
Γονιδιωματική	
Συγκριτική	γονιδιωματική[3]	

	
	

Τμήμα	Γεωπονίας,	Ιχθυολογίας		
και	Υδάτινου	Περιβάλλοντος	

	
	

Μεζίτη	Αλεξάνδρα	



Η	εξέλιξη	της	ζωής	

3.5	bya:	εμφάνιση	των	πρώτων	μορφών	ζωής	à	Προκαρυωτικές	μορφές	
2	bya:	εμφάνιση	Ευκαρυωτών	
	
hUps://prezi.com/eu7ymodemtyw/emeline-the-evolueon-of-life-on-earth/	
	

***	Αρκετές	ομοιότητες	μεταξύ	των	οργανισμών	σήμερα	αποδεικνύούν	την	ύπαρξη	κοινού	
	προγόνου-	η	ποικιλότητα	αποτελεί	αποτέλεσμα	αποκλίσεων.	***	
H	ανάλυση	αλληλουχιών	αποτελεί	την	πιο	σαφή	απόδειξη	για	τις	σχέσεις	μεταξύ	των	ειδών	
	



Τάξινομική	

Ταξινόμηση	Ευκαρυωτικών	οργανισμών	
(Linaeus)	
Αλληλούχηση,	Παλαιοντολογία,	Συγκριτική	
ανατομία,	Εμβρυολογία	
	
Ταξινόμηση	Προκαρυωτικών	οργανισμών	
Μορφολογία,	Φυσιολογία,	Βιοχημεία,	
Αλληλούχηση		
!	Υβριδοποίηση	DNΑ																																																																																	
!	γονίδια	(16S	rRNA)	
	
C.	Woese:	Τα	Προκαρυωτικά	είδη	
καθορίζονται	από	τις	ομοιότητες	των	16S	
rRNA	αλληλουχιών.	Διαφορές	>	2.5-3%	
θεωρούνται	ότι	ανήκουν	σε	διαφορετικά	
είδη.	
	



Το	ριβόσωμα	και	οι	τρεις	Επικράτειες	

Woese,	PNAS	2000,	97:	8392-8396	

•  Αρκετές	ομοιότητες	ανάμεσα	στους	οργανισμούς	ώστε	να	αποδειχθεί	ότι	υπάρχει	ένας	
κοινός	πρόγονος	à	καθολικότητα	χημικών	δομών	(DNA,	RNA,	πρωτεΐνες)	και	των	
βιολογικών	τους	ρόλων.	

•  Με	βάση	τα	γονίδια	του	ριβοσωμικού	RNA	όλοι	οι	οργανισμοί	χωρίστηκαν	σε	τρεις	
Επικράτειες	(Βακτήρια,	Αρχαία,	Ευκαρυώτες)	από	τον	C.Woese.	

•  Χρονολόγηση	σημαντικών	γεγονότων	βάσει	των	διαφορών	στις	αλληλουχίες.	
•  Σημασία	της	οριζόντιας	μεταφοράς	γονιδίων.	



Το	ριβόσωμα	

Τα	εργοστάσια	παραγωγής	πρωτεϊνών	των	κυττάρων	

Προκαρυωτικό	ριβόσωμα	 Ευκαρυωτικό	ριβόσωμα	

Εικόνα	1:	Διαφορές	των	Προκαρυωτικών	
Και	Ευκαρυωτικών	ριβοσωμάτων	



Εικόνα	3:	Δευτεροταγής	δομή	16S	και	18S	rRNA	σε	α)	
Βακτήρια,	β)	Αρχαία	και	γ)	Ευκαρυώτες.		
	
•  Οι	τελείες	δείχνουν	ξεχωριστές	βάσεις	και	οι	γραμμές	

συμπληρωματική	ένωση	βάσεων.		
	
•  Οι	συστηματικές	διαφορές	στο	μήκος	των	ελικοειδών	

περιοχών	και	οι	περιορισμοί	που	υποδεικνύονται	από	
τη	συμπληρωματικότητα	των	βάσεων	συνέβαλαν	στα	
πρότυπα	που	μελέτησε	ο	Woese.	

Δευτεροταγής	δομή	



Δειγματοληψία	

Απομόνωση	DNA	

PCR	ενίσχυση	των	16s	rRNA		
Βακτηριακών	γονιδίων	

Κλωνοποίηση	

Αλληλούχιση	(sequencing)		
του	γονιδίου	

Επεξεργασία	των	αλληλουχιών	
Ευθυγράμμιση	

Κατασκευή	φυλογενετικού	δέντρου	

Μεθοδολογία	

Απομόνωση	πλασμιδίου	

NGS	
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Κλωνοποίηση	

Περιβαλλοντικό	δείγμα	

Σύνδεση	με	πλασμίδια	
Της	Escherichia	coli	

„γενική	“	PCR	



T-A	cloning	of	PCR	fragments	
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PCR προϊόν 

Πλασµίδιο 
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M13f	

M13r	



Χρωματογραφημα	

8f_bac_εκκινητής	



>NF13-M13F_forward	
AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAGAGGTGCT
TGCACCTTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGACAACAGTTGGA
AACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTCGCCTTTAGATTGGCCCAAGTGGGAT
TAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGA
CTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCA
TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTCTCAGTCAGGAGGAAAGGTTAGTAGTTAATACCTGCT
AGCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGG
GAACTGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAGTGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCA
AACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGTTCTGTTTTTCAA
AGCTAACGCATTAAGT	

���>NF13-M13R	(αντίστροφα	συμπληρωματικο...Γιατι???)	
AGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGGAG
CAAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGTTCTGTTTTTCA
AAGCTAACGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGAGAACTTACCAG
AGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATA
AACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCA
TACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGA
CTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACCACGGAGTGATTCAT
GACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA	



>NF13_16S	rRNA	gene	
AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGAGA
GGTGCTTGCACCTTTGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAACATGCCTTGAGGTGGGGGA
CAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTACGGACCAAAGGGGGCTTCGGCTCTCGCCTTTAG
ATTGGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTTTGAG
AGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTCTCA
GTCAGGAGGAAAGGTTAGTAGTTAATACCTGCTAGCTGTGACGTTACTGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGCAG
GCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTCGAACTGGCAAACTAGAG
TGTGATAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGATGGCG
AAGGCAGCCACCTGGGTCAACACTGACGCTCATGTACGAAAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATACCCC
GGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGTCTACTAGAAGCTCGGAGCCTCGGTTCTGTTTTTCAAAGCTAACGCATTA
AGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACACTTGACATACAGAGAACTTACCAGAG
ATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTAGTTGCTAGCAGGTAATGCTGAGAACTCTAAGGAGAC
TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGTGTAGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGCGCATACAGAGTGCTGCGAACCTGCGAAGGTAAGCGAATCACTTAAAGTGCGTCGTAGT
CCGGATTGGAGTCTGCAACTCG	
ACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGTATCAGAATGACGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGATAGTCTAACCCTCGGGAGGACGTTTACC
ACGGAGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA	
	
	



hUp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/	



Επιλογή:	nucleoede	blast	
Database:	others	(nr	etc.)	

Αντιγραφή	της	αλληλουχίας	









http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 



• ομόλογες	θέσεις	στην	ίδια	κολόνα	

Ευθυγράμμιση	ομόλογων	νουκλεοτιδίων	



acgugcucuucaagcuacguuggaacacacuggcgcaauuu
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Φυλογενετικό	δέντρο	

Συγκριτική	ανάλυση	αλληλουχιών	

Κατασκευή	φυλογενετικών	δέντρων	



Group I 
1) FJ712590, 2) GQ866111, 3) AY770727, 4) GQ240858, 5) FJ157340,  
6) AY292947   7) FJ649512, 8) DQ103597 
 
Group II 
1) FJ712614, 2) GQ866105, 3) AY770726, 4) GQ240857, 5) FJ157339 
6) AY292917, 7) FJ649511, 8) DQ103596 
 
Ø 3 κοντινότεροι συγγενείς 
Ø Χαρακτηρισµένος κοντινότερος συγγενής (αν έχουν πάνω από 93%  
     οµοιότητα). 
Ø Που έχει εντοπιστεί ο συγκεκριµένος φυλότυπος 
Ø Δηµοσίευση (αν υπαρχει) 
Ø Ταξινοµική 
 
 


