
Μοριακοί δείκτες



Βελτίωση μέχρι τώρα!

• Η επιτυχία της κλασσικής 
βελτίωσης στηρίχτηκε 
κυρίως στις εξελίξεις της 
επιστήμης της γενετικής 
τον προηγούμενο αιώνα 
και στην ενσωμάτωση των 
γνώσεων και των 
μεθοδολογιών της 
ποσοτικής και της 
πληθυσμιακής γενετικής



Βελτίωση με νέα μέσα 

• Η μεγάλη πρόκληση συνεπώς για
τους επιστήμονες που ασχολούνται
σήμερα με την έρευνα και τις
εφαρμογές της βελτίωσης των φυτών
είναι να μεταφραστεί και να
ενσωματωθεί η νέα γνώση από τη
γονιδιωματική και τη μοριακή
βιολογία στα κατάλληλα εργαλεία και
μεθοδολογίες για τη χρήση τους σε
προγράμματα βελτίωσης φυτών, ώστε
να αυξηθεί η αποτελεσματικότητά της
και να ανταποκριθεί με την παραγωγή
κατάλληλων ποικιλιών που να
διασφαλίσουν την επάρκεια
τροφίμων, παγκοσμίως



Μοριακή βελτίωση

• Ο όρος «Μοριακή 
Βελτίωση» χρησιμοποιείται 
για να περιγράψει ένα 
διεπιστημονικό πεδίο της 
σύγχρονης βελτίωσης των 
φυτών που συνδυάζει 
τεχνικές και μεθόδους της 
Μοριακής Βιολογίας με 
συμβατικές βελτιωτικές 
μεθοδολογίες, για την 
παραγωγή νέων 
βελτιωμένων ποικιλιών.



Οι κυριότερες τεχνικές της μοριακής 
βιολογίας με εφαρμογές στη βελτίωση

PCR Αλληλούχιση
Κλωνοποίηση 

γονιδίων



Ορισμός
• Μετά από αυτή την εισαγωγή μπορούμε να 

ορίσουμε ότι γενετικός δείκτης είναι μια 
συγκεκριμένη αλληλουχία DNA με γνωστή 
θέση πάνω στο χρωμόσωμα που μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί για την ταυτοποίηση 
ατόμων σε έναν πληθυσμό. Μπορεί να 
περιγραφεί σαν μια παραλλακτικότητα (που 
προέρχεται από μετάλλαξη ή αλλαγή σε μια 
θέση στο γονιδίωμα) η οποία μπορεί να 
ανιχνεύεται με κάποια τεχνική, είτε έμμεσα 
από τις διαφορές σε μορφολογικά ή 
βιοχημικά χαρακτηριστικά που επιφέρουν οι 
διάφορες μορφές της ή άμεσα με μοριακές 
τεχνικές όπως είναι η αλληλούχιση. 



• Τι είναι οι γενετικοί δείκτες?

• Ένας δείκτης, στο πλαίσιο αυτό, είναι ένα αναγνωριστικό 
στοιχείο (μερικές φορές ονομάζεται "ετικέτα") μιας 
συγκεκριμένης πτυχής του φαινοτύπου ή / και του 
γονότυπου/ η κληρονομηση του μπορεί εύκολα να 
εντοπιστεί από γενιά σε γενιά.

• Οι Δείκτες μπορεί να είναι: Μορφολογικοι: φαινοτυπική 
μεταβολή η οποία είναι βαθμολογίσιμη στη βάση των 
ατομικών φυτών (π.χ. άνθηση) .

• Βιοχημικοί : παραλλαγές στο μέγεθος ή στο καθαρό 
φορτίο μιας πρωτεΐνης (π.χ. τα ισοένζυμα) ή στη χημική 
σύνθεση ενός μεταβολίτη (π.χ. σάκχαρα )

• Μοριακοί: παραλλαγές στην αλληλουχία DNA (π.χ. 
μικροδορυφόροι)



Μορφολογικοί δείκτες 



Aλλοενζυμο-Ισοενζυμο

• Ο όρος αλλοένζυμο (allozyme) 
προορίζεται για τα ένζυμα που 
προέρχονται από αλληλόμορφα του 
ίδιου γονιδίου.

. Τα ισοένζυμα (αποτελούν πολλαπλές 
μορφές ενός ενζύμου, 

οι οποίες διαφέρουν μεταξύ τους ως 
προς το υπόστρωμα στο οποίο δρουν, 
τη μέγιστη δραστικότητα, ή τις 
ρυθμιστικές τους ιδιότητες. Ο όρος 
αναφέρεται σε ενζυμικούς 
πολυμορφισμούς που προκύπτουν από 
διαφορετικούς γενετικούς τόπους. 



Χαρακτηριστικά μοριακών δεικτών

• Οι γενετικοί δείκτες για να είναι 
χρήσιμοι στη γενετική ανάλυση, 
δηλαδή να μπορεί να χρησιμοποιηθούν 
για τη διάκριση διαφορετικών ατόμων 
ή με άλλα λόγια διαφορετικών 
γενότυπων πρέπει να ικανοποιούν τα 
εξής κριτήρια: 

• να είναι πολυμορφικοί, 

• να κληρονομούνται συγκυρίαρχα (ώστε 
τα ετεροζύγωτα άτομα να ξεχωρίζουν 
από τα ομοζύγωτα)

• τα χαρακτηριστικά του κάθε 
αλληλόμορφου να είναι ευδιάκριτα 
(ώστε τα διαφορετικά αλληλόμορφα να 
αναγνωρίζονται εύκολα),

• να κατανέμονται ομοιόμορφα σε 
ολόκληρο το γονιδίωμα, 



Συνεχεια..

5. να είναι ουδέτεροι 
(χωρίς πλειοτροπικές 

επιδράσεις), 

6. να ανιχνεύονται εύκολα 
(ώστε η διαδικασία της 
ανάλυσης να μπορεί να 

αυτοματοποιηθεί),

7. το κόστος ανάπτυξης και 
ανάλυσης να είναι χαμηλό, 

και τέλος

8. να παρουσιάζουν καλή 
επαναληψιμότητα (ώστε τα 
δεδομένα της ανάλυσης σε 

διαφορετικά εργαστήρια 
να ταυτίζονται).



Genetic linkage (Γενετική σύνδεση)

• Όταν 2 γενετικοί τόποι ή αλληλόμορφα γονιδίων βρίσκονται φυσικά 
πλησίον μεταξύ τους σε ένα χρωμόσωμα, είναι πιθανότερο να 
κληρονομηθούν μαζί. Εξετάζοντας πόσο συχνά κληρονομούνται μαζί 
και όχι ξεχωριστά ανάμεσα σε ένα σύνολο απογόνων από μια 
διασταύρωση, μπορούμε να υπολογίσουμε πόσο στενά συνδέονται 
μεταξύ τους.





Μοριακοί δείκτες

• Η βάση της ανάπτυξης μοριακών δεικτών είναι οι 
διαφορές στην αλληλουχία του DNA μεταξύ 
αλληλόμορφων γονιδίων και ο μεγάλος αριθμός 
κατηγοριών τους οφείλεται στις διάφορες τεχνικές 
με τις οποίες είναι δυνατή η ανίχνευση αυτών των 
διαφορών, ενώ συνεχώς νέες τεχνικές επιτρέπουν 
την ανάπτυξη νέων δεικτών κάθε χρόνο. Οι κύριες 
τεχνικές ανίχνευσης μοριακών πολυμορφισμών 
μπορεί να διαχωριστούν σε αυτές που βασίζονται 
στον υβριδισμό των νουκλεϊκών οξέων και σε 
αυτές που βασίζονται στον πολλαπλασιασμό μιας 
αλληλουχίας με PCR. 



Χρήση των γενετικών δεικτών στη βελτίωση φυτών

• Απόκτηση καλύτερης κατανόησης των βελτιωτικών υλικών και του 
συστήματος βελτίωσης

• Ταχεία ενσωμάτωση των απλώς κληρονομούμενων γνωρισμάτων

• Έλεγχος στις πρώιμες γενεές. 

• Μη συμβατική επίλυση προβλημάτων

• Η διάρκεια ζωής των νέων ποικιλιών μπορεί να παραταθεί μέσω της 
τεχνικής της πυραμιδοποίησης γονιδίων (gene pyramiding)



Οι δείκτες μπορεί να είναι (α) συγκυρίαρχοι ή (β) κυρίαρχοι, με τους 
πρώτους να παρουσιάζουν έναν ετεροζυγώτη και με τις δύο ζώνες.







Καταλαβαίνοντας του μοριακούς δείκτες….

• Για να είμαστε σε θέση να επιλέγουμε 
και να χρησιμοποιούμε κατάλληλα 
δείκτες στην βελτίωση, είναι σημαντικό 
να κατανοήσουμε πώς σχεδιάζονται 
αυτοί οι δείκτες και πώς μπορούν να 
προσδιορίσουν συγκεκριμένες 
περιοχές του γονιδιώματος.

• Οι βασικές έννοιες για την κατανόηση 
περιλαμβάνουν:

• τη βασική δομή του DNA

• την αντίδραση αλυσίδας πολυμεράσης 
(PCR)

• την οργάνωση της αλληλουχίας DNA



Οργάνωση 
γονιδιώματος

Είναι σημαντικό να θυμόμαστε ότι
μόνο ένα μέρος (μερικές φορές ένα
πολύ μικρό μέρος!) της
αλληλουχίας DNA αποτελείται από
γονίδια. Το υπόλοιπο είναι μη
κωδικοποιούμενη αλληλουχία, που
περιλαμβάνει πολλές
επαναλαμβανόμενες ακολουθίες,
μικροδορυφόρους και μεταθετά
στοιχεία. Σε ορισμένα είδη, το
μέρος του γονιδιώματος μπορεί να
είναι <10% του συνόλου DNA.



Extraction of DNA (Εξαγωγή DNA)
• Η απόκτηση DNA επαρκούς

ποιότητας και ποσότητας αποτελεί
σημαντικό ζήτημα για το MAB.
Μερικοί δείκτες χρειάζονται
σχετικά μεγάλες ποσότητες DNA
υψηλής ποιότητας, άλλοι
λειτουργούν καλά με μικρές
ποσότητες DNA. Η απαιτούμενη
ποιότητα και ποσότητα DNA
πρέπει να ληφθεί υπόψη όταν
αποφασίζεται ποιοι δείκτες και
ποιο πρωτόκολλο εξαγωγής DNA
θα χρησιμοποιηθεί.



• . Η συντριπτική πλειονότητα των μοριακών δεικτών 
βασίζεται στη χρήση PCR (Mullis et al. 1986).

• Αυτή η διαδικασία μιμείται τον φυσικό τρόπο με τον 
οποίο το κύτταρο αναπαράγει το DNA του. Παρέχει 
έναν γρήγορο, φθηνό τρόπο δημιουργίας μεγάλου 
αριθμού (εκατομμυρίων) αντιγράφων ενός 
συγκεκριμένου τμήματος DNA.

• Ένα δείγμα DNA (το "πρότυπο“-η εκμαγείο) 
αναμιγνύεται με DΝΑ πολυμεράση και μικρές 
στοχευμένες αλληλουχίες εκκίνησης ("εκκινητές") 
(βλ. Επόμενη διαφάνεια). Στη συνέχεια, η 
πλήρωση ενός θερμικού κύκλου οδηγεί στην 
παραγωγή ενός αντιγράφου του τμήματος της 
αλληλουχίας DNA προτύπου μεταξύ των δύο 
εκκινητών. Η επανάληψη του κύκλου πολλές φορές 
επιτρέπει στα νέα αντίγραφα να λειτουργούν ως 
εκμαγεία στον επόμενο γύρο, με αποτέλεσμα μια 
εκθετική αύξηση του αριθμού αντιγράφων της 
ακολουθίας- στόχου

PCR



Σημασία της PCR στην MAB (Marker Assisted Breeding)

Οι περισσότερες πλατφόρμες μοριακών 
δεικτών περιλαμβάνουν ένα σύστημα 
οπτικοποίησης όπως η ηλεκτροφόρηση 
σε πηκτή αγαρόζης που απαιτεί ελάχιστη 
ποσότητα DNA για να είναι ορατή. 
Επομένως, η PCR είναι σημαντική όχι 
μόνο για την αναγνώριση συγκεκριμένων 
περιοχών του DNA (όπως με 
συγκεκριμένους εκκινητές, που 
συζητούνται στην επόμενη διαφάνεια) 
αλλά και για τη δημιουργία αρκετών 
αντιγράφων (ενίσχυση) του τμήματος 
ενδιαφέροντος έτσι ώστε να μπορεί να 
φανεί σε ένα σύστημα οπτικοποίησης.



Μοριακοί δείκτες που σχεδιάζονται σε 
συγκεκριμένες αλληλουχίες (STS)

• Αυτός είναι ένας γενικός όρος για δείκτες που 
αναπτύσσονται με εκκινητές ειδικούς για  συγκεκρμένη 
αλληλουχία, συνήθως για μια συγκεκριμένη περιοχή 
γονιδιώματος ή τύπο περιοχής. Προφανώς είναι απαραίτητη 
κάποια γνώση της ακολουθίας DNA, αλλά σε πολλές 
περιπτώσεις αυτό είναι ήδη διαθέσιμο στο κοινό. Εάν βρείτε 
την ακολουθία ενός γονιδίου που σας ενδιαφέρει στο 
διαδίκτυο ή σε μια δημοσίευση, θα μπορούσατε να 
σχεδιάσετε εκκινητές ειδικά για αυτήν την ακολουθία και να 
προσπαθήσετε να ενισχύσετε την ακολουθία στο δικό σας 
φυτό

• Για παράδειγμα, μια αναζήτηση της βάσης δεδομένων NCBI 
* για τον όρο "αντοχή στο σάπισμα του σπόρου ρυζιού" έχει 
ως αποτέλεσμα πολλές αλληλουχίες, μία εκ των οποίων 
είναι ένα γονίδιο μήκους 3458 ζευγών βάσεων (bp), τα 
πρώτα ~ 500 από τα οποία φαίνονται παρακάτω.

• Είτε χειροκίνητα είτε χρησιμοποιώντας ένα πρόγραμμα 
λογισμικού σχεδιασμού εκκινητών, θα μπορούσαν να 
αναπτυχθούν εκκινητές που θα ενισχύσουν ένα τμήμα αυτού 
του γονιδίου από γονιδιωματικό DNA ρυζιού.



Εκκινητές

• Μικρές αλληλουχίες DNA (συνήθως 10-30 ζευγών βάσεων μήκους) 
που βοηθούν στην έναρξη της διαδικασίας σύνθεσης και επίσης 
προσδιορίζουν ακριβώς ποιες περιοχές του DNA θα ενισχυθούν.

• Ο σχεδιασμός των αλληλουχιών εκκινητών εκμεταλλεύεται την 
ιδιότητα συμπληρωματικότητας του μορίου DNA. 

• DNA template:

• GCACTTAGCGTAATCGATCTAATGGCATGTGTACGATGCCGTA

• Primer sequence:

• CGTGAATCGCATTAGCTA

•

•





RAPDs















20.8.4 Δείκτες αποτυπώματος ενίσχυσης DNA 
(DAF)
• Η δημιουργία δεικτών αποτυπώματος ενίσχυσης DNA (DNA 

amplification fingerprinting-DAF) αποτελεί μια παραλλαγή της 
μεθοδολογίας RAPD. Με τη μέθοδο αυτή παράγεται μεγαλύτερη 
παραλλακτικότητα από τους δείκτες RAPD επειδή χρησιμοποιούνται 
πολύ μικροί (5-8 βάσεις) τυχαίοι εκκινητές. Εξαιτίας της μεγάλης 
ικανότητας παραγωγής πολυμορφισμών, η DAF είναι καλύτερο να 
χρησιμοποιείται όταν τα φυτά έχουν στενή γενετική συγγένεια (π.χ. 
χρησιμοποιείται για τη διάκριση μεταξύ ποικιλιών GM που 
διαφέρουν μόνο ως προς τα διαγονίδια). 



Μινιδορυφορος

• Ένας μινιδορυφόρος είναι ένα κομμάτι DNA αποτελούμενο από 
διαφορετικές επαναλήψεις μιας βασικής αλληλουχίας βάσεων (π.χ. 
GGGCAGGANG’’, όπου το N μπορεί να είναι οποιαδήποτε βάση), με 
το μήκος της βασικής αλληλουχίας να ποικίλλει μεταξύ 10 και 60 bp 
και ενίοτε να υπερβαίνει τα 100 bp.



Μικροδορυφοροι

• Μικροδορυφόροι (microsatellites) ή απλές επαναλαμβανόμενες 
αλληλουχίες (simple sequence repeats-SSR)

• Οι μικροδορυφόροι αποτελούν επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες 
DNA αλλά μικρότερων μοτίβων σε σύγκριση με τους 
μινιδορυφόρους. Οι επαναλήψεις μπορούν να αφορούν δι-, τρι- ή 
τετρανουκλεοτίδια [π.χ. GT, GAC, GACA,ή γενικά επαναλήψεις (CA)n 
όπου το n ποικίλλει μεταξύ των αλληλομόρφων] στο πυρηνικό 
γονιδίωμα.



ISSR

• Όπως υποδηλώνει το όνομα αυτών των δεικτών, η 
ενδομικροδορυφορική παραλλακτικότητα (inter simple sequence 
repeats-ISSR) προκύπτει σε περιοχές του γονιδιώματος που 
απαντούν μεταξύ των μικροδορυφόρων. 

• Οι εκκινητές που χρησιμοποιούνται για την ανάλυση υβριδίζονται 
είτε στο 5’ είτε στο 3’ άκρο μιας επαναλαμβανόμενης περιοχής και 
στη συνέχεια ενισχύουν την περιοχή μεταξύ δύο γειτονικών 
μικροδορυφόρων. 

• Πρόκειται για το αντίθετο των SSR που χρησιμοποιούν εκκινητές στη 
γειτονική περιοχή των μικροδορυφόρων. Η ποικιλότητα των 
αλληλουχιών των ISSR είναι μικρότερη από αυτή των SSR









SSRs





















Ενισχυμένες περιοχές χαρακτηρισμένης αλληλουχίας (SCAR) και θέσεις 
αναγνωρίσιμης αλληλουχίας (STS)

• Οι δείκτες ενισχυμένων περιοχών χαρακτηρισμένης αλληλουχίας 
(sequence characterized amplified region-SCAR) και οι δείκτες 
θέσεων αναγνωρίσιμης αλληλουχίας ή θέσεων με ετικέτα 
αλληλουχίας (sequence tagged site-STS) προέρχονται από δείκτες 
βασιζόμενους στην PCR με αλληλούχηση των άκρων των 
θραυσμάτων για την ανάπτυξη εκκινητών μεγαλύτερου μήκους 
(περίπου 22-24 bp). Έχουν υψηλότερη επαναληψιμότητα ή 
αναπαραγωγιμότητα από τους RAPD. Οι εκκινητές για δείκτες SCAR 
σχεδιάζονται από την αλληλούχηση των άκρων των θραυσμάτων 
RAPD, ενώ για δείκτες STS από την αλληλούχηση των άκρων των 
δεικτών RFLP. Οι SCAR είναι συνήθως κυρίαρχοι δείκτες.





SNP δεικτες

• Ένας μονονουκλεοτιδικός πολυμορφισμός είναι μια θέση ενός 
ζεύγους βάσεων του γονιδιώματος η οποία διαφέρει μεταξύ των 
ατόμων. Οι SNP είναι οι πιο άφθονοι και ευρέως κατανεμημένοι 
μοριακοί δείκτες του γονιδιώματος. Η παρουσία τους και η κατανομή 
τους ποικίλλει μεταξύ των ειδών και εκτιμάται περίπου σε έναν SNP
ανά 60-120 bp στο καλαμπόκι, έναν SNP ανά 20 bp σε ορισμένες 
περιοχές του σιταριού και έναν SNP ανά 1000 bp στον άνθρωπο.





Επιθυμητές ιδιότητες μοριακών δεικτων

• Υψηλός βαθμός πολυμορφισμού.

• •• Υψηλή συχνότητα εμφάνισης στο γονιδίωμα (αφθο-

• νία).

• •• Τυχαία κατανομή στο γονιδίωμα.

• •• Επιλεκτική ουδετερότητα.

• •• Συγκυρίαρχη κληρονόμηση.

• •• Χαμηλός ρυθμός μετάλλαξης.

• •• Χαμηλό κόστος χρήσης



Συνεχεια..

• Εύκολη και γρήγορη απομόνωση (ευκολία ανάλυσης).

• •• Υψηλή επαναληψιμότητα.

• •• Χαμηλό συστηματικό σφάλμα διακρίβωσης.

• •• Επιδεκτικότητα σε αυτοματισμό (εφαρμογές μεγάλης

• κλίμακας).

• •• Δυνατότητα αποθήκευσης μεγάλου όγκου δεδομένων.

• •• Ευκολία συγκρίσεων με διασταυρωμένες μελέτες.

• •• Εύκολη διαχείριση πληροφοριών.







Μοριακη βελτιωση

• Μοριακή βελτίωση είναι η εφαρμογή βιοτεχνολογικών εργαλείων 
στη βελτίωση των καλλιεργειών. Αποτελώντας μία δοκιμασμένη 
μέθοδο της βελτίωσης φυτών, η μοριακή βελτίωση είναι καλύτερο να 
θεωρείται όχι τόσο ως μία μεμονωμένη προσέγγιση βελτίωσης όπως 
η μαζική βελτίωση ή η βελτίωση με αναδιασταύρωση αλλά 
περισσότερο ως μία συλλογή εργαλείων και προσπαθειών για τη 
βελτίωση των φαινοτύπων των γνωρισμάτων μέσω του άμεσου 
χειρισμού του γονοτύπου στο επίπεδο του DNA. 



Εργαλεία μοριακής βελτίωσης

• Στα εργαλεία περιλαμβάνονται η γονιδιωματική ανάλυση, η λειτουργική 
γονιδιωματική, η πρωτεομική και η δημιουργία μεταβολικών προφίλ. 
Μία από τις πιο εξειδικευμένες προσεγγίσεις μοριακής βελτίωσης είναι η 
χρήση μοριακών δεικτών, ιδιαίτερα δεικτών DNA, για τη βελτίωση των 
καλλιεργειών. Η προσέγγιση αυτή ονομάζεται επιλογή με τη χρήση 
δεικτών (marker assisted selection-MAS).



3 Πλεονεκτήματα της MAS έναντι των
συμβατικών πρωτοκόλλων βελτίωσης
• Διάκριση μεταξύ ετερόζυγων και ομόζυγων γονοτύπων

• Διάκριση σε πρώιμη γενεά

• Εύκολη διαλογή

• Μειωμένος χώρος για διαλογή



Εφαρμογές- Πυραμιδοποιηση γονιδίων

• Είναι η ιδέα της μεταφοράς 
αρκετών γονιδίων ενός είδους 
σε έναν μοναδικό γονότυπο.



Επιλογή σε πρώιμη γενεά με τη χρήση 
δεικτών



Α. Β.

Γ.



Η MAS μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη 
διευκόλυνση της αναδιασταύρωσης
όταν εμπλέκονται υπολειπόμενα γονίδια ή όταν τα 
μεταφερόμενα πολλαπλά γονίδια μπορούν να 
καλύψουν επιστατικά τις αμοιβαίες επιδράσεις 
τους (π.χ. όταν ενσωματώνονται πολλαπλά γονίδια 
ανθεκτικότητας έναντι των
ασθενειών). Η MAS είναι επίσης χρήσιμη όταν το 
πειραματικό περιβάλλον δεν είναι ιδανικό για την 
έκφραση του
γνωρίσματος στόχου (π.χ. βελτίωση για ασθένειες) 
ή όταν
οι φαινοτυπικές μελέτες είναι επίπονες και 
δαπανηρές
(π.χ. για τα γνωρίσματα ποιότητας)

Αναδιασταυρωση




