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§ Ατμοσφαιρικό Ο2 και η πορεία της εξέλιξης
§ Αβιοτική προέλευση της ζωής πριν 4.5x109 χρόνια 
§ Πρώτο κύτταρο πριν από 3.5x109 χρόνια

Δημιουργία και προέλευση της ζωής
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Οικουμενικό Φυλογενετικό Δέντρο, συγκριτική 
ανάλυση των αλληλουχιών ριβοσωματικού RNA



Ξεκίνησε η 
ζωή από 
RNA?
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ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΗ ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗ ΚΑΙ Η 
ΣΧΕΣΗ ΤΗΣ ΜΕ ΤΗ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ

• H επιστήμη της ταξινόμησης (συστηματικής) αποτελείται από την:

• ταυτοποίηση
• ονοματολογία

• Η βακτηριακή ταξινόμηση στηρίζεται παραδοσιακά σε φαινοτυπικές 
αναλύσεις που εξετάζει:
• με τι μοιάζει ένας οργανισμός
• ενεργειακό μεταβολισμό
• ένζυμα

αυτά αποτελούν τη βάση για την ταξινόμηση του.

Τα λίγα δομικά στοιχεία που διαθέτουν τα μικρόβια καθιστούν απαραίτητη 
τη χρησιμοποίηση γονοτυπικών/γενοτυπικών αναλύσεων.



Η έννοια των ειδών στη 
μικροβιολογία

• Ευκαρυωτικό είδος:
• Μια ομάδα συγγενικών ειδών που μπορούν και 

διασταυρώνονται μεταξύ τους. Παράγουν γόνιμους απογόνους
•

• Προκαρυωτικό είδος:
• Ένας πληθυσμός κυτταρών με παρόμοια χαρακτηριστικά
• Κλώνος: Πληθυσμός που προέρχονται από ένα και μοναδικό 

κύτταρο 

• Viral species:
• Πληθυσμός ιών με κοινά χαρακτηριστικά που καταλαμβάνουν 

ειδικούς οικολογικούς θώκους



ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ
ΚΑΤΗΓΟΡΙΕΣ ΠΑΡΑΜΕΤΡΟΙ

Μορφολογία Σχήμα, μέγεθος, αντίδραση 
κατά Gram

Αυτοκινησία Μαστίγια, αεροκυστίδια, 
απουσία κίνησης

Θρέψη και φυσιολογία Μηχανισμός διατήρησης 
ενέργειας (φωτότροφα, 

χημειοοργανότροφα κτλ), 
οξυγόνο, θερμοκρασία, pH 

(ανοχές)
Άλλοι παράγοντες Χρωστικές, κυτταρικά 

έγκλειστα ευαισθησία στα 
αντιβιοτικά

















ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ

• Υβριδοποίηση DNA:DNA

• Καθορισμός ριβότυπου – Αλληλούχιση και σύγκριση

• Λιπιδική ανάλυση

• GC%



ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ
ΒΑΚΤΗΡΙΟΥ

Αναλογία G+C

G+C
A+T+G+C

X 100

• Στύπωμα κατά Southern
• Χρωματογραφικές μεθόδους
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ΠΙΝΑΚΑΣ 4.1: Ορισμένα ένζυμα περιορισμού και οι αλληλουχίες 
που αναγνωρίζουν.
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Τεχνολογία του ανασυνδυασμένου DNA

Πήκτωμα αγαρόζης, στο οποίο έχουν διαχωριστεί με ηλεκτρο-
φόριση τμήματα DNA, ενώ εκτίθεται σε υπεριώδη ακτινοβολία.
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Θέση περιορισμού συμμετρική ως προς τον άξονα που περνά από το μέσο της.
Στην εικόνα φαίνεται η θέση αναγνώρισης της EcoRI. Η αλληλουχία είναι παλίνδρο-
μη: είναι ίδια και στις δύο αλυσίδες του DNA όταν διαβάζεται στην ίδια κατεύθυνση 
(στο παράδειγμα αυτό είναι 5΄ GAATTC 3΄).
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Παραδείγματα του τρόπου με τον 
οποίο τα ένζυμα περιορισμού κόβουν 
το DNA. 
(α) Η SmaI δημιουργεί λεία άκρα. (β) Η 
BamHI δημιουργεί προεξέχοντα 5΄ μο-
νόκλωνα (κολλώδη) άκρα. (γ) Η PstI 
δημιουργεί προεξέχοντα 3΄ μονόκλωνα 
(κολλώδη) άκρα.
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Πέψη του DNA από το ένζυμο περιορισμού EcoRI. 
Το ένζυμο EcoRI δημιουργεί δύο συμμετρικές εγκοπές που ονομάζονται ασυμπτωτικές. 
Έτσι προκύπτουν κολλώδη άκρα. Όταν δύο τμήματα DNA προέρχονται από πέψη με το 
ίδιο ένζυμο, έχουν τα ίδια κολλώδη άκρα και μπορούν να συνδεθούν μέσω ζευγαρώματος 
των συμπληρωματικών βάσεων. Οι εγκοπές που παραμένουν είναι δυνατόν να κλείσουν με 
το σχηματισμό ομοιοπολικών δεσμών από την DNA λιγάση.



Ανασυνδυασμένο DNA 38Ακαδημαϊκές Εκδόσεις 2007

Διαχωρισμός μορίων DNA διαφορετικού μεγέθους με ηλεκτροφόρηση σε 
πήκτωμα.



Ανασυνδυασμένο DNA 39Ακαδημαϊκές Εκδόσεις 2007



Agarose gel



Gel Electrophoresis



Vertical electrophoresis



Το στύπωμα κατά Southern επιτρέπει τον 
εντοπισμό ενός συγκεκριμένου κομματιού DNA 

σε ένα πήκτωμα 

Τα δείγματα DNA κόβονται με ένα ή περισσότερα
περιοριστικά ένζυμα και κατόπιν υποβάλλονται
σε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. Μετά
την ηλεκτροφόρηση το πήκτωμα επωάζεται σε
αλκαλικό διάλυμα που προκαλεί την αποδιάταξη
των περιοριστικών κομματιών και κατόπιν
εμβαπτίζεται σε ρυθμιστικό διάλυμα
εξουδετέρωσης, ώστε το pH να ξαναγίνει
ουδέτερο. Τα αποδιαταγμένα μόρια DNA
μεταφέρονται σε μια μεμβράνη η οποία
επωάζεται με έναν ιχνηθέτη σημασμένο είτε με
ραδιενέργεια είτε με κάποιον άλλο τρόπο. Όταν ο
ιχνηθέτης είναι ραδιο-σημασμένος (όπως στο
παράδειγμα αυτό), ακολουθεί αυτοραδιογραφία:
ένα ακτι-νογραφικό φιλμ εκτίθεται στη μεμβράνη
και μετά την εμφάνισή του οι θέσεις στις οποίες
υπάρχουν μαύρες ζώνες υποδεικνύουν ποια από
τα μόρια DNA που ηλεκτροφορήθηκαν
υβριδοποιήθηκαν με τον ιχνηθέτη.



Στύπωμα κατά Southern 



Υβριδοποίηση DNA:DNA



ΚΑΘΟΡΙΣΜΟΣ ΡΙΒΟΤΥΠΟΥ



ΑΝΑΛΥΣΗ ΛΙΠΙΔΙΩΝ



ΠΟΛΥΦΑΣΙΚΗ ΤΑΞΙΝΟΜΙΑ

Δύο μικρόβια ανήκουν στο ίδιο είδος αν οι αλληλουχίες του ριβοσωματικού 
RNA 16S διαφέρουν τουλάχιστον κατά 3%

DNA-DNA υβριδοποίηση χαμηλότερη του 70%

Διαφορές 5-7% σηματοδοτούν νέο γένος



ΠΩΣ 
ΠΡΟΚΕΙΠΤΟΥΝ 

ΤΑ ΝΕΑ 
ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ 

ΕΙΔΗ

Κατηγορία Βακτήρια Αρχαία Σύνολο
«Χώροι» 1 1 2

Φύλα 23 3 26
Ομοταξίες 32 8 40

Τάξεις 77 12 89
Οικογένειες 182 21 203

Γένη 871 69 941
Είδη 5007 217 5224





ΕΞΕΛΙΚΤΙΚΕΣ ΣΧΕΣΕΙΣ ΜΕΤΑΞΥ ΜΙΚΡΟ-
OΡΓΑΝΙΣΜΩΝ

Η εξελικτική απόσταση μεταξύ 2 
οργανισμών μπορεί να υπολογισθεί 
από τις διαφορές στην αλληλουχία 
των νουκλεοτιδίων ή αμινοξέων σε 

ομόλογα τμήματα DNA.

O αριθμός των διαφορών στην 
αλληλουχία ενός μακρομορίου είναι 

ανάλογος με τον αριθμό των 
σταθερών μεταλλάξεων οι οποίες 

παγιώνονται στο DNA που κωδικεύει 
το μακρομόριο αυτό στους 2 υπό 

σύγκριση οργανισμούς.



Επιλέγοντας το σωστό χρονόμετρο
Να βρίσκεται σε όλους τους οργανισμούς
Λειτουργική σταθερότητα (Functional constancy)

Πολυπλοκότητα (Complexity)
Μέγεθος 
Συντηρημένες και μη-συντηρημένες περιοχές

Βάσεις δεδομένων (Comprehensive database)
Some examples:

16S rRNA, 23S rRNA, ATP synthase, RNA polymerase….



Ριβοσωμικό RNA ως φυλογενετικός 
δείκτης

® Small subunit (SSU) or 16S ribosomal RNA gene

16s rRNA gene

Genomic DNA

Transcription

Folding

rRNA

Becomes part of 
the ribosome, 
vital for protein synthesis



S: Svedberg unit, μετράει το ποσοστό καθίζησης κατά τη διάρκεια της 
φυγοκέντρησης   (δεν μετράει μέγεθος)



Secondary structure of ribosomal RNA:
constrained mutation across 2-3 billion years

Escherichia
(Bacteria)

Methanococcus
(Archaea)

Saccharomyces
(Eukarya)



Secondary structure of ribosomal RNA 
II

• Complex pattern of short 
double-stranded stems, 

unpaired single-stranded loops 
and bubbles



Secondary structure of ribosomal RNA 
III

Eucarya Bacteria Archea
Conserved



andre





Οικουμενικό Φυλογενετικό Δέντρο, συγκριτική 
ανάλυση των αλληλουχιών ριβοσωματικού RNA



Βακτηριακά Φύλα χωρίς καλλιεργήσιµους οργανισµόυς

40 υποδιαιρέσεις (Φύλα)

Πολλά Φύλα 
αναγνωρίζονται μόνο 
από αλληλουχίες



ΑΡΧΑΙΑ 3 ΥΠΟΔΙΑΙΡΕΣΕΙΣ

Κρεναρχαιωτικά: υπερθερμόφιλα

Ευρυαρχαιωτικά: μεθανιογόνα

Κοραρχαιωτικά (candidate division): οξεόφιλα θερμόφιλα (Εθνικό Πάρκο Yellowstone)



ΔΙΑΦΟΡΕΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ – ΑΡΧΑΙΩΝ: ΚΥΤΤΑΡΙΚΑ ΤΟΙΧΩΜΑΤΑ

• Σχεδόν όλα τα βακτήρια έχουν κυτταρικά τοιχώματα που περιέχουν 
πεπτιδογλυκάνη

• Plantomyces αποτελούνται από πρωτεϊνη
• Mycoplasma – Chlamydia στερούνται κυτταρικών τοιχωμάτων

• Η πεπτιδογλυκάνη αποτελεί μόριο υπογραφή για πολλά είδη βακτηρίων 
(ανίχνευση μουραμικού οξέος)

• Ευκάρυα και αρχαία στερούνται πεπτιδογλυκάνης. Ευκάρυα από κυτταρίνη ή 
χιτίνη

• Αρχαία υπάρχουν κυτταρικά τοιχώματα που κατασκευάζονται από 
ψευδοπεπτιδογλυκάνη, πολυσακχαρίτες, πρωτεΐνη και γλυκοπρωτεΐνη.



ΔΙΑΦΟΡΕΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ – ΑΡΧΑΙΩΝ: ΛΙΠΙΔΙΑ

Μεμβρανικά λιπίδια με σκελετό 
που αποτελείται από λιπαρά οξέα 
προσδεδεμένα με εστερικό δεσμό 
σε μόριο γλυκερόλης. Ο εστερικός 

δεσμός χαρακτηριστικό.



ΔΙΑΦΟΡΕΣ ΒΑΚΤΗΡΙΩΝ – ΑΡΧΑΙΩΝ: RNA πολυμεράση

Βακτήρια: πολυμεράση απλή μορφή, 4 πολυπεπτίδια α, β, β’, και σ

Αρχαία: πολυμεράση πολύπλοκη (παρόμοια με αυτή των Ευκάρυων) 8 πολυπεπτίδια 
(ευκάρυα 10-12) 
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Υβριδισμός νουκλεϊκών οξέων



Υβριδισμός νουκλεϊκών οξέων: ανιχνευτές DNA

Figure 10.16



Nucleic Acid Hybridization: DNA chip

Figure 10.17





Fluorescent in situ hybridization 
(FISH)


