ∆ρ. Kary Mullis εµπνεύστηκε την τεχνική της 

PCR. Για το µεγάλο του αυτό επίτευγµα βραβεύτηκε µε το βραβείο Nobel Χηµείας 

το 1993. Η PCR είναι µια σχετικά απλή και οικονοµική µέθοδος µε την οποία ένα 

τµήµα DNA µπορεί να αναπαραχθεί δισεκατοµµύρια φορές in vitro µε τη χρήση 

της DNA πολυµεράσης. Οι εφαρµογές της µεθόδου στις βιολογικές επιστήµες 

είναι άπειρες.  

 Η κινητική επανασύνδεση αποδιαταγµένου δίκλωνου DNA, ιδιαίτερα στην 

αρχή, όπου η διάρκεια επανασύνδεσης εξαρτάται από τη συγκέντρωση και την 

πολυπλοκότητα των συµβαλλοµένων συµπληρωµατικών αλυσίδων αποτελεί τη 

βάση της µεθόδου της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης. Με την PCR 

επιτυγχάνεται ο ενζυµικός πολλαπλασιασµός τµήµατος DNA, in vitro, το 

ονοµαζόµενο DNA-στόχος, από ελάχιστη αρχική ποσότητα δείγµατος κατά τη 

διάρκεια λίγων ωρών. Η διαδικασία πραγµατοποιείται σε κύκλους. Ο κάθε κύκλος 

έχει ως αποτέλεσµα εκθετικό πολλαπλασιασµό του DNA-στόχου. Έτσι, ο DNA-

στόχος, από αρχική ποσότητα δείγµατος µη ανιχνεύσιµου µε κλασικές τεχνικές 

υβριδισµού, ενισχύεται σε σηµείο που να γίνει ευρέως ανιχνεύσιµος (Williams et 

al., 1990) (Εικόνα 1.3). 
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Εικόνα 1.3. Εκθετικός πολλαπλασιασµός του DNA-στόχου. 

Πηγή: http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html  

 Σύµφωνα µε τους Mullis et al. (1987), η αρχή λειτουργίας της µεθόδου 

βασίζεται στη χρήση: 

• DNA πολυµεράσης (Taq DNA Polymerase) η οποία έχει αποµονωθεί από 

το θερµόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus (Taq). Είναι θερµοσταθερή 

διατηρώντας τη δραστικότητά της σε θερµοκρασία 95ºC για τουλάχιστον 40 

λεπτά. 

• Ζεύγους συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων (συνήθως 15-30 βάσεων), τα 

ονοµαζόµενα εκκινητικά µόρια (primers). Οι εκκινητές υποβοηθούν την 

εκκίνηση της αντιγραφής του DNA σε κάθε κλώνο του αρχικού δίκλωνου 

DNA. 

• Κατάλληλου διαλύµατος ελεύθερων 5΄ τριφωσφωρικών 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs). 

• Κατάλληλης συγκέντρωσης διαλύµατος MgCl2. 

• Ρυθµιστικού διαλύµατος απαραίτητου για τη δράση της Taq πολυµεράσης. 

• Μικρής ποσότητας DNA που έχει το ρόλο µορίου µήτρας. 
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 Η διαδικασία της PCR αποτελείται από 3 κύρια βήµατα τα οποία 

επαναλαµβάνονται για 30-40 κύκλους. Η ακολουθία αυτών των κύκλων λαµβάνει 

χώρα σε µια συσκευή η οποία θερµαίνει και ψύχει τους σωλήνες (tubes), µέσα 

στους οποίους βρίσκεται το µίγµα των αντιδραστηρίων, σε σύντοµο χρονικό 

διάστηµα. 

 Τα 3 κύρια βήµατα πιο αναλυτικά έχουν ως εξής: 

1ο βήµα – Αποδιάταξη στους 94oC: 

 Κατά την διάρκεια της αποδιάταξης το δίκλωνο µόριο του DNA 

θερµαίνεται στους 94oC µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία δύο µονόκλωνων 

αλυσίδων. Συγκεκριµένα, η υψηλή θερµοκρασία σπάει τους δεσµούς 

υδρογόνου που συνδέουν τις δύο αλυσίδες µεταξύ τους και έτσι 

διαχωρίζονται. Όλες οι ενζυµατικές αντιδράσεις σταµατούν. Η διάρκεια της 

αποδιάταξης είναι συνήθως 1-2 min. 

2ο βήµα – Υβριδισµός ή αναδιάταξη στους 54οC: 

 Οι ιοντικοί δεσµοί ανάµεσα στο µονόκλωνο DNA και την αλληλουχία 

του εκκινητή σπάνε και σχηµατίζονται παροδικά. Οι πιο σταθεροί δεσµοί 

διαρκούν λίγο περισσότερο (στα σηµεία όπου οι εκκινητές εφαρµόζουν 

ακριβώς) και στο µικρό αυτό τµήµα δίκλωνου DNA (εκκινητή και µονή 

αλυσίδα DNA-στόχου) η πολυµεράση µπορεί να προσκολληθεί και να 

ξεκινήσει τη συµπλήρωση της αλληλουχίας. Μόλις συµπληρωθούν µερικές 

βάσεις, ο ιοντικός δεσµός είναι τόσο ισχυρός ανάµεσα στο DNA-στόχο και 

τον εκκινητή ώστε δεν πρόκειται να ξανασπάσει. 

 Ο ένας εκκινητής υβριδοποιείται στο 3’-άκρο της µιας αλυσίδας του 

στόχου και ο άλλος στο 3’-άκρο της συµπληρωµατικής αλυσίδας του 

στόχου. Προσθέτοντας εκκινητή σε περίσσεια αποφεύγουµε την 

υβριδοποίηση του αρχικού DNA µε τον εαυτό του. 
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3ο βήµα – Επιµήκυνση ή πολυµερισµός στους 72οC: 

 Στους 72οC είναι η ιδανική θερµοκρασία για τη δράση της 

πολυµεράσης. Οι εκκινητές, στα σηµεία όπου έχουν συµπληρωθεί µερικές 

βάσεις, συνδέονται ήδη µε ένα ισχυρότερο ιοντικό δεσµό στη µονόκλωνη 

αλυσίδα του DNA ο οποίος υπερτερεί σε σχέση µε τις δυνάµεις που 

προσπαθούν να σπάσουν αυτούς τους δεσµούς. Οι εκκινητές που δε 

βρίσκονται σε συµπληρωµατική αλληλουχία αποκολλούνται εξ αιτίας της 

υψηλής θερµοκρασίας. 

 Η πολυµεράση επιµηκύνει και τους δύο εκκινητές προς το µέρος του 

στόχου διότι η κατεύθυνση της σύνθεσης του DNA ακολουθεί την πορεία 

από το 5’ προς το 3’-άκρο. Η σύνθεση του DNA πραγµατοποιείται και στις 

δύο αλυσίδες αλλά προεκτείνεται και πέρα από την αλληλουχία-στόχο 

(Εικόνα 1.4). 
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ΑΛΥΣΙ∆ΩΤΗ ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΤΗΣ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ 

 
Εικόνα 1.4. Τα στάδια της PCR: (1) Αποδιάταξη, (2) Υβριδισµός ή Αναδιάταξη και (3) 

Επιµήκυνση ή Πολυµερισµός. 
Πηγή: http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html  
 

Βήµα 3ο: 
Επιµήκυνση ή 
Πολυµερισµός 

72οC 

Βήµα 2ο: 
Υβριδισµός ή 
Αναδιάταξη 

54οC 
 

Βήµα 1ο: 
Αποδιάταξη 

94οC 
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1.6. Μοριακοί ∆είκτες Που Χρησιµοποιήθηκαν Στο Παρόν Πείραµα 

1.6.1. RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA): 

Τυχαίως Πολλαπλασιαζόµενα Πολυµορφικά Τµήµατα DNA 

 Την τελευταία εικοσαετία έχουν αναπτυχθεί µοριακοί δείκτες που 

βασίζονται στον in vitro πολλαπλασιασµό τµηµάτων DNA µε τη µέθοδο της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR). Το 1990, οι Williams et al. και 

Welsh and McClelland, περιέγραψαν µια µέθοδο για τη δηµιουργία µοριακών 

δεικτών µε πολυµορφισµό, τα RAPDs. Τα RAPDs είναι τυχαία δεκαµερή 

ολιγονουκλεοτίδια τα οποία υβριδίζονται σε συµπληρωµατικές θέσεις ως προς 

την αλληλουχία DNA του επιθυµητού σηµείου έναρξης. Οι εκκινητές αυτοί, ως 

ολιγονουκλεοτίδια, είναι πολύ πιθανόν να βρουν αρκετές θέσεις υβριδισµού 

πάνω στην αλυσίδα του DNA. Ένα δίκλωνο µόριο DNA για να σχηµατιστεί είναι 

απαραίτητη η ύπαρξη δύο εκκινητών, ένας για το 3’ άκρο της κάθε αλυσίδας. Τα 

ενισχυµένα τµήµατα ή τα αντιγραφόµενα τµήµατα DNA δηµιουργούνται στις 

περιοχές όπου υβριδίζει ο εκκινητής, µε κατάλληλο προσανατολισµό, σε 

απόσταση περίπου 200-3000 βάσεων. Ένας εκκινητής RAPD έχει µια 

καθορισµένη αλληλουχία η οποία όµως είναι τυχαία. Έτσι, υπάρχει δυνητικά ένας 

απεριόριστος αριθµός εκκινητών RAPDs µε συγκεκριµένες αλληλουχίες 

(Deragon and Landry, 1992). Ο κύκλος αποδιάταξης, υβριδισµού και 

πολυµερισµού επαναλαµβάνεται έχοντας ως αποτέλεσµα τη λογαριθµική αύξηση 

της συγκέντρωσης αυτών των τµηµάτων του γονιδιώµατος.  

 Η τεχνική αυτή, ουσιαστικά, εντοπίζει µικρές ανεστραµµένες αλληλουχίες 

ενώ οι πολυµορφισµοί αντιστοιχούν στα πολλαπλασιασµένα τµήµατα, τα οποία 

ποικίλλουν ως προς το µέγεθος ανάλογα µε την απόσταση των δύο θέσεων 

υβριδισµού του εκκινητή. Οι πολυµορφισµοί οφείλονται σε σηµειακές µεταλλάξεις 

που καταργούν ή δηµιουργούν νέα θέση υβριδισµού του εκκινητή, σε ενθέσεις ή 

διαγραφές, που εισάγουν ή απαλοίφουν αντίστοιχα θέσεις υβριδισµού, αλλά και 

σε ενθέσεις ή διαγραφές µεταξύ των θέσεων υβριδισµού που έχουν ως 

αποτέλεσµα µεταβολή του µεγέθους του πολλαπλασιαζόµενου τµήµατος (όταν 

µια ένθεση αποµακρύνει σηµαντικά τις θέσεις υβριδισµού) ή δηµιουργία νέου σε 
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περίπτωση που µια διαγραφή µειώσει την απόσταση των θέσεων υβριδισµού 

(Williams et al., 1990). 

 Τα προϊόντα της ενίσχυσης διαχωρίζονται µε ηλεκτροφόριση σε πηκτή 

αγαρόζης ή πολυακρυλαµιδίου. Ακολουθεί χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο ή νιτρικό 

άργυρο, οπότε και γίνονται ορατά. Ο πολυµορφισµός µεταξύ ατόµων 

προσδιορίζεται µε παρουσία ή απουσία µιας συγκεκριµένης ζώνης (Williams et 

al., 1990). Η διαφορά στην ένταση φθορισµού συγκεκριµένης ζώνης (και άρα η 

διαφορετική ποσότητα πολλαπλασιασµένου τµήµατος) δεν µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί στο διαχωρισµό ετεροζυγωτών από οµοζυγωτούς γονοτύπους 

καθώς τέτοιες διαφορές συνήθως οφείλονται σε φαινόµενα ανταγωνισµού µεταξύ 

των διαφόρων θέσεων υβριδισµού του εκκινητή (Hallden et al., 1996) ή στον 

πολλαπλασιασµό επαναλαµβανόµενων αλληλουχιών του γονιδιώµατος 

(Thormann et al., 1994). 

 Οι δείκτες RAPD είναι κυρίαρχοι στην έκφραση της κληρονοµικότητάς 

τους. Οι συνδυασµοί που περιέχουν κυρίαρχο αλληλόµορφο ΑΑ και Αα 

εκφράζονται µε την παρουσία ενισχυµένης ζώνης DNA ενώ ο συνδυασµός αα µε 

απουσία της (Clark and Laningan, 1993; Staub et al., 1996).  

 Στην ελιά οι RAPDs έχουν εφαρµοστεί στη διάκριση ποικιλιών (Cresti et 

al., 1996; Khadari et al., 2003), στη µελέτη ενδο- και διαποικιλιακής γενετικής 

παραλλακτικότητας (Wiesman et al., 1998; Mekuria et al., 1999; 2002; Roselli et 

al., 2002; Belaj et al., 2002; 2003b,c; Gemas et al., 2004), στον καθορισµό 

γενετικών σχέσεων ανάµεσα σε ποικιλίες (Besnard et al., 2001a; Belaj et al., 

2002; 2003b; Khadari et al., 2003) και στη µελέτη της γενετικής διαφοροποίησης 

στο σύµπλεγµα της ελιάς (olive complex) (Besnard et al., 2001b). 

1.6.2. ISSRs (Inter Simple Sequence Repeats): 

Ενδο-επαναλαµβανόµενες Απλές Ακολουθίες 

 Με σκοπό να ξεπεραστούν ορισµένα από τα προβλήµατα που σχετίζονται 

µε τους RAPD εκκινητές, έχουν δηµιουργηθεί νέες τεχνικές, όπως τα ISSRs (Inter 

Simple Sequence Repeats) (Zietkiewicz et al., 1994). Η τεχνική των ISSR 
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βασίζεται στην ενίσχυση περιοχών (100-3000 bp) ανάµεσα σε κοντινούς µεταξύ 

τους µικροδορυφόρους προσανατολισµένους αντίθετα. Οι ISSR εκκινητές είναι 

προϊόντα της PCR τα οποία λαµβάνονται µε εκκινητές βασιζόµενους σε 

επαναλήψεις δινουκλεοτιδίων, τρινουκλεοτιδίων, τετρανουκλεοτιδίων και 

πεντανουκλεοτιδίων. Συγκεκριµένα, η ενίσχυση ενός τµήµατος DNA γίνεται από 

ένα µόνο εκκινητή, µήκους 16-18 βάσεων, ο οποίος αποτελείται από µία 

ακολουθία µικροδορυφόρων που προσφύεται στο 3’ ή 5’ άκρο δύο έως 

τεσσάρων αυθαίρετων νουκλεοτιδίων (Zietkiewicz et al., 1994). Η δυνατότητα 

ενίσχυσης τµηµάτων του DNA από ISSR εκκινητές εξαρτάται από την ποικιλία 

και τη συχνότητα των µικροδορυφόρων, η ακολουθία των οποίων αλλάζει 

ανάλογα µε τα είδη που µελετώνται (Depeiges et al., 1995). Τα προϊόντα της 

ενίσχυσης, τα οποία ποικίλουν ως προς το µέγεθος, διαχωρίζονται σε πηκτή 

αγαρόζης. 

 Οι ISSRs έχουν εφαρµοστεί στη διάκριση ποικιλιών ελιάς (Hess et al., 

2000; Pasqualone et al., 2001; Gemas et al., 2004), στον καθορισµό 

φυλογενετικών σχέσεων στο σύµπλεγµα της Olea europaea (Hess et al., 2000; 

Gemas et al., 2004), στην αναγνώριση καρπών από διαφορετικές ποικιλίες 

(Pasqualone et al., 2001) καθώς και στην αναγνώριση ελαιολάδου 

Προστατευόµενης Ονοµασίας Προέλευσης (Martins-Lopes et al., 2007). 

1.6.3. Πλεονεκτήµατα και Μειονεκτήµατα των µεθόδων RAPDs και ISSRs 

 Η µέθοδος των RAPDs εκκινητών παρουσιάζει τα εξής πλεονεκτήµατα και 

µειονεκτήµατα: 

Πλεονεκτήµατα 

• Είναι µια δυναµική, απλή και χαµηλού κόστους µοριακή τεχνική (Belaj et 

al., 2001). 

• ∆εν εξαρτάται από τις συνθήκες του περιβάλλοντος, όπως και οι 

υπόλοιποι δείκτες που βασίζονται στην τεχνολογία PCR ενώ επιπλέον 

παρουσιάζει υψηλό επίπεδο πολυµορφισµού στην ελιά (Bogani et al., 

1994; Fabbri et al., 1995; Cresti et al., 1996; Wiesman et al., 1998). 
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• Έχει υποστηριχθεί ότι πιθανότατα σχετίζεται µε σηµαντικούς λειτουργικά 

γενετικούς τόπους (Penner, 1996). 

• Το DNA που µελετάται µε αυτή την τεχνική αποµονώνεται από µικρή 

ποσότητα φυτικού υλικού (Fritsch and Rieseberg, 1996). 

• ∆εν προαπαιτείται ιδιαίτερη γνώση του γονιδιώµατος του προς µελέτη 

οργανισµού (Williams et al., 1990; Welsh and McClelland, 1990). 

Μειονεκτήµατα 

• Έχει χαµηλή επαναληψιµότητα (Schierwater and Ender, 1993; Jones et 

al., 1997). Γι’ αυτό το λόγο και η διαδικασία που ακολουθείται στο 

εργαστήριο θα πρέπει να είναι όσο γίνεται πιο ακριβής γιατί είναι 

ευαίσθητοι στις συνθήκες αντίδρασης. 

• Οι αναλύσεις µε RAPD γενικά απαιτούν καθαρό, υψηλού µοριακού 

βάρους DNA (Spooner et al., 2005). 

• Είναι κυρίαρχοι δείκτες. 

• Παρουσιάζουν αποτελέσµατα που διαφέρουν από εργαστήριο σε 

εργαστήριο (Martins-Lopes et al., 2007). 

 Η µέθοδος των ISSR εκκινητών παρουσιάζει τα εξής πλεονεκτήµατα και 

µειονεκτήµατα: 

Πλεονεκτήµατα 

• Ενισχύουν περιοχές που παρουσιάζουν µεγάλη παραλλακτικότητα σε 

περιοχές που δεν κωδικοποιούν (Esselman et al., 1999). 

• Παρουσιάζουν επαναληψιµότητα, χαµηλό κόστος και δε χρειάζεται να είναι 

γνωστές οι παράπλευρες αλληλουχίες στη δηµιουργία εκκινητών ISSR. 

• ∆εν είναι απαραίτητη η χρονοβόρα και υψηλού κόστους κατασκευή 

γενοµικής ή άλλου τύπου βιβλιοθήκης (Rakoczy-Trojanowska et al., 

2004). 

• ∆εν προαπαιτείται ιδιαίτερη γνώση του γονιδιώµατος του προς µελέτη 

οργανισµού για το σχεδιασµό του εκκινητή. 
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• Και τέλος, παρουσιάζουν παρόµοια πλεονεκτήµατα µε τους RAPD 

εκκινητές (Kantety et al., 1995; Yang et al., 1996; Fang and Roese, 1997). 

 Παλαιότερες µελέτες στο σιτάρι (Triticum aestivum), σε οπωροφόρα 

δένδρα και στο κοινό φασόλι (Phaseolus vulgare) (Nagaoka and Ogihara, 1997; 

Korbing et al., 2002; Galvan et al., 2003) καταλήγουν στο συµπέρασµα ότι η 

ενίσχυση µε ISSR εκκινητές αποδείχτηκε να είναι πιο λεπτοµερής από την 

ενίσχυση µε RAPDs στην αξιολόγηση της γενετικής διαφοροποίησης. 

Μειονεκτήµατα 

• Οι δείκτες ISSR είναι κυρίαρχοι. 

• Το κόστος της τεχνικής αυτής είναι υψηλότερο από εκείνο των RAPDs. 

• Απαιτεί πιο εξειδικευµένες γνώσεις σε σχέση µε τα RAPDs. 

• Μια ζώνη δεν αποτελείται από το ίδιο τµήµα DNA. 

• Tα προϊόντα δεν µπορούν να αντιστοιχηθούν µε συγκεκριµένους πολυµορφικούς 

τόπους (loci). 

• Ζώνες ιδίου µεγέθους µπορεί να µην είναι οµόλογες. 

Η συνδυασµένη χρήση των δεικτών RAPD και ISSR επιτρέπει υψηλότερη 

κάλυψη του γονιδιώµατος δεδοµένου ότι τα RAPDs έχουν περιγραφεί ως 

πιθανότατα σχετιζόµενοι µε σηµαντικούς λειτουργικά γενετικούς τόπους (Penner, 

1996) και οι ISSRs ενισχύουν περιοχές που παρουσιάζουν µεγάλη 

παραλλακτικότητα σε περιοχές που δεν κωδικοποιούν (Esselman et al., 1999). 

Και οι δύο τεχνικές σαρώνουν όλο το γονιδίωµα (πολλοί γενετικοί τόποι) και είναι 

ικανές να διαχωρίσουν γονοτύπους κάτω από το επίπεδο του είδους, όπως 

ποικιλίες και κλώνους ενώ έχουν χρησιµοποιηθεί σε όλων των ειδών τις µελέτες 

γενετικής ποικιλοµορφίας (Karp et al., 1997). 

1.7. Μελέτη Της Γενετικής Παραλλακτικότητας Στην Ελιά 

Η γενετική διαφοροποίηση µεταξύ και µέσα στους φυτικούς πληθυσµούς 

απορρέει από ένα συνδυασµό γενετικής απόστασης, µεγέθους πληθυσµού, 
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τρόπου σύζευξης (αυτογονιµοποιήση ή διασταύρωση), τρόπου διασποράς της 

γύρης και των σπόρων και του ρυθµού γονιδιακής ροής (Loveless and Hamrick, 

1984). Το σύστηµα σύζευξης των φυτών φαίνεται να παίζει κύριο ρόλο στη 

γενετική διαφοροποίηση προσδιορίζοντας το ποσοστό ανταλλασσόµενων 

γονιδίων (Darmency, 1997). Είδη στα οποία επικρατεί η σταυρογονιµοποίηση 

αναφέρεται ότι παρουσιάζουν χαµηλότερη διαπληθυσµιακή και υψηλότερη 

ενδοπληθυσµιακή διαφοροποίηση στη γενετική ποικιλοµορφία συγκρινόµενα µε 

είδη όπου η αυτογονιµοποίηση κυριαρχεί (Maguire and Sedgley, 1997). 

Η ελιά είναι ένα διπλοειδές είδος (2n=46), πρωταρχικώς αλλόγαµο, που 

παρουσιάζει υψηλό επίπεδο διασταυρώσεων. Ο κύριος τρόπος µεταφοράς 

γύρης είναι µέσω του ανέµου (Morettini and Pulselli, 1953) και σ’ ένα µικρό 

ποσοστό µέσω των εντόµων (Lavee, 1996). Οι απόγονοι προέρχονται άµεσα 

από διασταυρώσεις ανάµεσα σε καλλιεργούµενες ποικιλίες, όπως επίσης και 

µεταξύ ποικιλιών και αγριελιών (Angiolillo et al., 1999). Ο βαθµός των 

διασταυρώσεων ποικίλλει ανάλογα µε τις ποικιλίες (Fontanazza and Baldoni, 

1990) και τις περιβαλλοντικές συνθήκες (Lavee, 1996). Επισηµαίνεται ότι η 

καλλιεργούµενη ελιά πολλαπλασιάζεται µε µοσχεύµατα ή εµβολιασµό ενώ η 

άγρια ελιά µε σπέρµατα (Green, 2002) τα οποία µεταφέρονται κυρίως µε πουλιά 

(Herrera, 1995). 

 Η ελιά παρουσιάζει την πλουσιότερη γενετική παραλλακτικότητα ανάµεσα 

σε όλα τα καρποφόρα δένδρα µε πάνω από 2.600 ποικιλίες να έχουν περιγραφεί 

(Rugini and Lavee, 1992), παρόλο που πολλές από αυτές µπορεί να είναι 

συνώνυµες, οµώνυµες (Barranco et al., 2000), οικότυποι ή το αποτέλεσµα 

διασταυρώσεων µεταξύ γειτονικών ατόµων. Οι ποικιλίες αυτές παρουσιάζουν 

αξιοσηµείωτη παραλλακτικότητα στην ελαιοπεριεκτικότητα, το µέγεθος καρπού, 

το σχήµα της κόµης και στην προσαρµογή στις τοπικές περιβαλλοντικές 

συνθήκες (Bartolini et al., 1998). Η µακροβιότητα του είδους και η χαµηλή πίεση 

βελτιωτικής επιλογής έχουν συνεισφέρει στη διατήρηση της παραλλακτικότητας 

ενώ η µειωµένη έκταση της γενετικής διάβρωσης µέσα στο γενετικό υλικό έχει 

επιτρέψει τη διατήρηση της ποικιλοµορφίας (Rallo et al., 2000). 
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 Μερικές από τις ποικιλίες επεκτείνονται σε µεγάλες περιοχές καλλιέργειας, 

όµως, αν και η υπάρχουσα παραλλακτικότητα είναι πολύ υψηλή, αυτές οι 

ποικιλίες είναι κυρίως τοπικές και παλαιές, έχοντας µια περιορισµένη έκταση 

διάδοσης (Barranco and Rallo, 1985; Barranco, 1997). Η καταγωγή και η 

γεωγραφική εξάπλωση µιας τόσο υψηλής ποικιλοµορφίας στην καλλιεργούµενη 

ελιά είναι ακόµη υπό διερεύνηση. 

 Σήµερα, υποστηρίζεται ότι οι ποικιλίες προέρχονται από αγενή 

πολλαπλασιασµό µεµονωµένων αγριελιών οι οποίες παρουσίασαν επιθυµητά 

χαρακτηριστικά ως προς το µέγεθος ή και την ελαιοπεριεκτικότητα του καρπού 

και οι οποίες επιλέχθηκαν εµπειρικά ενώ άλλοι ερευνητές πιστεύουν ότι οι 

περισσότερες σύγχρονες ποικιλίες προήλθαν από τη διασταύρωση αρχαίων 

ποικιλιών ή µέσω της διασταύρωσης µε άγριες ελιές ακολουθούµενη από τοπική 

επιλογή (Angiolillo et al., 1999; Besnard and Bervillé, 2000; Besnard et al., 

2001b). Οι ποικιλίες ελιάς διαµορφώθηκαν και διαδόθηκαν από τις µετακινήσεις 

των πληθυσµών στη λεκάνη της Μεσογείου, κυρίως από την Ανατολή στη ∆ύση, 

παρόλο που η επιλογή ήταν πολυκλωνική και περιείχε φυτικό υλικό προερχόµενο 

από τη ∆ύση, όπως φαίνεται από γενετικές µελέτες βασισµένες σε 

πολυµορφισµό αλλοενζύµων (Lumaret et al., 1997), σε µελέτες βασισµένες σε 

RAPDs και µιτοχονδριακά RFLPs (Besnard and Bervillé, 2000; Claros et al., 

2000; Besnard et al., 2001a,b; Bronzini de Caraffa et al., 2002) όπως επίσης και 

ISSR δείκτες (Vargas and Kadereit 2001). Οι ποικιλίες που προέρχονται από 

αγριελιές µιας περιοχής αναµένεται να είναι γενετικά πολύ κοντά και απαιτείται η 

λεπτοµερής µελέτη τους.  

Οι παρούσες οικονοµικές τάσεις στην κατεύθυνση της παγκόσµιας αγοράς 

και η αυξανόµενη ζήτηση ελαιολάδου αποκαλύπτουν µια σοβαρή ανάγκη για 

ανάπτυξη νέων ποικιλιών οι οποίες ανταποκρίνονται στις απαιτήσεις των νέων 

ανταγωνιστικών συστηµάτων παραγωγής. Ενδιαφέρον παρουσιάζει και η µελέτη 

ποικιλιών που δεν έχουν επικρατήσει ως κύριες παραγωγικές ποικιλίες και 

περιορίζονται µόνο στον τόπο καταγωγής τους καθώς επίσης και οι άγριοι 

πληθυσµοί διότι µπορεί να παρουσιάζουν αγρονοµικά χαρακτηριστικά κατάλληλα 
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για τις σηµερινές απαιτήσεις της αγοράς (Cantini et al., 1999; Zohary and Hopf, 

1994). 

Στην Πορτογαλία για να αυξηθεί η παραγωγή και η ποιότητα ελαιολάδου οι 

Gemas et al. (2002) εισηγούνται την χρήση επιλεγµένων και πιστοποιηµένων 

δένδρων από ποικιλίες περιοχών Προστατευόµενης Ονοµασίας Προέλευσης 

(Π.Ο.Π.) στους νέους ελαιώνες. Η ανανέωση των σύγχρονων ελαιώνων θα 

πρέπει να πραγµατοποιηθεί χρησιµοποιώντας πιστοποιηµένα ελαιόδεντρα από 

επιλεγµένες ποικιλίες ελιάς. Λαµβάνοντας υπόψη την παρούσα κατάσταση στη 

βελτίωση της ελιάς, η ανάλυση της γενετικής παραλλακτικότητας είναι αναγκαία 

για την ορθή ταξινόµηση, διατήρηση και χρήση των γενετικών πηγών. Μέχρι 

σήµερα, η βελτίωση στην ελιά έχει περιοριστεί στην κλωνική ή ποικιλιακή επιλογή 

και στις εισαγόµενες µεταλλάξεις (Panelli et al., 1990; Guerriero et al., 1994; 

Rugini and Panelli, 1994; Tous et al., 1998; Rossetto et al., 1999). H βελτίωση 

στην ελιά, όπως και σε άλλα είδη δένδρων, παρεµποδίζεται από τη µακρά 

περίοδο νεανικότητας (15 έτη), τις δυσκολίες στις καλλιεργητικές φροντίδες, 

όπως επίσης και από το επίπεδο της γενετικής πολυπλοκότητας σε ένα είδος µε 

46 χρωµοσώµατα (n=23), καθώς και στην έλλειψη γενετικής γνώσης. 

 Η ταξινόµηση του γενετικού υλικού της ελιάς είναι πολύπλοκη όχι µόνο 

λόγω του πλούσιου γενετικού υποβάθρου αλλά από την απουσία αναφορών και 

από τη σύγχυση στα ονόµατα των ποικιλιών µε πολυάριθµες περιπτώσεις 

οµώνυµων και συνώνυµων (Tous et al., 1990; Rugini and Lavee, 1992; Ouazzani 

et al., 1995, 1996; Bartolini et al., 1998). Επιπρόσθετα, πολλές από τις 

καλλιεργούµενες ποικιλίες ήταν κοινώς αποδεκτές ως ‘ποικιλιακοί πληθυσµοί’ 

όταν περιείχαν διάφορους κοντινούς αλλά ξεχωριστούς κλώνους όσο αφορά 

γενετικούς ή και µορφολογικούς χαρακτήρες (Ouazzani et al., 1996). 

Στην πόλη Cordoba της Ισπανίας έχει δηµιουργηθεί η παγκόσµια τράπεζα 

γενετικού υλικού (World Germplasm Bank of Cordoba). Για το χαρακτηρισµό και 

τον προσδιορισµό των ποικιλιών ελιάς σ’ αυτή τη συλλογή χρησιµοποιήθηκαν 

αρχικά µορφολογικά δεδοµένα (Barranco and Rallo, 1984; Barranco et al., 2000). 

Όµως, αυτή η προσέγγιση είναι αργή και υπόκειται σε περιβαλλοντικές επιρροές. 

Αντίστοιχα, µέσω συνεργασιών έχουν δηµιουργηθεί επιτυχώς βάσεις δεδοµένων 
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µοριακών δεικτών για ‘true to type’ αναγνώριση ποικιλιών και διάκριση σε 

καλλιέργειες όπως το σιτάρι (Röder et al., 2002), η τοµάτα (Bredemeijer et 

al.,2002) και το αµπέλι (This et al., 2004), παρέχοντας ένα σηµαντικό εργαλείο 

για τους επιστήµονες, τους φυτωριούχους και τους βελτιωτές. Οι βάσεις 

δεδοµένων που προκύπτουν από συνεργασίες έχουν ως κύρια δύναµη το 

γεγονός ότι παρέχουν πληροφορίες γενικώς εφαρµόσιµες που απορρέουν από 

την εναρµόνιση δεδοµένων διαφορετικών εργαστηρίων. 

 Στην ελιά, όπως και σε πολλά άλλα είδη, οι µελέτες της γενετικής 

ποικιλοµορφίας αντανακλούν σε κάποιο βαθµό την ιστορία της εξέλιξης των 

γενετικών δεικτών. Ένας µεγάλος αριθµός ποικιλιών, ο οποίος ανέρχεται σε 

µερικές εκατοντάδες, σε κάθε µια από τις κύριες ελαιοπαραγωγικές χώρες, έχουν 

διακριθεί µε βάση µορφολογικά και φυσιολογικά γνωρίσµατα (Ciferri, 1950; 

Turrill, 1951; Hauville, 1953; Zohary and Spiegel-Roy, 1975; Barranco et al., 

2000). Οι Cantini et al. (1999) χρησιµοποίησαν µορφολογικούς χαρακτήρες 

όπως το φύλλο, ο καρπός και ο τρόπος ανάπτυξης, για να αξιολογήσουν τη 

γενετική ποικιλοµορφία ανάµεσα αλλά και µέσα στις διαφορετικές καταχωρήσεις 

γνωστών και άγνωστων ποικιλιών ελιάς. Όπως ανέφεραν παλαιότερα οι Gottlieb 

(1997) και Hamrick et al., (1992) τα µορφολογικά και φυσιολογικά 

χαρακτηριστικά, τα οποία συνήθως καθορίζονται από πολλά γονίδια και 

ποικίλουν ανάλογα µε το χρόνο και τις περιβαλλοντικές συνθήκες, δεν παρέχουν 

καµία άµεση πληροφορία για συγκεκριµένους γονότυπους. Με σκοπό να 

συµπληρωθούν και να ξεκαθαριστούν οι αρχικές µορφολογικές περιγραφές 

έγιναν µελέτες µε τη χρήση διαφόρων γενετικών δεικτών. Αρχικά, ο γονοτυπικός 

προσδιορισµός ποικιλιών βασίστηκε στην ποικιλοµορφία ισοενζύµων της γύρης 

(Loukas and Krimbas, 1983; Trujillo et al., 1995; Ouazzani et al., 1993; 1996) και 

στον πολυµορφισµό αλλοενζύµων στα φύλλα (Ouazzani et al., 1993, 1995). 

Όµως, οι συγκεκριµένοι δείκτες παρουσίασαν περιορισµένη αποτελεσµατικότητα 

στη διάκριση ποικιλιών κοντινής συγγένειας (Ouazzani et al., 1993, 1995).  

 Η µορφολογική περιγραφή έχει πλέον αναβαθµιστεί µε την είσοδο των 

µοριακών τεχνικών. Σήµερα, χρησιµοποιούνται ευρέως για επακριβή γενετική 

περιγραφή, εξακρίβωση της καταγωγής και για τη διευκρίνιση του τρόπου 
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διασποράς. Οι δείκτες AFLP, οι οποίοι αναπτύχθηκαν από τους Vos et al., 

(1995), χρησιµοποιήθηκαν σε µελέτες γενετικών σχέσεων µεταξύ 

καλλιεργούµενων ελιών, αγριελιών και συγγενών ειδών (Angiolillo et al., 1999; 

Baldoni et al., 2000).  

 Οι βασιζόµενοι στην PCR µοριακοί δείκτες έχουν χρησιµοποιηθεί ευρέως 

σε µελέτες συστηµατικής. Είναι περιβαλλοντικά ανεξάρτητοι και αποτελεσµατικοί 

στο προσδιορισµό ποικιλιών ελιάς καθώς και στην ανίχνευση συνωνύµων και 

οµωνύµων (Fabbri et al., 1995; Besnard et al., 2001a; Bronzini de Caraffa et al., 

2002). Ανάµεσα σ’ αυτές τις τεχνικές, η ανάλυση µε RAPDs αποδείχθηκε µια 

δυναµική, σχετικά απλή και οικονοµική τεχνική για την ανάλυση του γενετικού 

υλικού των ποικιλιών (Weisman et al., 1998; Mekuria et al., 1999; Gemas et al., 

2000; Besnard et al., 2001a; Belaj et al., 2001, 2002; Khadari et al., 2003; 

Hagidimitriou et al., 2005) και σε συνδυασµό µε την ανάλυση µοριακής 

παραλλακτικότητας (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) έχει χρησιµοποιηθεί στη 

µελέτη γενετικής πληθυσµών σε πολλά φυτά (Maguire and Sedgley, 1997; Gillies 

et al., 1997). Παρά την καλή ικανότητα διάκρισης ποικιλιών, οι δείκτες RAPD 

συχνά απέτυχαν να διαχωρίσουν κοντινούς συγγενικά κλώνους (όπως π.χ. µέσα 

στην ίδια ποικιλία) οι οποίοι είχαν προηγουµένως προσδιοριστεί µε 

µορφολογικούς ή άλλους γενετικούς δείκτες (Khadari et al., 2001).  

 Επιπρόσθετα, οι ISSRs, οι οποίοι αρχικά χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη 

φυλογενετικών σχέσεων µέσα στο σύµπλεγµα της Olea europaea (Hess et al., 

2000; Vargas and Kadereit, 2001), επέτρεψαν τη διάκριση ορισµένων ποικιλιών 

από την Ιταλία (Pasqualone et al., 2001) και την αξιολόγηση της κλωνικής 

γενετικής ποικιλοµορφίας που διέπει την πορτογαλική ποικιλία ‘Galega Vulgar’ η 

οποία καλλιεργείται ευρέως σ’αυτή τη χώρα (Gemas et al., 2002). Οι ISSRs, 

µόνοι ή σε συνδυασµό µε άλλα συστήµατα δεικτών έχουν εφαρµοσθεί και στην 

ανάλυση κλωνικής ποικιλοµορφίας και γενετικής παραλλακτικότητας σε ποικιλίες 

ελιάς (Fabbri et al., 1995; Mekuria et al., 1999; Gemas et al., 2004; Martins-

Lopes et al., 2007; Gomes et al., 2008). Παλαιότερες µελέτες έχουν καταλήξει 

στο συµπέρασµα ότι οι δείκτες ISSR είναι αποτελεσµατικοί στην εκτίµηση 

φυλογενετικών σχέσεων στο σύµπλεγµα της Olea europaea (Hess et al., 2000; 
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Gemas et al., 2004) και στην αναγνώριση καρπών και φύλλων (Pasqualone et 

al., 2001). Οι ISSR δείκτες έχουν δηµιουργηθεί µε σκοπό την κατανόηση των 

γενετικών σχέσεων στην ελιά, τον προσδιορισµό ποικιλιών και τα προγράµµατα 

βελτίωσης (Sefc et al., 2000; Rallo et al., 2000). 

 Πρόσφατα, οι γενετικές µελέτες µε χρήση µικροδορυφόρων έχουν αυξηθεί 

κατακόρυφα διότι είναι αλληλουχίες υψηλού πολυµορφισµού και διατηρούµενης 

ετεροζυγωτίας αλληλουχίες που µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως συγκυρίαρχοι 

δείκτες (Rallo et al., 2000; Sefc et al., 2000; Cipriani et al., 2002; Zane et al., 

2002; Diaz et al., 2006). Οι δείκτες SSRs εξελίσσονται σε δείκτες µελέτης της 

ποικιλοµορφίας στην ελιά (Rallo et al., 2000; Sefc et al., 2000; Cipriani et al., 

2002) καθώς είναι µεταφερόµενοι, υψηλού πολυµορφισµού, πολυαλληλικοί, 

βασιζόµενοι στην τεχνολογία PCR, συνεπικρατείς δείκτες και σχετικά απλοί στην 

εφαρµογή (Rafalski et al., 1996). Τέτοια χαρακτηριστικά δικαιολογούν τη µεγάλη 

αρχική προσπάθεια που απαιτείται για τη δηµιουργία των SSR δεικτών καθώς 

είναι απαραίτητες σχετικές πληροφορίες µε την αλληλουχία (Morgante et al., 

1998).  

 Τέλος, πρόσφατα στην ελιά έχουν εφαρµοσθεί επιτυχώς οι δείκτες SCARs 

(Busconi et al., 2006) και SNPs (Reale et al., 2006). 

 Οι Ελληνικές ποικιλίες ελιάς που έχουν καταγραφεί ξεπερνούν τις 40 (αν 

εξαιρέσουµε τις κλωνικές επιλογές) και έχουν εξελιχθεί µέσα στους αιώνες έτσι 

ώστε να ταιριάζουν στις τοπικές συνθήκες. Ο µεγάλος αυτός αριθµός ποικιλιών 

αποδεικνύει και το γενετικό πλούτο της περιοχής. Όσον αφορά την Ελληνική 

επιστηµονική κοινότητα, έχουν γίνει αξιόλογες προσπάθειες διάκρισης των 

Ελληνικών ποικιλιών µε βάση, αρχικά, τα µορφολογικά τους χαρακτηριστικά 

(Αναγνωστόπουλος, 1939; Pontikis, 2000) και στη συνέχεια, µε βιοχηµικούς 

δείκτες/ισοένζυµα (Pontikis et al., 1980). Η προσπάθεια διαχωρισµού των 

ποικιλιών µε βιοχηµικούς δείκτες/ισοένζυµα (Pontikis et al., 1980) ήταν 

απαλλαγµένη από τα µειονεκτήµατα των µορφολογικών χαρακτήρων αλλά 

παρουσίαζε άλλα προβλήµατα όπως την ανάγκη χρήσης πολύ µεγάλου αριθµού 

ισοενζύµων κ.ά. 
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 Όσον αφορά τους µοριακούς δείκτες, οι εργασίες που ασχολούνται µε τη 

µελέτη της γενετικής παραλλακτικότητας της ελιάς στον Ελλαδικό χώρο είναι 

περιορισµένες. Οι Hagidimitriou et al. (2005) µελετώντας 26 Ελληνικές και οκτώ 

ξένες ποικιλίες µελέτησαν τη γενετική σχέση ανάµεσά τους επιλέγοντας AFLP και 

RAPD εκκινητές. Οι Α. Λίνος και Μ. Χατζηδηµητρίου (2007), χρησιµοποίησαν τη 

µέθοδο των RAPD εκκινητών στην ταυτοποίηση και µελέτη της 

παραλλακτικότητας µητρικών φυτών ελιάς σε φυτώρια και κατέληξαν στο 

συµπέρασµα ότι η µεθοδολογία που ακολουθήθηκε κρίνεται επαρκής για την 

ταυτοποίηση των µητρικών φυτών, τη µελέτη της ενδοποικιλιακής οµοιοµορφίας 

και την ξεκάθαρη διαφοροποίηση των ποικιλιών. 

Η επιλογή της καταλληλότερης τεχνικής που ταιριάζει σε κάθε ερευνητική 

εργασία δεν είναι εύκολη και εξαρτάται από έναν αριθµό παραγόντων που 

περιλαµβάνουν το σκοπό της έρευνας, τη βιολογία των ειδών και τις διαθέσιµες 

πηγές. Η καλύτερη κατανόηση της αποτελεσµατικότητας των διαφόρων 

µοριακών δεικτών αποτελεί προτεραιότητα για το χαρακτηρισµό και την 

ταξινόµηση του γενετικού υλικού της ελιάς ενώ είναι προαπαιτούµενη για πιο 

αποτελεσµατικά προγράµµατα βελτίωσης. 
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1.8. Σκοπός Του Πειράµατος 

Η παρούσα µεταπτυχιακή µελέτη είχε ως στόχο την ανίχνευση 

ενδοποικιλιακών διαφορών στις Ελληνικές ποικιλίες ελιάς ‘Καλαµών’ και 

‘Κορωνέικη’ εφαρµόζοντας δύο διαφορετικές µοριακές µεθόδους, εκείνες των 

δεικτών RAPDs και ISSRs. Επιπλέον, έγινε σύγκριση των δύο µεθόδων ως προς 

το βαθµό της διαχωριστικής τους ικανότητας. 
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ΚΕΦΑΛΑΙ Ο  2 ο  

 

ΥΛΙΚΑ  ΚΑΙ  ΜΕΘΟ∆ΟΙ  
 
 

2.1. Φυτικό Υλικό 

 Το φυτικό υλικό από το οποίο αποµονώθηκε το DNA συλλέχθηκε από 

πέντε περιοχές της Ελλάδας και µια περιοχή της Κύπρου (Εικόνα 2.1). 

Συλλέχθηκαν συνολικά είκοσι επτά (27) δείγµατα εκ των οποίων δεκατρία (13) 

ανήκαν στην ποικιλία ‘Κορωνέικη’ και δεκατέσσερα (14) στην ποικιλία ‘Καλαµών’, 

όπως φαίνεται στον Πίνακα 2.1. Τα δείγµατα συλλέχθηκαν από τρία τυχαία 

σηµεία της κόµης του δένδρου µε µεγάλη προσοχή ώστε να αποτελούνται από 

την πιο νεαρή και υγιή βλάστηση. Αµέσως µετά τη συλλογή, τα νεαρά φύλλα 

τοποθετήθηκαν σε αλουµινόχαρτο και στη συνέχεια σε φορητό ψυγείο. Τέλος, 

µεταφέρθηκαν το συντοµότερο δυνατό στο εργαστήριο ∆ενδροκοµίας του 

Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών όπου καταψύχθηκαν στους -20οC. 

 
Εικόνα 2.1. Μητρική φυτεία Κυβερνητικής Έπαυλης Αχέλειας - Κρατική Συλλογή 

Κύπρου 
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Πίνακας 2.1. Περιοχές συλλογής, αριθµός δένδρων ανά περιοχή και ηµεροµηνία 
συλλογής των δειγµάτων του πειράµατος 

Περιοχή Ποικιλία Αριθµός 
δένδρων/δείγµα 

Ηµεροµηνία 
συλλογής 

Κύπρος 
(Κυβερνητική Έπαυλη Αχέλειας) 
Κρατική Συλλογή 

‘Κορωνέικη’ 1 30/04/2009 

Κύπρος 
(Κυβερνητική Έπαυλη Αχέλειας) 
Κρατική Συλλογή 

‘Καλαµών’ 3 30/04/2009 

Λιανοκλάδι Φθιώτιδας ‘Κορωνέικη’ 2 28/04/2009 

Λιανοκλάδι Φθιώτιδας ‘Καλαµών’ 1 28/04/2009 

Καλαµάτα (ΕΘ.Ι.ΑΓ.Ε.) ‘Κορωνέικη’ 2 30/04/2009 

Καλαµάτα (ΕΘ.Ι.ΑΓ.Ε.) ‘Καλαµών’ 3 30/04/2009 

Κρήτη (Ινστιτούτο Ελιάς και 
Υποτροπικών Φυτών Χανίων) 
Κρατική Συλλογή 

‘Κορωνέικη’ 4 11/05/2009 

Κρήτη (Ινστιτούτο Ελιάς και 
Υποτροπικών Φυτών Χανίων) 
Κρατική Συλλογή 

‘Καλαµών’ 2 11/05/2009 

Πόρος ‘Κορωνέικη’ 3 16/05/2009 

Πόρος ‘Καλαµών’ 2 16/05/2009 

Γ.Π.Α. ‘Κορωνέικη’ 1 18/05/2009 

Γ.Π.Α. ‘Καλαµών’ 3 18/05/2009 
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2.2. Εκκινητές 

 Στα πλαίσια της µοριακής ανάλυσης δοκιµάστηκαν συνολικά τριάντα 

δεκαµερείς εκκινητές RAPDs και δέκα δεκαµερείς εκκινητές ISSRs από τους 

οποίους επιλέχθηκαν και χρησιµοποιήθηκαν τελικά δέκα εκκινητές RAPDs και έξι 

εκκινητές ISSRs. Τα ονόµατα και οι αλληλουχίες των εκκινητών παρουσιάζονται 

στον Πίνακα 2.2. 

Πίνακας 2.2. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα και η αλληλουχία των 
βάσεων κάθε εκκινητή 

 
Όνοµα εκκινητή Αλληλουχία 

5’ 3’  

RAPD  

RI - 4 ATACACCAGC 
RAPD - 1 TCCGCAACCA 

OPAH - 17 CAGTGGGGAG 
OPB - 11 GTAGACCCGT 

RAPD - 13 CACCACCACC 
OPG - 5 CTGAGACGGA 
OPA - 9 GGGTAACGCC 
RI - 5 TTGCGTCATG 

RAPD - 3 GTAGACCCGT 
OPB – 1 GTTTCGCTCC 

ISSR  

UBC - 842 (GA)8G 
UBC - 826 (AC)8C 
UBC - 856 (GGAGA)3 
UBC - 844 (CT)8RC 
UBC - 825 (AC)8T 
UBC - 818 (CA)8G 
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2.3. Συσκευές 

� Φυγόκεντρος (Heraeus instruments Labofuge 400) 

� Απαγωγός εστία 

� Μικροφυγόκεντρος (Hermle Z160M) (Εικ. 2.2) 

� Υδατόλουτρο 

� Συσκευή στροβιλίσµατος (Vortex) 

� pH meter (Jen Way 3310) 

� Ζυγαριά ακριβείας (Kern 410) 

� Ζυγαριά ακριβείας (Kern 470) 

� Θερµικός αναδευτήρας (Snijders Hotplate 34532 Stirrer)  

� Συσκευή PCR (Sensoquest, LabCycler Standard) (Εικ. 2.3) 

� Συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης (Cleaver Multisub Maxi) (Εικ. 2.4) 

� Τροφοδοτικό ρεύµατος (Consort E865) (Εικ. 2.5) 

� Τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας (UVP) (Εικ. 2.6) 

� Κάλυµµα (Hood) (Εικ. 2.7) 

� Φωτογραφική µηχανή (Canon A630) (Εικ. 2.8) 

� Φασµατοφωτόµετρο (Unicam Heλios γ) (Εικ. 2.9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Εικόνα 2.3 Συσκευή PCR Εικόνα 2.2 Μικροφυγόκεντρος 
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Εικόνα 2.5 Τροφοδοτικό ρεύµατος Εικόνα 2.4 Συσκευή ηλεκτροφόρησης 

 

Εικόνα 2.7 Κάλυµµα (Hood) Εικόνα 2.6 Τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας 
 

 
Εικόνα 2.9 Φασµατοφωτόµετρο Εικόνα 2.8 Φωτογραφική µηχανή 
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2.4. Αποµόνωση DNA 

 Οι φυτικοί ιστοί περιέχουν, εκτός από το DNA, διάφορες προσµίξεις (RNA, 

χρωστικές, πολυσακχαρίτες, πρωτεΐνες κ.ά.), οι οποίες πρέπει να 

αποµακρυνθούν ώστε να αποµονωθεί καθαρό DNA, κατάλληλο για τις 

αντιδράσεις PCR. Στο παρόν πείραµα η αποµόνωση έγινε σύµφωνα µε τη 

µέθοδο CTAB (Doyle & Doyle, 1987), τροποποιηµένη σε ορισµένα σηµεία ώστε 

να δώσει την επιθυµητή ποσότητα και καθαρότητα DNA. 

 Το φασµατοφωτόµετρο υπεριώδους-ορατού έδωσε τιµές ενδεικτικές της 

καθαρότητας και της συγκέντρωσης του DNA. Ο λόγος της απορρόφησης 

Α260/Α280 κυµάνθηκε µεταξύ 1,18 και 1,79. 

∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ DNA 

• Τοποθετείται η αιθανόλη στους -20οC. 

• Ενεργοποιείται το υδατόλουτρο στους 65οC. 

• Τα διαλύµατα CTAB 2% και 5% τοποθετούνται στους 65οC. 

• Τα νεαρά φύλλα (3-5 gr νεαρού ιστού ελιάς) τοποθετούνται στο γουδί, 

προστίθεται ποσότητα υγρού αζώτου και οµογενοποιούνται. 

• Το δείγµα µεταφέρεται σε falkon των 50ml. 

• Προστίθενται 10ml διαλύµατος 2% CTAB extraction buffer και το δείγµα 

ανακινείται µέχρι να οµογενοποιηθεί.  

• Το δείγµα τοποθετείται για επώαση 60 λεπτά στους 65οC στο υδατόλουτρο 

και αναδεύεται περιοδικά (περίπου κάθε 10 λεπτά). 

• Ακολούθως προστίθεται CIAA (chloroform iso amyl alcohol) 24:1 (24 

chloroform : 1 iso amyl alcohol) ίσου όγκου µε το CTAB 2% που προσθέσαµε 

αρχικά στο falkon. Το δείγµα αναδεύεται πολύ αργά για να οµογενοποιηθεί. 

• Φυγοκέντριση για 6 λεπτά στις 3000 rpm. 

• Λήψη της επάνω φάσης και µεταφορά της σε νέο falkon 50ml. 

• Στα νέα falkons προστίθενται CTAB 5% ίσο µε το 1/5 του όγκου που λήφθηκε 

και CIAA ίσο µε το σύνολο των 2 προηγουµένων. 

• Ακολουθεί ελαφριά ανάδευση. 
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• Φυγοκέντριση για 6 λεπτά στις 3.000 rpm. 

• Λήψη της άνω φάσης και µεταφορά της σε νέα falkon 50ml. 

• Στα falkons προστίθενται 2 όγκοι διαλύµατος 95% ethanol (παγωµένη) για 

κατακρήµνιση. 

• Ακολουθεί ελαφριά ανάδευση. ∆ηµιουργείται ένα ελαφρύ ίζηµα. 

• Το ίζηµα συλλέγεται και µεταφέρεται σε ependorfs. 

• Στα ependorfs προστίθενται 500 µl ΤΕ. 

• Τα ependorfs τοποθετούνται στην κατάψυξη στους -20οC. 

2.5. Καθαρισµός DNA 

• Ενεργοποιείται το υδατόλουτρο στους 37oC. 

• Στα δείγµατα προστίθενται 7-8 µl RNAase (συγκέντρωση 10 mg/ml). 

• Τα δείγµατα τοποθετούνται στο υδατόλουτρο για 1 ώρα. 

• Αφού βγουν τα δείγµατα από το υδατόλουτρο, προστίθενται 500 µl (ίση 

ποσότητα µε το ΤΕ που προστέθηκε) φαινόλης. 

•••• Τα δείγµατα ανακινούνται ελαφριά µέχρι να γίνουν γαλακτώδη. 

•••• Φυγοκέντρηση των δειγµάτων για 5 λεπτά στις 14.000 rpm. 

•••• Λήψη της άνω φάσης και µεταφορά σε νέα ependorfs. 

•••• Επανάληψη του καθαρισµού µε φαινόλη για δεύτερη φορά. 

•••• Μεταφορά της άνω φάσης σε νέα ependorfs. 

•••• Προστίθενται 250 µl φαινόλης και 250 µl CIAA. 

•••• Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 14.000 rpm. 

•••• Λήψη της άνω φάσης και µεταφορά σε νέα ependorfs. 

•••• Προστίθεται 1 όγκος CIAA (ίσος όγκος µε την άνω φάση που έχει ληφθεί). 

•••• Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 14.000 rpm. 

•••• Λήψη της άνω φάσης και µεταφορά σε νέα ependorfs. 

•••• Προστίθεται το 1/10 του υπάρχοντος στα ependorfs όγκου Sodium Acetate 

και περίπου δυόµιση φορές όγκος παγωµένης αιθανόλης (absolute). 

•••• Τα δείγµατα µεταφέρονται στους -20οC για περίπου 30 λεπτά. 

•••• Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 14.000 rpm. 
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•••• Αποµάκρυνση της υπερκείµενης φάσης και διατήρηση του στερεού 

υπολείµµατος. 

•••• Προσθήκη 200 µl TE και αναµονή µέχρι να διαλυθεί το στερεό υπόλειµµα. 

•••• Τοποθέτηση των δειγµάτων στους -20οC. 

2.6. Ποσοτικός Προσδιορισµός Του DNA 

 Η φασµατοφωτοµετρική µέθοδος, η µέτρηση δηλαδή της απορρόφησης 

του υπεριώδους φωτός από τις βάσεις των πυρηνικών οξέων, χρησιµοποιήθηκε 

στην παρούσα εργασία για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης και της 

καθαρότητας του DNA. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκε το φασµατοφωτόµετρο 

υπεριώδους - ορατού Unicam Heλios γ. Ο λόγος της απορρόφησης του οργάνου 

Α260/Α280 έδωσε τιµές ενδεικτικές της καθαρότητας του DNA ενώ η απορρόφηση 

στα 260nm έδωσε τη συγκέντρωση. Οι αραιώσεις στα δείγµατα, τελικής 

συγκέντρωσης 25ng/µl, έγιναν βασιζόµενες στις µετρήσεις του 

φασµατοφωτόµετρου ώστε να χρησιµοποιηθούν στις αντιδράσεις της PCR. 

2.7. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (PCR) 

 Για τα RAPDs, κάθε αντίδραση PCR περιείχε 25ng DNA, 1 X PCR 

ρυθµιστικό διάλυµα (buffer), 300 µM MgCl2, 270 µM dNTPs, 1 µM εκκινητή και 

3,3 U Taq πολυµεράση. Ο όγκος της αντίδρασης συµπληρώθηκε µε δις 

απεσταγµένο και αποστειρωµένο νερό (ddH2O) έως τον τελικό όγκο των 30µl. 

 O πολλαπλασιασµός του DNA έγινε σε θερµοκυκλικό µηχάνηµα PCR µε 

τις εξής συνθήκες: αποδιάταξη του DNA στους 94oC για 2 min ακολουθούµενη 

από 30 κύκλους της αντίδρασης οι οποίοι χωρίζονται σε τρία επιµέρους στάδια, 

θέρµανση στους 94oC για 45 sec, πτώση της θερµοκρασίας στους 38oC για 1 

min ώστε να υβριδίσει ο εκκινητής και τέλος άνοδος στους 72oC για 2 min όπου 

πραγµατοποιείται η επιµήκυνση του εκκινητή για τη σύνθεση των νέων κλώνων. 

Μετά την ολοκλήρωση των απαιτούµενων κύκλων, η θερµοκρασία παρέµεινε 

στους 72oC για 7 min ώστε να πραγµατοποιηθεί η τελική επιµήκυνση των νέων 
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κλώνων. Με την ολοκλήρωση της διαδικασίας τα παραγόµενα προϊόντα 

διατηρήθηκαν στους 10oC. 

 Για τα ISSRs, κάθε αντίδραση PCR περιείχε 25ng DNA, 1 X PCR 

ρυθµιστικό διάλυµα, 300 µM MgCl2, 270 µM dNTPs, 1 µM εκκινητή και 3,3 U Taq 

πολυµεράση. Ο όγκος της αντίδρασης συµπληρώθηκε µε δις απεσταγµένο και 

αποστειρωµένο νερό (ddH2O) έως τον τελικό όγκο των 30µl. 

 O πολλαπλασιασµός του DNA έγινε σε θερµοκυκλικό µηχάνηµα PCR µε 

τις εξής συνθήκες: αποδιάταξη του DNA στους 94oC για 5 min ακολουθούµενη 

από 40 κύκλους της αντίδρασης οι οποίοι χωρίζονται σε τρία επιµέρους στάδια, 

θέρµανση στους 94oC για 30 sec, πτώση της θερµοκρασίας στους 52oC για 45 

sec ώστε να υβριδίσει ο εκκινητής και τέλος άνοδος στους 72oC για 2 min όπου 

πραγµατοποιείται η επιµήκυνση του εκκινητή για τη σύνθεση των νέων κλώνων. 

Μετά την ολοκλήρωση των απαιτούµενων κύκλων, η θερµοκρασία παρέµεινε 

στους 72oC για 7 min ώστε να πραγµατοποιηθεί η τελική επιµήκυνση των νέων 

κλώνων. Με την ολοκλήρωση της διαδικασίας τα παραγόµενα προϊόντα 

διατηρήθηκαν στους 12oC. 

2.8. Παρασκευή Πηκτής Αγαρόζης 

 Για τα RAPDs χρησιµοποιήθηκε διάλυµα αγαρόζης 2,5%. Σε κωνική φιάλη 

προστέθηκαν 2,5gr αγαρόζης σε 100ml ρυθµιστικού διαλύµατος 1 Χ ΤΑΕ. Η 

κωνική φιάλη τοποθετήθηκε στο φούρνο µικροκυµάτων όπου το περιεχόµενο 

της, ενώ βράζει, ανακινείται ανά τακτά χρονικά διαστήµατα ώστε η αγαρόζη να 

διαλυθεί πλήρως. Μετά τη διάλυση, το διάλυµα αφέθηκε να κρυώσει µέχρι να 

γίνει ανεκτό στο ανθρώπινο χέρι και στη συνέχεια τοποθετήθηκε µέσα στη 

λεκάνη της ηλεκτροφόρησης, όπου επίσης τοποθετήθηκε και το ειδικό κτενάκι για 

το σχηµατισµό των ‘πηγαδιών’. Το διάλυµα αφέθηκε να πήξει και τοποθετήθηκε 

στη συσκευή ηλεκτροφόρησης όπου αφαιρέθηκε το κτενάκι, στη θέση του οποίου 

δηµιουργούνται τα ‘πηγάδια’, µέσα στα οποία θα προστεθεί το µίγµα ης PCR 

αντίδρασης. 

 Η ίδια διαδικασία ακολουθήθηκε για την παρασκευή διαλύµατος αγαρόζης 

2,5% όπου διαχωρίστηκαν τα προϊόντα της PCR για τους ISSRs εκκινητές. 
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2.9. Ηλεκτροφόρηση 

 Ο διαχωρισµός των προϊόντων της PCR έγινε σε πηκτή αγαρόζης 2,5%, 

για τους RAPD και ISSR εκκινητές, βυθισµένη σε ρυθµιστικό διάλυµα 1Χ ΤΑΕ. Σε 

κάθε ‘πηγάδι’ της πηκτής φορτώθηκε δείγµα όγκου 18µl. Για την ανάλυση των 

δειγµάτων στην πηκτή εφαρµόστηκε ρεύµα τάσης 70 Volt για 3 ώρες. 

 Το διαχωρισµό των προϊόντων ακολούθησε χρώση της πηκτής αγαρόζης 

σε διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου και στη συνέχεια φωτογράφηση σε τράπεζα 

υπεριώδους ακτινοβολίας µε τη φωτογραφική µηχανή Canon A630. Η ανάλυση 

των αποτελεσµάτων έγινε βασιζόµενη σ’ αυτές τις φωτογραφίες. 

 Για κάθε εκκινητή κατασκευάστηκε µήτρα στην οποία εντοπίστηκαν τα 

ενισχυµένα τµήµατα του DNA, η παρουσία ή απουσία των οποίων δηλώνονταν 

µε το συµβολισµό 1 ή 0 αντίστοιχα. 

2.10. Αριθµητική Ανάλυση Των ∆εδοµένων 

 Η ανάλυση των δεδοµένων έγινε µε τη βοήθεια του στατιστικού πακέτου 

NTSYS pc 2.2i (Rohlf, 1998). Η συγγένεια µεταξύ των δειγµάτων προσδιορίστηκε 

µε βάση τον συντελεστή οµοιότητας του Jaccard, όπως αυτός ορίζεται και 

περιγράφεται από τους Sneath and Sokal (1973). Ο συντελεστής αυτός 

χρησιµοποιείται ευρέως για κυρίαρχους δείκτες, όπως είναι και οι δείκτες RAPD 

και ISSR που εφαρµόστηκαν στο πείραµα, και δίνεται από τον τύπο: 

 

Jij=α/(n-d) 

 

 Έτσι, συγκρίνοντας δύο διαφορετικά δείγµατα, τα α και d εκφράζουν 

ταυτόχρονη παρουσία (α) ή απουσία (d) των δύο ενισχυµένων ζωνών DNA. 

Αντίστοιχα, υπάρχουν άλλες δύο περιπτώσεις όπου µπορεί να υπάρχει 

παρουσία µιας ενισχυµένης ζώνης στο ένα δείγµα και απουσία της στο άλλο. 

Εκεί έχουµε τις περιπτώσεις c και b. Το άθροισµα των α+b+c+d συµβολίζεται µε 

το γράµµα n. 
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 Σχηµατικά αυτό παρουσιάζεται στο σχέδιο που ακολουθεί όπου υπάρχουν 

όλες οι δυνατές περιπτώσεις (α, b, c, d) για δύο ενισχυµένες ζώνες DNA σε δύο 

δείγµατα i και j. 

 

  j  

  + - 

i + α b 

 - c d 

 

 

 Με βάση το συντελεστή οµοιότητας του Jaccard κατασκευάζεται µια µήτρα 

οµοιότητας (πίνακας των γενετικών αποστάσεων) από την οποία αντλούνται τα 

στοιχεία για την ανάλυση συστάδων (cluster analysis) µε τις µεθόδους UPGMA 

(unweighted pair group method with arithmetic means), N.J. (Neigbor – joining 

method, Saitou and Nei, 1987) και την Ανάλυση των Κυρίων Συντεταγµένων 

(PCOORDA) (Principal Coordinate Analysis, Sneath and Sokal, 1973). 

 Σύµφωνα µε τους Saitou and Nei (1987), η µέθοδος UPGMA 

χρησιµοποιείται κυρίως σε µελέτες µοριακών δεικτών, όπου η οµαδοποίηση 

ξεκινά από τα πιο κοντινά δείγµατα και συνεχίζει στα υπόλοιπα ενώ η µέθοδος 

N.J. δίνει πιο αντιπροσωπευτικό δενδρόγραµµα ως προς την πραγµατική 

οµαδοποίηση των δειγµάτων. 

 Η Ανάλυση των Κυρίων Συντεταγµένων (PCOORDA) είναι µια µέθοδος 

πολυµεταβλητής ανάλυσης δεδοµένων (Multivariate Data Analysis). Μέσω της 

µεθόδου αυτής απεικονίζεται η σχέση µεταξύ δειγµάτων σ’ ένα ή περισσότερους 

άξονες (Beer et al., 1993). Κάθε άξονας περιγράφει µέρος του ποσοστού της 

παραλλακτικότητας. Όσο λιγότερο διαφέρουν τα δεδοµένα, δηλαδή όσο πιο 

συγγενικό είναι το υλικό, τόσο µεγαλύτερο ποσοστό της παραλλακτικότητας 

περιγράφει ο κάθε άξονας. Οπότε, µε µικρό αριθµό αξόνων δύναται να 

προσδιοριστεί µεγάλο ποσοστό της παραλλακτικότητας. Με κάθε επιπλέον άξονα 

που προστίθεται, αυξάνεται το ποσοστό της παραλλακτικότητας που 
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περιγράφεται, δηλαδή, δίνεται µια νέα πληροφορία για το υλικό, οπότε, αυτό 

προσδιορίζεται πληρέστερα (Wickens, 1995; Morrison, 1990). 

 Για τις συγκρίσεις χρησιµοποιήθηκε ο συντελεστής του Mantel (1967). Ο 

συντελεστής αρχικά χρησιµοποιήθηκε για συγκρίσεις δεδοµένων από 

διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές αλλά ο Sokal (1979) έδειξε ότι µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί και για βιολογικά δεδοµένα. 

 Ο συντελεστής του Mantel δίνεται από τον τύπο: 

 

 
 

 Όπου Χij και Yij είναι τα δεδοµένα δύο µη διαγώνιων µητρών Χ και Υ. Κατά 

τη διαδικασία σύγκρισης, κάθε δεδοµένο της µήτρας Χ συγκρίνεται µε το 

αντίστοιχο της µήτρας Υ. Όσο µεγαλύτερος είναι ο συντελεστής, τόσο 

περισσότερο µοιάζουν οι δύο µήτρες. 

 Στο παρόν πείραµα, ο συντελεστής του Mantel χρησιµοποιήθηκε για δύο 

είδη συγκρίσεων: 

i. Στη σύγκριση των δύο τεχνικών (RAPD και ISSR) µεταξύ τους και 

ii. Με τη χρήση των συν-φαινοµενολογικών συντελεστών εξετάστηκε πόσο 

αντιπροσωπευτική ήταν η γραφική απεικόνιση των δεδοµένων της µήτρας. 

Οι συν-φαινοµενολογικοί (cophenetic) συντελεστές (Rohlf and Sokal, 

1981) δηµιουργούν µια συµµετρική µήτρα η οποία στη συνέχεια 

χρησιµοποιείται για τις συγκρίσεις. 
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ΚΕΦΑΛΑΙ Ο  3 ο  

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 

 

3.1. Ενισχυµένες Ζώνες DNA 

Με βάση τις µετρήσεις που έδωσε το φασµατοφωτόµετρο, οι 

συγκεντρώσεις του DNA στα είκοσι επτά δείγµατα κυµάνθηκαν από 60 ng/µl έως 

2.300 ng/µl ενώ οι λόγοι καθαρότητας κυµάνθηκαν από 1,182 έως 1,790. Στον 

Πίνακα 3.1. παρουσιάζονται οι µετρήσεις σύµφωνα µε το φασµατοφωτόµετρο. 

Οι αποµονώσεις του DNA από τα δείγµατα έδωσαν επαρκή ποσότητα για 

τις αντιδράσεις της PCR. Μετά από δοκιµαστικές αντιδράσεις µε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις DNA, 25ng, 50ng και 75ng, η ποσότητα των 25ng κρίθηκε ότι 

δίνει τα πιο ικανοποιητικά προϊόντα κατά τις αντιδράσεις PCR.  

Ο σαφέστερος διαχωρισµός των προϊόντων της PCR επετεύχθη, κατόπιν 

πολλών δοκιµαστικών συνδυασµών της πυκνότητας στην πηκτή αγαρόζης και 

της ταχύτητας της ηλεκτροφόρησης, όταν η ηλεκτροφόρηση γινόταν σε πηκτή 

αγαρόζης 2,5% µε τάση 70 Volts για τρεις ώρες. 
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Πίνακας 3.1. Απορρόφηση DNA για τα 27 δείγµατα του πειράµατος 

A/A ∆είγµατα 260nm 280nm A260/A280 
Ποσότητα 
DNA ng/µl 

1 Κορ. Κρήτη-1 0,027 0,018 1,518 270 

2 Κορ. Κρήτη-2 0,023 0,016 1,437 230 

3 Κορ. Κρήτη-3 0,013 0,011 1,182 130 

4 Κορ. Κρήτη-4 0,031 0,019 1,622 310 

5 Κορ. Καλαµάτα-1 0,013 0,008 1,625 130 

6 Κορ. Καλαµάτα-2 0,006 0,004 1,500 60 

7 Κορ. Πόρος-G 0,031 0,012 1,631 190 

8 Κορ. Πόρος Ιστοκ. 0,012 0,007 1,714 120 

9 Κορ. Πόρος AGRO 0,025 0,015 1,666 250 

10 Κορ. Φθιώτιδα-1 0,042 0,024 1,725 420 

11 Κορ. Φθιώτιδα-2 0,047 0,028 1,682 470 

12 Κορ. ΓΠΑ 0,040 0,023 1,770 400 

13 Κορ. Κύπρος 0,023 0,015 1,533 230 

14 Καλ. Κρήτη-1 0,052 0,030 1,710 520 

15 Καλ. Κρήτη-2 0,045 0,028 1,587 450 

16 Καλ. Καλαµάτα-1 0,027 0,016 1,687 270 

17 Καλ. Καλαµάτα-2 0,035 0,022 1,590 350 

18 Καλ. Καλαµάτα-3 0,013 0,008 1,625 130 

19 Καλ. Πόρος-νάνα 0,024 0,015 1,600 240 

20 Καλ. Πόρος-κοινή 0,036 0,021 1,714 360 

21 Καλ. Φθιώτιδα 0,110 0,066 1,670 1100 

22 Καλ. ΓΠΑ-1 0,036 0,023 1,580 360 

23 Καλ. ΓΠΑ-2 0,230 0,141 1,635 2300 

24 Καλ. ΓΠΑ-3 0,207 0,116 1,790 2070 

25 Καλ. Κύπρος-1 0,029 0,018 1,611 290 

26 Καλ. Κύπρος-2 0,024 0,015 1,600 240 

27 Καλ. Κύπρος-3 0,058 0,034 1,705 580 
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Από τους συνολικά τριάντα εκκινητές RAPD και δέκα εκκινητές ISSR που 

δοκιµάστηκαν, επιλέχθηκαν τελικά δέκα εκκινητές RAPD και έξι εκκινητές ISSR 

καθώς έδωσαν ευκρινή αριθµό ενισχυµένων ζωνών και ικανοποιητικό 

πολυµορφισµό. Οι αλληλουχίες των δεκαέξι εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν 

στο πείραµα, όπως και τα αποτελέσµατά τους, φαίνονται στον Πίνακα 3.2. 

Σύµφωνα µε τον Πίνακα 3.2 ο συνολικός αριθµός των ενισχυµένων ζωνών 

DNA που έδωσαν οι RAPD εκκινητές ήταν 188 από τις οποίες οι 81 ήταν 

πολυµορφικές. Άρα, το ποσοστό πολυµορφισµού για αυτή την τεχνική ανήλθε 

στο 43%. Ο αριθµός των ενισχυµένων ζωνών που αντιστοιχεί σε κάθε εκκινητή 

κυµάνθηκε από 16 έως 21 ενώ οι αντίστοιχοι αριθµοί για τις πολυµορφικές ζώνες 

ήταν από 3 έως 12. Σε κάθε εκκινητή αντιστοίχησαν, κατά µέσο όρο, 18,8 

ενισχυµένες ζώνες DNA εκ των οποίων 8,1 πολυµορφικές. 

Ο OPAH-17 έδωσε τις περισσότερες ενισχυµένες ζώνες DNA, 21 ζώνες, 

ενώ ο εκκινητής που έδωσε τις λιγότερες ζώνες ήταν ο RAPD-3, ο οποίος έδωσε 

16 ζώνες. Το µεγαλύτερο ποσοστό πολυµορφισµού παρουσίασε ο εκκινητής RI-

5, µε ποσοστό 67%, ενώ αντίθετα, το µικρότερο ποσοστό παρουσίασε ο RI-4 µε 

16%. 

Αντίστοιχα, για τους ISSR εκκινητές, ο συνολικός αριθµός ενισχυµένων 

ζωνών DNA ήταν 104 εκ των οποίων οι 72 ήταν πολυµορφικές. Άρα, το ποσοστό 

πολυµορφισµού για αυτή την τεχνική ανήλθε στο 69%. Ο αριθµός των 

ενισχυµένων ζωνών που αντιστοιχεί σε κάθε εκκινητή κυµάνθηκε από 10 έως 21 

ενώ οι αντίστοιχοι αριθµοί για τις πολυµορφικές ζώνες ήταν από 9 έως 18. Σε 

κάθε εκκινητή αντιστοίχησαν, κατά µέσο όρο, 17,3 ενισχυµένες ζώνες DNA εκ 

των οποίων 12 πολυµορφικές. 

Το µεγαλύτερο αριθµό ενισχυµένων ζωνών έδωσαν οι εκκινητές UBC-842, 

UBC-826 και UBC-856 µε 21 ζώνες ο καθένας. Αντίθετα, ο εκκινητής UBC-818 

έδωσε 10 ζώνες, που ήταν και οι λιγότερες. Το µεγαλύτερο ποσοστό 

πολυµορφισµού παρουσίασε ο εκκινητής UBC-825, καθώς ανήλθε στο 100%. Ο 

εκκινητής UBC-826 έδωσε το µικρότερο ποσοστό πολυµορφισµού το οποίο 

αντιστοιχούσε στο 43% των ενισχυµένων ζωνών. 
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Πίνακας 3.2. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα, η αλληλουχία των 
βάσεων κάθε εκκινητή και ο αριθµός των ενισχυµένων και πολυµορφικών ζωνών 
DNA για κάθε εκκινητή 

Όνοµα 
εκκινητή 

Αλληλουχία 
5’ 3’  

Αριθµός 
ενισχυµένων 
ζωνών 

Αριθµός 
πολυµορφικών 

ζωνών 

Ποσοστό 
πολυµορφισµού 

% 

RAPD  

RI - 4 ATACACCAGC 19 3 16 

RAPD - 1 TCCGCAACCA 18 11 61 

OPAH - 17 CAGTGGGGAG 21 6 29 

OPB - 11 GTAGACCCGT 19 7 37 

RAPD - 13 CACCACCACC 20 7 35 

OPG - 5 CTGAGACGGA 18 10 56 

OPA - 9 GGGTAACGCC 19 10 53 

RI - 5 TTGCGTCATG 18 12 67 

RAPD - 3 GTAGACCCGT 16 6 38 

OPB – 1 GTTTCGCTCC 20 9 45 

Σύνολο:  188 81 43 

ISSR  

UBC - 842 (GA)8G 21 13 62 

UBC - 826 (AC)8C 21 9 43 

UBC - 856 (GGAGA)3 21 11 52 

UBC - 844 (CT)8RC 19 18 95 

UBC - 825 (AC)8T 12 12 100 

UBC - 818 (CA)8G 10 9 90 

Σύνολο:  104 72 69 

 

Στις Εικόνες 3.1., 3.2., 3.3, 3.4. φαίνονται τα αποτελέσµατα των OPAH-17, 

RI-5, UBC-856 και UBC-826 εκκινητών αντίστοιχα. Στις εικόνες αναγράφονται τα 

ονόµατα των δειγµάτων και τα πρότυπα µεγέθη των θραυσµάτων που 

χρησιµοποιήθηκαν. 
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Εικόνα 3.1. Πηκτή αγαρόζης των 27 δειγµάτων του πειράµατος µετά από ενίσχυση µε 
τον εκκινητή OPAH-17 

 
 

 
Εικόνα 3.2. Πηκτή αγαρόζης των 27 δειγµάτων του πειράµατος µετά από ενίσχυση µε 
τον εκκινητή RI-5 
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Εικόνα 3.3. Πηκτή αγαρόζης των 27 δειγµάτων του πειράµατος µετά από ενίσχυση µε 
τον εκκινητή UBC-856 

 
 

 
Εικόνα 3.4. Πηκτή αγαρόζης των 27 δειγµάτων του πειράµατος µετά από ενίσχυση µε 
τον εκκινητή UBC-826 
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3.2. Ανάλυση ∆εδοµένων Με Το Συντελεστή Οµοιότητας Του Jaccard  

Το πρώτο βήµα στην ανάλυση των δεδοµένων είναι ο υπολογισµός του 

συντελεστή οµοιότητας του Jaccard για τα δείγµατα ενώ στη συνέχεια 

ακολούθησε η οµαδοποίησή τους µε βάση το συντελεστή οµοιότητας. Η 

οµαδοποίηση έγινε µε τις µεθόδους UPGMA (unweighted pair group method with 

arithmetic means) και N.J. (Neighbor-joining). 

Η ανάλυση των δεδοµένων είχε ως αποτέλεσµα την κατασκευή µιας 

µήτρας οµοιότητας βασισµένη στο συντελεστή οµοιότητας του Jaccard (Sneath 

and Sokal, 1973) µε n=188 για τους RAPD εκκινητές και n=104 για τους ISSR 

(Πίνακας.3.2). Ο συντελεστής οµοιότητας µπορεί να λαµβάνει τιµές µεταξύ 0 και 

1. Όσο πλησιέστερα βρίσκεται ο συντελεστής στην τιµή 1 τόσο τα δείγµατα 

µοιάζουν γενετικά. Στην περίπτωση που ο συντελεστής πλησιάζει στην τιµή 0, 

αυξάνεται η γενετική διαφοροποίηση των δειγµάτων. Στην περίπτωση που η τιµή 

του συντελεστή οµοιότητας ισούται µε 1, τότε τα δείγµατα ταυτίζονται. 

Η χρήση των συν-φαινοµενολογικών συντελεστών και στη συνέχεια του 

συντελεστή του Mantel έδωσαν µια ένδειξη για το πόσο αντιπροσωπευτικό είναι 

το δενδρόγραµµα που προκύπτει µε τη µέθοδο UPGMA σε σχέση µε τα 

δεδοµένα. 

Η επεξεργασία της µήτρας οµοιότητας του Jaccard έδωσε επίσης και την 

Ανάλυση των Κύριων Συντεταγµένων (PCOORDA). Τα αποτελέσµατα αυτής της 

µεθόδου παρουσιάζονται σε απεικόνιση δύο συντεταγµένων (2D).  

Οι συντελεστές οµοιότητας των δειγµάτων, ως αποτέλεσµα της 

στατιστικής επεξεργασίας, παρουσιάζονται στους Πίνακες 3.3, 3.4, 3.5. 
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Πίνακας 3.3. Ο συντελεστής οµοιότητας των δειγµάτων όπως προέκυψε µε τη χρήση του συντελεστή του Jaccard για τα RAPD. 
Με C1, C2, …C27 συµβολίζονται τα 27 δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα µε τη σειρά που απεικονίζονται στον Πίνακα 3.1 

 

 
 
 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24 C25 C26 C27 
KOR-KRHTH-1 1                           
KOR-KRHTH-2 0,97 1                          
KOR-KRHTH-3 0,95 0,98 1                         
KOR-KRHTH-4 0,95 0,98 1,00 1                        
KOR-KALAMATA-1 0,94 0,93 0,93 0,93 1                       
KOR-KALAMATA-2 0,95 0,94 0,95 0,95 1,00 1                      
KOR-POROD-G 0,92 0,90 0,90 0,90 0,91 0,92 1                     
KOR-POROS-ISTO 0,92 0,90 0,89 0,89 0,90 0,91 0,97 1                    
KOR-POROS-AGRO 0,93 0,91 0,90 0,90 0,92 0,92 0,99 0,97 1                   
KOR-FTHIOTIDA-1 0,95 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,97 0,95 0,97 1                  
KOR-FTHIOTIDA-2 0,96 0,94 0,93 0,93 0,94 0,94 0,96 0,95 0,97 0,99 1                 
KOR-GPA 0,95 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 0,94 0,94 0,95 0,97 0,98 1                
KOR-KYPROS 0,92 0,89 0,89 0,89 0,90 0,90 0,92 0,93 0,93 0,93 0,93 0,93 1               
KAL-KRHTH-1 0,76 0,76 0,75 0,75 0,79 0,77 0,74 0,73 0,75 0,75 0,74 0,76 0,77 1              
KAL-KRHTH-2 0,75 0,75 0,75 0,75 0,79 0,76 0,74 0,73 0,74 0,74 0,74 0,75 0,78 0,99 1             
KAL-KALAMATA-1 0,74 0,74 0,74 0,74 0,82 0,78 0,72 0,70 0,72 0,73 0,73 0,74 0,75 0,87 0,88 1            
KAL-KALAMATA-2 0,75 0,75 0,75 0,75 0,83 0,79 0,73 0,71 0,73 0,74 0,74 0,75 0,76 0,86 0,87 0,99 1           
KAL-KALAMATA-3 0,76 0,76 0,75 0,75 0,83 0,80 0,73 0,72 0,74 0,75 0,74 0,76 0,76 0,87 0,88 0,98 0,98 1          
KAL-POROS-NANA 0,71 0,71 0,70 0,70 0,74 0,71 0,76 0,73 0,75 0,75 0,74 0,75 0,75 0,86 0,87 0,83 0,82 0,82 1         
KAL-POROS-KOINH 0,73 0,72 0,72 0,72 0,76 0,73 0,77 0,75 0,78 0,77 0,76 0,77 0,77 0,89 0,89 0,84 0,83 0,83 0,96 1        
KAL-FTHIOTIDA 0,74 0,72 0,72 0,72 0,77 0,74 0,76 0,74 0,76 0,75 0,75 0,76 0,76 0,89 0,90 0,86 0,86 0,86 0,89 0,93 1       
KAL-GPA-1 0,73 0,71 0,71 0,71 0,77 0,74 0,73 0,71 0,73 0,73 0,73 0,75 0,76 0,89 0,90 0,84 0,83 0,83 0,86 0,87 0,92 1      
KAL-GPA-2 0,72 0,72 0,72 0,72 0,77 0,73 0,72 0,71 0,73 0,73 0,72 0,74 0,75 0,90 0,90 0,83 0,82 0,83 0,86 0,88 0,92 0,99 1     
KAL-GPA-3 0,71 0,71 0,71 0,71 0,77 0,72 0,72 0,70 0,73 0,73 0,72 0,73 0,74 0,88 0,89 0,82 0,81 0,82 0,86 0,87 0,92 0,98 0,99 1    
KAL-KYPROS-1 0,74 0,72 0,72 0,72 0,78 0,73 0,73 0,72 0,73 0,73 0,73 0,74 0,77 0,84 0,85 0,84 0,84 0,83 0,81 0,82 0,85 0,86 0,86 0,86 1   
KAL-KYPROS-2 0,75 0,73 0,72 0,72 0,78 0,74 0,74 0,72 0,74 0,74 0,73 0,75 0,77 0,85 0,85 0,84 0,84 0,84 0,82 0,82 0,86 0,87 0,86 0,86 0,99 1  
KAL-KYPROS-3 0,74 0,72 0,72 0,72 0,78 0,73 0,73 0,72 0,73 0,73 0,73 0,74 0,78 0,85 0,86 0,84 0,84 0,83 0,82 0,82 0,85 0,88 0,87 0,87 0,99 0,99 1 
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Στον Πίνακα 3.3 παρουσιάζεται η γενετική οµοιότητα των δειγµάτων 

σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που έδωσαν οι εκκινητές RAPDs. Ο συντελεστής 

οµοιότητας του Jaccard κυµάνθηκε από 0,70 µέχρι 1,00. 

Παρατηρείται ότι: 

� Η µεγαλύτερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των δειγµάτων: 

o ‘Κορωνέικη-Κρήτη-4’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-3’ (1,00), 

o ‘Κορωνέικη-Καλαµάτα-2’ και ‘Κορωνέικη- Καλαµάτα-1’ (1,00), 

o ‘Κορωνέικη-Πόρος-AGRO’ και ‘Κορωνέικη-Πόρος-G’ (0,99), 

o ‘Κορωνέικη-Φθιώτιδα-1’ και ‘Κορωνέικη-Φθιώτιδα-2’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Κρήτη-1’ και ‘Καλαµών-Κρήτη-2’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Καλαµάτα-1’ και ‘Καλαµών- Καλαµάτα-2’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-1’ και ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-2’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-2’ και ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-3’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Κύπρος-2’ και ‘Καλαµών-Κύπρος-1’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Κύπρος-3’ και ‘Καλαµών-Κύπρος-1’ (0,99) και τέλος, 

o ‘Καλαµών-Κύπρος-3’ και ‘Καλαµών-Κύπρος-2’ (0,99). 

δείχνοντας ότι, σχεδόν, ταυτίζονται. 

� Η µικρότερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των δειγµάτων: 

o ‘Καλαµών-Καλαµάτα-1’ και ‘Κορωνέικη-Πόρος-ISTO’ (0,70), 

o ‘Καλαµών-Πόρος-Νάνα’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-3’ (0,70), 

o ‘Καλαµών-Πόρος-Νάνα’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-4’ (0,70) και τέλος, 

o ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-3’ και ‘Κορωνέικη-Πόρος-ISTO’ (0,70). 

Μεταξύ των δειγµάτων της ίδιας ποικιλίας η γενετική συγγένεια κυµάνθηκε ως 

εξής: 

� Από τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Κορωνέικη’ µεγαλύτερη γενετική οµοιότητα 

παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o Κορωνέικη-Κρήτη-4’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-3’ (1,00), 

o ‘Κορωνέικη-Καλαµάτα-2’ και ‘Κορωνέικη- Καλαµάτα-1’ (1,00), 

Αντίστοιχα, η µικρότερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Κορωνέικη-Πόρος-ISTO’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-3’ (0,89), 

o ‘Κορωνέικη-Πόρος-ISTO’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-4’ (0,89), 
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o ‘Κορωνέικη-Κύπρος’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-2’ (0,89), 

o ‘Κορωνέικη-Κύπρος’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-3’ (0,89), 

o ‘Κορωνέικη-Κύπρος’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-4’ (0,89). 

� Όσον αφορά τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Καλαµών’ µεγαλύτερη γενετική 

οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Καλαµών-Κρήτη-1’ και ‘Καλαµών-Κρήτη-2’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Καλαµάτα-1’ και ‘Καλαµών- Καλαµάτα-2’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-1’ και ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-2’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-2’ και ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-3’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Κύπρος-2’ και ‘Καλαµών-Κύπρος-1’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Κύπρος-3’ και ‘Καλαµών-Κύπρος-1’ (0,99) και τέλος, 

o ‘Καλαµών-Κύπρος-3’ και ‘Καλαµών-Κύπρος-2’ (0,99). 

Αντίστοιχα, η µικρότερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-3’ και ‘Καλαµών- Καλαµάτα -2’ (0,81), 

o ‘Καλαµών-Κύπρος-1’ και ‘Καλαµών-Πόρος-Νάνα’ (0,81). 
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Πίνακας 3.4. Ο συντελεστής οµοιότητας των δειγµάτων όπως προέκυψε µε τη χρήση του συντελεστή του Jaccard για τα ISSR.  
Με C1, C2, …C27 συµβολίζονται τα 27 δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα µε τη σειρά που απεικονίζονται στον Πίνακα 3.1 

 
 

 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24 C25 C26 C27 

KOR-KRHTH-1 1                           

KOR-KRHTH-2 0,97 1                          

KOR-KRHTH-3 0,97 0,97 1                         

KOR-KRHTH-4 0,99 0,99 0,96 1                        

KOR-KALAMATA-1 0,75 0,73 0,73 0,74 1                       

KOR-KALAMATA-2 0,77 0,75 0,75 0,76 0,95 1                      

KOR-POROD-G 0,80 0,78 0,78 0,79 0,88 0,88 1                     

KOR-POROS-ISTO 0,78 0,78 0,81 0,77 0,82 0,82 0,90 1                    

KOR-POROS-AGRO 0,86 0,86 0,86 0,84 0,80 0,80 0,88 0,92 1                   

KOR-FTHIOTIDA-1 0,85 0,85 0,85 0,84 0,84 0,86 0,87 0,86 0,93 1                  

KOR-FTHIOTIDA-2 0,85 0,85 0,85 0,84 0,84 0,86 0,87 0,86 0,93 1,00 1                 

KOR-GPA 0,84 0,84 0,84 0,83 0,85 0,90 0,86 0,82 0,90 0,96 0,96 1                

KOR-KYPROS 0,72 0,72 0,74 0,71 0,80 0,82 0,80 0,81 0,79 0,81 0,81 0,84 1               

KAL-KRHTH-1 0,52 0,53 0,53 0,53 0,50 0,53 0,53 0,53 0,50 0,52 0,52 0,54 0,56 1              

KAL-KRHTH-2 0,53 0,54 0,54 0,54 0,51 0,54 0,54 0,54 0,51 0,53 0,53 0,55 0,57 0,99 1             

KAL-KALAMATA-1 0,54 0,52 0,54 0,53 0,54 0,57 0,57 0,52 0,49 0,53 0,53 0,56 0,56 0,84 0,86 1            

KAL-KALAMATA-2 0,53 0,52 0,53 0,53 0,55 0,58 0,58 0,53 0,50 0,54 0,54 0,57 0,57 0,83 0,84 0,99 1           

KAL-KALAMATA-3 0,53 0,51 0,53 0,52 0,56 0,59 0,57 0,52 0,49 0,53 0,53 0,56 0,58 0,82 0,83 0,97 0,99 1          

KAL-POROS-NANA 0,58 0,60 0,60 0,59 0,56 0,59 0,59 0,61 0,58 0,58 0,58 0,60 0,60 0,81 0,83 0,73 0,75 0,74 1         

KAL-POROS-KOINH 0,57 0,58 0,58 0,58 0,55 0,58 0,58 0,60 0,57 0,57 0,57 0,59 0,59 0,82 0,84 0,77 0,78 0,77 0,96 1        

KAL-FTHIOTIDA 0,57 0,57 0,58 0,56 0,55 0,58 0,60 0,62 0,59 0,59 0,59 0,59 0,59 0,82 0,84 0,83 0,85 0,84 0,85 0,89 1       

KAL-GPA-1 0,56 0,56 0,57 0,55 0,54 0,57 0,57 0,59 0,57 0,60 0,60 0,59 0,60 0,86 0,88 0,82 0,83 0,82 0,84 0,88 0,90 1      

KAL-GPA-2 0,56 0,56 0,57 0,55 0,54 0,57 0,59 0,61 0,58 0,58 0,58 0,58 0,58 0,85 0,86 0,81 0,82 0,81 0,85 0,89 0,91 0,96 1     

KAL-GPA-3 0,56 0,56 0,57 0,55 0,54 0,57 0,59 0,61 0,58 0,58 0,58 0,58 0,58 0,85 0,86 0,81 0,82 0,81 0,85 0,89 0,91 0,96 1,00 1    

KAL-KYPROS-1 0,63 0,61 0,62 0,62 0,61 0,63 0,58 0,54 0,55 0,56 0,56 0,60 0,63 0,82 0,83 0,87 0,85 0,87 0,76 0,77 0,77 0,78 0,78 0,78 1   

KAL-KYPROS-2 0,57 0,55 0,57 0,56 0,57 0,60 0,55 0,55 0,51 0,53 0,53 0,56 0,60 0,82 0,83 0,85 0,84 0,85 0,78 0,79 0,79 0,82 0,81 0,81 0,94 1  

KAL-KYPROS-3 0,56 0,54 0,56 0,55 0,57 0,61 0,57 0,54 0,51 0,53 0,53 0,56 0,60 0,88 0,89 0,88 0,87 0,89 0,77 0,80 0,80 0,86 0,84 0,84 0,92 0,93 1 
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Στον Πίνακα 3.4 παρουσιάζεται η γενετική οµοιότητα των δειγµάτων 

σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που έδωσαν οι εκκινητές ISSR. Ο συντελεστής 

οµοιότητας του Jaccard κυµάνθηκε από 0,49 µέχρι 1,00. 

Παρατηρείται ότι: 

� Η µεγαλύτερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των δειγµάτων: 

o ‘Κορωνέικη-Φθιώτιδα-1’ και ‘Κορωνέικη-Φθιώτιδα-2’ (1,00), καθώς και 

o ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-3’ και ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-2’ (1,00). 

� Η µικρότερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των δειγµάτων: 

o ‘Καλαµών-Καλαµάτα-1’ και ‘Κορωνέικη-Πόρος-AGRO’ (0,49), καθώς 

και 

o ‘Καλαµών-Καλαµάτα-3’ και ‘Κορωνέικη-Πόρος-AGRO’ (0,49). 

Μεταξύ των δειγµάτων της ίδιας ποικιλίας η γενετική συγγένεια κυµάνθηκε ως 

εξής: 

� Από τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Κορωνέικη’ µεγαλύτερη γενετική οµοιότητα 

παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Κορωνέικη-Φθιώτιδα-1’ και ‘Κορωνέικη-Φθιώτιδα-2’ (1,00), 

o ‘Κορωνέικη-Κρήτη-1’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-4’ (0,99), καθώς και 

o ‘Κορωνέικη-Κρήτη-2’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-4’ (0,99).  

Αντίστοιχα, η µικρότερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Κορωνέικη- Κύπρος’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-4’ (0,71), 

o ‘Κορωνέικη- Κύπρος’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-1’ (0,72) 

o ‘Κορωνέικη- Κύπρος’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-2’ (0,72). 

� Όσον αφορά τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Καλαµών’ µεγαλύτερη γενετική 

οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-3’ και ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-2’ (1,00), 

o ‘Καλαµών-Κρήτη-2’ και ‘Καλαµών-Κρήτη-1’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Καλαµάτα-2’ και ‘Καλαµών- Καλαµάτα -1’ (0,99), καθώς και 

o ‘Καλαµών-Καλαµάτα-2’ και ‘Καλαµών- Καλαµάτα -3’ (0,99). 

Αντίστοιχα, η µικρότερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Καλαµών-Πόρος-Νάνα’ και ‘Καλαµών-Καλαµάτα-1’ (0,73). 
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Πίνακας 3.5. Ο συντελεστής οµοιότητας των δειγµάτων όπως προέκυψε µε τη χρήση του συντελεστή του Jaccard για το συνδυασµό RAPD 
και ISSR. Με C1, C2, …C27 συµβολίζονται τα 27 δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα µε τη σειρά που απεικονίζονται στον 
Πίνακα 3.1 

 
 

 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24 C25 C26 C27 

KOR-KRHTH-1 1                           
KOR-KRHTH-2 0,97 1                          
KOR-KRHTH-3 0,96 0,98 1                         
KOR-KRHTH-4 0,96 0,98 0,99 1                        
KOR-KALAMATA-1 0,87 0,85 0,86 0,86 1                       
KOR-KALAMATA-2 0,89 0,88 0,88 0,88 0,98 1                      
KOR-POROD-G 0,88 0,86 0,86 0,86 0,90 0,90 1                     
KOR-POROS-ISTO 0,88 0,86 0,86 0,85 0,87 0,88 0,95 1                    
KOR-POROS-AGRO 0,90 0,89 0,89 0,88 0,87 0,88 0,96 0,96 1                   
KOR-FTHIOTIDA-1 0,92 0,90 0,90 0,90 0,90 0,91 0,94 0,92 0,96 1                  
KOR-FTHIOTIDA-2 0,92 0,91 0,91 0,90 0,90 0,91 0,93 0,92 0,96 1,00 1                 
KOR-GPA 0,91 0,90 0,90 0,90 0,90 0,92 0,92 0,90 0,93 0,97 0,97 1                
KOR-KYPROS 0,85 0,83 0,84 0,83 0,86 0,88 0,88 0,89 0,88 0,89 0,88 0,90 1               
KAL-KRHTH-1 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68 0,69 0,67 0,67 0,66 0,67 0,67 0,68 0,70 1              
KAL-KRHTH-2 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68 0,69 0,67 0,67 0,66 0,67 0,67 0,68 0,71 0,99 1             
KAL-KALAMATA-1 0,67 0,66 0,67 0,67 0,70 0,71 0,66 0,64 0,64 0,66 0,66 0,68 0,68 0,86 0,87 1            
KAL-KALAMATA-2 0,68 0,67 0,67 0,67 0,72 0,72 0,68 0,65 0,65 0,67 0,67 0,69 0,69 0,85 0,86 0,99 1           
KAL-KALAMATA-3 0,68 0,67 0,68 0,67 0,72 0,73 0,68 0,65 0,65 0,67 0,67 0,69 0,70 0,85 0,86 0,98 0,98 1          
KAL-POROS-NANA 0,66 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67 0,70 0,69 0,69 0,69 0,69 0,70 0,70 0,84 0,85 0,80 0,80 0,79 1         
KAL-POROS-KOINH 0,67 0,67 0,67 0,67 0,68 0,67 0,70 0,70 0,70 0,70 0,69 0,70 0,70 0,87 0,87 0,82 0,81 0,81 0,96 1        
KAL-FTHIOTIDA 0,68 0,67 0,68 0,67 0,69 0,68 0,70 0,70 0,70 0,70 0,69 0,70 0,70 0,87 0,88 0,85 0,86 0,85 0,88 0,92 1       
KAL-GPA-1 0,67 0,66 0,67 0,66 0,68 0,68 0,67 0,67 0,68 0,69 0,68 0,69 0,70 0,88 0,89 0,83 0,83 0,83 0,85 0,87 0,92 1      
KAL-GPA-2 0,67 0,67 0,67 0,66 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68 0,68 0,69 0,70 0,88 0,89 0,82 0,82 0,82 0,86 0,88 0,92 0,98 1     
KAL-GPA-3 0,66 0,66 0,66 0,66 0,68 0,67 0,68 0,67 0,68 0,68 0,68 0,68 0,69 0,87 0,88 0,82 0,81 0,81 0,86 0,88 0,92 0,97 0,99 1    
KAL-KYPROS-1 0,71 0,69 0,69 0,69 0,72 0,70 0,68 0,66 0,67 0,68 0,67 0,70 0,72 0,84 0,84 0,84 0,84 0,84 0,80 0,80 0,83 0,84 0,83 0,83 1   
KAL-KYPROS-2 0,69 0,67 0,67 0,67 0,70 0,69 0,67 0,66 0,65 0,66 0,66 0,68 0,71 0,84 0,85 0,84 0,84 0,84 0,80 0,81 0,83 0,85 0,85 0,84 0,98 1  
KAL-KYPROS-3 0,68 0,66 0,66 0,66 0,70 0,69 0,68 0,66 0,65 0,66 0,66 0,68 0,71 0,86 0,87 0,85 0,85 0,85 0,80 0,81 0,83 0,87 0,86 0,86 0,97 0,97 1 
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Στον Πίνακα 3.5 παρουσιάζεται η γενετική οµοιότητα των δειγµάτων 

σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα που έδωσε ο συνδυασµός RAPD & ISSR 

εκκινητών. Ο συντελεστής οµοιότητας του Jaccard κυµάνθηκε από 0,64 µέχρι 

1,00. 

Παρατηρείται ότι: 

� Η µεγαλύτερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των δειγµάτων: 

o ‘Κορωνέικη-Φθιώτιδα-1’ και ‘Κορωνέικη-Φθιώτιδα-2’ (1,00). 

� Η µικρότερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των δειγµάτων: 

o ‘Καλαµών-Καλαµάτα-1’ και ‘Κορωνέικη-Πόρος-ISTO’ (0,64) και 

o ‘Καλαµών-Καλαµάτα-1’ και ‘Κορωνέικη-Πόρος-AGRO’ (0,64) 

Μεταξύ των δειγµάτων της ίδιας ποικιλίας η γενετική συγγένεια κυµάνθηκε ως 

εξής: 

� Από τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Κορωνέικη’ µεγαλύτερη γενετική οµοιότητα 

παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Κορωνέικη-Φθιώτιδα-1’ και ‘Κορωνέικη-Φθιώτιδα-2’ (1,00) και 

o ‘Κορωνέικη-Κρήτη-3’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-4’ (0,99). 

Αντίστοιχα, η µικρότερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Κορωνέικη-Κύπρος’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-2’ (0,83) και 

o ‘Κορωνέικη-Κύπρος’ και ‘Κορωνέικη-Κρήτη-4’ (0,83) 

� Όσον αφορά τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Καλαµών’ µεγαλύτερη γενετική 

οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-3’ και ‘Καλαµών-Γ.Π.Α.-2’ (0,99), 

o ‘Καλαµών-Κρήτη-2’ και ‘Καλαµών-Κρήτη-1’ (0,99), καθώς και 

o ‘Καλαµών-Καλαµάτα-2’ και ‘Καλαµών-Καλαµάτα-1’ (0,99). 

Αντίστοιχα, η µικρότερη γενετική οµοιότητα παρουσιάστηκε µεταξύ των: 

o ‘Καλαµών-Πόρος-Νάνα’ και ‘Καλαµών-Καλαµάτα-1’ (0,80), 

o ‘Καλαµών-Πόρος-Νάνα’ και ‘Καλαµών-Καλαµάτα-2’ (0,80), 

o ‘Καλαµών-Πόρος-Νάνα’ και ‘Καλαµών-Κύπρος-1’ (0,80), 

o ‘Καλαµών-Πόρος-Κοινή’ και ‘Καλαµών-Κύπρος-1’ (0,80), 

o ‘Καλαµών-Πόρος-Νάνα’ και ‘Καλαµών-Κύπρος-2’ (0,80), καθώς και 

o ‘Καλαµών-Πόρος-Νάνα’ και ‘Καλαµών-Κύπρος-3’ (0,80). 
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3.3. Κατασκευή ∆ενδρογραµµάτων 

 Για την παρούσα ανάλυση χρησιµοποιήθηκαν οι µήτρες οµοιότητας οι 

οποίες προέκυψαν από την επεξεργασία των δεδοµένων µε το συντελεστή 

οµοιότητας Jaccard. Η ανάλυση των αποτελεσµάτων έγινε µε το λογισµικό 

NTSYS pc 2.02i. Οι Πίνακες 3.3, 3.4, 3.5 µε τις γενετικές αποστάσεις αναλύθηκαν 

µε τις µεθόδους UPGMA, N.J. και την Ανάλυση των Κύριων Συντεταγµένων 

(PCOORDA), από τις οποίες προέκυψαν τα δενδρογράµµατα των Εικόνων 3.5, 

3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13. 

Τα δενδρογράµµατα (Εικόνα 3.5, 3.7 και 3.9) που προέκυψαν µε τη 

µέθοδο UPGMA αναπαριστούν δένδρα µε ρίζα ενώ τα δενδρογράµµατα (Εικόνα 

3.6, 3.8 και 3.10) που προέκυψαν µε τη µέθοδο N.J. αναπαριστούν δένδρα χωρίς 

ρίζα. Η ρίζα σ’ ένα δένδρο δείχνει τον κοινό πρόγονο των ειδών που 

περιλαµβάνει ενώ συγχρόνως δηλώνεται η εξελικτική κατεύθυνση και τα 

εξελικτικά µονοπάτια µέσω των οποίων ένα ή περισσότερα είδη προήλθαν από 

κάποιο άλλο. Στα δενδρογράµµατα (Εικόνα 3.6, 3.8 και 3.10) παρουσιάζονται 

µόνο οι πιθανές εξελικτικές σχέσεις συγγένειας των ειδών αφού πρόκειται για 

δένδρα χωρίς ρίζα. 
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 Στα δενδρογράµµατα RAPD – UPGMA (Εικόνα 3.5) και RAPD – N.J. 

(Εικόνα 3.6) παρατηρείται ότι: 

 Στο δενδρόγραµµα RAPD – UPGMA (Εικόνα 3.5) παρουσιάζεται 

διαχωρισµός των δειγµάτων σε 2 οµάδες. Στην πρώτη οµάδα εντάσσονται όλα τα 

δείγµατα που ανήκουν στην ποικιλία ‘Κορωνέικη’ ενώ στη δεύτερη οµάδα 

ανήκουν όλα τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Καλαµών’. Η πρώτη οµάδα διαχωρίζεται 

σε δύο υποοµάδες στην πρώτη εκ των οποίων βρίσκονται τα δείγµατα της 

Κρήτης και της Καλαµάτας, τα οποία επίσης οµαδοποιούνται ανά περιοχή µεταξύ 

τους. Στη δεύτερη υποοµάδα ανήκουν τα δείγµατα που συλλέχθηκαν στις 

περιοχές του Πόρου, της Φθιώτιδας, του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών και 

της Κύπρου. Το δείγµα από την Κύπρο συνδέεται εξωτερικά µε την υποοµάδα 

1β. Στη δεύτερη οµάδα παρατηρείται διάκριση σε δύο υποοµάδες. Στην πρώτη 

υποοµάδα ανήκουν τα δείγµατα που προέρχονται από την Κρήτη, τη Φθιώτιδα, 

το Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, τον Πόρο και την Κύπρο, τα οποία 

οµαδοποιούνται µεταξύ τους ανά περιοχή, ενώ στη δεύτερη υποοµάδα ανήκουν 

τα δείγµατα της Καλαµάτας. 

 Στο δενδρόγραµµα RAPD – N.J. (Εικόνα 3.6) τα δείγµατα διαχωρίζονται 

σε δύο οµάδες. Στην πρώτη οµάδα περιλαµβάνονται τα δείγµατα της ποικιλίας 

‘Κορωνέικη’ ενώ στη δεύτερη τα δείγµατα που ανήκουν στην ποικιλία ‘Καλαµών’. 

 Ο συντελεστής του Mantel για τα δενδρογράµµατα RAPD – UPGMA και 

RAPD – N.J. έδωσε συντελεστή συσχέτισης r = 0,97 και r = 0,98 αντίστοιχα.
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Εικόνα 3.5. ∆ενδρόγραµµα RAPD µε τη µέθοδο UPGMA 
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Εικόνα 3.6. ∆ενδρόγραµµα RAPD µε τη µέθοδο N.J. 
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2 
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1β 
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 Στα δενδρογράµµατα ISSR – UPGMA (Εικόνα 3.7) και ISSR – N.J. 

(Εικόνα 3.8) παρατηρείται ότι: 

 Στο δενδρόγραµµα ISSR – UPGMA (Εικόνα 3.7) παρουσιάζεται 

διαχωρισµός των δειγµάτων σε 2 οµάδες. Στην πρώτη οµάδα εντάσσονται όλα τα 

δείγµατα που ανήκουν στην ποικιλία ‘Κορωνέικη’ ενώ στη δεύτερη οµάδα 

ανήκουν όλα τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Καλαµών’. Η πρώτη οµάδα διαχωρίζεται 

σε δύο υποοµάδες στην πρώτη εκ των οποίων βρίσκονται τα δείγµατα της 

Κρήτης. Στη δεύτερη υποοµάδα ανήκουν τα δείγµατα που συλλέχθηκαν στις 

περιοχές Καλαµάτας, Πόρου, Φθιώτιδας, Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών 

και τέλος, το δείγµα της Κύπρου, το οποίο συνδέεται εξωτερικά µε την υποοµάδα 

1β. Στη δεύτερη οµάδα παρατηρείται, επίσης, διάκριση σε δύο υποοµάδες. Στην 

πρώτη υποοµάδα ανήκουν τα δείγµατα που προέρχονται από την Κρήτη, τον 

Πόρο, τη Φθιώτιδα και το Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών ενώ στη δεύτερη 

υποοµάδα ανήκουν τα δείγµατα της Καλαµάτας και της Κύπρου. Σε όλο το 

δενδρόγραµµα τα δείγµατα οµαδοποιούνται µεταξύ τους ανά περιοχή. 

 Στο δενδρόγραµµα ISSR – N.J. (Εικόνα 3.8) τα δείγµατα διαχωρίζονται σε 

δύο οµάδες. Στην πρώτη οµάδα περιλαµβάνονται τα δείγµατα της ποικιλίας 

‘Κορωνέικη’ ενώ στη δεύτερη τα δείγµατα που ανήκουν στην ποικιλία ‘Καλαµών’. 

 Ο συντελεστής του Mantel για τα δενδρογράµµατα ISSR – UPGMA και 

ISSR – N.J. έδωσε συντελεστή συσχέτισης r = 0,97 και r = 0,98 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 3.7. ∆ενδρόγραµµα ISSR µε τη µέθοδο UPGMA 
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Εικόνα 3.8. ∆ενδρόγραµµα ISSR µε τη µέθοδο N.J. 

2 

1 
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 Στα δενδρογράµµατα RAPD & ISSR – UPGMA (Εικόνα 3.9) και RAPD & 

ISSR – N.J. (Εικόνα 3.10) παρατηρείται ότι: 

 Στο δενδρόγραµµα RAPD & ISSR – UPGMA (Εικόνα 3.9) τα δείγµατα 

διαχωρίζονται σε δύο οµάδες. Στην πρώτη οµάδα εντάσσονται όλα τα δείγµατα 

που ανήκουν στην ποικιλία ‘Κορωνέικη’ ενώ στη δεύτερη οµάδα ανήκουν όλα τα 

δείγµατα της ποικιλίας ‘Καλαµών’. Στην οµάδα της ποικιλίας ‘Κορωνέικη’, όλα τα 

δείγµατα είναι οµαδοποιηµένα ανά περιοχή συλλογής, εκτός από το δείγµα της 

Κύπρου, το οποίο συνδέεται µε την οµάδα των υπολοίπων µε ξεχωριστό κλάδο. 

Στην οµάδα της ποικιλίας ‘Καλαµών’, τα δείγµατα διαχωρίζοντα σε δύο 

υποοµάδες. Στην πρώτη ανήκουν τα δείγµατα των περιοχών Κρήτης, Φθιώτιδας, 

Γ.Π.Α. και Πόρου οµαδοποιηµένα ανά περιοχή συλλογής. Η δεύτερη υποοµάδα 

διαχωρίζεται σε δύο κλάδους. Στον πρώτο ανήκουν τα δείγµατα που 

συλλέχθηκαν στην Καλαµάτα και στο δεύτερο τα δείγµατα που συλλέχθηκαν 

στην Κύπρο. 

 Στο δενδρόγραµµα RAPD & ISSR – N.J. (Εικόνα 3.10) τα δείγµατα 

διαχωρίζονται σε δύο οµάδες. Στην πρώτη οµάδα περιλαµβάνονται τα δείγµατα 

της ποικιλίας ‘Κορωνέικη’ ενώ στη δεύτερη τα δείγµατα που ανήκουν στην 

ποικιλία ‘Καλαµών’. 

 Ο συντελεστής του Mantel για τα δενδρογράµµατα RAPD & ISSR – 

UPGMA και RAPD & ISSR – N.J. έδωσε συντελεστή συσχέτισης r = 0,99 και r = 

0,98 αντίστοιχα. 
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Εικόνα 3.9. ∆ενδρόγραµµα συνδυασµού RAPD-ISSR µε τη µέθοδο UPGMA 
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Εικόνα 3.10. ∆ενδρόγραµµα συνδυασµού RAPD-ISSR µε τη µέθοδο N.J. 
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 Η Ανάλυση των δύο πρώτων Κύριων Συντεταγµένων παρουσιάζεται στις 

Εικόνες 3.11, 3.12, 3.13. Τα διαγράµµατα των δύο διαστάσεων της PCOORDA 

επιβεβαιώνουν τα δενδρογράµµατα των UPGMA και N.J. (Εικόνες 3.5, 3.6, 3.7, 

3.8, 3.9, 3.10) χωρίζοντας τα δείγµατα σε οµάδες και υποοµάδες µε την ίδια 

ακριβώς σύνθεση που είχαν και στα δενδρογράµµατα. 

 
Εικόνα 3.11. Απεικόνιση των γενετικών σχέσεων σε 2 άξονες (PCOORDA) για τα RAPD 
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Εικόνα 3.12. Απεικόνιση των γενετικών σχέσεων σε 2 άξονες (PCOORDA) για τα ISSR 
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Εικόνα 3.13. Απεικόνιση των γενετικών σχέσεων σε 2 άξονες (PCOORDA) για το 
συνδυασµό RAPD – ISSR 
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ΚΕΦΑΛΑΙ Ο  4 ο  

 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ -ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  
 

4.1. Συζήτηση 

 Οι µοριακοί δείκτες έχουν χρησιµοποιηθεί ευρέως στη µελέτη των 

γενετικών σχέσεων ανάµεσα στις ποικιλίες ελιάς (Bronzini de Caraffa et al., 2002; 

Belaj et al., 2003a,b; Gemas et al., 2004; Hagidimitriou et al., 2005). Όµως, οι 

µελέτες που αφορούν ενδοποικιλιακή παραλλακτικότητα είναι πολύ 

περιορισµένες. 

 Σε ενδοποικιλιακό επίπεδο ένα ποσοστό παραλλακτικότητας είναι 

αναµενόµενο καθώς η ελιά αποτελεί µια δενδρώδη, πολυετή καλλιέργεια όπου 

είναι πιθανές οι σωµατικές µεταλλάξεις αλλά και οι σταυρογονιµοποιήσεις, όπως 

φάνηκε και από αναλύσεις ισοενζύµων (Hamrick, 1989). Σε περιπτώσεις µεγάλου 

εύρους παραλλακτικότητας υπάρχει επιπλέον η πιθανότητα να οφείλεται σε 

οµώνυµα, τα οποία αποτελούν ένα από τα µεγαλύτερα προβλήµατα στην 

επιλογή δενδρυλλίων για την εγκατάσταση ελαιώνων και την παραγωγή 

ελαιοκοµικών προϊόντων Προστατευόµενης Ονοµασίας Προέλευσης. Η 

ενδοποικιλιακή ποικιλοµορφία µπορεί να είναι αποτέλεσµα δύο αντίθετων 

τάσεων, της χαµηλής γενετικής διάβρωσης εξαιτίας της µακροβιότητας των 

ελαιοδένδρων τα οποία αναγεννώνται αγενώς και επιβιώνουν χωρίς να 

καλλιεργούνται και της µειωµένης γενετικής ετερογένειας ως αποτέλεσµα του 

κατά παράδοση αγενούς πολλαπλασιασµού. Η γενετική βάση της 

καλλιεργούµενης ελιάς µπορεί να εµπλουτίζεται µε περιστασιακές τυχαίες 

διασταυρώσεις µεταξύ καλλιεργούµενων κλώνων και άγριων µορφών (Zohary 

and Hopf, 1994). Η γονιδιακή ετερογένεια µέσα στις ποικιλίες αµφισβητεί το 

βασιζόµενο αποκλειστικά στα µορφολογικά χαρακτηριστικά διαχωρισµό των 

ποικιλιών. Ο γενετικός έλεγχος µπορεί να αποκαλύψει µια πιο καθαρή εικόνα του 

συµπλέγµατος της βιολογικής διαφοροποίησης των πληθυσµών. Στο ίδιο 

συµπέρασµα καταλήγουν και πολλές µελέτες γενετικής διαφοροποίησης 
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ποικιλιών µε τη χρήση µοριακών δεικτών (Rotondi et al., 2003; Hagidimitriou et 

al., 2005). 

 Στο παρόν πείραµα µελετήθηκε η γενετική παραλλακτικότητα δύο 

εµπορικών Ελληνικών ποικιλιών, της ‘Καλαµών’ και της ‘Κορωνέικης’. Η 

‘Κορωνέικη’ απαντάται στην Ελλάδα µε πολλά ονόµατα. Το γεγονός αυτό 

οφείλεται στη µεγάλη εξάπλωση της καλλιέργειάς της στη χώρα και το 

διαφορετικό µέγεθος που αποκτά ο καρπός ανάλογα µε τις καλλιεργητικές 

περιποιήσεις και τις εδαφοκλιµατικές συνθήκες που επικρατούν ανά περιοχή. 

Όσον αφορά την ‘Καλαµών’, λόγω έλλειψης φορέα πιστοποίησης των ποικιλιών, 

υπάρχουν δένδρα που φέρουν αυτή την ονοµασία αλλά δεν ανήκουν στην 

ποικιλία. 

Στην παρούσα εργασία, µε σκοπό τον προσδιορισµό του επιπέδου της 

ενδοποικιλιακής παραλλακτικότητας σ’ ένα σύνολο 27 δειγµάτων που ανήκουν 

στις δύο ελληνικές ποικιλίες ελιάς, ‘Καλαµών’ και ‘Κορωνέικη’, εφαρµόστηκαν δύο 

µέθοδοι µοριακών δεικτών, οι RAPD και ISSRs. Ο λόγος που χρησιµοποιήθηκαν 

οι δύο αυτοί εκκινητές, παρά το γεγονός ότι είναι και οι δύο κυρίαρχοι µε 

αποτέλεσµα ν’ αναµένεται σύµπτωση σε υψηλό βαθµό, είναι ότι στοχεύουν 

διαφορετικές περιοχές του γονιδιώµατος παρέχοντας ευρύτερη κάλυψη σε µια 

ολοκληρωµένη ανάλυση. Οι µοριακοί δείκτες που χρησιµοποιήθηκαν διαχώρισαν 

πλήρως τις ποικιλίες µεταξύ τους καθώς και τα δείγµατα εντός των ποικιλιών. Οι 

πολυµορφισµοί που εντοπίστηκαν από τους δεκαέξι εκκινητές (Πίνακας 3.2) ήταν 

αρκετοί για να διαχωρίσουν τα 27 δείγµατα του πειράµατος.  

Από τους τριάντα RAPD και δέκα ISSR εκκινητές που δοκιµάστηκαν 

επιλέχθηκαν και χρησιµοποιήθηκαν τελικά δέκα RAPD και έξι ISSR εκκινητές. Ο 

συνολικός αριθµός των ενισχυµένων ζωνών DNA που έδωσαν οι RAPD 

εκκινητές ήταν 188 από τις οποίες οι 81 (43%) ήταν πολυµορφικές. Αντίστοιχα, 

για τους ISSR εκκινητές, ο συνολικός αριθµός ενισχυµένων ζωνών DNA ήταν 

104 εκ των οποίων οι 72 (69%) ήταν πολυµορφικές. Παρά το γεγονός ότι τα 27 

δείγµατα του πειράµατος ανήκαν σε δύο µόλις ποικιλίες, οι δύο µέθοδοι έδωσαν 

ικανοποιητικό αριθµό πολυµορφικών ζωνών για να καταστεί δυνατός ο 

γονοτυπικός διαχωρισµός. 
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Οι Gemas et al. (2000) µελετώντας τις φυλογενετικές σχέσεις αλλά και την 

ενδοποικιλιακή παραλλακτικότητα των τριών ελαιοποιήσιµων Πορτογαλικών 

ποικιλιών, ‘Galega Vulgar’, ‘Cordovil de Sepra’ και ‘Verdeal Alentejana’, 

χρησιµοποίησαν 20 RAPD εκκινητές για τον προσδιορισµό των φυλογενετικών 

σχέσεων ανάµεσα στις τρεις ποικιλίες και 7 RAPD εκκινητές κατά την ανάλυση 

της ενδοποικιλιακής παραλλακτικότητας. Οι 20 RAPD εκκινητές έδωσαν ένα 

σύνολο 102 ενισχυµένων ζωνών, από τις οποίες 57 πολυµορφικές για ένα 

σύνολο τριών δειγµάτων αντιπροσωπευτικών των τριών ποικιλιών. Αντίστοιχα, 

κατά την ενδοποικιλιακή µελέτη οι 7 εκκινητές, από το σύνολο των ζωνών που 

παρήχθησαν έδωσαν 156 πολυµορφικές. Οι ερευνητές κατέληξαν ότι η τεχνική 

των RAPD εκκινητών αποτελεί ένα χρήσιµο όργανο για την ανάλυση του 

γενετικού υλικού των τριών ποικιλιών. Επιπλέον, επισηµαίνουν ότι η µέθοδος 

των RAPD είναι ικανή να ανιχνεύσει τις διαποικιλιακές σχέσεις χρησιµοποιώντας 

ένα πολύ περιορισµένο αριθµό δειγµάτων καθώς επίσης και ν’ αναλύει την 

ενδοποικιλιακή διαφοροποίηση. Τέλος, τέτοιου είδους εργασίες αποτελούν 

βιβλιοθήκες αναφοράς για τις µελετώµενες ποικιλίες και µπορούν ν’ 

αξιοποιηθούν στην πιστοποίηση ποικιλιών. 

Οι Ozkaya et al. (2006) χρησιµοποίησαν 10 RAPD εκκινητές σε µια 

συγκριτική µελέτη όπου εξετάστηκε η οµοιότητα δέκα δειγµάτων που 

καλλιεργούνται σε µια περιοχή και θεωρούνται ότι ανήκουν στην Τουρκική 

ποικιλία ‘Derik Halhali’ µε ένα επίσηµο δείγµα της ποικιλίας. Από τις 86 

ενισχυµένες ζώνες που παρήχθησαν οι 32 ήταν πολυµορφικές. Οι 10 εκκινητές 

διαχώρισαν όλα τα δείγµατα. Η µοριακή ανάλυση έδειξε αξιοσηµείωτη 

παραλλακτικότητα ανάµεσα στο επίσηµο δείγµα και τα δείγµατα της περιοχής. Η 

µέθοδος αυτή αποδεικνύεται αποτελεσµατική στην οργάνωση του γενετικού 

υλικού για τη διατήρηση των γενετικών πηγών και στην πιστοποίηση του. 

Οι Gemas et al. (2004) µελέτησαν την ενδοποικιλιακή παραλλακτικότητα 

σε 77 δείγµατα από διαφορετικές περιοχές της Πορτογαλικής ποικιλίας ‘Galega’ 

χρησιµοποιώντας 3 RAPD και 5 ISSR εκκινητές. Οι 616 ζώνες, από τις οποίες οι 

93 ήταν πολυµορφικές, διαχώρισαν όλα τα δείγµατα και σύµφωνα µε το UPGMA 

δενδρόγραµµα οµαδοποιήθηκαν ανάλογα µε την οικολογική προσαρµογή. 
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5. Στην παρούσα εργασία ο συντελεστής οµοιότητας του Jaccard, ο οποίος 

βρίσκει εφαρµογή σε κυρίαρχους µοριακούς δείκτες, για τους RAPD εκκινητές 

κυµάνθηκε από 0,70 µέχρι 0,83 ανάµεσα στα δείγµατα των δύο ποικιλιών ενώ 

ενδοποικιλιακά περιορίστηκε µεταξύ 0,89 έως 1,00 για την ποικιλία ‘Κορωνέικη’ 

και 0,81 έως 0,99 για την ‘Καλαµών’. Το ίδιο δείχνει και η διακύµανση του 

συντελεστή οµοιότητας του Jaccard για τους ISSR εκκινητές, οι οποίοι κατά 

κανόνα παράγουν µεγαλύτερο αριθµό ενισχυµένων αλλά και πολυµορφικών 

ζωνών από τα RAPD, αν και το εύρος του είναι πολύ µεγαλύτερο. Ο συντελεστής 

οµοιότητας ανάµεσα στις δύο ποικιλίες κυµάνθηκε από 0,49 έως 0,63. 

Ενδοποικιλιακά, στην ποικιλία ‘Κορωνέικη’ κυµάνθηκε από 0,72 έως 1,00 και 

στην ποικιλία ‘Καλαµών’ από 0,73 έως 1,00. Όσον αφορά το συνδυασµό των δύο 

µεθόδων, ανάµεσα στις δύο ποικιλίες ο συντελεστής κυµάνθηκε από 0,64 έως 

0,73 ενώ ενδοποικιλιακά µεταξύ 0,83 έως 1,00 για την ποικιλία ‘Κορωνέικη’ και 

0,80 έως 0,99 για την ‘Καλαµών’. Η ‘Καλαµών’, πιθανόν λόγω της µεγαλύτερης 

διασποράς και διάδοσής της, παρουσίασε µεγαλύτερη γενετική 

παραλλακτικότητα απ’ ότι η ‘Κορωνέικη’. 

Κατά την ενδοποικιλιακή µελέτη 120 κλώνων της Πορτογαλικής ποικιλίας 

‘Cobrançosa’ (Martins-Lopes et al., 2009) µε 10 RAPD και 10 ISSR εκκινητές οι 

οποίοι έδωσαν 50% και 55% πολυµορφισµού αντίστοιχα διαχωρίστηκαν όλοι οι 

κλώνοι. Ο συντελεστής του Jaccard κυµάνθηκε µεταξύ 0,69 - 0,99, 0,41 – 0,99 

και 0,51 – 0,98 για τα RAPD, τα ISSRs και το συνδυασµό τους αντίστοιχα.  

Κατά τη µελέτη 12 δειγµάτων της ίδιας περιοχής, τα οποία µορφολογικά 

ανήκουν στις τρεις Ιταλικές ποικιλίες ‘Leccino’, ‘Moraiolo’ και ‘Mignolo’, µε τη 

χρήση 6 AFLP δεικτών παρήχθησαν 274 ζώνες, εκ των οποίων 164 

πολυµορφικές. Σύµφωνα µε το συντελεστή του Jaccard οι γενετικές αποστάσεις 

µέσα στις ποικιλίες κυµάνθηκαν από 0,69 έως 0,85, 0,84 έως 0,97 και 0,72 έως 

1,00 για τις ‘Mignolo’, ‘Moraiolo’ και ‘Leccino’ αντίστοιχα. Από το δενδρόγραµµα 

UPGMA φάνηκε ότι διαχωρίστηκαν όχι µόνο οι ποικιλίες µεταξύ τους αλλά και τα 

δείγµατα. Τα δείγµατα της κάθε ποικιλίας οµαδοποιήθηκαν µεταξύ τους και η 

γενετική οµοιότητα µέσα στις ποικιλίες ήταν εµφανής όπως και η µεταξύ τους 
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ετερογένεια. Τα παραπάνω αποτελέσµατα της εργασίας των Sensi et al. (2003) 

συµφωνούν µ’ αυτά του παρόντος πειράµατος. 

Οι Λίνος και Χατζηδηµητρίου (2007) χρησιµοποίησαν τη µέθοδο των 

RAPD εκκινητών στην ταυτοποίηση και µελέτη της παραλλακτικότητας µητρικών 

φυτών ελιάς σε φυτώρια και κατέληξαν στο συµπέρασµα ότι η µεθοδολογία που 

ακολουθήθηκε κρίνεται επαρκής για την ταυτοποίηση των µητρικών φυτών, τη 

µελέτη της ενδοποικιλιακής οµοιοµορφίας και την ξεκάθαρη διαφοροποίηση των 

ποικιλιών. Συγκεκριµένα, ο συντελεστής οµοιότητας του Jaccard εντός των 

ποικιλιών ήταν µεγαλύτερος από 0,95. 

Οι Τουλουµενίδου κ.ά. (2005) µελέτησαν δείγµατα της ποικιλίας ‘Καλαµών’ 

και συνωνύµων ποικιλιών από περιοχές της Ελλάδας και τη γενετική τους 

ποικιλοµορφία µε RAPD και ISSR εκκινητές. Οι ερευνητές κατέληξαν στο 

συµπέρασµα ότι εντός της ποικιλίας ‘Καλαµών’ υπάρχει χαµηλή γενετική 

ποικιλοµορφία καθώς ο συντελεστής του Jaccard κυµάνθηκε από 0,90 έως 1,00. 

Ο αριθµός των δειγµάτων σε µελέτες του γονιδιώµατος κάτω από το 

επίπεδο της ποικιλίας µπορεί να επηρεάσει τα αποτελέσµατα (Martins-Lopes et 

al., 2009). Έτσι, σε µελέτες όπου ο αριθµός των δειγµάτων είναι υψηλός, όπως 

π.χ. 120 στη µελέτη των Martins-Lopes et al. (2009), 77 στη µελέτη των Gemas 

et al. (2004), 20 κατά µέσο όρο για τις ποικιλίες των Gemas et al. (2000) και 10 

στην εργασία των Ozkaya et al. (2006) ήταν δυνατό ν’ ανιχνευθεί γενετική 

παραλλακτικότητα. Αντίθετα, σε εργασίες όπου ο αριθµός των δειγµάτων 

κυµαίνεται από 1 έως 5, τα αποτελέσµατα δεν ήταν πάντα επιτυχή και αξιόπιστα. 

Για παράδειγµα οι Cordeiro et al. (2008) δεν µπόρεσαν ν’ ανιχνεύσουν την 

ενδοποικιλιακή παραλλακτικότητα στην ποικιλία ‘Galega’ όπως αυτή ανιχνεύθηκε 

από τους Gemas et al. (2004), πιθανόν διότι τα δείγµατα ήταν µόλις 3. Στο 

παρόν πείραµα ο αριθµός των δειγµάτων ήταν 13 για την ποικιλία ‘Κορωνέικη’ 

και 14 για την ποικιλία ‘Καλαµών’ ενώ η δειγµατοληψία κάλυπτε τις κύριες 

περιοχές καλλιέργειας των δύο ποικιλιών στην Ελλάδα και την Κύπρο. 

Συγκρίνοντας και τα 6 δενδρογράµµατα (Εικόνα 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9 και 

3.10) φαίνεται ότι η οµαδοποίηση των δειγµάτων ήταν παρόµοια. Συγκριτικά µε 

τα UPGMA, τα N.J. δενδρογράµµατα οµαδοποιούν τα δείγµατα σε µεγαλύτερες 
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οµάδες. Γενικότερα παρατηρούµε ότι η οµαδοποίηση ακολουθεί γεωγραφική 

κατανοµή. Όλα τα δείγµατα οµαδοποιούνται ανά περιοχή συλλογής. Η 

γεωγραφική οµαδοποίηση των ποικιλιών παρατηρείται ανάµεσα σε ποικιλίες 

διαφορετικών χωρών όπως επισηµαίνουν οι Besnard et al. (2001a) και Belaj et 

al. (2002) για τη Μεσογειακή λεκάνη όπως επίσης και µέσα σε µια χώρα, όπως 

αναφέρουν οι Claros et al. (2000) για τις Ισπανικές ποικιλίες, οι Carriero et al. 

(2002) για Ιταλικές ποικιλίες και οι Gemas et al. (2004) για Πορτογαλικές 

ποικιλίες αλλά ακόµη και µέσα σε µια περιοχή όπως παρατήρησαν οι Sanz-

Cortés et al. (2001) για µια περιοχή της Ισπανίας. Ενδοποικιλιακά, το ίδιο 

επισηµαίνουν και οι Ozkaya et al. (2006) και Martins-Lopes et al. (2009) σε 

πειράµατα όπου, όπως και στο παρόν πείραµα, οι κλώνοι µιας ποικιλίας 

οµαδοποιήθηκαν σύµφωνα µε την περιοχή συλλογής τους. Το φαινόµενο αυτό 

είναι πιθανότατα αποτέλεσµα ανθρώπινης παρέµβασης και κοινής προέλευσης 

κλώνων ανά περιοχή. 

Στα δενδρογράµµατα RAPD – UPGMA (Εικόνα 3.5) και RAPD – N.J. 

(Εικόνα 3.6) παρουσιάζεται διαχωρισµός των δειγµάτων σε 2 οµάδες Στην 

πρώτη οµάδα περιλαµβάνονται τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Κορωνέικη’ ενώ στη 

δεύτερη τα δείγµατα που ανήκουν στην ποικιλία ‘Καλαµών’. Σε κάθε οµάδα τα 

δείγµατα χωρίζονται σε δύο υποοµάδες. Στην ‘Κορωνέικη’, η πρώτη υποοµάδα 

περιλαµβάνει τα δείγµατα από τις περιοχές Κρήτης και Καλαµάτας ενώ η δεύτερη 

τα δείγµατα από Πόρο, Φθιώτιδα, Γ.Π.Α. και Κύπρο. Όσον αφορά την 

‘Κορωνέικη’ η οµαδοποίηση διαφοροποιείται ανάµεσα στους δυο τύπους 

δενδρογραµµάτων.  

Στα δενδρογράµµατα ISSR – UPGMA (Εικόνα 3.7) και ISSR – N.J. 

(Εικόνα 3.8) παρουσιάζεται διαχωρισµός των δειγµάτων σε 2 οµάδες. Στην 

πρώτη οµάδα εντάσσονται όλα τα δείγµατα που ανήκουν στην ποικιλία 

‘Κορωνέικη’ ενώ στη δεύτερη οµάδα ανήκουν όλα τα δείγµατα της ποικιλίας 

‘Καλαµών’. Όσον αφορά το δενδρόγραµµα ISSR – UPGMA για την ‘Κορωνέικη’ η 

πρώτη οµάδα διαχωρίζεται σε δύο υποοµάδες στην πρώτη εκ των οποίων 

βρίσκονται τα δείγµατα της Κρήτης. Στη δεύτερη υποοµάδα ανήκουν όλα τα άλλα 

δείγµατα ενώ παρατηρείται ότι το δείγµα της Κύπρου ανήκει σε ξεχωριστό κλάδο 
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από τα υπόλοιπα δείγµατα της υποοµάδας. Αντίστοιχα, στο δενδρόγραµµα ISSR 

– N.J. το δείγµα της Κύπρου διαφοροποιείται µε ξεχωριστό κλάδο από όλα τα 

υπόλοιπα. Όσον αφορά το δενδρόγραµµα ISSR – UPGMA για την ‘Καλαµών’, 

στην πρώτη υποοµάδα ανήκουν τα δείγµατα που προέρχονται από την Κρήτη, 

τον Πόρο, τη Φθιώτιδα και το Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών ενώ στη δεύτερη 

υποοµάδα ανήκουν τα δείγµατα της Καλαµάτας και της Κύπρου. Η οµαδοποίηση 

διαφέρει στο δενδρόγραµµα ISSR – N.J. όπου τα δείγµατα του Πόρου 

οµαδοποιούνται ξεχωριστά από τα υπόλοιπα. 

Τα δενδρογράµµατα UPGMA και N.J. (Εικόνα 3.9 και 3.10) για το 

συνδυασµό των δύο µοριακών µεθόδων ακολουθούν την ίδια ακριβώς 

οµαδοποίηση παρουσιάζοντας διαχωρισµό των δειγµάτων σε 2 οµάδες. Στην 

πρώτη οµάδα περιλαµβάνονται τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Κορωνέικη’ ενώ στη 

δεύτερη τα δείγµατα που ανήκουν στην ποικιλία ‘Καλαµών’. Σε κάθε οµάδα τα 

δείγµατα χωρίζονται σε δύο υποοµάδες. Για την ‘Κορωνέικη’, το δείγµα της 

Κύπρου διαχωρίζεται από όλα τα υπόλοιπα. Για την ‘Καλαµών’, τα δείγµατα της 

Καλαµάτας και της Κύπρου οµαδοποιούνται µαζί και ξεχωριστά από όλα τα 

υπόλοιπα δείγµατα.  

Ειδικότερα, παρατηρήθηκε ότι υπάρχει γενικά η τάση τα δείγµατα από τις 

περιοχές του Γ.Π.Α. και της Φθιώτιδας, και για τις δύο ποικιλίες, να 

οµαδοποιούνται. Άρα, το γενετικό υλικό αυτών των περιοχών είναι ίδιο. Ίσως 

προήλθε από τη µία ή την άλλη περιοχή. Επίσης, στην ποικιλία ‘Κορωνέικη’ οι 

περιοχές της Κρήτης και της Καλαµάτας φαίνονται να είναι πιο κοντά γενετικά. 

Οι Gemas et al. (2002) µελέτησαν την ενδοποικιλιακή παραλλακτικότητα 

σε 77 δείγµατα της Πορτογαλικής ποικιλίας ‘Galega Vulgar’ από 5 διαφορετικές 

περιοχές. Χρησιµοποιήθηκαν 3 εκκινητές RAPD και 5 ISSRs οι οποίοι έδωσαν 62 

και 105 πολυµορφικές ζώνες αντίστοιχα και διαχώρισαν όλα τα δείγµατα της 

συλλογής. Στο δενδρόγραµµα UPGMA τα δείγµατα διαχωρίστηκαν σε κλάδους 

σύµφωνα µε την περιοχή συλλογής. Ο διαχωρισµός αυτός πιθανόν να οφείλεται 

όχι µόνο στην περιβαλλοντική προσαρµογή αλλά επιπλέον στην ανθρώπινη 

επέµβαση µέσω επιλογής καθώς και στις τεχνικές πολλαπλασιασµού. 

Επιπρόσθετα, οι ερευνητές παρατήρησαν ότι τα δείγµατα που παρουσίασαν τη 
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µεγαλύτερη απόσταση στο δενδρόγραµµα, καθώς και τη µεγαλύτερη διασπορά 

στο σύστηµα τριών αξόνων, πιθανότατα προέρχονται από τον τόπο καταγωγής 

της ποικιλίας. Κάτι τέτοιο ίσως ισχύει για τα δείγµατα της ποικιλίας ‘Καλαµών’ 

από την περιοχή της Καλαµάτας, της παρούσας εργασίας, καθώς φαίνεται να 

διαχωρίζονται από τα υπόλοιπα της ίδιας ποικιλίας. 

Με τη χρήση των συν-φαινοµενολογικών (cophenetic) συντελεστών και µε 

τη διαδικασία που έχει ήδη περιγραφεί εφαρµόστηκε το test του Mantel για να 

ελεγχθεί το κατά πόσο αντιπροσωπευτική είναι η γραφική απεικόνιση (UPGMA 

και N.J.) των δεδοµένων της µήτρας οµοιότητας του Jaccard των 27 δειγµάτων. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, η συσχέτιση µεταξύ µήτρας και δενδρογράµµατος 

ήταν ίδια για τα RAPD – UPGMA και ISSR – UPGMA (r = 0,97) καθώς επίσης και 

για τα RAPD – N.J. και ISSR – N.J. (r = 0,98) δενδρογράµµατα. Η τιµή του 

συντελεστή συσχέτισης παραµένει πολύ υψηλή και για τα δενδρογράµµατα 

RAPD&ISSR – UPGMA (r = 0,99) καθώς επίσης και για τα RAPD & ISSR – N.J. 

(r = 0,98) αποδεικνύοντας ότι η απεικόνιση των δεδοµένων της µήτρας από τα 

δενδρογράµµατα ήταν πολύ πιστή. Η γενετική οµοιογένεια των δειγµάτων 

πιθανόν να ευνοεί την καλύτερη απεικόνιση των δεδοµένων της µήτρας από τα 

δενδρογράµµατα. Αυτό φαίνεται από το γεγονός ότι σε εργασίες µελέτης της 

παραλλακτικότητας ανάµεσα σε ποικιλίες ο συντελεστής r κυµαίνεται σε πολύ πιο 

χαµηλά επίπεδα. Έτσι σε τέτοιες εργασίες ο r έλαβε τιµές όπως 0,76 (Belaj et al., 

2003b), 0,68 (Belaj et al., 2003a) και 0,73 (Hagidimitriou et al., 2005). Αντίθετα, 

σε ενδοποικιλιακές µελέτες ο συντελεστής πήρε τιµές r = 0,98 (Τουλουµενίδου 

κ.ά., 2005).  

 Τέλος, τα διαγράµµατα των δύο διαστάσεων της PCOORDA (Εικόνες 

3.11, 3.12, 3.13) επιβεβαιώνουν τα δενδρογράµµατα των UPGMA και N.J. 

(Εικόνες 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10) χωρίζοντας τα δείγµατα σε οµάδες και 

υποοµάδες µε την ίδια ακριβώς σύνθεση που είχαν και στα δενδρογράµµατα.
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4.2. Συµπεράσµατα 

Κατά τη µελέτη της ενδοποικιλιακής παραλλακτικότητας δύο κύριων 

Ελληνικών ποικιλιών, της ελαιοποιήσιµης ποικιλίας ‘Κορωνέικη’ και της 

επιτραπέζιας ποικιλίας ‘Καλαµών’, η χρήση των µοριακών µεθόδων RAPD και 

ISSR κρίθηκε αποτελεσµατική.  

Ο λόγος που εφαρµόσθηκαν δύο µοριακές τεχνικές είναι η αύξηση της 

αξιοπιστίας των αποτελεσµάτων. Οι µοριακοί δείκτες RAPD και ISSR έδωσαν 

ικανοποιητικό αριθµό ενισχυµένων ζωνών καθώς επίσης και ικανοποιητικό 

ποσοστό πολυµορφικών ζωνών. Ειδικότερα για τους ISSR, ο αριθµός των 

ενισχυµένων και πολυµορφικών ζωνών ήταν υψηλότερος από εκείνον για τους 

RAPD, µε αποτέλεσµα να αυξάνεται η διαχωριστική τους ικανότητα. 

Στην παρούσα εργασία ο συντελεστής οµοιότητας του Jaccard, όσον 

αφορά το συνδυασµό των δύο µεθόδων, παρουσίασε διακύµανση από 0,64 έως 

0,73 ανάµεσα στα δείγµατα των δύο ποικιλιών ενώ ενδοποικιλιακά περιορίστηκε 

µεταξύ 0,83 έως 1,00 για την ποικιλία ‘Κορωνέικη’ και 0,80 έως 0,99 για την 

ποικιλία ‘Καλαµών’. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, οι δύο ποικιλίες 

διαχωρίζονται ξεκάθαρα. Επιπλέον, η ‘Καλαµών’, πιθανόν λόγω της µεγαλύτερης 

διασποράς και διάδοσής της, παρουσίασε µεγαλύτερη γενετική 

παραλλακτικότητα απ’ ότι η ‘Κορωνέικη’. 

Οι δύο µέθοδοι έδωσαν παρόµοια οµαδοποίηση των δειγµάτων στα 

δενδρογράµµατα UPGMA και N.J. Το κάθε δενδρόγραµµα διαχωρίστηκε σε δύο 

οµάδες η κάθε µία από τις οποίες περιείχε τα δείγµατα µιας ποικιλίας. Επιπλέον, 

εντός της κάθε ποικιλίας τα δείγµατα οµαδοποιήθηκαν ανάλογα µε την περιοχή 

συλλογής. Ειδικότερα, παρατηρήθηκε ότι υπάρχει γενικά η τάση τα δείγµατα από 

τις περιοχές του Γ.Π.Α. και της Φθιώτιδας, και για τις δύο ποικιλίες, να 

οµαδοποιούνται. Άρα, το γενετικό υλικό αυτών των περιοχών είναι ίδιο. Ίσως 

προήλθε από τη µία ή την άλλη περιοχή. Επίσης, στην ποικιλία ‘Κορωνέικη’ οι 

περιοχές της Κρήτης και της Καλαµάτας φαίνονται να είναι πιο κοντά γενετικά. 

Όπως προέκυψε από το συντελεστή συσχέτισης Mantel, όλα τα 

δενδρογράµµατα των δύο µεθόδων UPGMA και N.J. αποτέλεσαν πιστή γραφική 

απεικόνιση των δεδοµένων της µήτρας οµοιότητας του Jaccard.  
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Συγκρίνοντας το εύρος της ενδοποικιλιακής παραλλακτικότητας των δύο 

Ελληνικών ποικιλιών µε αποτελέσµατα αντίστοιχων µελετών της διεθνούς 

βιβλιογραφίας παρατηρείται ότι οι Ελληνικές ποικιλίες παρουσιάζουν µικρότερη 

γενετική παραλλακτικότητα γεγονός που δείχνει την οµοιογένεια των ποικιλιών 

και το ότι δεν υφίσταται το πρόβληµα των συνώνυµων. 

Η µεθοδολογία που ακολουθήθηκε κρίνεται επαρκής για την ταυτοποίηση 

δενδρυλλίων κατά την εγκατάσταση ελαιώνων ενώ ταυτόχρονα είναι γρήγορη, 

αξιόπιστη και σχετικά οικονοµική. Επιπλέον, µπορεί να βρει εφαρµογές σε 

βελτιωτικά προγράµµατα και γενικότερα στη διαχείριση και διατήρηση γενετικού 

υλικού. 
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

RI-4 

RAPD-1 
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 4 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4 0 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

OPAH-17 

OPB-11 

RAPD-13 
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

OPG-5 

OPA-9 
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0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 
0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

RI-5 

RAPD-3 

OPB-1 
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

UBC-842 

UBC-826 
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 4 0 1 

0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 4 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 1 0 

1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 4 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 4 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 

1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 

0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 4 1 1 

1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 4 1 0 

0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 

1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

UBC-856 

UBC-844 

UBC-825 
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 

1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 
0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 

0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 

 

UBC-818 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ  Β  

 

ΠΑΡΑΣΚΕΥH ∆ΙΑΛΥΜΑΤΩΝ 

 

Καυστικό Νάτριο NaOH 4M (Pellets)  

Για τη δηµιουργία διαλύµατος NaOH 4M τελικού όγκου 100 ml προστέθηκαν 16 

gr NaOH (Pellets) σε αποσταγµένο νερό και το διάλυµα αναδεύτηκε στο 

µαγνητικό αναδευτήρα. Όταν διαλύθηκαν εντελώς τα Pellets συµπληρώθηκε 

αποσταγµένο νερό µέχρι τελικό όγκο 100 ml. 

 

Υδροχλωρικό οξύ HCL 1M 

Για τη δηµιουργία διαλύµατος HCL 1M τελικού όγκου 100 ml προστέθηκαν 10 ml 

πυκνό HCL 10Μ (37%) σε 90 ml αποσταγµένο νερό και το διάλυµα αναδεύτηκε 

στο µαγνητικό αναδευτήρα.  

 

Tris HCL 1M (pH 7.5)  

Για τη δηµιουργία διαλύµατος Tris HCL 1M τελικού όγκου 100 ml προστέθηκαν 

12,11 gr TRIS METHYLAMINE ή TRIS BASE σε περίπου 80 ml αποσταγµένου 

νερού και περίπου 4 ml πυκνό HCL. Το διάλυµα αναδεύτηκε στο µαγνητικό 

αναδευτήρα και µε τη βοήθεια του ηλεκτρόδιου του pHµέτρου το pH έφτασε στο 

7,5 (+/- 0,1-0,2) µε τη χρήση είτε πυκνού HCL είτε του λιγότερο πυκνού 

διαλύµατος HCL 1M. 

 

EDTA 0.5M (pH 8) (Ethylene Diaminate  Traacetic Aci d) 

Για τη δηµιουργία διαλύµατος EDTA 0,5M τελικού όγκου 100 ml προστέθηκαν 

18,61 gr EDTA σε περίπου 75 ml αποσταγµένο νερό και περίπου 1,7 – 2 gr 

NaOH (pellets). Το διάλυµα αναδεύτηκε στο µαγνητικό αναδευτήρα και βάζοντας 

µέσα στο διάλυµα το ηλεκτρόδιο του pHµέτρου το pH φτάνει στο 8 

χρησιµοποιώντας pellets NaOH επιπρόσθετα της αρχικής ποσότητας των 1,7-2 

gr. 
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TAΕ 50Χ (Trizma Base)  

Για τη δηµιουργία διαλύµατος TAE τελικού όγκου 500 ml προστέθηκαν 121 gr 

ΤΑΕ (Trizma base) σε περίπου 200 ml αποσταγµένο νερό. Το διάλυµα 

αναδεύτηκε στο µαγνητικό αναδευτήρα και αφού διαλύθηκε προστέθηκαν 50 ml 

EDTA. Εν συνεχεία προστέθηκαν 28,55 ml Clacial Acetic Acid. Αφού το διάλυµα 

αναδευτεί καλά και µε τη βοήθεια ογκοµετρικού σωλήνα προστέθηκε 

αποσταγµένο νερό µέχρι τον τελικό όγκο των 500 ml. Τέλος, αναδεύτηκε ξανά το 

διάλυµα.  

 

TAΕ 1Χ 

Τόσο για την παρασκευή του Gel αγαρόζης όσο και για την παρασκευή του 

buffer που χρησιµοποιείται ηλεκτροφόρηση απαιτείται διάλυµα ΤΑΕ 1Χ. Για την 

παρασκευή 1 lt διαλύµατος ΤΑΕ 1Χ προστέθηκαν 20 ml διαλύµατος ΤΑΕ 50Χ σε 

880 ml αποσταγµένο νερό. 

 

Na – Acetate (Ammonium Acetate)  

Για τη δηµιουργία διαλύµατος Ammonium Acetate τελικού όγκου 100 ml 

προστέθηκαν 40,8 gr Ammonium Acetate σε αποσταγµένο νερό. Το διάλυµα 

αναδεύεται στο µαγνητικό αναδευτήρα. Όταν διαλυθεί προστίθεται αποσταγµένο 

νερό µέχρι τον τελικό όγκο των 100 ml. 

 

CTAB 2% & 5%  

Για τη δηµιουργία του CTAB πρέπει όλα τα διαλύµατα που θα χρησιµοποιηθούν 

να είναι αποστειρωµένα. Χρόνος αποστείρωσης περίπου 45 λεπτά.  

Αποστειρώνονται τα διαλύµατα:  

• EDTA 0,5 M  

• Tris HCl  

• NaOH 4 M 

• HCl 1 M  

• TAE 50x 

• Περίπου 700 ml αποσταγµένο νερό 
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• Όλα τα µπουκαλάκια που πρόκειται να χρησιµοποιηθούν για την 

παρασκευή και αποθήκευση του CTAB 

 

Προσοχή:Το CTAB για να διαλυθεί πρέπει να φτάσει σε θερµοκρασία 65 0C 

(+/-1) υπό ανάδευση  

CTAB 2% 
 

CTAB 2% 
περιέχει 

Stock 
Solutions 

Για τελικό 
όγκο 100 ml 

Για τελικό 
όγκο 350 ml 

Για τελικό 
όγκο 700 ml 

2% CTAB 
σκόνη 

 2 gr CTAB 7 gr CTAB 14 gr CTAB 

100 mM Tris 1M Tris 10 ml Tris 35 ml Tris 70 ml Tris 
20 mM EDTA 0,5M EDTA 4 ml EDTA 14 ml EDTA 28 ml EDTA 
1,4 M NaCl 5M NaCl 28 ml NaCl 

ή 8,18 gr  *  
98 ml NaCl 
ή 28,63 gr 
σκόνη 

196 ml NaCl 
ή 57,27 gr 
σκόνη 

1% PVP 
Σκόνη 

 1 gr PVP 3,5 gr PVP 7 gr PVP 

 
 
CTAB 5% 
 

CTAB 5% 
περιέχει 

Stock 
Solutions 

Για τελικό 
όγκο 100 ml 

Για τελικό 
όγκο 200 ml 

 

5% CTAB 
σκόνη 

 5 gr CTAB 10 gr CTAB  

0,35 M NaCl 5M NaCl 7 ml NaCl 14 ml NaCl  
 

 

Σύµφωνα µε τους παραπάνω πίνακες όλα τα υλικά προστίθενται στον 

αναδευτήρα προσπαθώντας να διατηρηθεί σταθερή η θερµοκρασία στους 65 0C 

(+/-1). Τα διαλύµατα δηµιουργούν αφρό. Κατά την µεταφορά των διαλυµάτων 

πρέπει να µεταφέρεται όλος ο αφρός. 

 

 

TE 

Για τη δηµιουργία διαλύµατος ΤΕ τελικού όγκου 100 ml προστίθενται 0,2 ml 

EDTA και 0,5 ml διάλυµα Tris σε αποσταγµένο νερό. Το διάλυµα αναδεύεται στο 
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µαγνητικό αναδευτήρα. Όταν διαλυθεί προστίθεται αποσταγµένο νερό µέχρι τον 

τελικό όγκο των 100 ml. 

 

 

CIAA 

Για τη δηµιουργία διαλύµατος CIAA τελικού όγκου 250 ml προστίθενται 10 ml 

ισοαµυλικής Αλκοόλης (προστατεύει το DNA) και 240 ml χλωροφόρµιο (αναλογία 

24:1). Το χλωροφόρµιο αποµακρύνει τις διάφορες ανεπιθύµητες ουσίες. 

 

 

 

 
 


