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Περίληψη 
 

 Το µιτοχονδριακό DNA (mtDNA) κληρονοµείται µητρικά στα περισσότερα 

είδη µεταζώων. Ωστόσο, σε ορισµένα δίθυρα παρατηρείται, εκτός από µητρική, και 

πατρική µεταβίβαση του mtDNA. Τα θηλυκά άτοµα κληρονοµούν µόνο το µητρικό 

µιτοχονδριακό γονιδίωµα (τύπος F) και είναι συνεπώς οµοπλασµικά, ενώ τα αρσενικά 

κληρονοµούν επιπλέον και το πατρικό γονιδίωµα (τύπος Μ), µε αποτέλεσµα να 

εµφανίζονται ετεροπλασµικά για τους δύο τύπους. Το σύστηµα είναι γνωστό µε τον 

όρο ∆ιπλή Μονογονεϊκή Κληρονοµικότητα (∆ΜΚ) και είχε µέχρι πρόσφατα 

εντοπιστεί σε πέντε οικογένειες δίθυρων (Mytilidae, Unionidae, Hyriidae, 

Margaritiferidae και Veneridae). 

 Στα µύδια του γένους Mytilus, τα οποία αποτελούν τους καλύτερα 

µελετηµένους οργανισµούς µε ∆ΜΚ, οι δύο τύποι mtDNA (F, Μ) διαφέρουν στο 

επίπεδο νουκλεοτιδικής αλληλουχίας κατά 20%. Σε φυσικούς πληθυσµούς Mytilus 

έχουν παρατηρηθεί αρσενικά άτοµα που δεν φέρουν το µόριο Μ (µη-τυπικά 

αρσενικά), αλλά φαίνονται να είναι οµοπλασµικά για έναν τύπο F, ή ετεροπλασµικά 

για δύο διαφορετικούς τύπους F. Με βάση αυτήν την παρατήρηση προτάθηκε η 

υπόθεση της αρρενοποίησης των F γονιδιωµάτων ή της αναστροφής του τρόπου 

µεταβίβασης του mtDNA. Σύµφωνα µε την υπόθεση, ένα µόριο F, το οποίο 

κληρονοµείται µητρικά, είναι δυνατό να αλλάξει ρόλο και να µετατραπεί σε πατρικώς 

κληρονοµούµενο. Το «αρρενοποιηµένο» µόριο θα λειτουργεί πλέον ως «Μ» και θα 

αρχίσει να διαφοροποιείται ανεξάρτητα από την γενεαλογική γραµµή των F τύπων. 

 Η «αρρενοποίηση» έχει σηµαντικές προεκτάσεις που αφορούν στην 

διαλεύκανση των µηχανισµών της ∆ΜΚ και της εξέλιξής της. Εντούτοις, δεν έχουν 

κατανοηθεί σηµαντικές πτυχές της, ενώ ταυτόχρονα, οι παρατηρήσεις που 

συνηγορούν υπέρ της ύπαρξής της είναι αποσπασµατικές. Ελέγξαµε συστηµατικά την 

υπόθεση της «αρρενοποίησης» µελετώντας το περιεχόµενο των γονάδων και των 

σωµατικών ιστών µη-τυπικών αρσενικών µυδιών Mytilus galloprovincialis από 

πληθυσµούς της Μεσογείου και της Μαύρης Θάλασσας. Όπως προέκυψε, όλα τα µη-

τυπικά αρσενικά περιείχαν στις γονάδες τους ένα γονιδίωµα, του οποίου η περιοχή 

ελέγχου ήταν µεγαλύτερη σε µήκος από εκείνη των τυπικών F και Μ µορίων. 

Συγκεκριµένα, ενώ το 5’ και το 3’ άκρα της περιοχής ελέγχου ήταν τύπου F, το 

κεντρικό της τµήµα αποτελούταν από επαναλαµβανόµενα και διαδοχικά 
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διατεταγµένα στοιχεία τύπου Μ. Το νέο αυτό γονιδίωµα ονοµάστηκε C και 

προσδιορίστηκε η πλήρης πρωτοδιάταξή του. Το µόριο C, εκτός της ρυθµιστικής του 

περιοχής, έµοιαζε σηµαντικά µε ήδη γνωστά F τύπου µόρια και θεωρήθηκε ότι ήταν 

«αρρενοποιηµένο», καθώς εντοπίστηκε στις γονάδες όλων των µη-τυπικών 

αρσενικών, παρέχοντας άµεση απόδειξη για την υπόθεση της «αρρενοποίησης» στο 

M. galloprovincialis. Εντοπίστηκε, επίσης, και σε µη-τυπικά αρσενικά του είδους M. 

edulis από τον Καναδά, υποδεικνύοντας ότι η «αρρενοποίηση» είχε κοινή αφετηρία 

στα αδελφά είδη M. galloprovincialis και M. edulis. Η πληθυσµιακή µελέτη για τον 

εντοπισµό του µορίου C που ακολούθησε, αποκάλυψε ότι δεν υπάρχουν 

οµοπλασµικά αρσενικά µύδια M. galloprovincialis. Αυτή η παρατήρηση αντικρούει 

την υπόθεση που είχε διατυπωθεί παλαιότερα, ότι τα γεγονότα της «αρρενοποίησης» 

είναι πιθανό να είχαν σαν αφετηρία την αποτυχία εισόδου των πατρικών µορίων Μ σε 

ένα αρσενικό άτοµο και την επακόλουθη αντικατάστασή τους από µητρικά µόρια 

τύπου F. Σύµφωνα µε τα νέα δεδοµένα, η «αρρενοποίηση» φαίνεται να συνδέεται 

πάντοτε µε την παρουσία του γονιδιώµατος C. 

 Η «αρρενοποίηση», µηδενίζοντας το χρόνο διαφοροποίησης µεταξύ των 

µητρικώς και πατρικώς κληρονοµούµενων µορίων mtDNA, µπορεί να επηρεάσει 

τις φυλογενετικές σχέσεις τους στα δίθυρα. Ωστόσο, τα δεδοµένα σχετικά µε την 

εξάπλωσή της ∆ΜΚ στην εν λόγω οµοταξία είναι ελλιπή και για το λόγο αυτό 

δοκιµάσαµε να την εντοπίσουµε και σε άλλα γένη και οικογένειες. Ελέγξαµε 

αντιπροσώπους των οικογενειών Veneridae, Arcidae και Donacidae. Ο έλεγχος 

αποκάλυψε ότι τα αρσενικά άτοµα του είδους Donax trunculus (Bivalvia, Donacidae) 

ήταν ετεροπλασµικά για τους δύο γενετικούς τόπους που εξετάστηκαν (Cytb και 

lrRNA), σε αντίθεση µε τα θηλυκά, τα οποία ήταν οµοπλασµικά, περιέχοντας µόνο 

τον έναν από τους δύο τύπους που βρέθηκαν στα αρσενικά. Η παραπάνω 

παρατήρηση αποτελεί απόδειξη για την ύπαρξη της ∆ΜΚ στο εν λόγω είδος. 

 Μετά την εύρεση µίας ακόµα οικογένειας δίθυρων µε ∆ΜΚ, προχωρήσαµε 

στην κοινή φυλογενετική ανάλυση των F και Μ µορίων. Αναλύσαµε τρία τµήµατα 

µιτοχονδριακών γονιδίων (Cytb, COI και lrRNA) από αντιπροσώπους πέντε 

οικογενειών (Mytilidae, Unionidae, Hyriidae, Veneridae, Donacidae). Με βάση τα 

αποτελέσµατα της ανάλυσης και αποτιµώντας το ρόλο που µπορεί να έχει 

διαδραµατίσει το φαινόµενο της «αρρενοποίησης», συζητήσαµε τις δύο 

επικρατέστερες υποθέσεις που εξηγούν την κατανοµή της ∆ΜΚ. Σύµφωνα µε την 

πρώτη υπόθεση, η ∆ΜΚ έχει εµφανιστεί πολλές φορές στην οµοταξία των δίθυρων, 
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τόσες, όσες είναι και οι διακριτές οµαδοποιήσεις των µητρικών και των πατρικών 

µορίων στα φυλογενετικά δέντρα. Η δεύτερη υπόθεση δέχεται ότι η ∆ΜΚ 

εµφανίστηκε µόνο µία φορά στα πρωτόγονα δίθυρα και ακολούθως διατηρήθηκε ή 

εξαλείφθηκε δευτερογενώς κατά τη διάρκεια της εξέλιξης των διάφορων οικογενειών 

ή γενών. Αν και η δεύτερη υπόθεση δεν µπορεί από µόνη της να εξηγήσει τη 

φυλογένεση των µητρικών και των πατρικών µορίων των δίθυρων, προτείναµε ότι, αν 

συνδυαστεί µε το φαινόµενο της «αρρενοποίησης», παρέχει ένα πιο αληθοφανές 

σενάριο σε σχέση µε την υπόθεση των πολλαπλών εµφανίσεων. 
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Summary 
 

 Mitochondrial DNA (mtDNA) is maternally inherited in most metazoan 

species. In contrast, biparental transmission is the standard mode of mtDNA 

inheritance in several bivalve species. Female individuals inherit only the maternal 

genome (type F) and are homoplasmic, while males inherit, not only the maternal, but 

also the paternal genome (type M) and are heteroplasmic for both types. This mode of 

mtDNA transmission is termed Doubly Uniparental Inheritance (DUI) and it was, 

until recently, detected in five bivalve families (Mytilidae, Unionidae, Hyriidae, 

Margaritiferidae and Veneridae). 

 In mussels of genus Mytilus, which are the best studied organisms with DUI, 

the two mtDNA types (F, M) differ by 20%. In natural populations of Mytilus there 

have been observed male individuals that do not contain the M molecule (atypical 

males). These males are homoplasmic for one F type, or heteroplasmic for two F 

types. This observation provided the basis for the “masculinization” or “role reversal” 

hypothesis, according to which an F genome may become paternally transmitted. The 

“masculinized” molecule functions as “M”. 

 Masculinization has important implications for mechanism and evolution of 

DUI. However, it is not yet understood, and the observations that support its existence 

are fragmentary. We tested the hypothesis of masculinization in a systematic basis by 

studying the content of gonadal and somatic tissues extracted from atypical Mytilus 

galloprovincialis male mussels from populations of the Mediterranean and the Black 

Sea. We found that, in all atypical males, the gonad contained a genome that carried a 

compound control region. The 5’ and 3’ flanking domains of the control region of this 

genome were of type F, whereas its central domain consisted of tandemly repeated M-

type elements. This new genome was called C (Compound) and it was fully 

sequenced. Apart from its control region, the C genome was an F-like genome and it 

was considered to be “masculinized” because it was present in all atypical male 

gonads. The detection of the C genome provides direct evidence for the 

masculinization hypothesis in Mytilus galloprovincialis. It was also detected in the 

gonads of atypical Mytilus edulis males sampled from the eastern coast of Canada, a 

finding that suggests a common origin of masculinized genomes in the sibling species 

M. galloprovincialis and M. edulis. The population study for the C genome revealed 
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that homoplasmic males do not exist in Mytilus galloprovincialis. This observation 

rejects the previous hypothesis that masculinization events may have origined from 

failure of the male mussel to inherit the paternal molecule and subsequent invasion of 

a typical F-type molecule into the male transmission route. According to the new 

evidence, masculinization seems to be always associated with the existence of the C 

genome. 

 Masculinization can affect the phylogenetic relationships of maternal and 

paternal mtDNA molecules in the class of bivalvia, because it sets the divergence time 

between the maternal and paternal genomes to zero. Yet, evidence for the distribution 

of DUI in bivalvia is incomplete. For this reason, we tried to detect DUI in other 

genera and families. We tested some representatives of Veneridae, Arcidae and 

Donacidae. It was revealed that male individuals of species Donax trunculus 

(Bivalvia, Donacidae) were heteroplasmic for the two genetic loci tested (Cytb and 

lrRNA), whereas females were homoplasmic, containing only one of the two types 

that were found in males. This observation is a landmark of DUI and provides 

evidence for the existence of this system of mtDNA inheritance in a new bivalve 

family. 

 After the addition of Donacidae in the list of families with DUI, we proceeded 

to produce a common phylogenetic analysis of F and M molecules. We analyzed three 

partial mtDNA genes (Cytb, COI and lrRNA) using sequence data from five families 

(Mytilidae, Unionidae, Hyriidae, Veneridae, Donacidae). According to the analysis, 

and by evaluating the potential role of masculinization in phylogeny, we discuss the 

two dominant hypotheses about the distribution of DUI. The first hypothesis claims 

that DUI has had multiple and independent origins during the evolution of bivalvia, as 

many, as the number of the distinct clusters that the maternal and the paternal 

molecules form together in phylogenetic trees. The alternative hypothesis assumes 

that DUI origined only once in primitive bivalves and it was subsequently retained or 

secondarily lost in several genera and families. Although the second hypothesis 

cannot by itself explain the phylogeny of the maternal and paternal molecules, we 

proposed that, if combined with the phenomenon of masculinization, it provides a 

more plausible scenario than the hypothesis of multiple origins. 
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Λεξικό βασικών όρων και συντοµογραφίες 

 

Αρρενοποίηση (ή αναστροφή του τρόπου µεταβίβασης του mtDNA): Η υπόθεση 

σύµφωνα µε την οποία ένα µητρικώς κληρονοµούµενο µόριο mtDNA 

µετατρέπεται σε πατρικώς κληρονοµούµενο. 

∆ΜΚ (∆ιπλή Μονογονεϊκή Κληρονοµικότητα – DUI, Doubly Uniparental 

Inheritance): Ο τρόπος κληρονόµησης που παρατηρείται σε ορισµένα δίθυρα 

και συνίσταται στη µεταβίβαση δύο τύπων mtDNΑ: Ο τύπος F κληρονοµείται 

µέσω των θηλυκών γαµετικών κυττάρων προς όλους τους απόγονους, ενώ ο 

τύπος Μ κληρονοµείται µέσω του σπέρµατος µόνο προς τους αρσενικούς 

απόγονους. 

Ετεροπλασµία: Η συνύπαρξη δύο ή περισσότερων τύπων mtDNA στο ίδιο άτοµο. 

∆ιακρίνεται σε ετεροπλασµία αλληλουχίας και σε ετεροπλασµία µεγέθους. 

Οµοπλασµία: Η ύπαρξη ενός µόνο τύπου mtDNA σε κάθε άτοµο. 

Τυπικά αρσενικά: Αρσενικά άτοµα που εµφανίζονται ετεροπλασµικά περιέχοντας 

έναν F και έναν Μ τύπο mtDNA. 

Μη-τυπικά αρσενικά: Αρσενικά άτοµα που στερούνται Μ τύπου γονιδιώµατος και 

εµφανίζονται είτε οµοπλασµικά για έναν F τύπο, είτε ετεροπλασµικά για δύο 

διαφορετικούς F τύπους mtDNA. 

bp : Ζεύγη νουκλεοτιδικών βάσεων. 

CR (Control Region): Η κύρια περιοχή ελέγχου του µιτοχονδριακού DNA. 

mtDNA: Μιτοχονδριακό DNA. 

 

• Συντοµογραφίες νουκλεοτιδικών πολυµορφισµών: 

N = A,C,G,T  V = G,A,C  D = G,A,T  B = G,T,C 

H = A,T,C   W = A,T  M = A,C  R = A,G 

K = G,T   S = G,C  Y = C,T 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1. 1. Μιτοχόνδρια και µιτοχονδριακό DNA 

 

1. 1. 1. Μιτοχόνδρια: δοµή και λειτουργία 

 

Τα µιτοχόνδρια είναι κυτταρικά οργανίδια που απαντώνται σε όλους σχεδόν 

τους ευκαρυωτικούς οργανισµούς. Εξαίρεση αποτελούν ορισµένοι µονοκύτταροι 

ευκαρυώτες (Cryptosporidium parvum, Trachipleistophora hominis, Entamoeba 

histolytica, Blastocystis hominis, και Giardia intestinalis), οι οποίοι στερούνται 

µιτοχονδρίων. Πάντως, ακόµα και αυτοί οι «α-µιτοχονδριακοί» οργανισµοί φαίνεται 

ότι απώλεσαν τα µιτοχόνδριά τους δευτερογενώς, καθώς περιέχουν υπολειµµατικές 

δοµές των τελευταίων στο κυτταρόπλασµα που καλούνται µιτοσώµατα και επιπλέον 

διατηρούν αντίγραφα µιτοχονδριακών γονιδίων στο πυρηνικό DNA (Regoes et al. 

2005, Chan et al. 2005). 

Τα µιτοχόνδρια καταλαµβάνουν σηµαντικό µέρος από τον όγκο του 

ευκαρυωτικού κυττάρου και η παρουσία τους θεωρείται θεµελιώδης για την εξέλιξη 

των οργανισµών σε συνθετότερες µορφές. Το σχήµα τους µπορεί να µεταβάλλεται 

ακόµα και µέσα στο ίδιο κύτταρο, αλλά τυπικά απεικονίζονται σαν κυλινδρικοί 

σχηµατισµοί που µοιάζουν µε βακτήρια. Το πλάτος τους µπορεί να φτάσει τα 0.5 µm 

και το µήκος τους τα 7 µm. Έχει δειχτεί, µε τη βοήθεια σύγχρονων τεχνικών, ότι τα 

µιτοχόνδρια µπορούν να διαιρούνται ή να συντήκονται µέσα στο κύτταρο, καθώς και 

ότι η θέση τους στο κυτταρόπλασµα µπορεί να µην είναι σταθερή (Bereiter-Hann and 

Voth 1994). Η πλαστικότητα του σχήµατός τους και η ικανότητά τους να αλλάζουν 

θέση είναι ιδιότητες που οφείλονται πιθανότατα στις αλληλεπιδράσεις τους µε τον 

κυτταροσκελετό, µε τον οποίο φαίνεται ότι βρίσκονται σε επαφή (Chen and Butow 

2005). 

 Κάθε µιτοχόνδριο περιβάλλεται από δύο µεµβράνες, οι οποίες έχουν 

διαφορετική σύσταση, επιτελούν διαφορετικές λειτουργίες και δηµιουργούν δύο 

ξεχωριστά µιτοχονδριακά διαµερίσµατα: µεταξύ των δύο µεµβρανών ορίζεται ο 

διαµεµβρανικός χώρος, ενώ η εσωτερική µεµβράνη περικλείει τη µιτοχονδριακή 

µήτρα (matrix). Στην επιφάνεια της εσωτερικής µεµβράνης και στη µήτρα 

επιτελούνται οι βασικές λειτουργίες του µιτοχονδρίου. Η εξωτερική µεµβράνη έχει 
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πάχος 7 nm και χαρακτηρίζεται από την παρουσία ευµεγεθών πόρων, οι οποίοι 

επιτρέπουν την είσοδο σε όλα τα µόρια µεγέθους ως και 5 kDa προς το 

διαµεµβρανικό χώρο. Τα µόρια αυτά που περιλαµβάνουν και µικρές πρωτεΐνες δεν 

µπορούν στην πλειοψηφία τους να εισχωρήσουν στη µήτρα. Η εσωτερική µεµβράνη 

του µιτοχονδρίου έχει πάχος 5 nm και σχηµατίζει πολύπλοκες αναδιπλώσεις, τις 

µιτοχονδριακές ακρολοφίες (cristae), οι οποίες αυξάνουν σε µεγάλο βαθµό την 

επιφάνειά της. Στις αναδιπλώσεις της εσωτερικής µεµβράνης εντοπίζονται 

διαµεµβρανικές πρωτεΐνες που συµµετέχουν στην αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων 

και στην οξειδωτική φωσφορυλίωση καθώς και το σύµπλοκο της ATP συνθετάσης. 

Στη µήτρα εντοπίζονται ένζυµα που συµµετέχουν στον κύκλο του κιτρικού οξέος, 

ενδοµιτοχονδριακά κοκκία που αποτελούν θέσεις δέσµευσης δισθενών ιόντων 

(κυρίως Ca2+ και Mg2+) και µιτοχονδριακά ριβοσώµατα. 

 Στο εσωτερικό των µιτοχονδρίων υπάρχουν µόρια µιτοχονδριακού DNA 

(mtDNA), τα οποία είναι πακεταρισµένα µέσα σε δοµές πρωτεϊνικής σύστασης, τα 

νουκλεοειδή (Σχήµα 1. 1). Τα νουκλεοειδή συνδέονται µε την εσωτερική 

µιτοχονδριακή µεµβράνη, ενώ υπάρχουν ενδείξεις ότι µπορεί να προσδένονται, µέσω 

πρωτεϊνικών συµπλόκων, και µε στοιχεία του κυτταροσκελετού (Chen and Butow 

2005, Dimmer et al. 2005). 

 

 
 

Σχήµα 1. 1. Σχηµατική απεικόνιση 

νουκλεοειδούς που περικλείει το 

µιτοχονδριακό DNA (mtDNA). Το 

νουκλεοειδές βρίσκεται σε επαφή µε 

την εσωτερική µιτοχονδριακή 

µεµβράνη µέσω πρωτεϊνών, οι οποίες 

θεωρείται ότι επικοινωνούν µε 

πρωτεΐνες του κυτταροσκελετού. 

(Από Chen and Butow 2005). 
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Οι βασικές λειτουργίες που επιτελούνται στα µιτοχόνδρια είναι η διάσπαση 

του πυροσταφυλικού και των λιπαρών οξέων για την παραγωγή CO2
 και NADH (ή 

FADH2 - κύκλος Krebs) και η παραγωγή ενέργειας µε τη µορφή του ATP µέσω της 

οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Τα µιτοχόνδρια συµµετέχουν επίσης στη διατήρηση 

της οµοιόστασης του ενδοκυτταρικού ασβεστίου και στην παραγωγή θερµότητας 

(Alberts et al. 2002, Ballard and Whitlock 2004). 

 

 

1. 1. 2. Η προέλευση των µιτοχονδρίων 

 

 Ο προκαρυωτικός χαρακτήρας των γενετικών συστηµάτων των µιτοχονδρίων 

(βλ. § 1. 1. 3) οδήγησε στην πρόταση ότι τα µιτοχόνδρια εξελίχτηκαν από βακτήρια 

που εισέβαλαν σε ένα πρωτόγονο ευκαρυωτικό κύτταρο µε ενδοκύττωση πριν από 2 

δισεκατοµµύρια χρόνια. Σύµφωνα µε αυτήν την ενδοσυµβιωτική υπόθεση (Margulis 

1970, 1991), τα ευκαρυωτικά κύτταρα που ήταν αρχικά αναερόβιοι οργανισµοί χωρίς 

µιτοχόνδρια κάποτε δηµιούργησαν µία σταθερή ενδοσυµβιωτική σχέση µε ένα α-

πρωτεοβακτήριο (Σχήµα 1. 2), του οποίου το σύστηµα της οξειδωτικής 

φωσφορυλίωσης χρησιµοποίησαν προς όφελός τους (Gray 1999, Andersson et al. 

2003). Φαίνεται ότι η εσωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων προήλθε από την 

πλασµατική µεµβράνη του αρχέγονου βακτηρίου, ενώ η εξωτερική προέκυψε 

πιθανότατα από τη µεµβράνη του φαγοσώµατος του κυττάρου ξενιστή. Καθώς η 

συµβιωτική σχέση διατηρήθηκε, ο προκαρυώτης απώλεσε πολλές από τις αρχικές 

λειτουργίες του. Μία αντανάκλαση αυτής της διαδικασίας είναι η µετακίνηση και η 

ενσωµάτωση πολλών γονιδίων του προκαρυώτη προς τον πυρήνα του ξενιστή. 

 Το ενδοσυµβιωτικό γεγονός που οδήγησε στην ανάπτυξη των µιτοχονδρίων 

θεωρείται ότι συνέβη πριν από το διαχωρισµό των ζώων από τα φυτά. Εντούτοις, δεν 

είναι ακόµα απόλυτα σαφές αν τα µιτοχόνδρια έχουν µονοφυλετική προέλευση. Τα 

σύγχρονα δεδοµένα που προκύπτουν από τον προσδιορισµό και τη σύγκριση της 

πλήρους πρωτοδιάταξης µιτοχονδριακών γονιδιωµάτων από διαφορετικές οµάδες 

οργανισµών συνηγορούν υπέρ της µονοφυλετικότητας των µιτοχονδρίων και ορίζουν 

ως κοντινότερους συγγενείς τους τα ενδοκυτταρικά παράσιτα που ανήκουν στα α-

πρωτεοβακτήρια της τάξης των Rickettsiales (Lang et al. 1999, Gray 1999, 

Emelyanov 2001a, 2001b, Andersson et al 2003, Emelyanov 2003, Burger et al. 2003, 

Fitzpatrick et al. 2006). 
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Σχήµα 1. 2. Σταδιακή ενσωµάτωση του α-πρωτεοβακτήριου στον προγονικό ευκαρυωτικό 

ξενιστή. Η συµβιωτική σχέση σταθεροποιήθηκε και οδήγησε στην εξέλιξη του βακτηρίου σε 

µιτοχόνδριο (Από Alberts et al. 2002). 

 

 

1. 1. 3. Το µιτοχονδριακό DNA 

 

 Τα µιτοχόνδρια περιέχουν ξεχωριστό γονιδίωµα, το οποίο προήλθε από ένα 

ενδοσυµβιωτικό προγονικό α-πρωτεοβακτήριο (Burger et al. 2003). Εντούτοις, το 

γενετικό περιεχόµενο των µιτοχονδρίων αποτελεί ένα µικρό κλάσµα σε σχέση µε το 

περιεχόµενο του υποτιθέµενου προγονικού βακτηριακού ενδοσυµβιώτη. Η 

συρρίκνωση του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος αποτελεί γενική αρχή για όλους τους 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς και αποδίδεται σε δύο διαδικασίες. Η πρώτη αφορά στη 

βαθµιαία απώλεια γονιδίων που κωδικοποιούσαν για βιοσυνθετικές διεργασίες, οι 

οποίες πλέον µπορούσαν να καλυφθούν µε την εισαγωγή µεταβολιτών από το 

κυτταρόπλασµα του ξενιστή και η δεύτερη αφορά στη µεταφορά και ενσωµάτωση 

γονιδίων από το µιτοχόνδριο προς τον πυρήνα του ξενιστή (Gray et al. 1999, Kurland 

and Andersson 2000, Schneider and Ebert 2004). Το µιτοχονδριακό DNA (mtDNA) 

κωδικοποιεί τελικά έναν µικρό αριθµό πρωτεϊνών, των οποίων τα mRNAs 

µεταφράζονται από την πρωτεϊνική µηχανή του µιτοχονδρίου. Από τα συστατικά της 

τελευταίας, άλλα κωδικοποιούνται πάντοτε από το µιτοχονδριακό DNA, όπως 

συµβαίνει για τα ριβοσωµικά RNAs και τα tRNAs και άλλα κωδικοποιούνται από τον 

πυρήνα (ριβοσωµικές πρωτεΐνες). 
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 Τα µιτοχονδριακά γονιδιώµατα εµφανίζουν πολλές παραλλαγές ως προς το 

µέγεθος, το περιεχόµενο, τη δοµή και την αρχιτεκτονική τους µέσα στα διάφορα 

ευκαρυωτικά φύλα (Gray et al. 1999, Lang et al. 1999). Το µέγεθός τους κυµαίνεται 

από 15 ως 60 kb, αν και υπάρχουν ακραίες περιπτώσεις όπως εκείνη του πρωτίστου 

Plasmodium sp. µε µέγεθος µόνο 6 kb ή του ρυζιού (Oryza sativa), στο άλλο άκρο, µε 

µέγεθος 490 kb. Ως προς το περιεχόµενο, υπάρχουν γονιδιώµατα που κωδικοποιούν 

από 5 γονίδια µόνο (Plasmodium) µέχρι 100 (µαστιγωτά της οικογένειας Jakobidae), 

ενώ κατά µέσο όρο ο αριθµός των γονιδίων κυµαίνεται από 40 ως 50. Εσώνια και 

άλλες µη-κωδικές περιοχές απαντούν συχνά στα µιτοχονδριακά γονιδιώµατα, τα 

οποία συνήθως αποτελούνται από ένα κυκλικό µόριο, αν και έχουν παρατηρηθεί 

πολλές «αρχιτεκτονικές» παραλλαγές που περιλαµβάνουν και ευθύγραµµα µόρια. Το 

µιτοχονδριακό γονιδίωµα µπορεί τέλος να µοιράζεται σε δύο ή περισσότερα κυκλικά 

ή ευθύγραµµα «χρωµοσώµατα» ίδιου ή διαφορετικού µεγέθους (Σχήµα 1. 3., Burger 

et al. 2003). 

 

 
Σχήµα 1. 3. Οι δοµικές και «αρχιτεκτονικές» παραλλαγές του µιτοχονδριακού DNA των 

ευκαρυωτικών οργανισµών. (Από Burger et al. 2003). 

 

 Το µιτοχονδριακό DNA των µεταζώων δεν εµφανίζει τόσο µεγάλη ποικιλία 

στη δοµή και στο µέγεθος, όσο των άλλων ευκαρυωτών. Πρόκειται για ένα κυκλικό 

µόριο µεγέθους 13-19 kb. Εξαίρεση, ως προς το µέγεθος αποτελεί το mtDNA του 

δίθυρου Placopecten magellanicus που φτάνει τα 42 kb (La Roche et al. 1990), ενώ 

σε ό,τι αφορά στη δοµή, ορισµένα Υδρόζωα (π.χ., Hydra fusca, Hydra attenuate), 

Σκυφόζωα (π.χ., Cassiopea sp.) και Κυβόζωα (π.χ., Carybdea marsupialis) περιέχουν 

ένα γραµµικό µόριο µεγέθους 16 kb ή δύο γραµµικά των 8 kb. Ένα τυπικό µόριο 

απαρτίζεται από 13 γονίδια που κωδικοποιούν πρωτεϊνικές υποµονάδες, 2 που 

κωδικοποιούν τα ριβοσωµικά RNAs, 22 µεταφορικά RNAs (tRNA) και µία µη-
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κωδική περιοχή. Στη µη-κωδική περιοχή εντοπίζονται στοιχεία που ρυθµίζουν την 

αντιγραφή και τη µεταγραφή και για το λόγο αυτό ονοµάζεται περιοχή ελέγχου 

(control region – CR) ή D-loop (Wolstenholme  1992, Saccone et al. 1999). 

 

 
 

Σχήµα 1. 4. Τα δύο µοντέλα που προτείνονται για την αντιγραφή του µιτοχονδριακού DNA. 

Στην αριστερή στήλη παρουσιάζεται το µοντέλο της ασύµµετρης αντιγραφής, ενώ στη δεξιά 

το µοντέλο της σύγχρονης αντιγραφής. Και τα δύο µοντέλα συµφωνούν ως προς το 

σχηµατισµό της χαρακτηριστικής δοµής D – loop (Από Brown et al. 2005). 
 

 Οι δύο αλυσίδες του mtDNA διαφέρουν σε ό,τι αφορά στην περιεκτικότητά 

τους σε G και C, ώστε όταν αποδιαταχτούν και φυγοκεντρηθούν σε CsCl να 

εµφανίζονται σε δύο ζώνες, η µία βαρύτερη της άλλης. Η µία αλυσίδα είναι πλούσια 

σε γουανίνες και ονοµάζεται H (heavy - βαριά) ενώ η άλλη είναι πλούσια σε 

κυτοσίνες και ονοµάζεται L (light - ελαφριά) (Taanman 1999). ∆ύο είναι τα βασικά 

µοντέλα που έχουν προταθεί για τον τρόπο αντιγραφής του µιτοχονδριακού DNA 

(Clayton 1982, 2003): η ασύµµετρη και η σύγχρονη αντιγραφή (Σχήµα 1. 4). 

Σύγχρονα πειραµατικά δεδοµένα συντείνουν στην άποψη ότι το επικρατέστερο είναι 
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αυτό της ασύµµετρης αντιγραφής. Σύµφωνα µε το µοντέλο, οι δύο αλυσίδες H και L 

διαθέτουν διαφορετικά σηµεία έναρξης. Η αντιγραφή αρχίζει από το σηµείο έναρξης 

της H αλυσίδας (ΟΗ), η οποία αντιγράφεται εκτοπίζοντας την L. Η L αλυσίδα 

παραµένει σε µονόκλωνη κατάσταση µέχρι να αποκαλυφθεί το δικό της σηµείο 

έναρξης (OL) οπότε και αρχίζει να αντιγράφεται (Brown et al. 2005). 

 

 

1. 1. 4. Η κληρονόµηση του µιτοχονδριακού DNA 

 

 Τα µη πυρηνικά γονιδιώµατα µεταβιβάζονται κατά κανόνα µέσω του ενός από 

τους δύο γονείς, πάντα του ίδιου φύλου, στις επόµενες γενιές. Ο γενικός κανόνας της 

µονογονεϊκής κληρονόµησης των κυτταροπλασµατικών γονιδιωµάτων καλύπτει τόσο 

το µιτοχονδριακό όσο και το πλαστιδιακό (cp) DNA, αν και η καθολικότητά του 

τίθεται συχνά υπό αµφισβήτηση (Birky 2001, Korpelainen 2004). Οι βασικότερες 

εξαιρέσεις του κανόνα αφορούν σε είδη τα οποία αναπαράγονται κυρίως αφυλετικά 

(Xu et al. 2005). Στα µετάζωα, το µιτοχονδριακό DNA µεταβιβάζεται µητρικά (Avise 

1994, Birky 1995, 2001). Περιστασιακά, έχουν παρατηρηθεί περιπτώσεις κατά τις 

οποίες παρατηρείται περιορισµένη πατρική κληρονόµηση του µιτοχονδριακού DNA, 

σε ασπόνδυλα και σε σπονδυλόζωα (Έντοµα: Drosophila melαnogaster: Kondo et al. 

1992, Άνθρωπος: Homo sapiens: Schwartz and Vissing 2002, Bromham et al. 2003, 

Τρωκτικά: Mus musculus: Gyllensten et al. 1991, Shitara et al. 1998, Αρτιοδάκτυλα: 

Bos taurus: Steinborn et al. 1998, Ovis aries: Zhao et al. 2004, Οστεϊχθύες: Engraulis 

encrasicolus: Magoulas and Zouros 1993, Πτηνά: Parus major: Kvist et al. 2003, 

Lepidoptera: Lansman et al. 1983, Arunkumar et al. 2006, Hymenoptera: Meusel and 

Moritz 1993). Εντούτοις, οι περιπτώσεις αυτές ερµηνεύονται ως «διαρροές» του 

πατρικού µιτοχονδριακού DNA (Korpelainen 2004). Η µόνη περίπτωση εκτεταµένης 

και συστηµατικής πατρικής µεταβίβασης του µιτοχονδριακού DNA στα µετάζωα 

παρατηρείται σε ορισµένες οικογένειες δίθυρων, τα οποία διαθέτουν ένα ξεχωριστό 

σύστηµα κληρονόµησης γνωστό ως διπλή µονογονεϊκή κληρονοµικότητα (∆ΜΚ, 

Κεφάλαιο 1. 2). 

 Οι µηχανισµοί µέσω των οποίων επιτυγχάνεται η µονογονεϊκή κληρονόµηση 

εµφανίζουν σηµαντική διαφοροποίηση µέσα στα διάφορα ευκαρυωτικά φύλα. Η 

µεταβίβαση των κυτταροπλασµατικών γονιδιωµάτων του ενός από τους γονείς προς 
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τον απόγονό του µπορεί να διακοπεί σε οποιοδήποτε από τα στάδια της φυλετικής 

αναπαραγωγής: 

1. Γαµετογένεση: τα οργανίδια είναι δυνατό να αποµονωθούν από τους γαµέτες 

κατά τη διάρκεια των προ-µειωτικών ή των µειωτικών διαιρέσεων. Τα 

οργανίδια ή το γενετικό υλικό των οργανιδίων µπορεί να αποσυντεθεί ενώ 

βρίσκονται µέσα στο γαµέτη. 

2. Γονιµοποίηση: το DNA των οργανιδίων αποβάλλεται πριν τη γονιµοποίηση ή 

δεν εισέρχεται στο αυγό. 

3. Ανάπτυξη: τα οργανίδια ή το γενετικό τους υλικό αποµακρύνονται επιλεκτικά 

µέσα στο ζυγωτό. Η απόρριψη των οργανιδίων προς έξω-εµβρυικούς ιστούς 

κατά τη διάρκεια των πρώτων αυλακώσεων µπορεί να είναι στοχαστική ή 

κατευθυνόµενη.  

Οι διαδικασίες αυτές, όπως και παραλλαγές τους, έχουν παρατηρηθεί σε ένα ευρύ 

φάσµα οργανισµών, από τα πρώτιστα µέχρι τα ανώτερα φυτά και ζώα (Birky 1995, 

Birky 2001). Στα ανώτερα ζώα, σύγχρονες προσεγγίσεις υποστηρίζουν ότι τα 

µιτοχόνδρια του σπέρµατος καταστρέφονται µε ενεργό τρόπο λίγο µετά τη 

γονιµοποίηση µέσω διεργασιών που παρουσιάζουν υψηλή ειδίκευση για κάθε είδος 

(Kaneda et al. 1995, Sutovsky et al. 2000, Nishimura et al. 2006). 

 Η µονογονεϊκή κληρονόµηση των κυτταροπλασµατικών γονιδιωµάτων 

ερµηνεύεται εξελικτικά σαν ένας χαρακτήρας που ελέγχεται από τον πυρήνα και 

προστατεύει τα µη-πυρηνικά γονιδιώµατα από τις αρνητικές επιδράσεις των 

εγωιστικών κυτταροπλασµατικών παρασίτων (Grun 1976, Cosmides and Tooby 1981, 

Hoekstra 1990, Hastings 1992, Law and Hutson 1992, Hurst and Hamilton 1992). Η 

παραπάνω υπόθεση, προκειµένου να εξηγήσει τους λόγους που συνέβαλαν στην 

εγκαθίδρυση της µονογονεϊκής κληρονόµησης, λαµβάνει υπόψη τις ιδιαιτερότητες 

που παρουσιάζουν τα οργανιδιακά γονιδιώµατα, σε αντιπαραβολή µε τα πυρηνικά. 

Τέτοιες ιδιαιτερότητες είναι ο µεγάλος αριθµός αντιγράφων ανά κύτταρο, το 

δυσµενές για την ακεραιότητα του DNA περιβάλλον όπου τα µόρια αυτά 

λειτουργούν, η µικρή έως ελάχιστη επίδραση του ανασυνδυασµού, η φυσική επιλογή 

που συµβαίνει στο επίπεδο του κυττάρου και οι συνακόλουθες επιδράσεις της τυχαίας 

παρέκκλισης. Επιπλέον, σηµειώνεται ότι η περιστασιακή, µικρής έκτασης αµφιγονική 

κληρονοµικότητα, η ετεροπλασµία και ο ανασυνδυασµός µπορεί να διαδραµατίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην εξέλιξη των κυτταροπλασµατικών συστηµάτων µετριάζοντας 

τις αρνητικές συνέπειες της µονογονεϊκής κληρονόµησης, βασικότερη από τις οποίες 
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είναι η ταχεία συσσώρευση δηλητηριωδών µεταλλαγών (Korpelainen 2004, Barr et 

al. 2005). 

Ετεροπλασµία: Σε περιπτώσεις κατά τις οποίες οι µηχανισµοί που εξασφαλίζουν τη 

µονογονεϊκή κληρονόµηση παρακάµπτονται, όπως για παράδειγµα όταν συµβαίνουν 

δια-ειδικές διασταυρώσεις (Rokas et al. 2003), τότε παρατηρείται διαρροή 

κυτταροπλασµατικού γενετικού υλικού και µικρής έκτασης αµφιγονική 

κληρονόµηση, όπως αναφέρθηκε σε προηγούµενη παράγραφο. Το αποτέλεσµα είναι 

η δηµιουργία ετεροπλασµικών ατόµων, δηλαδή ατόµων που περιέχουν 

περισσότερους από έναν τύπους mtDNA. Ετεροπλασµία είναι δυνατό να προκύψει, 

επίσης, εξαιτίας µεταλλαγών που συµβαίνουν κατά την πορεία της ζωής ενός 

οργανισµού. ∆ιακρίνεται σε ετεροπλασµία µεγέθους, όταν παρατηρούνται µόρια 

διαφορετικών µεγεθών και σε ετεροπλασµία αλληλουχίας, όταν παρουσιάζονται 

µόρια µε διαφορετική νουκλεοτιδική σύσταση. Η ετεροπλασµία έχει ίσως σηµαντικές 

εξελικτικές επιδράσεις, καθώς µπορεί να παρέχει προϋποθέσεις για τη δηµιουργία 

νέων απλότυπων µέσω ανασυνδυασµού (Barr et al. 2005). 

 

 

1. 1. 5. Ο ανασυνδυασµός του µιτοχονδριακού DNA 

 

• Γενικά στοιχεία για τον ανασυνδυασµό του DNA 

 Ο ανασυνδυασµός (recombination) είναι η ανταλλαγή τµηµάτων γενετικού 

υλικού µεταξύ δύο µορίων ή και δύο περιοχών του ίδιου µορίου DNA. Ως 

αποτέλεσµα, νέοι γενετικοί συνδυασµοί δηµιουργούνται και συνεπώς αυξάνεται η 

γενετική ποικιλοµορφία. ∆ιακρίνονται δύο κατηγορίες ανασυνδυασµού του DNA: ο 

οµόλογος (homologous) και ο µη-οµόλογος (site-specific) ανασυνδυασµός. 

 

A) Οµόλογος ανασυνδυασµός 

 Ο οµόλογος ανασυνδυασµός συµβαίνει µεταξύ δύο οµόλογων µορίων DNA. 

Στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς τέτοιου είδους ανασυνδυασµός είναι αυτός που 

συµβαίνει κατά τη µείωση και ονοµάζεται µειωτικός. Ο οµόλογος ανασυνδυασµός 

χωρίζεται στον αµοιβαίο ανασυνδυασµό και στη γονιδιακή µετατροπή (gene 

conversion). Στην πρώτη περίπτωση τα δύο µόρια DNA που ανασυνδυάζονται 

ανταλλάσσουν περιοχές DNA µε αποτέλεσµα τα θυγατρικά µόρια που προκύπτουν 

να περιέχουν τµήµατα και από τα δύο πατρικά µόρια χωρίς να αλλάζει το µέγεθος 



 25

των µορίων. Αντίθετα στη γονιδιακή µετατροπή αλλάζει το περιεχόµενο του ενός 

από τα δύο µόρια DNA ενώ το άλλο παραµένει ανέπαφο. 

 

Β) Μη-οµόλογος ανασυνδυασµός 

O µη-οµόλογος (site-specific) ανασυνδυασµός συµβαίνει σε περιοχές DNA 

που εµφανίζουν µικρή ή δεν εµφανίζουν καµία οµοιότητα. Γενικά, ο µη-οµόλογος 

ανασυνδυασµός δεν αντιπροσωπεύει ένα µόνο και συγκεκριµένο µηχανισµό, αλλά 

µάλλον το αποτέλεσµα που προκύπτει από διάφορους µηχανισµούς. Το πρώτο 

παράδειγµα εντοπίστηκε κατά την ενσωµάτωση του DNA του φάγου λ και του DNA 

της E. coli. Και τα δύο µόρια περιέχουν µία αλληλουχία, 5'-TTTATAC-3', που 

καλείται περιοχή σύνδεσης (attachment site), η οποία επιτρέπει την πρόσδεση των 

δύο µορίων µε ζευγάρωµα βάσεων. Στη συνέχεια, µε τη συµβολή ενός ενζύµου 

(integrase), το φαγικό DNA ενσωµατώνεται στο DNA του βακτηρίου. 

Η µετατόπιση DNA (transpositional recombination) είναι ένας άλλος τύπος 

µη-οµόλογου ανασυνδυασµού κατά τον οποίο ένα µεταθετό στοιχείο µετακινείται 

µέσα στα χρωµοσώµατα. Όπως και ο site-specific ανασυνδυασµός, η µετατόπιση 

DNA συµβαίνει χωρίς να υπάρχει απαραίτητα οµοιότητα ανάµεσα στα µόρια DNA 

(Lewin 1997). 

 

• Ο ανασυνδυασµός του µιτοχονδριακού DNA 

Η ύπαρξη οµόλογου ανασυνδυασµού των µιτοχονδριακών γονιδιωµάτων 

αποτελεί πεδίο έντονης επιστηµονικής διαµάχης τα τελευταία χρόνια. Η διαµάχη 

εντοπίζεται κυρίως στο µιτοχονδριακό DNA των µεταζώων, και ιδιαίτερα του 

ανθρώπου, καθώς στα υπόλοιπα ευκαρυωτικά βασίλεια (πρώτιστα, µύκητες και φυτά) 

η παρουσία του ανασυνδυασµού θεωρείται τεκµηριωµένη (Gray 1989, Toth et al. 

1998, Jaramillo-Correa and Bousquet 2005, Manchekar et al. 2005). Η επίλυση του 

προβλήµατος είναι βασικής σηµασίας καθώς δύναται να συµβάλει ουσιαστικά στην 

κατανόηση και στην εξήγηση, όχι µόνο των φυλογενετικών σχέσεων των 

οργανισµών, αλλά και της γενετικής, της φυσιολογίας και της εξέλιξης των ίδιων των 

µιτοχονδρίων και των γονιδιωµάτων τους. 

 Στοιχεία για την παρουσία του ανασυνδυασµού του µιτοχονδριακού DNA 

έχουν αναφερθεί για πλήθος ζωικών ειδών, όπως είναι ο άνθρωπος (Awadalla et al. 

1999, Kraytsberg et al. 2004, Zsurka et al. 2005), τα µυρικαστικά (Slate and Phua 

2003, Tsaousis et al. 2004), τα ψάρια (Hoarau et al. 2002, Tsaousis et al. 2005), τα 
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αµφίβια, τα αµφίποδα, τα τρωκτικά (Ladoukakis and Zouros 2001b), τα δίθυρα 

(Ladoukakis and Zouros 2001a, Passamonti and Scali 2003), οι νηµατώδεις (Lunt and 

Hyman 1997) τα έντοµα (Dowton et al. 2003, Tsaousis et al. 2005) και οι σκορπιοί 

(Gantenbein et al. 2004). Αν και τα δεδοµένα είναι πολυάριθµα, εντούτοις δεν έχουν 

διευκρινιστεί ακόµα οι πληθυσµιακές διαστάσεις του φαινόµενου, ούτε η συχνότητα 

εµφάνισής του. Μελέτες σε θηλαστικά προτείνουν ότι το φαινόµενο είναι εξαιρετικά 

σπάνιο, σε τέτοιο βαθµό, ώστε να µην απαιτείται αναθεώρηση των συµπερασµάτων 

που είχαν εξαχθεί σχετικά µε την εξέλιξη της συγκεκριµένης οµοταξίας µη 

λαµβάνοντας υπόψη την ύπαρξή του (Sato et al. 2005). Επιπλέον, υπάρχει σε 

ορισµένες περιπτώσεις προβληµατισµός για το κατά πόσο οι ανασυνδυασµένες 

αλληλουχίες είναι πραγµατικές, ή αποτελούν παραπροϊόντα των τεχνικών που 

χρησιµοποιούνται για την εξαγωγή τους (Piganeau et al. 2004). 

 Από µία άλλη σκοπιά, προσεγγίσεις που επιχειρούν την ανίχνευση ενζυµικών 

µηχανισµών επιδιόρθωσης του µιτοχονδριακού DNA µέσω οµόλογου 

ανασυνδυασµού (Recombinational Repair - RER) ίσως συµβάλλουν στην πιο 

ολοκληρωµένη κατανόηση του προβλήµατος. In vitro πειράµατα προτείνουν ότι τα 

µιτοχόνδρια των θηλαστικών εµφανίζουν ενεργότητα επιδιόρθωσης του DNA µέσω 

οµόλογου ανασυνδυασµού και χαρακτηριστικές δοµές Holiday (Thyagarajan et al. 

1996, Kajander et al. 2001). Η παρουσία ανασυνδυασµού ενισχύεται περαιτέρω µε 

την ταυτοποίηση πρωτεϊνών που εντοπίζονται στα µιτοχόνδρια και έχουν την 

ικανότητα να προσδένονται µε ειδικό τρόπο στα άκρα δίκλωνων µορίων DNA 

(Coffey et al. 1999, Cullinane et al. 2000). 

 

 

1. 1. 6. H χρήση του mtDNA στην πληθυσµιακή και εξελικτική βιολογία 

 

 Το µιτοχονδριακό DNA χρησιµοποιείται ευρύτατα για τη µελέτη της 

πληθυσµιακής βιολογίας και της εξέλιξης των οργανισµών (κυρίως των µεταζώων). 

Οι κυριότερες ιδιότητές του που το καθιστούν κατάλληλο για τέτοιου είδους µελέτες 

είναι οι ακόλουθες: 

 α) Το µιτοχονδριακό DNA εξελίσσεται ταχύτερα από το πυρηνικό DNA. 

Υπολογίζεται ότι εµφανίζει 5 -10 φορές µεγαλύτερο εξελικτικό ρυθµό σε σχέση µε το 

πυρηνικό γονιδίωµα, κυρίως διότι τα µιτοχόνδρια δεν διαθέτουν επαρκείς ενζυµικούς 

µηχανισµούς για την επιδιόρθωση µεταλλαγών που συµβαίνουν κατά την αντιγραφή 
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ή έπειτα από την προσβολή του µορίου από τις ελεύθερες ρίζες που παράγονται κατά 

την οξειδωτική φωσφορυλίωση (Brown et al. 1979, Clayton 1982). Σαν αποτέλεσµα, 

δηµιουργούνται πολυµορφισµοί µε τέτοιο ρυθµό ώστε να είναι δυνατή η εξαγωγή 

φυλογενετικών συµπερασµάτων σε διαειδικό ή ακόµα και διαπληθυσµιακό επίπεδο 

(Templeton 1983, Avise 1994). 

 β) Η κληρονόµηση του mtDNA είναι κατά κανόνα µονογονεϊκή (§ 1. 1. 4), 

γεγονός που καθιστά ευκολότερη την ανίχνευση και την εδραίωση των σχέσεων δύο 

µορίων ανατρέχοντας στο παρελθόν, χωρίς την παρεµβολή άλλων εξελικτικών 

γραµµών. 

 γ) Τα µόρια του mtDNA φαίνεται ότι ανασυνδυάζονται µε πολύ µικρή 

συχνότητα (§ 1. 1. 5) και συνεπώς, έχουν ενιαία εξελικτική ιστορία σε όλο το µήκος 

τους. Από τη στιγµή που η κύρια διαδικασία δηµιουργίας πολυµορφισµών είναι η 

µεταλλαγή, τότε γίνεται ασφαλέστερη και η εξαγωγή συµπερασµάτων σχετικά µε την 

εξελικτική ιστορία δύο αλληλουχιών µελετώντας τις διαφορές τους. Ωστόσο, 

εκφράζεται πλέον η πεποίθηση ότι, σε κάποιες περιπτώσεις, η επίδραση του 

ανασυνδυασµού µπορεί να είναι σηµαντική (Barr et al. 2005), µε αποτέλεσµα να 

απαιτείται προσοχή κατά τη χρήση αλληλουχιών mtDNA στη φυλογένεση. 

 δ) Το mtDNA θεωρείται ότι µεταλλάσσεται µε σταθερό ρυθµό. Το γνώρισµα 

αυτό επιτρέπει την εξακρίβωση του απόλυτου χρόνου διάσχισης δύο µιτοχονδριακών 

γενεαλογικών γραµµών. Η µεθοδολογία που ακολουθείται συνήθως αφορά στη 

µέτρηση του ρυθµού µεταλλαγής του mtDNA και στην ταυτόχρονη εκτίµηση του 

χρόνου διάσχισης δύο οµάδων οργανισµών µε βάση ιστορικά δεδοµένα (π. χ. 

απολιθώµατα). Τελικά, η προβολή των διαφορών των mtDNA αλληλουχιών στο 

χρόνο επιτρέπει την εκτίµηση του απόλυτου χρόνου διάσχισής τους (µοριακό ρολόι). 

 ε) Το mtDNA είναι αυτόνοµο µόριο, υπάρχει σε πολλά αντίγραφα σε κάθε 

κύτταρο και µπορεί σχετικά εύκολα να αποµονωθεί από το πυρηνικό DNA και να 

µελετηθεί ανεξάρτητα. Οι τεχνικές που χρησιµοποιούνται για την ανάλυσή του (π. χ. 

PCR – RFLP) είναι απλές και χωρίς µεγάλο κόστος και χαρακτηρίζονται από µεγάλη 

επαναληψιµότητα. 
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1. 2. Η ∆ιπλή Μονογονεϊκή Κληρονοµικότητα του µιτοχονδριακού 

DNA 
 

 Μία σηµαντική απόκλιση από τον κανόνα της µονογονεϊκής κληρονόµησης 

του µιτοχονδριακού DNA παρατηρείται σε ορισµένα δίθυρα που ανήκουν στις 

οικογένειες Mytilidae (Skibinski et al. 1994a, b, Zouros et al. 1994a, b, Beagley et al. 

1997, Lee and O’Foighil 2004), Veneridae (Passamonti and Scali 2001), Unionidae 

(Liu et al. 1996, Hoeh et al. 2002, Curole and Kocher 2002) Hyriidae και 

Margaritiferidae (Hoeh et al. 2002). Τα συγκεκριµένα δίθυρα µεταβιβάζουν δύο 

ξεχωριστά µιτοχονδριακά γονιδιώµατα στους απογόνους τους. Το πρώτο 

µεταβιβάζεται µέσω των θηλυκών γαµετών προς τους απογόνους και των δύο φύλων 

και συµβολίζεται σαν τύπος F. Το δεύτερο µεταβιβάζεται µέσω του σπέρµατος, µόνο 

στους αρσενικούς απογόνους και συµβολίζεται ως τύπος Μ. Το φαινόµενο 

εντοπίστηκε αρχικά στα µύδια της οικογένειας Mytilidae και είναι γνωστό µε τον όρο 

∆ιπλή Μονογονεϊκή Κληρονοµικότητα (∆ΜΚ – Doubly Uniparental Inheritance: 

DUI, Zouros et al. 1994a). 

 

 

1. 2. 1. Τα βασικά χαρακτηριστικά του συστήµατος της ∆ΜΚ 

 

 Μία φυλογεωγραφική µελέτη σε µύδια που ανήκουν στο είδος Mytilus edulis 

ανέδειξε εκτεταµένη ετεροπλασµία για το µιτοχονδριακό τους DNA. Όπως προέκυψε 

από την ανάλυση ολόκληρου του µορίου µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες, 

επρόκειτο για ετεροπλασµία που συσχετιζόταν µε το φύλο των ατόµων και αφορούσε 

στην παρουσία δύο διαφορετικών γονιδιωµάτων τα οποία ονοµάστηκαν F και M 

(Fisher and Skibinski 1990). Η γενετική απόσταση µεταξύ των δύο τύπων 

προσδιορίστηκε στο 20%, τιµή τόσο µεγάλη που δεν ήταν δυνατό να εξηγηθεί µέσω 

της συσσώρευσης µεταλλαγών σε κάθε άτοµο. Σαν πιθανότερο ενδεχόµενο 

προτάθηκε η αµφιγονική κληρονόµηση του µιτοχονδριακού DNA του µυδιού (Hoeh 

et al. 1991). 

 Λεπτοµερέστερα πειράµατα που περιλάµβαναν τη µελέτη τµηµάτων mtDNA 

από διαφορετικούς ιστούς µυδιών (Skibinski et al. 1994a,b) και διασταυρώσεις στο 

εργαστήριο (Zouros et al. 1994a, b) αποκάλυψαν ότι τα θηλυκά µεταβιβάζουν ένα 
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µιτοχονδριακό γονιδίωµα προς όλους τους απογόνους τους. Το γονιδίωµα αυτό 

ονοµάστηκε F. Η ιδιαιτερότητα του συγκεκριµένου συστήµατος έγκειται στο ότι και 

τα αρσενικά µύδια µεταβιβάζουν ένα δεύτερο γονιδίωµα (ονοµάστηκε Μ) προς τους 

αρσενικούς τους απογόνους και µόνο. Κατά συνέπεια, τα θηλυκά άτοµα εµφανίζονται 

οµοπλασµικά για τον τύπο F, ενώ τα αρσενικά άτοµα είναι ετεροπλασµικά, καθώς 

περιέχουν και τους δύο τύπους (Σχήµα 1. 5). Ο τύπος F κυριαρχεί στους σωµατικούς 

ιστούς και ο τύπος M εντοπίζεται στις αρσενικές γονάδες (Garrido-Ramos et al. 

1998). 

  

 
Σχήµα 1. 5. ∆ιπλή Μονογονεϊκή Κληρονοµικότητα του mtDNA στα µύδια. Τα θηλυκά 

άτοµα, τα οποία σε αντίθεση µε τα αρσενικά εµφανίζονται οµοπλασµικά, µεταβιβάζουν το 

mtDNA τους (τύπου F) σε όλους τους απόγονούς τους ανεξαρτήτως φύλου. Τα αρσενικά 

άτοµα περιέχουν, εκτός από το mtDNA που κληρονόµησαν από τη µητέρα τους (τύπος F), το 

mtDNA που κληρονόµησαν από τον πατέρα τους (τύπος Μ) το οποίο µεταβιβάζουν µόνο 

στους αρσενικούς τους απόγονους. (Από Hurst and Hoekstra 1994). 
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 Η ∆ΜΚ δεν παραβιάζει τον κανόνα της µονογονεϊκής κληρονόµησης των 

κυτταροπλασµατικών γονιδιωµάτων. Αντίθετα, δηµιουργεί, µέσα στο είδος, δύο 

ανεξάρτητες εξελικτικές γραµµές mtDNA που θεωρητικά δεν αναµιγνύονται (Hurst 

and Hoekstra 1994). 

 

 

1. 2. 2. Η εξάπλωση του συστήµατος της ∆ΜΚ 

 

 Η παρουσία της ∆ΜΚ έχει επιβεβαιωθεί και σε άλλα είδη της οικογένειας 

Mytilidae - Μ. galloprivincialis (Rawson and Hilbish 1995), Μ. trossulus (Geller et 

al. 1993, Rawson and Hilbish 1995), M. californianus (Geller et al. 1993), Geukensia 

demissa (Hoeh et al. 1996), Brachidontes exustus (Lee & O’ Foighil 2004) – καθώς 

επίσης και σε άλλες οικογένειες δίθυρων µαλακίων, όπως είναι τα Unionidae (Hoeh 

et al 1996, Liu et al. 1996, Hoeh et al. 2002, Curole and Kocher 2002, Chakrabarti et 

al. 2006), τα Hyriidae, τα Margaritiferidae (Hoeh et al. 2002) και τα Veneridae 

(Passamonti and Scali 2001). Ωστόσο, το φαινόµενο δεν έχει παρατηρηθεί σε άλλες 

οµάδες οργανισµών έξω από τα δίθυρα. 

 Η εξάπλωση της ∆ΜΚ µέσα στα δίθυρα γεννά δύο βασικές υποθέσεις που 

αφορούν στην εξελικτική ιστορία του φαινόµενου. Η πρώτη δέχεται ότι η ∆ΜΚ είχε 

πολλαπλές και ανεξάρτητες εµφανίσεις κατά τη διάρκεια της εξέλιξης των δίθυρων, 

ενώ η δεύτερη, και πιο φειδωλή, ορίζει ότι το φαινόµενο «ανακαλύφτηκε» µία µόνο 

φορά στα αρχέγονα δίθυρα και διατηρήθηκε ή εξαλείφθηκε δευτερογενώς µέσα στις 

διαφορετικές εξελισσόµενες οικογένειες και είδη. Η υπόθεση των ανεξάρτητων 

εµφανίσεων προβλέπει ότι αν τοποθετηθούν τα µιτοχονδριακά γονιδιώµατα των 

ειδών που φέρουν τη ∆ΜΚ σε ένα φυλογενετικό δέντρο, τότε αυτά θα 

οµαδοποιηθούν σύµφωνα µε το είδος από το οποίο προέρχονται και όχι σύµφωνα µε 

τον τρόπο µε τον οποίο κληρονοµούνται (αν είναι δηλαδή Μ ή F τύπου). Αντίθετα, 

σύµφωνα µε την υπόθεση της µοναδικής εµφάνισης, τα γονιδιώµατα θα 

οµαδοποιηθούν σύµφωνα µε τον τρόπο κληρονόµησής τους (δηλαδή όλα τα F 

γονιδιώµατα θα τοποθετηθούν στον ίδιο κλάδο, και σε έναν άλλο κλάδο θα 

τοποθετηθούν όλα τα Μ). 

 Οι παραπάνω υποθέσεις ελέγχθηκαν µε την ανάλυση οµόλογων τµηµάτων 

mtDNA από διάφορα είδη µε ∆ΜΚ. Τα αποτελέσµατα ήταν αντιφατικά καθώς η 

φυλογενετική ανάλυση των µορίων F και Μ υποδείκνυε ότι µέσα στο γένος Mytilus η 
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∆ΜΚ εµφανιζόταν µία φορά (Stewart et al. 1995), ενώ όταν συµπεριλήφθηκαν και 

αλληλουχίες από άλλες οικογένειες, η ∆ΜΚ φαινόταν να έχει ανακαλυφθεί πολλές 

φορές µέσα στα δίθυρα (Hoeh et al. 1996). Ωστόσο, η εξήγηση των πολλαπλών 

εµφανίσεων τέθηκε υπό αµφισβήτηση, ιδιαίτερα µετά τη διατύπωση της υπόθεσης ότι 

τα µόρια τύπου F, σε κάποιες περιπτώσεις, αντικαθιστούν τα Μ στην πατρική γραµµή 

κληρονόµησης (υπόθεση της «αρρενοποίησης», §. 1. 2. 7). 

 

 

1. 2. 3. Τα µιτοχονδριακά γονιδιώµατα του µυδιού 

 

 Η πρωτοδιάταξη των F και Μ γονιδιωµάτων του µυδιού Mytilus 

galloprovincialis έχει προσδιοριστεί πλήρως (Mizi et al. 2005). Είναι επίσης γνωστές 

οι πλήρεις µιτοχονδριακές αλληλουχίες των µητρικών και πατρικών µορίων από τα 

είδη M. edulis (Boore et al. 2004, Breton et al. 2006), Venerupis philippinarum 

(Passamonti and Scali 2003) και του µυδιού των γλυκών νερών Inversidens 

japanensis (GenBank: ΑΒ055625, τύπος F και ΑΒ055624, τύπος M). 

 

 
Σχήµα 1. 6. Τα δύο µιτοχονδριακά γονιδιώµατα, F και M, του µυδιού M. galloprovincialis. Η 

δοµή των µορίων και η διάταξη των γονιδίων τους αποτελούν κοινά χαρακτηριστικά µεταξύ 

των δύο τύπων (Από Mizi et al. 2005). 
 

 Τα µόρια F και Μ του M. galloprovincialis και Μ. edulis είναι κυκλικά και 

περιέχουν τον ίδιο αριθµό γονιδίων και εµφανίζουν όµοια διάταξη και αρχιτεκτονική 

(Σχήµα 1. 6). ∆εν περιέχουν αλληλεπικαλυπτόµενες κωδικές περιοχές, ενώ όλα τα 

γονίδια κωδικοποιούνται από την ίδια αλυσίδα, γνώρισµα σχετικά σπάνιο στα 
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µετάζωα. Επιπρόσθετα, σε σχέση µε τα µιτοχονδριακά DNA των µεταζώων, 

στερούνται του γονιδίου ATPase8 ενώ περιέχουν ένα επιπλέον tRNA της µεθειονίνης. 

Υπάρχουν επτά µη κωδικές περιοχές µε µέγεθος µεγαλύτερο των 10 bp στο mtDNA 

του µυδιού. Η µεγαλύτερη από αυτές είναι η περιοχή ελέγχου (control region – CR, 

Κεφ. 1. 2. 4). Η µέση νουκλεοτιδική απόσταση µεταξύ του F και Μ τύπου του M. 

galloprovincialis προσδιορίζεται στο 20%. Η απόσταση αυτή είναι η µικρότερη σε 

σχέση µε τις αντίστοιχες αποστάσεις άλλων ειδών που εµφανίζουν τη ∆ΜΚ. 

Χαρακτηριστικά, στο µύδι των γλυκών νερών Inversidens japanensis η απόσταση F-

M φτάνει το 45%, καθώς επίσης παρατηρείται διαφορετική διάταξη των γονιδίων 

πάνω στα F και Μ µόρια. 

 

 

1. 2. 4. Η περιοχή ελέγχου (CR) του mtDNA του µυδιού 

 

 Τα µητρικά και πατρικά µόρια των αδελφών ειδών M. galloprovincialis - Μ. 

edulis περιέχουν µία µεγάλη µη-κωδική περιοχή µεταξύ των γονιδίων lrRNA και 

tRNATyr (ή tRNA-Y). Πρόσφατα προτάθηκε ότι η περιοχή αυτή αποτελεί την κύρια 

περιοχή ελέγχου (ή ρυθµιστική περιοχή, CR) του mtDNA του µυδιού, καθώς περιέχει 

στοιχεία και µοτίβα που είναι εξαιρετικά όµοια µε εκείνα της περιοχής ελέγχου του 

mtDNA των θηλαστικών, για τα οποία είναι γνωστό ότι ρυθµίζουν την αντιγραφή και 

τη µεταγραφή (Cao et al. 2004b). 

Το CR του µυδιού διαφέρει σε µέγεθος ανάµεσα στα Μ και στα F µόρια, µε το 

CR-F να είναι µεγαλύτερο από το CR-Μ κατά 150 bp περίπου. Έχει τριµερή δοµή, 

όπως και το CR των θηλαστικών (Σχήµα 1. 7). Το πρώτο τµήµα αποτελεί την πιο 

διαφοροποιηµένη περιοχή του µορίου ανάµεσα στους δύο τύπους και καλείται 

µεταβλητή περιοχή 1 (Variable Domain 1 – VD1, κατά αντιστοιχία µε το HVS1 του 

mtDNA του ανθρώπου). Η δεύτερη περιοχή, η οποία είναι και η λιγότερο 

διαφοροποιηµένη σε όλο το µόριο, καλείται συντηρηµένη περιοχή (Conserved 

Domain – CD). Τέλος, το CR ολοκληρώνεται µε µία αρκετά διαφοροποιηµένη τρίτη 

περιοχή που καλείται µεταβλητή περιοχή 2 (Variable Domain 2 – VD2). 
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Σχήµα 1. 7. Η περιοχή ελέγχου (CR) των δύο µιτοχονδριακών γονιδιωµάτων των συγγενικών 

ειδών M. galloprovincialis και Μ. edulis. Α. Η δοµή του CR µε τις επιµέρους περιοχές του. B. 

Οι νουκλεοτιδικές οµοιότητες µεταξύ των µορίων F και Μ κατά µήκος του CR (Από Cao et 

al. 2004b). 
 

 

1. 2. 5. Ιδιαιτερότητες και µηχανισµοί της ∆ΜΚ 

 

 Το σύστηµα της ∆ΜΚ έχει µελετηθεί εκτενέστερα στα µύδια του γένους 

Mytilus, αναδεικνύοντας σηµαντικές πτυχές που πιθανότατα διαδραµατίζουν κρίσιµο 

ρόλο στην κατανόηση του µηχανισµού της. Ωστόσο, δεν είναι γνωστό αν οι 

παρατηρήσεις που παρατίθενται παρακάτω γενικεύονται σε όλα τα είδη που 

εµφανίζουν τον συγκεκριµένο τρόπο κληρονόµησης του mtDNA και αν έχουν 

καθολική ισχύ. 

 Α) Στο Mytilus, η ∆ΜΚ φάνηκε να σχετίζεται µε τον καθορισµό του φύλου. 

Από πειράµατα διασταυρώσεων στο είδος M. galloprovincialis διαπιστώθηκε ότι το 

φύλο των απογόνων κάθε διασταύρωσης εξαρτιόταν από τα θηλυκά άτοµα, ενώ οι 

αρσενικοί γονείς δεν ασκούσαν καµία επίδραση. Υπήρχαν τριών ειδών θηλυκά: 

εκείνα που παρήγαγαν σχεδόν µόνο αρσενικά, εκείνα που παρήγαγαν µόνο θηλυκά, 



 34

καθώς και άλλα που παρήγαγαν απογόνους σε ίσες αναλογίες φύλου (Saaverdra et al. 

1997). 

 Β) Η πιστότητα και η σταθερότητα της ∆ΜΚ εξαρτάται άµεσα από την 

κατανοµή των µητρικών και των πατρικών γονιδιωµάτων στους ιστούς των 

αρσενικών και των θηλυκών ατόµων και από την αυστηρή µεταβίβαση των 

γονιδιωµάτων αυτών µέσω των αυγών και του σπέρµατος. Τα παραπάνω ζητήµατα 

δεν έχουν διευκρινιστεί πλήρως, και επιπλέον, υπάρχουν παρατηρήσεις που 

αµφισβητούν την αυστηρότητα του συστήµατος. Μερικές από αυτές προτείνουν ότι 

γονιδιώµατα Μ τύπου εντοπίζονται σε σωµατικούς ιστούς αρσενικών και θηλυκών 

ατόµων (Stewart et al. 1995, Garrido-Ramos et al. 1998, Dalziel and Stewart 2002), 

όπως επίσης και σε αυγά (Obata and Komaru 2005). Επιπροσθέτως, υπάρχουν 

εργασίες που αναφέρουν παρουσία µορίων τύπου F σε σπερµατοζωάρια (Skibinski et 

al. 1994, Saavedra et al. 1997, Beagley et al. 1997). Ωστόσο, οι παραπάνω αναφορές 

υστερούν σε ορισµένα σηµεία, όπως είναι η πιθανή παρουσία µολύνσεων µεταξύ των 

ιστών που χρησιµοποιούνται ως πηγή DNA για ευαίσθητες αντιδράσεις PCR ή η 

παρουσία ανασυνδυασµένων ή αρρενοποιηµένων µορίων (βλ. Κεφ. 1. 2. 7) που 

µπορεί να προκαλέσει παρερµηνείες και λάθη. Σχετικά µε τα παραπάνω, πρόσφατη 

µελέτη που διερεύνησε την παρουσία του µορίου F σε καθαρό σπέρµα κατέδειξε ότι 

το µόριο F παύει να ανιχνεύεται όταν το σπέρµα διοχετευτεί µέσα από διάλυµα 

Percoll, γεγονός που αντικρούει τις προγενέστερες παρατηρήσεις και προτείνει τη 

διασφάλιση της σταθερότητας των µηχανισµών της ∆ΜΚ (Venetis et al. 2006). 

 Γ) Οι µηχανισµοί της ∆ΜΚ έχουν διαλευκανθεί περαιτέρω από 

µικροσκοπικές παρατηρήσεις σε σηµασµένα - µε mitotracker green ή blue - 

µιτοχόνδρια του σπέρµατος µυδιών Μ. edulis. Οι παρατηρήσεις υποδεικνύουν ότι η 

τύχη των µιτοχονδρίων του σπέρµατος εξαρτάται από το αν τα ωάρια προέρχονταν 

από θηλεοτόκες ή αρρενοτόκες µητέρες (Cao et al. 2004a, Cogswell et al. 2006). Στα 

αναπτυσσόµενα έµβρυα της πρώτης κατηγορίας, τα 5 ή 6 σπερµατικά µιτοχόνδρια 

διασπείρονται παθητικά, χωρίς να ακολουθούν συγκεκριµένο πρότυπο, µέσα σε µία 

δεξαµενή που αποτελείται από πολυάριθµα µητρικά µιτοχόνδρια και πιθανότατα 

«εξαφανίζονται» µε στοχαστικό τρόπο καθώς το θηλυκό άτοµο αναπτύσσεται (Σχήµα 

1. 8). Με βάση αυτόν το µηχανισµό, είναι θεωρητικά δυνατό να εντοπιστούν, 

περιστασιακά, µόρια Μ σε ιστούς θηλυκών ατόµων – πιθανώς ακόµη και στα 

γαµετικά κύτταρα - µε ευαίσθητες αντιδράσεις PCR. Στα έµβρυα των αρρενοτόκων 

θηλυκών που βρίσκονται στο στάδιο των δύο ή των τεσσάρων κυττάρων, σχεδόν όλα 
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τα σπερµατικά µιτοχόνδρια εντοπίζονται συσπειρωµένα σε µία θέση, στο µεγαλύτερο 

κύτταρο. Το κύτταρο αυτό, που καλείται «CD», είναι εκείνο που θα δηµιουργήσει 

µεταξύ άλλων και τη γαµετική σειρά σε επόµενα αναπτυξιακά στάδια (Verdonk and 

Van Den Biggelaar 1983). Η κατευθυνόµενη τοποθέτηση των σπερµατικών 

µιτοχονδρίων στην αρσενική γονάδα και η επακόλουθη εξάλειψη των µορίων F από 

το σπέρµα (µέσω διαδικασιών που παραµένουν ακόµα άγνωστες) αρκούν ώστε να 

διατηρηθεί η σταθερότητα της ∆ΜΚ. 

 

 
Σχήµα 1. 8. Η κατανοµή των σπερµατικών µιτοχονδρίων στους ιστούς του µυδιού Μ. edulis 

εξαρτάται από το φύλο του αναπτυσσόµενου εµβρύου. Μπλε στίγµατα: σηµασµένα µε 

mitotracker µιτοχόνδρια του σπέρµατος. a, b, c: θηλυκό έµβρυο στο στάδιο των 1, 2 και 4 

κυττάρων, αντίστοιχα. d, e, f: αρσενικό έµβρυο στο στάδιο των 1, 2 και 4 κυττάρων, 

αντίστοιχα. (Τροποποιηµένο από Cogswell et al. 2006). 
 

 

1. 2. 6. Η υπόθεση εργασίας για το µηχανισµό της ∆ΜΚ 

 

 Με βάση όλες τις παρατηρήσεις προτάθηκε ένα γενικό µοντέλο για το 

µηχανισµό της ∆ΜΚ (Zouros 2000, Σχήµα 1. 9). Το µοντέλο προϋποθέτει την ύπαρξη 

τριών παραγόντων (X, W και Ζ) που κωδικοποιούνται από το πυρηνικό γονιδίωµα. Ο 

παράγοντας X εκφράζεται στην αρσενική γονάδα, εφοδιάζοντας τα σπερµατικά 
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µιτοχόνδρια µε µία ουσία που επιτρέπει την αναγνώρισή τους από το ωάριο. Ο 

παράγοντας W εκφράζεται στα ωάρια και αλληλεπιδρά µε τον παράγοντα X, 

οδηγώντας τα σπερµατικά µιτοχόνδρια σε αποσύνθεση. Οι δύο αυτοί παράγοντες 

πρέπει να υπάρχουν σε όλους τους οργανισµούς, ώστε να εξασφαλίζεται η 

µονογονεϊκή κληρονόµηση του mtDNA. 

 Η καινοτοµία στους οργανισµούς µε ∆ΜΚ αφορά στην «ανακάλυψη» ενός 

τρίτου παράγοντα, - παράγοντας Ζ – ο οποίος θα πρέπει να κωδικοποιείται από τον 

πυρήνα και να εκφράζεται µόνο στα θηλυκά γαµετικά κύτταρα (Σχήµα 1. 9). 

Θεωρήθηκαν δύο αλληλόµορφα: το Z, το οποίο παράγει τον παράγοντα και το z που 

δεν τον παράγει. Ο παράγοντας Ζ, όταν εκφράζεται στο ωάριο, συγκρατεί τα 

σπερµατικά µιτοχόνδρια σε µορφή συσσωµατώµατος και αποτρέπει την αποσύνθεσή 

τους. Τα θηλυκά άτοµα µε γονότυπο ΖΖ υποτέθηκε ότι παράγουν τον παράγοντα σε 

µεγάλες συγκεντρώσεις µε πιθανό αποτέλεσµα να γεννούν γιους. Τα ετερόζυγα Ζz 

θηλυκά εκφράζουν τον παράγοντα σε χαµηλότερες ποσότητες και παράγουν ίσο 

περίπου αριθµό αρσενικών και θηλυκών απογόνων, ενώ τα zz γεννούν µόνο κόρες 

διότι δεν παράγουν (ή παράγουν ελάχιστα) τον κυτταροπλασµατικό παράγοντα. 

 

 
Σχήµα 1. 9. Η υπόθεση εργασίας της ∆ΜΚ (βλ. κείµενο - Τροποποιηµένο από Zouros 2000). 
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1. 2. 7. Τα µη-τυπικά αρσενικά µύδια και η υπόθεση της «αρρενοποίησης» 

 

 Σε φυσικούς πληθυσµούς M. edulis, M. trossulus και M. galloprovincialis 

παρατηρούνται αρσενικά άτοµα, τα οποία δεν εµφανίζουν την τυπική εικόνα 

αναφορικά µε το µιτοχονδριακό τους DNA. Τα µη-τυπικά αρσενικά φαίνεται ότι 

στερούνται γονιδιώµατος Μ και εµφανίζονται σαν οµοπλασµικά για έναν F ή σαν 

ετεροπλασµικά για δύο διαφορετικούς F απλότυπους (Hoeh et al. 1997, Saavedra et 

al. 1997, Quesada et al. 1999, Ladoukakis et al. 2002). Με βάση τις παρατηρήσεις 

αυτές προτείνεται η υπόθεση της «αρρενοποίησης» ή της αναστροφής του τρόπου 

µεταβίβασης του mtDNA, σύµφωνα µε την οποία τα γονιδιώµατα τύπου F είναι 

δυνατό να αλλάξουν ρόλο και να εισβάλουν στην πατρική γραµµή κληρονόµησης 

αντικαθιστώντας τα Μ. ∆εδοµένα που συνηγορούν υπέρ της υπόθεσης της 

«αρρενοποίησης» υπάρχουν, µέχρι σήµερα, µόνο για τα είδη του γένους Mytilus. 

Πρόσφατα δηµοσιεύτηκε ένα πλήρες γονιδίωµα του M. trossulus, το οποίο 

θεωρείται από τους συγγραφείς αρρενοποιηµένο (Breton et al. 2006), θεώρηση 

αρκετά επισφαλής καθώς δεν είναι ακόµη πλήρως γνωστά τα τυπικά F και Μ 

γονιδιώµατα του εν λόγω είδους. Οι υπόλοιπες, ως τώρα, µελέτες που αφορούν στο 

θέµα της «αρρενοποίησης» εξετάζουν ένα ή δύο µικρά τµήµατα του mtDNA κυρίως 

µέσω της ανάλυσης των περιοριστικών τους προτύπων (Saavedra et al. 1997, 

Quesada et al. 1999, Ladoukakis et al. 2002). Οι µόνες γνωστές αλληλουχίες 

υποτιθέµενων αρρενοποιηµένων µορίων προέρχονται από τµήµα του γονιδίου COI 

των ειδών M. edulis και M. trossulus (Hoeh et al. 1997), από ένα τµήµα 622 bp της 

COIII και ένα 416 bp του lrRNA του ευρωπαϊκού M. trossulus (Quesada et al. 1999, 

Quesada et al. 2003). Ωστόσο, δεν έχουν προσδιοριστεί τα υποτιθέµενα 

αρρενοποιηµένα µόρια, ούτε έχει µελετηθεί σχολαστικά η δοµή τους στα συγγενή 

είδη M. edulis, και M. galloprovincialis, ιδιαίτερα στην περιοχή ελέγχου (CR) που 

βρέθηκε να εµφανίζει συστηµατικές διαφορές ανάµεσα στα F και στα Μ µόρια (§ 1. 

2. 4). Επιπλέον, δεν έχουν διευκρινιστεί αρκετά ερωτήµατα που θα συµβάλουν στην 

κατανόηση του φαινόµενου. Μερικά από αυτά θα µπορούσαν να διατυπωθούν ως 

εξής: ποιες είναι οι προϋποθέσεις ώστε ένα µόριο F να αλλάξει ρόλο και να 

«αρρενοποιηθεί», πόσο συχνά συµβαίνει κάτι τέτοιο και, τέλος, πώς κατανέµονται τα 

αρρενοποιηµένα µόρια στους ιστούς των ατόµων; 

Η µελέτη της «αρρενοποίησης» µπορεί να αποδειχτεί βασικής σηµασίας για 

την κατανόηση των µηχανισµών της ∆ΜΚ. Μπορεί, εξάλλου, να δώσει απαντήσεις 
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και σε θέµατα που αφορούν στην εξέλιξη του συστήµατος, διότι θεωρητικά κάθε 

γεγονός «αρρενοποίησης» µηδενίζει τη διαφοροποίηση µεταξύ των µητρικώς και των 

πατρικώς µεταβιβαζόµενων µορίων. Είναι συνεπώς πιθανό ότι οι πολλαπλές 

εµφανίσεις της ∆ΜΚ (§ 1. 2. 2), έτσι όπως αποτυπώνονται στα φυλογενετικά δέντρα 

(π. χ. Hoeh et al. 1996, 1997), δεν αποτελούν πραγµατικά γεγονότα εµφάνισης του 

φαινόµενου, αλλά µάλλον γεγονότα αναστροφής του τρόπου µεταβίβασης των 

µορίων. 
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1. 3. Οι οργανισµοί 
 

1. 3. 1. Mytilus galloprovincialis και Mytilus edulis 

 

Το γένος Mytilus (Linnaeus 1758) ανήκει στην οικογένεια Mytilidae. 

Περιλαµβάνει τα είδη M. edulis, M. galloprovincialis, M. trossulus, M. californianus, 

M. desolasionis και M. corsicus. Ο παραπάνω διαχωρισµός δεν είναι απόλυτος διότι 

αφενός πολλά είδη υβριδίζονται µεταξύ τους, γεγονός που φανερώνει ότι δεν υπάρχει 

µεγάλη γενετική ασυµβατότητα, αφετέρου δεν υπάρχει ένας µορφολογικός ή 

γενετικός χαρακτήρας που να κατατάσσει ξεκάθαρα κάθε άτοµο σε ένα από τα είδη 

που αναφέρθηκαν. 

Το είδος Mytilus galloprovincialis (Lamarck 1819) αναφέρεται ως «µύδι της 

Μεσογείου» γιατί θεωρείται ότι κοιτίδα εξάπλωσής του είναι η Μεσόγειος. Στη 

συνέχεια εξαπλώθηκε στη Μαύρη Θάλασσα και στις ευρωπαϊκές ακτές του 

Ατλαντικού. Στη Γαλλία, Βρετανία και Ιρλανδία το είδος εµφανίζεται συµπάτρια µε 

το Μ. edulis. Τα δύο είδη υβριδίζονται εκτεταµένα στις ζώνες επαφής τους (Gosling 

1992). 

 

 

 
Σχήµα 1. 10. Κελύφη από ενήλικα άτοµα των ειδών M. galloprovincialis (A) και M. edulis (B). 

 

 Το Mytilus galloprovincialis είναι γονοχωριστικό. Ο τρόπος φυλοκαθορισµού 

στο µύδι δεν είναι όµως γνωστός. Η γονιµοποίηση είναι εξωτερική. Η πλαγκτονική 

προνύµφη που δηµιουργείται αρχικά, εδραιώνεται σε σκληρό υπόστρωµα µε τη 

βοήθεια «νηµάτων» (βύσσος), όπου και παραµένει για το υπόλοιπο της ζωής της. Οι 

κυριότεροι ιστοί του µυδιού είναι η γονάδα (κατά την περίοδο της αναπαραγωγής 
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φτάνει το 90% της µάζας του οργανισµού), τα βράγχια, ο µανδύας, ο πεπτικός ιστός, 

οι µύες και το πόδι (Gosling 1992). 

 Το είδος Mytilus edulis είναι πολύ συγγενικό µε το Μ. galloprovincialis 

(Σχήµα 1. 10). Είναι πολύ κοινό στις ακτές της Μ. Βρετανίας και της Γαλλίας, ενώ 

απαντάται και στον Καναδά, στις ΗΠΑ στη Χιλή, στα νησιά Φόκλαντ και στην 

Αργεντινή. Όπως και το Μ. galloprovincialis, είναι γονοχωριστικό είδος και τρέφεται 

διηθώντας τη στήλη του νερού. Έχει επίσης σπουδαία οικονοµική σηµασία και 

καλλιεργείται συστηµατικά. 

 

 

1. 3. 2. Donax trunculus 

 

 Το είδος Donax trunculus (Linnaeus 1758, Σχήµα 1. 11) είναι ένα πολύ 

διαδεδοµένο δίθυρο που ανήκει στην οικογένεια Donacidae. Εξαπλώνεται σε θερµές 

και εύκρατες θάλασσες από τη Σενεγάλη µέχρι τις γαλλικές ακτές και τη Μεσόγειο 

(Tebble 1966). Ζει σε αµµώδεις παραλίες, σε βάθος µέχρι 2 m στη Μεσόγειο και 6 m 

στον Ατλαντικό (Gaspar et al. 2002). Είναι γονοχωριστικό είδος και τα ενήλικα 

άτοµα µπορεί να φτάσουν σε µήκος τα 3 cm. Αποτελεί ένα από τα βασικά θηράµατα 

πολλών, µεγαλύτερων σε µέγεθος, σαρκοφάγων δίθυρων και καρκινοειδών και αυτός 

είναι ο λόγος που παρατηρούνται συχνά διάτρητα κελύφη του στις παραλίες. Είναι 

εδώδιµο είδος και παρουσιάζει σηµαντικό οικονοµικό ενδιαφέρον. 

 

 
Σχήµα 1. 11. Κελύφη ενήλικων ατόµων του είδους Donax trunculus. 
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1. 4. Σκοπός της διατριβής 
 

Η παρούσα διατριβή είχε σαν κύριο στόχο τον έλεγχο της υπόθεσης της 

«αρρενοποίησης» και τη µελέτη των εξελικτικών συνεπειών της. 

Σύµφωνα µε την υπόθεση, ένα µητρικώς κληρονοµούµενο µόριο mtDNA 

µετατρέπεται σε πατρικώς κληρονοµούµενο. Όπως αναφέρθηκε, η βασική 

παρατήρηση που υποστήριζε την υπόθεση της «αρρενοποίησης» ήταν ο εντοπισµός 

µη-τυπικών αρσενικών µυδιών, δηλαδή αρσενικών που δεν έφεραν το τυπικό Μ 

µόριο (βλ. Κεφ. 1. 2. 7). Τέτοια αρσενικά µύδια είχαµε εντοπίσει σε προηγούµενες 

µελέτες, µέσω της ανάλυσης των περιοριστικών προτύπων τµηµάτων των κωδικών 

τους περιοχών σε δείγµατα του είδους M. galloprovincialis από τη Μεσόγειο και τη 

Μαύρη Θάλασσα (Ladoukakis et al. 2002, Θεολογίδης 2002). Ο πληθυσµός µάλιστα 

από τη Μαύρη Θάλασσα περιείχε τέτοια αρσενικά σε πολύ υψηλές συχνότητες. 

Ελέγξαµε αρχικά το περιεχόµενο των γονάδων και των σωµατικών ιστών από µη-

τυπικά αρσενικά µύδια του πληθυσµού αυτού αναζητώντας τα υποτιθέµενα 

αρρενοποιηµένα µόρια. Εστιαστήκαµε όχι µόνο στις κωδικές, αλλά κυρίως στη 

ρυθµιστική περιοχή (CR) των µορίων. Η επιλογή αυτή υποκινήθηκε από το γεγονός 

ότι η ρυθµιστική περιοχή εµφανίζει συστηµατικές διαφορές µεταξύ των F και M 

µορίων του µυδιού (Cao et al. 2004b). Επιπλέον, µετά τον εντοπισµό 

ανασυνδυασµένων mtDNA µορίων στη ρυθµιστική περιοχή (CR) µη-τυπικών 

αρσενικών µυδιών Mytilus trossulus (Burzynski et al. 2003), άρχισε να διατυπώνεται 

η υπόθεση ότι η µεταβίβαση των µιτοχονδριακών γονιδιωµάτων µπορεί να συνδέεται 

µε την ενσωµάτωση τµηµάτων CR από τα πατρικά στα µητρικά µόρια, µέσω 

ανασυνδυασµού (Burzynski et al. 2003, Cao et al. 2004b), καθιστώντας τον έλεγχο 

της εν λόγω περιοχής στα µη-τυπικά αρσενικά Μ. galloprovincialis επιβεβληµένο. 

Θεωρήσαµε ότι ο προσδιορισµός της ταυτότητας και της δοµής των 

υποτιθέµενων αρρενοποιηµένων µορίων, εκτός από απόδειξη της υπόθεσης της 

«αρρενοποίησης», θα συνέβαλε στην εξήγηση της φυλογένεσης των F και M µορίων 

και κατ’ επέκταση της εξέλιξης της ίδιας της ∆ΜΚ στην οµοταξία των δίθυρων (βλ. § 

1. 2. 2). Ωστόσο, η εξήγηση της φυλογένεσης φάνηκε να περιορίζεται από την ελλιπή 

γνώση σχετικά µε την εξάπλωση του φαινόµενου στην εν λόγω οµοταξία. Σύµφωνα 

µε τη σηµερινή εικόνα, η ∆ΜΚ απαντάται σε πολύ αποµακρυσµένες υπεροικογένειες, 

ενώ απουσιάζει ακόµα και ανάµεσα σε πολύ συγγενικά είδη (βλ. § 1. 2. 2 και Κεφ. 4. 
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4). Σε αυτά τα πλαίσια, δοκιµάσαµε να εντοπίσουµε το φαινόµενο σε οικογένειες 

δίθυρων για τις οποίες δεν υπάρχουν αναφορές για την παρουσία της ∆ΜΚ, καθώς 

επίσης και σε είδη που ανήκουν σε οικογένειες ή σε γένη των οποίων ορισµένοι 

τουλάχιστον αντιπρόσωποι αποδεδειγµένα την εµφανίζουν. Τα είδη που εξετάσαµε 

ήταν τα εξής: Venus verrucosa, Callista chione, Venerupis decussatus (οικ. 

Veneridae), Arca noae (οικ. Arcidae) και Donax trunculus (οικ. Donacidae). 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2. 1. Συλλογή και επεξεργασία δειγµάτων 
 

2. 1. 1. Mytilus galloprovincialis – Mytilus edulis 

 

Τα δείγµατα που αναλύθηκαν προέρχονταν από περιοχές της Μεσογείου και 

της Μαύρης Θάλασσας. Ανήκαν στο είδος Mytilus galloprovincialis (Gosling 1992). 

Αναλύθηκαν επίσης δείγµατα του είδους Mytilus edulis που είχαν συλλεχθεί στις 

ανατολικές ακτές του Καναδά. 

 Ο προσδιορισµός του φύλου των ατόµων είχε γίνει µε µικροσκοπική µελέτη 

των γονάδων τους στο οπτικό µικροσκόπιο Zeiss σε µεγέθυνση προσοφθάλµιου 

φακού x10 και αντικειµενικού x40. Στη συνέχεια, οι ιστοί των οργανισµών 

τεµαχίζονταν και φυλάσσονταν στους –80οC. 

 

 

2. 1. 2. Donax trunculus 

  

Ενήλικα άτοµα του είδους Donax trunculus συλλέχτηκαν από τις περιοχές 

Faro και Algarve στις νότιες ακτές της Πορτογαλίας. Ο προσδιορισµός του φύλου 

έγινε µε την παρατήρηση του χρώµατος των γονάδων τους (Gaspar et al. 1999). Στη 

συνέχεια τα δείγµατα τοποθετήθηκαν σε διάλυµα αιθανόλης 100% v/v και 

µεταφέρθηκαν στο εργαστήριο. 
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2. 2. Εξαγωγή ολικού DNA 
 

 Η εξαγωγή ολικού DNA έγινε από τµήµα ιστού κάθε ατόµου µε τη µέθοδο της 

πρωτεϊνάσης Κ (Miller et al. 1988). Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή, µικρή ποσότητα 

ιστού κονιορτοποιούταν µε υγρό άζωτο σε σωλήνα eppendorf, όπου κατόπιν 

προστίθονταν 400 µl lysis buffer, 10 µl proteinase K 20 mg/l, 32 µl SDS 10% w/v. Το 

lysis buffer αποτελούταν από 10 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA pH 8 και 400 mM 

NaCl. Το µείγµα επωαζόταν σε υδατόλουτρο 55οC για τουλάχιστο 4 h και 

ακολουθούσε προσθήκη 280 µl κορεσµένου διαλύµατος NaCl (6 Μ), vortex για 15 

min και φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 30 min. Το υπερκείµενο διάλυµα 

λαµβανόταν προσεκτικά και µεταφερόταν σε άλλο σωλήνα, όπου το DNA 

κατακρηµνιζόταν µε προσθήκη ισοπροπανόλης στους –20οC. Μετά από 30 min 

ακολουθούσε νέα φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 15 min και έπειτα προσθήκη 

100 µl οξικού νατρίου (0.3 Μ, pH 5.2) και 250 µl απόλυτης αιθανόλης. Νέα 

φυγοκέντρηση για 10 min, αφαίρεση του υπερκείµενου και ξέπλυµα του ιζήµατος µε 

200 µl αιθανόλης 70% v/v. Η αιθανόλη αφαιρούταν προσεκτικά, το ίζηµα στέγνωνε 

στους 37οC ή σε θερµοκρασία δωµατίου. Το ίζηµα του DNA επαναδιαλυόταν µε 

προσθήκη 100-200 µl «nanopure» H2O. Τέλος, ο έλεγχος της ύπαρξης και της 

ποιότητας του εξαγόµενου DNA γινόταν µε ηλεκτροφόρηση µίας µικρής ποσότητας 

του διαλύµατος (1 µl) σε πήκτωµα αγαρόζης 1% w/v. 

 

 

2. 3. Πολλαπλασιασµός µιτοχονδριακού DNA (PCR) 
 

2. 3. 1. Πολλαπλασιασµός της περιοχής ελέγχου (CR) των µορίων mtDNA από τη 

γονάδα και το σώµα των µη-τυπικών αρσενικών µυδιών 

 

Για την απόκτηση της περιοχής ελέγχου (CR) των µορίων mtDNA του µυδιού 

απαιτήθηκε η σύνθεση πέντε κλώνων που ανέκυψαν από τις γονάδες µη-τυπικών 

αρσενικών ατόµων από τη Μαύρη Θάλασσα. Στον Πίνακα 2. 1 παρουσιάζονται οι 

εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ανάκτηση των εν λόγω κλώνων καθώς και 

η ειδικότητά τους για τον πολλαπλασιασµό αλληλουχιών F και Μ τύπου. 
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Κωδικός Αλληλουχία Ειδικότητα Κλώνος 
lola1 ACA TGA KCT GAG TTC CAG AMC GGY GTR AGC F & M CL1/CL1A/CL1’ 

ssMdl2 GTA TAC ACA CGY TAC ACA CC M CL1/CL1A/CL1’ 
gfm16s-f GCT ACT CTA GGG ATA ACA GCG C F & M CL2 
MG1-r GGC TAA GGA TCT GTA ACA TAC M CL2 

MG2-f CAC GCT TAA CTT CCC TGC CAC TG M CL3 
Vccob-r AAR RAC CAY TCN GGY TGN ACR TG F & M CL3 
MG1-f GTA TGT TAC AGA TCC TTA GCC M CL4 

MG1-r GGC TAA GGA TCT GTA ACA TAC M CL4 
Πίνακας 2. 1: Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ανάκτηση των 4 κλώνων του 

σύνθετου αρρενοποιηµένου CR. 
 

Ο πρώτος κλώνος (CL1) πολλαπλασιάστηκε µε PCR, µε το ζευγάρι εκκινητών 

lola1 και ssMdl2 (Mizi et al. 2005). Οι τελικές συγκεντρώσεις των αντιδρώντων ήταν: 

MgCl2 3 mM, dNTPs 0.2 mM, 0.5 mM από κάθε εκκινητή και Taq DNA πολυµεράση 

(Minotech ή BRL) 0.03 u/µl, σε τελικό όγκο αντίδρασης 20 µl. Ως DNA µήτρα 

(template DNA) προστέθηκε 1 µl ολικού DNA. Οι συνθήκες της αντίδρασης PCR 

ήταν οι εξής: αρχική αποδιάταξη (pre-denaturation) του DNA στους 94οC για 2 min 

και ακολούθως 30 επαναλαµβανόµενοι κύκλοι, καθένας εκ των οποίων περιλάµβανε 

τα εξής τρία στάδια: 1) αποδιάταξη (denaturation) του DNA για 1 min, 2) πρόσδεση 

(annealing) των εκκινητών στους 54οC για 1 min και 3) επιµήκυνση (extension) στους 

72οC για 2 min και 30 sec. Μετά τη συµπλήρωση των 30 κύκλων ακολουθούσε η 

τελική επιµήκυνση (final extension) στους 72οC για 5 min. 

Για τον πολλαπλασιασµό του δεύτερου κλώνου (CL2) χρησιµοποιήθηκαν οι 

εκκινητές gfm16s-f: 5’-GCT ACT CTA GGG ATA ACA GCG C-3’ και MG1-r: 5’-

GGC TAA GGA TCT GTA ACA TAC-3’ σε τελικές συγκεντρώσεις αντιδρώντων 

PCR, που είχαν ως εξής: MgCl2 3 mM, dNTPs 0.2 mM, 0.5 mM από κάθε εκκινητή 

και Taq DNA πολυµεράση (Minotech ή BRL) 0.03 u/µl, σε τελικό όγκο αντίδρασης 

20 µl. Οι συνθήκες της αντίδρασης PCR ήταν όπως περιγράφηκαν παραπάνω µε τη 

διαφορά ότι η πρόσδεση (annealing) των εκκινητών πραγµατοποιήθηκε στους 55 οC. 

Με ανάλογο τρόπο ανακτήθηκε ο κλώνος 3 (CL3) µε τη χρήση των εκκινητών 

MG2-f: 5’-CAC GCT TAA CTT CCC TGC CAC TG-3’ και Vccob-r (Mizi et al. 

2005). Οι συγκεντρώσεις των αντιδρώντων και οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν 

όµοιες µε εκείνες του δεύτερου κλώνου. 

Ο τέταρτος κλώνος (CL4) προέκυψε από το συνδυασµό των εκκινητών MG1-

f: 5’-GTA TGT TAC AGA TCC TTA GCC-3’ και MG1-r: 5’-GGC TAA GGA TCT 
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GTA ACA TAC-3’. Οι συγκεντρώσεις των αντιδρώντων και οι συνθήκες της 

αντίδρασης PCR ήταν: MgCl2 3 mM, dNTPs 0.2 mM, 0.5 mM από κάθε εκκινητή και 

Taq DNA πολυµεράση (Minotech ή BRL) 0.03 u/µl, σε τελικό όγκο αντίδρασης 20 

µl. Οι συνθήκες της αντίδρασης PCR ήταν οι εξής: αρχική αποδιάταξη (pre-

denaturation) του DNA στους 94οC για 2 min και ακολούθως 30 επαναλαµβανόµενοι 

κύκλοι, καθένας εκ των οποίων περιλάµβανε τα εξής τρία στάδια: 1) αποδιάταξη 

(denaturation) του DNA για 1 min, 2) πρόσδεση (annealing) των εκκινητών στους 

45οC για 1 min και 20 sec και 3) επιµήκυνση (extension) στους 72οC για 2 min 20 

sec. Μετά τη συµπλήρωση των 30 κύκλων ακολουθούσε η τελική επιµήκυνση (final 

extension) στους 72οC για 5 min. 

Λόγω του µεγάλου µεγέθους του και των πολλών επαναλαµβανόµενων 

περιοχών που περιέχει, ο κλώνος CL4 δεν ήταν δυνατό να προσδιοριστεί άµεσα σε 

όλο του το µήκος µε τη χρήση εσωτερικών εκκινητών. Για να µελετηθεί το κεντρικό 

τµήµα του ανακτήθηκε ο κλώνος CL1’ µε PCR, χρησιµοποιώντας ως µήτρα DNA τον 

ίδιο τον κλώνο CL4. Οι εκκινητές και οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν όµοιες µε 

εκείνες του κλώνου CL1. 

Μελετήθηκε επιπλέον και το CR των mtDNA µορίων που κυριαρχούν στους 

σωµατικούς ιστούς των µη-τυπικών αρσενικών ατόµων. Για την αναπαράσταση των 

«σωµατικών» CR χρησιµοποιήθηκαν δύο κλώνοι (CL5 και CL6). Οι εκκινητές που 

χρησιµοποιήθηκαν για τη λήψη του κλώνου CL5 ήταν οι lola-1 και tRNA-Y-r (Mizi 

et al. 2005). Το ζεύγος εκκινητών που έδωσε τον κλώνο CL6 ήταν: VD1F-f (5’-TGC 

TGT TGA GGA GAG TGT RAG-3’) και Vccob-r. 

   

 

2. 3. 2. Πολλαπλασιασµός των κωδικών περιοχών των µορίων που περιέχονται 

στη γονάδα και στο σώµα των µη-τυπικών αρσενικών µυδιών 

 

 Τρία τµήµατα επιλέχτηκαν για τη µελέτη της κωδικής περιοχής των mtDNA 

µορίων της γονάδας και των σωµατικών ιστών των µη-τυπικών αρσενικών µυδιών. 

Το πρώτο τµήµα αντιστοιχεί σε µία περιοχή µεγέθους 818 bp περίπου του 

γονιδίου της υποµονάδας ΙΙΙ της κυτοχρωµικής οξειδάσης (COIΙΙΙ). Για τον 

πολλαπλασιασµό του τµήµατος αυτού χρησιµοποιήθηκε το ζευγάρι εκκινητών: 

COIII-FOR και COIII-REV (Stewart et al. 1996). 
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 Το δεύτερο τµήµα αντιστοιχεί σε µία περιοχή µεγέθους 900 bp του γονιδίου 

της υποµονάδας Ι της κυτοχρωµικής οξειδάσης (COI). Για τον πολλαπλασιασµό του 

τµήµατος αυτού χρησιµοποιήθηκε ένα ζευγάρι εκκινητών COI-F και F που 

σχεδιάστηκαν µε βάση την αλληλουχία της Albinaria coerulea. Οι αλληλουχίες των 

εκκινητών είναι οι εξής: COI-F και F. Οι εκκινητές αυτοί πολυµερίζουν τόσο τις Μ 

όσο και τις F τύπου αλληλουχίες. 

 Το τρίτο τµήµα αποτελεί µέρος του γονιδίου ΝD5 µε µέγεθος 1042 bp. Οι 

εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για τον πολλαπλασιασµό του ήταν: ND5F: και 

ND5R. 

 

Εκκινητής Γονίδιο Αλληλουχία εκκινητή Ειδικότητα
COIII-FOR COIII 5’ – TAT GTA CCA GGT CCA AGT CCG TG – 3’ F & M 
COIII-REV COIII 5’ – ATG CTC TTC TTG AAT ATA AGC GTA CC – 3’ F & M 

COI-F COI 5’ - GGT AAR GAT ATA ATT TAY CCR CGG – 3’ F & M 
F COI 5’ – TGT GCT ACM ACR TAR TAA GTA TCA T – 3’ F & M 

ND5F ND5 5’ – CTK CWT TAG TKC AYT CTT CWA C – 3’ F & M 
ND5R ND5 5’ – CCT CAS ACC ACT ARC TGA TAA G – 3’ F & M 
Πίνακας 2. 2: Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ανάκτηση των 3 κωδικών 

περιοχών από τις γονάδες και τους σωµατικούς ιστούς των µη-τυπικών αρσενικών µυδιών. 
 

Οι τελικές συγκεντρώσεις των αντιδρώντων της PCR ήταν: MgCl2 3 mM, 

dNTPs 0.2 mM, 0.5 mM από κάθε primer και  0.03 u/µl Taq DNA πολυµεράση 

(Minotech ή BRL), σε τελικό όγκο αντίδρασης 20 µl. Ως DNA µήτρα (template 

DNA) χρησιµοποιήθηκε 1 µl ολικού DNA. 

 

 

2. 3. 3. Οι αντιδράσεις PCR για τον προσδιορισµό της πλήρους πρωτοδιάταξης 

του αρρενοποιηµένου µορίου 

 

 Η πλήρης πρωτοδιάταξη του αρρενοποιηµένου µορίου προσδιορίστηκε µέσω 

της συνένωσης του σύνθετου CR (§ 2. 3. 1) µε 12 κλώνους, οι οποίοι προέκυψαν από 

αντιδράσεις PCR στην κωδική περιοχή του µορίου. Ο σχεδιασµός των αντιδράσεων 

έγινε µε τέτοιο τρόπο ώστε να υπάρχουν αρκετά σηµαντικές αλληλεπικαλύψεις και 

να είναι δυνατή η συνένωση των κλώνων. Οι κλώνοι και οι εκκινητές που 

χρησιµοποιήθηκαν για την ανάληψή τους παρατίθενται στον Πίνακα 2. 3. Οι 

εκκινητές MG1-r, MG2-f και gfm16s-f αναφέρθηκαν στην παράγραφο 2. 3. 1. Οι 
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υπόλοιποι περιγράφονται από τους Mizi et al. (2005), (online supplementary 

material). Το σύνθετο CR του µορίου προσδιορίστηκε µε τον τρόπο που περιγράφεται 

στην παράγραφο 2. 3. 1. 

 

Πίνακας 2. 3: Οι συνδυασµοί των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό 

της πλήρους πρωτοδιάταξης του αρρενοποιηµένου µορίου. Με αστερίσκο σηµειώνονται οι 

Μ-ειδικοί εκκινητές (και οι θέσεις πρόσδεσής τους αναφέρονται στο πλήρες Μ του M. 

galloprovincialis). 
  

 Οι τελικές συγκεντρώσεις των αντιδρώντων της PCR ήταν: MgCl2 3mM, 

dNTPs 0.2mM, κάθε primer 0.5mM, και Taq DNA πολυµεράση (Minotech ή BRL) 

0.03 u/µl, σε τελικό όγκο αντίδρασης 20 µl. Ως DNA µήτρα (template DNA) 

χρησιµοποιήθηκε 1.0 µl ολικού DNA. Οι συνθήκες της αντίδρασης PCR ήταν ίδιες µε 

αυτές που περιγράφονται στην προηγούµενη παράγραφο, εκτός από την πρόσδεση 

(annealing) των εκκινητών που πραγµατοποιήθηκε στους 46 - 60οC για 1 min και την 

επιµήκυνση (extension) στους 72οC για 1 – 2 min. 

 

 

2. 3. 4. Συλλογή πληθυσµιακών δεδοµένων για το αρρενοποιηµένο µόριο 

 

 Εξετάσαµε τον τύπο της περιοχής ελέγχου του µιτοχονδριακού DNA σε 98 

αρσενικά και 68 θηλυκά µύδια του είδους Mytilus galloprovincialis από πληθυσµούς 

της Μεσογείου και της Μαύρης Θάλασσας. Συνοπτικά, οι δοκιµές που εφαρµόστηκαν 

Κλώνος Εκκινητές Μήκος 
(bp) 

Θέση πρόσδεσης 
στο F (Mizi et al. 

2005) 
Τµήµα Θέση πρόσδεσης 

στο νέο µόριο 

1 MG2-f * /Vccob-r 1615 264(*Μ*)-2069 CR - cytb (CR) 2844-4464 

2 cytb-f / c-r 1675 1911-3586 cytb – UR2 4306-5981 

3 LEU-f / 2-r 1099 3416-4515 tRNA-Leu – ND1 5811-6910 

4 ND1-f / 3-r 1994 4347-6339 ND1 – COIII 6742-8734 

5 COIII-482 / k-r 2074 6029-8102 COIII – tRNA-Arg 8424-10497 

6 i-f / COI-r 1800 7772-9571 ND2 – COI 10167-11966 

7 COI-f / 6-r 1748 9394-11141 COI – ATP6 11789-13536 

8 7-f / TELOS-nd5-r 1875 10996-12870 ATP6 – ND5 13391-15265 

9 o-f / p-r 1022 12703-13724 ND5 – ND6 15098-16119 

10 TELOS-ND6-f / SMALL-r-X 1383 13564-14953 ND6 – 12sRNA 15959-17348 

11 12S-f-X / Lola2 2106 14409-16523 12sRNA – 16sRNA 16804-18918 

12 gfm16s-f / MG1-r* 1312 16462-467 (*M*) 16sRNA – CR 18857-1430 (CR) 
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στον πληθυσµιακό έλεγχο και τα προϊόντα των αντιδράσεων παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 2. 4. 

 Οι συνθήκες όλων των αντιδράσεων που περιγράφηκαν σε αυτήν την 

παράγραφο ήταν όµοιες µε τις συνθήκες που περιγράφηκαν στην παράγραφο 2. 3. 1. 

για τους κλώνους CL2 και CL6. 

 
Συνδυασµός 

εκκινητών 
CR-F (µήκος*) CR-M (µήκος*) CR-σύνθετο (µήκος*) 

gfm16s-f/MG1-r - 732 bp 1703 bp (+ 2491 bp) 

VD1F-f/Vccob-r 1939 bp - - 

Πίνακας 2. 4: Οι συνδυασµοί των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό 

του τύπου της περιοχής ελέγχου (CR) µυδιών M. galloprovincialis από πληθυσµούς της 

Μεσογείου και της Μαύρης Θάλασσας. Ο συνδυασµός των εκκινητών gfm16s-f/MG1-r 

επιτρέπει την ανίχνευση των τύπων Μ και σύνθετου. Η διάκριση µεταξύ των δύο γινόταν µε 

βάση το µέγεθος των προϊόντων της αντίδρασης. Το τυπικό CR-F ανιχνευόταν από την 

παρουσία του προϊόντος που έδινε ο συνδυασµός VD1F-f/Vccob-r. *: Τα µήκη που 

αναφέρονται υπολογίστηκαν µε βάση τα πλήρη mtDNA του M. galloprovincialis (Mizi et al. 

2005). 

 

 

2. 3. 5. Η αναζήτηση της ∆ΜΚ στο είδος Donax trunculus 

 

 Ένα τµήµα µεγέθους 510 bp του γονιδίου της µεγάλης ριβοσωµικής 

υποµονάδας (lrRNA) του είδους Donax trunculus πολλαπλασιάστηκε αρχικά µε τη 

χρήση των universal εκκινητών 16SAR-L (Kocher et al., 1989) and 16SBR-H 

(Palumbi et al., 1996). Για να επιτευχθεί ο πολλαπλασιασµός του εν λόγω τµήµατος 

σε όλες τις κατηγορίες δειγµάτων σχεδιάστηκε νέος εκκινητής (Dt16s-r395) µε βάση 

την αλληλουχία που ανακτήθηκε από το πρώτο ζευγάρι. Ο νέος συνδυασµός 

εκκινητών (16SAR-L / Dt16s-r395) παρήγαγε ένα προϊόν µεγέθους 447 bp σε όλα τα 

δείγµατα. 

 Για τον πολλαπλασιασµό του τµήµατος του γονιδίου του κυτοχρώµατος b 

(Cytb) χρησιµοποιήθηκε ένα άλλο ζεύγος universal εκκινητών (UCYTB144F and 

UCYTB272R, Merritt et al. 1998). Το προϊόν λαµβανόταν από όλες τις κατηγορίες 

δειγµάτων και είχε µέγεθος 480 bp. Επειδή η απόδοση της παραπάνω αντίδρασης δεν 

ήταν πάντοτε ικανοποιητική (ιδιαίτερα στα δείγµατα των αρσενικών γονάδων), 
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σχεδιάσαµε ένα νέο ζεύγος εκκινητών (Dtcytb-f και Dtcytb-r) µε βάση τις ήδη 

ανακτηµένες F και M αλληλουχίες του D. trunculus. Το νέο προϊόν είχε µέγεθος 432 

bp. Συνοπτικά, οι συνδυασµοί των εκκινητών και οι αλληλουχίες τους 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 2. 5. 

 

Γενετικός 
τόπος Ζεύγος εκκινητών Forward (5’ to 3’) Reverse (5’ to 3’) 
lrRNA 16sar/16sbr CGCCTGTTTATCAAAAACAT CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 
lrRNA 16sar/Dt16s-r395 CGCCTGTTTATCAAAAACAT CYYTAATYCAACATCGAGGTC 
Cytb UCYTB144F/UCYTB272R TGAGSNCARATGTCNTWYTG GCRAANAGRAARTACCAYTC 
Cytb Dtcytb-f/Dtcytb-r TGTCGTATTGGGGGGCTACTG GTACCACTCTGGCTGAATGTG 
Πίνακας 2. 5: Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση της ∆ΜΚ στο Donax 

trunculus. 
 

Οι τελικές συγκεντρώσεις των αντιδρώντων της PCR ήταν: MgCl2 3mM, 

dNTPs 0.2mM, primers 0.5mM και Taq DNA πολυµεράση (Minotech ή BRL) 0.03 

u/µl, σε τελικό όγκο αντίδρασης 20 µl. Ως DNA µήτρα (template DNA) προσθέταµε 

1.0 µl ολικού DNA από κάθε κατηγορία ιστού. Οι συνθήκες της αντίδρασης PCR 

ήταν οι εξής: αρχική αποδιάταξη (pre-denaturation) του DNA στους 94οC για 2 min 

και ακολούθως 30 επαναλαµβανόµενοι κύκλοι, καθένας εκ των οποίων περιλάµβανε 

τα εξής τρία στάδια: 1) αποδιάταξη (denaturation) του DNA για 1 min, 2) πρόσδεση 

(annealing) των εκκινητών στους 42-54οC για 1 min ή 1 min 20 sec και 3) 

επιµήκυνση (extension) στους 72οC για 1 min. Μετά τη συµπλήρωση των 30 κύκλων 

ακολουθούσε η τελική επιµήκυνση (final extension) στους 72οC για 5 min. 

 

 

2. 3. 6. Πέψεις των προϊόντων PCR µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες 

 

 Οι πέψεις των προϊόντων των αντιδράσεων PCR µε περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες γινόταν σε διαλύµατα µε τελικό όγκο 20 µl που περιείχαν: 

 

2 µl buffer 10X 

0.2 µl ενζύµου (Minotech 10 u/µl). 

x µl προϊόντος PCR (ανάλογα µε την ποσότητα του προϊόντος) 

20 – (2.2 + x) µl H2O 
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 Το µίγµα επωαζόταν στους 37oC για 3 h και έπειτα ηλεκτροφορούνταν σε 

πήκτωµα αγαρόζης 1.3 – 1.5% που περιείχε βρωµιούχο αιθίδιο και το πήκτωµα 

φωτογραφιζόταν. 

 

2. 4. Κλωνοποίηση των προϊόντων PCR και προσδιορισµός της 

πρωτοδιάταξης των ενθεµάτων 
 

2. 4. 1. Προετοιµασία των προϊόντων PCR για κλωνοποίηση 

 

 Σε ορισµένες περιπτώσεις τα προϊόντα της PCR, πριν κλωνοποιηθούν, 

καθαρίζονταν από τα περισσεύµατα των dNTPs και των εκκινητών καθώς και από τα 

άλατα (MgCl2) για να είναι απρόσκοπτη η δράση της λιγάσης. Ο καθαρισµός γινόταν 

µε ιζηµατοποίηση του DNA µε αιθανόλη (Maniatis et al. 1982). Στο προϊόν της PCR 

προσθέτονταν 12 µl διαλύµατος οξικού νατρίου 3Μ (pH 5,2) (1/10 του τελικού 

όγκου) και νερό µέχρι τα 120 µl. Στη συνέχεια προσθέτονταν 2 όγκοι παγωµένης 

απόλυτης αιθανόλης και µετά από ανακίνηση, το µίγµα τοποθετούνταν στους –80oC 

για 15 - 30 min για να ιζηµατοποιηθεί το DNA. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 

13000 στροφές για 15 min, απόρριψη του υπερκείµενου, ξέπλυµα του ιζήµατος µε 

παγωµένη αιθανόλη 70%. Το ίζηµα αφήνονταν όλη νύχτα για να εξατµισθεί η 

αιθανόλη, επαναδιαλυόταν σε 10-20 µl Η2Ο και φυλασσόταν στους -20oC. 

Ακολουθούσε ποσοτική εκτίµηση του καθαρού προϊόντος της PCR µε οπτικό 

προσδιορισµό αφού είχε αναλυθεί σε πήκτωµα αγαρόζης µαζί µε ένα µάρτυρα DNA 

γνωστής συγκέντρωσης. 

 

 

2. 4. 2. Κατασκευή ανασυνδυασµένων πλασµιδίων 

 

Για την κλωνοποίηση των προϊόντων της PCR χρησιµοποιήθηκε ο φορέας 

κλωνοποίησης pGEM-T Easy vector (Promega). Το µίγµα της αντίδρασης της 

λιγάσης ετοιµαζόταν σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή σε τελικό όγκο 10 

µl και περιείχε:  
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5 µl ligation buffer (2Χ) 

1 µl pGEM – T Εasy vector (50 ng/µl) 

1 µl T4 ligase 

x µl καθαρό (ή µη) προϊόν PCR 

10 – (7 + x) µl H2O 

 

Το τελικό µίγµα επωαζόταν στους 16oC για 8 – 10 h και αποθηκευόταν στους -20oC. 

 

 

2. 4. 3. Μετασχηµατισµός κυττάρων Ε. coli DH5α 

 

 Για την κλωνοποίηση των προϊόντων PCR χρησιµοποιηθήκαν κύτταρα από το 

στέλεχος DH5α του βακτηρίου Escherichia coli. Τα κύτταρα αυτά γίνονταν δεκτικά 

µετασχηµατισµού (competent) και αποθηκεύονταν στους -80oC. 200 µl κυττάρων 

αφήνονταν να ξεπαγώσουν µέσα σε πάγο. Στα κύτταρα αυτά τοποθετούνταν 4 µl από 

το προϊόν της αντίδρασης της λιγάσης και ανακινούνταν ελαφρά. Ακολουθούσε 

επαναφορά στον πάγο για 20 min και στη συνέχεια θερµικό σοκ στους 42oC για 45 

sec. Μετά το θερµικό σοκ βυθίζονταν αµέσως στον πάγο για 2 min και κατόπιν 

προστίθεντο 800 µl θρεπτικού µέσου (LB) σε κάθε σωλήνα. Οι σωλήνες µε τα 

µετασχηµατισµένα κύτταρα επωάζονταν υπό ανακίνηση στους 37oC για 45 - 60 min, 

φυγονεντρούνταν στις 2500 στροφές για 5 min και απλώνονταν σε τριβλία που 

περιείχαν στερεό θρεπτικό (LB + άγαρ) µαζί µε αµπικιλίνη ως επιλεκτικό παράγοντα. 

Ο φορέας κλωνοποίησης (pGEM-T Εasy vectror) εκτός από το γονίδιο 

ανθεκτικότητας στην αµπικιλίνη εµπεριέχει και το γονίδιο µεταβολισµού της 

λακτόζης το οποίο διακόπτεται από το ένθεµα. Για το λόγο αυτό στα ίδια τριβλία είχε 

επιστρωθεί Χ-gal (Sigma) 40µl (20%). Αυτό δίνει τη δυνατότητα να ελεγχθούν οι 

αποικίες που περιέχουν το ένθεµα από εκείνες που περιέχουν µόνο το φορέα. Τα 

βακτήρια αφήνονταν να αναπτυχθούν για 12 - 16 h και ακολουθούσε η συλλογή των 

λευκών αποικιών. 

Η συλλογή των αποικιών γινόταν µε αποστειρωµένα ακρορύγχια. Κάθε λευκή 

αποικία µεταφερόταν σε αριθµηµένη θέση ενός νέου τριβλίου που περιείχε στερεό 

LB και αµπικιλίνη. Το νέο τριβλίο µε τις αριθµηµένες αποικίες επωαζόταν για 12 – 

16 h στους 37oC. 
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2. 4. 4. Έλεγχος θετικών κλώνων 

 

Μικρή ποσότητα από την κάθε αριθµηµένη αποικία µεταφερόταν σε 

αποστειρωµένο σωλήνα eppendorf 0,5 ml που περιείχε 20-100 µl STE buffer (100 

mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8). Αφού ανακινούνταν ισχυρά 

για να διασπαστεί η µάζα των κυττάρων, οι σωλήνες τοποθετούνταν στους 95oC για 

15 min. Στη συνέχεια αφήνονταν να κρυώσουν. 1µl από αυτό το µίγµα αποτελούσε 

τη DNA µήτρα για την PCR που θα ακολουθούσε. Οι εκκινητές που 

χρησιµοποιούνταν κάθε φορά καθώς και οι συνθήκες των αντιδράσεων PCR ήταν 

ίδιες µε αυτές που είχαν χρησιµοποιηθεί για να πολλαπλασιαστεί το αντίστοιχο 

ένθεµα από το ολικό DNA. 

 

 

2. 4. 5. Καθαρισµός του πλασµιδιακού DNA 

 

Τα κύτταρα των κλώνων που επιλέγονταν καλλιεργούνταν για 12 – 16 h σε 5 

ml υγρού θρεπτικού (LB) και κατόπιν χρησιµοποιούνταν για την παραλαβή καθαρού 

πλασµιδιακού DNA. Το πλασµιδιακό DNA καθαριζόταν µε κολώνες QIAGEN ή 

Macherey-Nagel σύµφωνα µε τα πρωτόκολλα των κατασκευαστών. 

 

 

2. 4. 6. Προσδιορισµός της πρωτοδιάταξης των ενθεµάτων 

 

Όλες οι αλληλουχίες που ανακτήθηκαν και παρουσιάζονται στη µελέτη 

προέρχονταν από κλωνοποιηµένα προϊόντα PCR. Η πρωτοταγής δοµή των ενθεµάτων 

προσδιοριζόταν σε αυτόµατο sequencer PT100 της MG Research. Για την ανάγνωση 

των αλληλουχιών χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές που είχαν οµόλογες περιοχές πάνω 

στο πλασµίδιο φορέα pGEM-T easy (SP6: 5’-ATT TAG GTG ACA CTA TAG- 3’ 

και T7: 5’-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3’). Όταν το µέγεθος των 

ενθεµάτων ήταν µεγάλο, ο προσδιορισµός της πρωτοδιάταξής τους περιλάµβανε και 

τη χρήση εσωτερικών εκκινητών (primer walking). 
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2. 5. Ανάλυση αλληλουχιών 
 

Οι αλληλουχίες λαµβάνονταν µε τη µορφή χρωµατογραφηµάτων, 

µετατρέπονταν σε µορφή κειµένου µε το πρόγραµµα CHROMAS 1.4 και 

στοιχίζονταν µε το πρόγραµµα ClustalX v.1.8 (Thompson et al. 1997). Η επεξεργασία 

των αλληλουχιών και η εκτίµηση της γενετικής διαφοροποίησής τους γίνονταν µε το 

πρόγραµµα MEGA v. 3. 1 (Kumar et al. 2004). Για τον υπολογισµό του ρυθµού των 

συνώνυµων (Ks) και µη-συνώνυµων (Ka) αντικαταστάσεων, οι νουκλεοτιδικές 

στοιχίσεις των κωδικών περιοχών προσαρµόστηκαν έτσι ώστε να αντιστοιχούν στις 

στοιχίσεις των αµινοξικών αλληλουχιών. Οι τιµές Ks και Ka υπολογίζονταν από το 

MEGA v3. 1, µε βάση τη µέθοδο Nei-Gojobori και τη διόρθωση των Jukes-Cantor. Η 

επιλογή του κατάλληλου µοντέλου νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων των 

αλληλουχιών τύπου F και Μ των ειδών µε ∆ΜΚ πραγµατοποιήθηκε µε τα 

προγράµµατα PAUP (v.4.0b10, Swofford 2003) και Modeltest (Posada and Crandall 

1998). Η κατασκευή των φυλογενετικών δέντρων µε τις µεθόδους σύνδεσης γειτόνων 

(NJ) και µέγιστης φειδωλότητας (MP) έγινε µε το πρόγραµµα MEGA v3. 1 και της 

µέγιστης πιθανοφάνειας (ML) µε το πρόγραµµα TREEFINDER (Jobb et al. 2004). 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3. 1. Το γονιδίωµα C: ένα νέο µιτοχονδριακό γονιδίωµα στα αδελφά 

είδη Μ. galloprovincialis και Μ. edulis 
 

3. 1. 1. Το κυρίαρχο µιτοχονδριακό γονιδίωµα των γονάδων των µη-τυπικών 

αρσενικών µυδιών 

 

Α. Η περιοχή ελέγχου (CR) 

 

Μελετήσαµε το CR του µιτοχονδριακού DNA µορίων που εντοπίστηκαν στις 

γονάδες µη-τυπικών αρσενικών µυδιών της Μαύρης Θάλασσας1. ∆οκιµάσαµε να 

εντοπίσουµε στοιχεία τύπου Μ στο CR µορίων για τα οποία γνωρίζαµε από 

προηγούµενες αναλύσεις µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες ότι οι κωδικές περιοχές 

τους ήταν F τύπου (Ladoukakis et al. 2002, Θεολογίδης 2002). Οι κλώνοι που 

χρησιµοποιήθηκαν για την αναπαράσταση της περιοχής ελέγχου παρουσίαζαν 

µεγάλες αλληλεπικαλύψεις, ώστε να είναι εφικτή και ακριβής η συνένωσή τους. Για 

τον πολλαπλασιασµό των τµηµάτων του CR χρησιµοποιήθηκαν συνδυασµοί Μ-

ειδικών εκκινητών µε άλλους ειδικούς Μ ή µη-ειδικούς, ώστε να επιτευχθεί ο 

πολλαπλασιασµός τµηµάτων που περιείχαν στοιχεία τύπου Μ (§ 2. 3. 1, Πίνακας 2. 

1). 

 

 
Εικόνα 3. 1. 1: Οι σχετικές θέσεις πρόσδεσης των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για τη 

µελέτη του CR. Με αστερίσκο σηµειώνονται οι ειδικοί Μ εκκινητές. 
 
                                                 
1 Οι κωδικές ονοµασίες των ατόµων-δειγµάτων ήταν: BS12, BS23, BS25, BS33, BS59, BS61, BS68, 
BS81. 
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 Η πρώτη δοκιµή αφορούσε στο ζευγάρι lola1/ssMdl2. Ο εκκινητής ssMdl2 

είναι ειδικός για αλληλουχίες τύπου M (Εικόνα 3. 1. 1). Το προϊόν της PCR από το 

συγκεκριµένο ζεύγος στα τυπικά Μ µόρια αναµενόταν να έχει µέγεθος 370 bp. 

Αντίθετα, τα F µόρια δεν παρήγαγαν κανένα προϊόν. Εντούτοις, όπως φαίνεται στην 

εικόνα 3. 1. 2, το προϊόν που λάβαµε από τις γονάδες των µη-τυπικών αρσενικών 

αναλυόταν ηλεκτροφορητικά σε δύο ζώνες. Καµία από τις τελευταίες δεν 

αντιστοιχούσε στο αναµενόµενο για τυπικό Μ µόριο προϊόν. 

 

 
Εικόνα 3. 1. 2: Η αντίδραση PCR µε τους εκκινητές lola1 και ssMdl2 σε δείγµατα µη 

τυπικών αρσενικών. Το ζεύγος αυτό πολλαπλασιάζει µόνο Μ τύπου αλληλουχίες και δίνει 

προϊόν µεγέθους 370 bp στα τυπικά Μ. Στην περίπτωση όµως των µη-τυπικών αρσενικών 

γονάδων το προϊόν αναλυόταν σε δύο ζώνες µεγαλύτερου µεγέθους. g: γονάδα, s: σωµατικός 

ιστός. 
 

 Τα προϊόντα από κάθε δείγµα κλωνοποιήθηκαν και προσδιορίστηκε η επίπεδο 

αλληλουχία τους. Η µεγάλη ζώνη (ζώνη 1, Εικόνα 3. 1. 2, 1200 bp) αντιστοιχούσε σε 

ένα «υβριδικό» CR, το οποίο ενώ από το 5’ άκρο του (lrRNA) και κατά µήκος του 

VD1 ήταν τύπου F, µετά τις πρώτες 55 βάσεις στη συντηρηµένη περιοχή (CD) 

µετέπιπτε στον τύπο Μ, µέχρι το τέλος του CR. Ακολουθούσε ένα ελλιπές tRNA-Tyr 

(tRNA-Y) και στη συνέχεια ένα τµήµα DNA VD1 τύπου Μ. Ο κλώνος ονοµάστηκε 

CL1A και ήταν πανοµοιότυπος σε όλα τα µη-τυπικά αρσενικά που εξετάστηκαν, 

εκτός από µερικά, στα οποία εµφανιζόταν µία έλλειψη 252 bp στο VD1 (Εικόνα 3. 1. 

3). Ο δεύτερος κλώνος, CL1 (ζώνη 2, Εικόνα 3. 1. 2), είχε µέγεθος 813 bp και 

αποτελούσε ένα CR που έµοιαζε µε το τυπικό Μ, αν και εµφάνιζε µερικές 

ιδιαιτερότητες. Πρώτον, σε σχέση µε το τυπικό Μ απουσίαζε το αρχικό τµήµα του 
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VD1 µεγέθους 179 bp, ενώ µετά το VD2 ακολουθούσε ένα ελλιπές tRNA-Tyr 

ακριβώς όµοιο µε εκείνο του κλώνου CL1A. Τέλος, στο 3’ της αλληλουχίας 

εµφανιζόταν ένα τµήµα VD1-M, όµοιο µε εκείνο του κλώνου CL1A, αλλά επίσης 

όµοιο µε το 5’ άκρο του ίδιου του κλώνου CL1 (Εικόνα 3. 1. 3).  

 
Εικόνα 3. 1. 3: Σχηµατική αναπαράσταση των προϊόντων της αντίδρασης PCR lola1 και 

ssMdl2 από τη γονάδα των µη-τυπικών αρσενικών (γκρι πλαίσιο) σε σχέση µε τα τυπικά CR 

F και Μ. Το ανάποδο τριγωνικό πλαίσιο συµβολίζει την έλλειψη µεγέθους 252 bp που 

εµφάνιζε το VD1 του κλώνου CL1A του δείγµατος BS59g (βλ. επίσης ζώνη 1 - Εικόνα 3. 1. 

2). Το κενό µεταξύ του lrRNA και VD1 στο τυπικό CR-M εκφράζει το µικρότερο µέγεθος του 

VD1-M σε σχέση µε το VD1-F. Η διακεκοµένη γραµµή και το πλαίσιο συµβολίζουν την 

επανάληψη του αρχικού τµήµατος ∆VD1 του κλώνου CL1 στο 3’ άκρο του. Με κόκκινο 

χρώµα σηµειώνονται οι περιοχές που είναι F τύπου και µε µπλε εκείνες που είναι Μ τύπου. 
 

 Η απόλυτη οµοιότητα του 3’ άκρου του κλώνου CL1A µε το 5’ άκρο του 

κλώνου CL1 µας οδήγησε στην υπόθεση ότι το CR της γονάδας των µη-τυπικών 

αρσενικών µυδιών περιείχε ανακατατάξεις και διπλασιασµούς. Θεωρήσαµε ότι ο 

κλώνος CL1A ακολουθούταν από τον κλώνο CL1 και ότι πιθανότατα υπήρχαν και 

άλλες επαναλήψεις στη συνέχεια, καθώς στο 3’ άκρο του CL1 εντοπιζόταν ένα ακόµη 

∆VD1 τύπου Μ. Για να ελέγξουµε την παραπάνω υπόθεση σχεδιάσαµε νέους Μ-

ειδικούς εκκινητές για το CR, βασιζόµενοι στην αλληλουχία του κλώνου CL1 

(εκκινητές MG1-f, MG1-r και MG2-f, § 2. 3. 1., Εικόνα 3. 1. 1) καθώς και έναν µη-

ειδικό (gfm16s-f, § 2. 3. 1) µετατοπισµένο προς το 5’ του lrRNA σε σχέση µε τον lola 

1 (Εικόνα 3. 1. 1). 

 Η απόδειξη ότι ο κλώνος CL1 αποτελούσε τη συνέχεια του κλώνου CL1A στο 

CR των µορίων της γονάδας των µη-τυπικών αρσενικών προέκυψε µέσω της 

αντίδρασης gfm16s-f / MG1-r (κλώνος CL2). Ο προσδιορισµός της πρωτοδιάταξης 
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του κλώνου CL2 κατέδειξε ότι πραγµατικά µετά το VD2-M και το ελλιπές tRNA-Y 

του κλώνου CL1A ακολουθούσε ένα ελλιπές VD1 τύπου Μ (Εικόνα 3. 1. 4). Η 

αλληλοεπικάλυψη των οµόλογων περιοχών των κλώνων CL1Α και CL2 ήταν 

απόλυτη και στα οχτώ άτοµα που εξετάστηκαν. 

 

 
Εικόνα 3. 1. 4: Η επέκταση του κλώνου CL1A επετεύχθη µέσω της αντίδρασης PCR 

gfm16s-f / MG1-r. Η ανάλυση του προϊόντος της (CL2) υποδείκνυε ότι ίσως οι κλώνοι CLl 

και CL1A ήταν συνεχόµενοι και ότι το CR της γονάδας των µη-τυπικών αρσενικών µυδιών 

ήταν σύνθετο. 

 

 Για να προσδιορίσουµε το 3’ άκρο του CR της γονάδας των µη-τυπικών 

αρσενικών δοκιµάσαµε την αντίδραση MG2-f / Vccob-r (κλώνος CL3). Ο εκκινητής 

MG2-f σχεδιάστηκε µε βάση το ∆VD1M του κλώνου CL1 και είναι ειδικός για Μ 

τύπου αλληλουχίες. Η θέση πρόσδεσής του βρίσκεται πιο κοντά προς το 5’ άκρο του 

∆VD1M σε σχέση µε τον εκκινητή MG1-r, ώστε να υπάρχει δυνατότητα 

αλληλοεπικάλυψης των προϊόντων. Ο δεύτερος εκκινητής προσδενόταν στο 3’ άκρο 

του γονιδίου Cytb και δεν εµφάνιζε ειδικότητα F ή Μ. Ο προσδιορισµός του κλώνου 

CL3 αποκάλυψε το τµήµα mtDNA που παρουσιάζεται στην Εικόνα 3. 1. 5.  

 

 
Εικόνα 3. 1. 5: Ο εντοπισµός του 3’ άκρου του σύνθετου CR της γονάδας των µη-τυπικών 

αρσενικών µε την απόκτηση του κλώνου CL3. Ωστόσο, η συνένωσή του µε τους υπόλοιπους 

κλώνους δεν ήταν ακόµα εφικτή. 

 

 Αν και ο κλώνος CL3 φάνηκε να ενώνει το σύνθετο, όπως διαφαινόταν, CR 

των γονάδων των µη-τυπικών αρσενικών µε την κωδική περιοχή του µορίου στο 3’ 

άκρο (το τµήµα του Cytb είχε µέγεθος 843 bp και φαινόταν λειτουργικό - στο µέτρο 

που υπήρχε ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης (βλ. § 3. 1. 1. B), δεν µπορούσε να ενωθεί µε 
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τους υπόλοιπους, διότι έτσι όπως είχαν σχεδιαστεί οι αντιδράσεις PCR δεν υπήρχε 

αλληλοεπικάλυψη µε τον κλώνο CL1. Επιπλέον, υπήρχε µία υποψία ότι το κεντρικό 

τµήµα µπορεί να περιείχε και άλλες επαναλήψεις, καθώς η αλληλοεπικάλυψη των 

κλώνων CL1 / CL2 δεν ήταν απόλυτη σε όλα τα δείγµατα. Για να διαλευκάνουµε τα 

παραπάνω θέµατα προχωρήσαµε στη δοκιµή MG1-f / MG1-r. Επρόκειτο για 

αντίδραση PCR, στην οποία χρησιµοποιήθηκε ο ίδιος εκκινητής (ειδικός για VD1 

τύπου Μ) µε κατεύθυνση 5’ –> 3’ και αντίστροφα (Εικόνα 3. 1. 1). Εάν ο κλώνος 

CL3 ήταν η συνέχεια του CL1, τότε το αναµενόµενο προϊόν της αντίδρασης αυτής θα 

ήταν 801 bp. Ωστόσο, σε όλα τα δείγµατα λάβαµε, όχι µόνο το αναµενόµενο προϊόν 

των 801 bp, αλλά και µία ζώνη µε ακριβώς διπλάσιο µέγεθος (Εικόνα 3. 1. 6). 

 

 
Εικόνα 3. 1. 6: Τα προϊόντα της αντίδρασης PCR µε εκκινητές MG1-f / MG1-r. Οι δύο ζώνες 

αντιστοιχούσαν σε τµήµατα DNA µε µεγέθη 801bp και 1600 bp. 

 

 Η ανάγνωση του µεγάλου προϊόντος της αντίδρασης MG1-f / MG1-r (1600 

bp, κλώνος CL4) αποκάλυψε ότι το κεντρικό τµήµα του CR των µη-τυπικών 

αρσενικών περιείχε, όχι µία, αλλά δύο επαναλήψεις του κλώνου CL1 (CL1 και CL1’, 

Εικόνα 3. 1. 7). Το 3’ άκρο του CL4 ταίριαζε απόλυτα µε το 5’ άκρο του κλώνου 

CL3. 

Τελικά, η συνένωση και η ανάλυση των κλώνων ανέδειξαν 8 πανοµοιότυπες 

αλληλουχίες στην περιοχή του CR, οι οποίες άρχιζαν από τη θέση 16463 του γονιδίου 

lrRNA και ολοκληρώνονταν µέσα στο γονίδιο Cytb στη θέση 2068 σύµφωνα µε το 

πλήρες F mtDNA του Μ. galloprovincialis (Mizi et al. 2005, GenBank AY497292). 

Το µέγεθος των αλληλουχιών κυµαινόταν από 3404 ως 3681 bp. Η λεπτοµερής 

εξέτασή τους και η σύγκρισή τους µε γνωστές αλληλουχίες CR Μ και F mtDNA 
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µορίων του M. galloprovincialis και M. edulis αποκάλυψε µία σύνθετη δοµή που 

εξηγεί και το µεγαλύτερο µέγεθός τους σε σχέση µε τα τυπικά CR. 

Το σύνθετο CR, συγκροτούνταν από τέσσερα επιµέρους CR (CRΙ, CRΙΙ, 

CRΙΙΙ, CRIV), τοποθετηµένα στη σειρά. Όλα τα επιµέρους CR εµφάνιζαν την 

τριµερή δοµή που χαρακτηρίζει τα τυπικά και διαχωρίζονταν από τρία ελλιπή tRNA-

Tyr (Εικόνα 3. 1. 7, Παράρτηµα Ι). 

 

 
 

Εικόνα 3. 1. 7: Α. Σχηµατική αναπαράσταση του σύνθετου CR που εντοπίστηκε στη γονάδα 

των µη-τυπικών αρσενικών µυδιών. Β. Το τυπικό CR τύπου F που εντοπίστηκε στο σώµα των 

ίδιων ατόµων. Γ. Το τυπικό CR τύπου Μ (Cao et al. 2004b, Mizi et al. 2005). CL1, CL1A, 

CL2, CL3, CL4: Οι πέντε κλώνοι που χρησιµοποιήθηκαν για την αναπαράσταση του 

σύνθετου CR. CL5, CL6: Οι δύο κλώνοι που συνέθεσαν το CR-F των σωµατικών ιστών. ∆: 

Έλλειψη. Υ: tRNA-Tyr. Με κόκκινο χρώµα σηµειώνονται οι περιοχές που είναι F τύπου και 

µε µπλε εκείνες που είναι Μ τύπου. 

 

Το πρώτο τµήµα του CRI ήταν F τύπου και περιλάµβανε ολόκληρο το VD1. 

Τρία από τα οχτώ µόρια που αναλύθηκαν εµφάνισαν µία έλλειψη 252 bp σε τούτο το 

τµήµα, δύο από τις οποίες ήταν πανοµοιότυπες, ενώ η τρίτη ήταν µετατοπισµένη 

κατά 23 νουκλεοτίδια προς το 5’ άκρο. Στη συνέχεια ακολουθούσε το πρώτο από τα 

CD του σύνθετου CR (CDI). Αν και η περιοχή αυτή ήταν σχεδόν όµοια µεταξύ των 

M και F µορίων, η µελέτη των µεταβλητών θέσεων της αλληλουχίας αποκάλυψε ότι 
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ήταν τύπου M (Παράρτηµα Ι). Συνεπώς, η θέση µετάπτωσης του µορίου από F σε M 

εντοπίστηκε στο πρώτο τµήµα του CDΙ που είχε µέγεθος 55 νουκλεοτίδια. Το CRΙ 

ολοκληρωνόταν µε ένα VD2 τύπου M. 

Μεταξύ του CRΙ και του CRΙΙ παρεµβαλλόταν ένα κατάλοιπο του tRNA-Tyr 

Μ τύπου µε µέγεθος 37 bp. Το πρώτο τµήµα του CRII ήταν ένα VD1 τύπου Μ που 

εµφάνιζε στην αρχή µία έλλειψη σε σχέση µε τα γνωστά VD1-M, µεγέθους 179 bp. 

Κατά τα άλλα, η αλληλουχία του έµοιαζε σηµαντικά µε το VD1-M του M. edulis. Το 

VD1ΙΙ το διαδεχόταν ένα CDΙΙ, το οποίο ήταν τύπου Μ, όπως τύπου Μ ήταν και το 

τρίτο κοµµάτι του CRII, το VD2ΙΙ. Το ίδιο πρότυπο επαναλαµβανόταν πανοµοιότυπο 

για µία φορά ακόµη, διαµορφώνοντας ένα ακόµα ελλιπές tRNA-Tyr και το CRIII. 

Η µετάβαση από το CRIII στο CRΙV γινόταν ακριβώς µε τον ίδιο τρόπο που 

περιγράφηκε προηγούµενα για το CRΙ, CRII και CRIΙΙ. Το VD1ΙV ήταν όµοιο µε τα 

VD1II και VD1IΙI (τύπος Μ), µε τη διαφορά ότι σε µερικά άτοµα υπήρχαν µικρές 

ελλείψεις των 2-3 bp σε ένα σηµείο που βρισκόταν 71 bp από την αρχή του, όπου 

εντοπίζονταν poly(A) σειρές. Το CDΙV ήταν και αυτό τύπου Μ. Και τα τρία CD 

περιείχαν σε απόλυτα αντίστοιχες θέσεις 6 νουκλεοτίδια που είναι συντηρηµένα 

αποκλειστικά στις τύπου Μ αλληλουχίες που εξετάστηκαν από το M. edulis. Τα τρία 

τελευταία ήταν κοινά και µε το Μ του M. galloprovincialis (Παράρτηµα Ι). Στις 

πρώτες 48 βάσεις του VD2III που ακολουθούσε βρέθηκε το δεύτερο σηµείο 

µετάπτωσης της αλληλουχίας, ή οποία επανερχόταν στον τύπο F, συνέχιζε σαν F στο 

tRNA-Tyr και τελικά στο Cytb, όπου και ολοκληρωνόταν. 

Ταυτόχρονα µε το CR των γονάδων, µελετήθηκε το CR από σωµατικούς 

ιστούς των µη-τυπικών αρσενικών και προσδιορίστηκε η πρωτοταγής δοµή σε 

τέσσερα άτοµα (BS12, BS59, BS61 και BS81). Το CR των σωµατικών ιστών των µη-

τυπικών αρσενικών προέκυψε από τη σύνθεση των κλώνων CL5 και CL6 (Εικόνα 3. 

1. 7. Β). Η ανάλυση των κλώνων αυτών αποκάλυψε ότι το σωµατικό CR ήταν όµοιο 

µε το τυπικό CR-F, όπως περιγράφεται σε προηγούµενες µελέτες (Cao et al. 2004b, 

Mizi et al. 2005). Η συνολική αλληλουχία από το γονίδιο lrRNA ως το Cytb είχε 

µέγεθος 2247 bp, ενώ µόνο το CR είχε µήκος 1194 bp. Σε όλες τις περιπτώσεις 

παρατηρήθηκε µία διαδοχική επανάληψη (tandem repeat) µεγέθους 36 bp στην 

περιοχή του VD1. Ο διπλασιασµός αυτός έχει παρατηρηθεί και σε άλλα τυπικά VD1 

τύπου F σε προηγούµενες µελέτες (π.χ. Cao et al. 2004b, απλότυπος gm.6-F). 

Θεωρήσαµε ότι το σύνθετο CR ανήκε στο πατρικό µόριο. Το µόριο αυτό 

ακολουθούσε προφανώς την πατρική γραµµή κληρονόµησης, διότι εντοπιζόταν 
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σταθερά σε όλες τις γονάδες των µη-τυπικών αρσενικών ατόµων. Το τυπικό CR-F 

αποδόθηκε στο µητρικώς κληρονοµούµενο µόριο mtDNA, καθώς κυριαρχούσε στους 

σωµατικούς ιστούς των παραπάνω ατόµων. 

 

 

Β. Οι κωδικές περιοχές 

 

Το σύνθετο CR γειτονεύει µε τα γονίδια lrRNA και Cytb. Στο 5’ άκρο κάθε 

αλληλουχίας που αναλύσαµε (κλώνος CL2) εντοπίστηκε ένα τµήµα του γονιδίου 

lrRNA µεγέθους 282 bp. 

 

 
Εικόνα 3. 1. 8: N-J (Kimura 2-parameter, 1000 replicates) δενδρόγραµµα που 

κατασκευάστηκε από τµήµα 282 bp του γονιδίου lrRNA από τα µόρια µε το σύνθετο CR 

καθώς και από γνωστά M και F. MgalloF, MgallM: Τα οµόλογα τµήµατα από τα πλήρη F και 

Μ γονιδιώµατα του M. galloprovincialis (GenBank AY497292 και AY363687, αντίστοιχα). 

MedulF, MedulM: Τα οµόλογα τµήµατα από τα πλήρη F και Μ γονιδιώµατα του M. edulis 

(GenBank AY484747 και AY823623, αντίστοιχα). 

 

Τα τµήµατα lrRNA που προηγούνταν του σύνθετου CR συγκροτούσαν έναν 

ξεχωριστό υποκλάδο, ο οποίος οµαδοποιούταν ξεκάθαρα µε τον κλάδο που 

σχηµάτιζαν γνωστές αλληλουχίες τύπου F από τα είδη M. galloprovincialis και M. 

edulis (Εικόνα 3. 1. 8). Η διαφοροποίηση των συγκεκριµένων lrRNA αλληλουχιών 
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από τις F δεν ξεπερνούσε το 2.2%, ενώ µεταξύ αυτών και των Μ κυµαινόταν από 

14% έως 16%, όπως συνέβαινε και µεταξύ των F και Μ (Παράρτηµα ΙΙ). 

Μετά το σύνθετο CR (κλώνος CL3), ακολουθούσε το tRNA-Tyr και ένα 

τµήµα που αποτελεί τις πρώτες 843 βάσεις του κυτοχρώµατος b (Cytb). Το tRNA-Tyr 

ήταν σε όλο το µήκος του (68 bp) πανοµοιότυπο µε το tRNA-Tyr τύπου F των M. 

galloprovincialis και M. edulis. Το Cytb ήταν F, αλλά οµαδοποιήθηκε χωριστά, τόσο 

από δηµοσιευµένες F αλληλουχίες, όσο και από τις F που ανακτήθηκαν από τους 

σωµατικούς ιστούς τεσσάρων από τα οκτώ µη-τυπικά αρσενικά (Εικόνα 3. 1. 9). 

Ήταν φανερό ότι το σύνθετο CR συνόρευε µε κωδικές περιοχές που 

χαρακτηρίζονταν ως F, αλλά διακρίνονταν ξεκάθαρα από εκείνες που εντοπίστηκαν 

στα σωµατικά δείγµατα να περιστοιχίζουν το τυπικό CR-F. ∆ιακρίνονταν επίσης και 

από τις F αλληλουχίες που έχουν δηµοσιευτεί σε προηγούµενες µελέτες, τόσο από το 

είδος M. galloprovincialis όσο και από το M. edulis. 

 
Εικόνα 3. 1. 9: N-J (Kimura 2-parameter, 1000 replicates) δενδρόγραµµα που 

κατασκευάστηκε από τµήµα 843 bp του γονιδίου Cytb αρρενοποιηµένων, M και F µορίων. g: 

γονάδα µη τυπικού αρσενικού, s: σώµα µη τυπικού αρσενικού. MgalloF, MgallM: Τα 

οµόλογα τµήµατα από τα πλήρη F και Μ γονιδιώµατα του M. galloprovincialis (GenBank 

AY497292 και AY363687, αντίστοιχα). MedulF, MedulM: Τα οµόλογα τµήµατα από τα 

πλήρη F και Μ γονιδιώµατα του M. edulis (GenBank AY484747 και AY823623, αντίστοιχα). 
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Τµήµατα των γονιδίων COI, COIII και ND5 είχαν παλαιότερα µελετηθεί στα 

ίδια µη-τυπικά αρσενικά άτοµα µε ανάλυση των περιοριστικών τους προτύπων 

(Θεολογίδης 2002). Σε εκείνη την εργασία είχε αποκαλυφτεί ότι τα άτοµα αυτά 

περιείχαν ένα ή δύο διαφορετικά µόρια που εµφάνιζαν το πρότυπο F. Αποφασίσαµε 

να προσδιορίσουµε την πρωτοδιάταξη των παραπάνω τµηµάτων από δείγµατα 

γονάδων και σωµατικών ιστών για να διερευνήσουµε πόσο συγγενές ήταν τελικά το 

κωδικό τµήµα του µορίου µε το σύνθετο CR µε τα υπόλοιπα F. 

Η πρώτη περιοχή αφορούσε σε τµήµα του γονιδίου COIII µε µέγεθος 818 bp, 

η δεύτερη σε ένα τµήµα του γονιδίου COI µεγέθους 814 bp και η τρίτη περιλάµβανε 

το µεγαλύτερο µέρος (998 bp) του γονιδίου ND5. Όπως προέκυψε από την ανάλυση 

των αλληλουχιών, οι γονάδες των µη-τυπικών αρσενικών περιείχαν ένα µόριο που 

ενώ ήταν F τύπου ήταν συνάµα αρκετά διαφορετικό από το σωµατικό τους F, καθώς 

επίσης και από άλλα τυπικά F των ειδών M. galloprovincialis και M. edulis. 

 Η µελέτη των τριών αποµακρυσµένων από το CR περιοχών του mtDNA µη-

τυπικών αρσενικών µυδιών έδωσε ανάλογα αποτελέσµατα µε εκείνα που αφορούσαν 

στις γειτονικές περιοχές του CR (Εικόνα 3. 1. 10). Τα µόρια των γονάδων είχαν 

σύνθετη περιοχή ελέγχου και κωδικές περιοχές τύπου F, οι οποίες, ωστόσο, 

οµαδοποιούνταν πάντοτε και ανεξαρτήτως γενετικού τόπου σε ξεχωριστό κλάδο από 

τις σωµατικές F καθώς και από άλλες γνωστές F αλληλουχίες. Η µέση νουκλεοτιδική 

απόσταση µεταξύ των σύνθετων µορίων ήταν 0.24% (SE = 0.2, Kimura 2-parameter 

model), ενώ µεταξύ των σύνθετων και των σωµατικών ή των άλλων F ήταν 2.05% 

(SE = 0.4, Kimura 2-parameter model). 

Όλες οι παρατηρήσεις από τη µελέτη του CR και των κωδικών περιοχών των 

µορίων που εντοπίζονταν στις γονάδες των µη-τυπικών αρσενικών µυδιών 

συνηγορούσαν υπέρ της άποψης ότι στο µύδι M. galloprovincialis, εκτός από τα ήδη 

προσδιορισµένα τυπικά F και M γονιδιώµατα, υπήρχε και ένα τρίτο. Το νέο αυτό 

µόριο αποτελούσε µία ξεχωριστή οντότητα µε συγκεκριµένα χαρακτηριστικά: είχε 

σύνθετη ρυθµιστική περιοχή (περιοχή ελέγχου) και τύπου F κωδικές περιοχές, οι 

οποίες όµως οµαδοποιούνταν ξεχωριστά από όλα τα γνωστά F γονιδιώµατα. 

Υποθέσαµε ότι το νέο αυτό σύνθετο γονιδίωµα θα µπορούσε να είναι 

«αρρενοποιηµένο». 
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Εικόνα 3. 1. 10: N-J (Kimura 2-parameter, 1000 replicates) δενδρογράµµατα που 

κατασκευάστηκαν από τµήµατα των γονιδίων COIII (A), COI (B) και ND5 (Γ). g: γονάδα µη 

τυπικού αρσενικού, s: σώµα µη τυπικού αρσενικού. MgalloF, MgallM: Τα οµόλογα τµήµατα 

από τα πλήρη F και Μ γονιδιώµατα του M. galloprovincialis (GenBank AY497292 και 

AY363687, αντίστοιχα). MedulF, MedulM: Τα οµόλογα τµήµατα από τα πλήρη F και Μ 

γονιδιώµατα του M. edulis (GenBank AY484747 και AY823623, αντίστοιχα). 
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Γ. Προσδιορισµός της πλήρους πρωτοδιάταξης του σύνθετου γονιδίωµατος: 

το γονιδίωµα C 

 

 Η ύπαρξη ενός τρίτου γονιδιώµατος mtDNA στο είδος M. galloprovincialis 

φαινόταν πλέον βέβαιη. Για να αποκτήσουµε πλήρη εικόνα για τη δοµή και το 

χαρακτήρα του προχωρήσαµε στον προσδιορισµό ολόκληρης της νουκλεοτιδικής του 

αλληλουχίας. Αρχικά επιχειρήσαµε να ανακτήσουµε όλο το µόριο σε δύο ή τρεις 

κλώνους µε αντιδράσεις long-PCR. Το εγχείρηµα απέτυχε, γεγονός που αποδόθηκε 

στην παλαιότητα των δειγµάτων και στην εκτεταµένη και επανειληµµένη χρήση τους 

σε διάφορες προγενέστερες µελέτες. Η ανάκτηση όλου του µορίου έγινε τελικά 

εφικτή µέσω της σύνθεσης των τµηµάτων του CR (§ 3. 1. 1. Α) και της κωδικής 

περιοχής που ανακτήθηκε µε τη σύνθεση 12 τµηµάτων που ήταν προϊόντα 

συµβατικών αντιδράσεων PCR. Ο σχεδιασµός των αντιδράσεων έγινε µε τέτοιον 

τρόπο ώστε να εξασφαλιστεί η συνένωση των τµηµάτων µε βάση 

αλληλεπικαλυπτόµενες περιοχές τους (§ 2. 3. 3). 

 Το γονιδίωµα είχε συνολικό µέγεθος 19139 bp. Η διαφορά µεγέθους σε σχέση 

µε τα γνωστά F µόρια του γένους Mytilus οφειλόταν αποκλειστικά στη µεγαλύτερη, 

σύνθετη ρυθµιστική του περιοχή (CR, § 3. 1. 1. Α). Η σειρά µε την οποία ήταν 

τοποθετηµένα τα γονίδια κατά µήκος του µορίου, καθώς και ο προσανατολισµός 

τους, ήταν ίδια µε τα γνωστά F και M των M. galloprovincialis και M. edulis (Εικόνα 

3. 1. 11). Αναλυτικά, οι νουκλεοτιδικές αποστάσεις (K) και οι ρυθµοί συνώνυµων 

(Ks) και µη συνώνυµων (Ka) νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων µεταξύ των 

τελευταίων και του νέου µορίου παρουσιάζονται στον Πίνακα 3. 1. 1. Από τον 

Πίνακα 3. 1. 1 απουσιάζουν οι υπολογισµοί που αφορούν στα γονίδια Cytb και ND6. 

Ο λόγος θα εξηγηθεί σε επόµενη παράγραφο (§ 3. 1. 4). Ονοµάσαµε το νέο 

γονιδίωµα C (Compound – εξαιτίας της σύνθετης ρυθµιστικής περιοχής του). Το 

µόριο C αποδείχτηκε πολύ συγγενές µε τα F (βλ. Παράρτηµα ΙΙΙ). Ωστόσο, όπως 

είχαν δείξει και οι προηγούµενες αποσπασµατικές φυλογενετικές αναλύσεις κωδικών 

τµηµάτων του µορίου, δηµιουργούσε έναν ξεχωριστό κλάδο µέσα στα F γονιδιώµατα 

(Εικόνα 3. 1. 12). 
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Εικόνα 3. 1. 11: Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής του γονιδιώµατος C. Η µη κωδική 

περιοχή UR1 που είχε προσδιοριστεί στα τυπικά F και Μ του M. galloprovincialis δεν 

υπάρχει στο νέο γονιδίωµα, διότι το κωδικώνιο λήξης του γονιδίου Cytb βρίσκεται 

µετατοπισµένο κατά 114 νουκλεοτίδια προς το 3’ άκρο (αναλυτικότερα βλ. § 3. 1. 6). 
 

 

 MedulF

 MgalloF

 C

 MgalloM

 MedulM1

 MedulM21 0 0

1 0 0

1 0 0

0,02  
Εικόνα 3. 1. 12: N-J (Kimura 2-parameter, 1000 replicates) δενδρόγραµµα που 

κατασκευάστηκε από τα πλήρη F, M και C γονιδιώµατα (15756 bp) των µυδιών M. edulis και 

M. galloprovincialis. Το CR δεν περιλαµβάνεται στην ανάλυση, ούτε η διπλασιασµένη 

περιοχή του Μ µορίου του M. galloprovincialis (βλ. Mizi et al. 2005). 
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Γενετική απόσταση & (Τυπικό σφάλµα) 

C ως προς F Μ. gallopronincialis / M. edulis C ως προς M M.. galloprovincialis / M. edulis Γενετικός 
τόπος 

K Ks Ka K Ks Ka 

Cytb*       

COII 0.008 (0.003) / 0.008 (0.003) 0.032 (0.010) / 0.032 (0.009) 0.002 (0.001) / 0.000 (0.000) 0.239 (0.019) / 0.221 (0.015) 1.887 (0.124) / 1.398 (0.094) 0.056 (0.017) / 0.059 (0.018) 

ND1 0.014 (0.004) / 0.017 (0.004) 0.051 (0.014) / 0.060 (0.015) 0.003 (0.002) / 0.003 (0.002) 0.263 (0.019) / 0.244 (0.016) 1.289 (0.096) / 1.179(0.095) 0.087 (0.013) / 0.077 (0.013) 

ND4 0.039 (0.005) / 0.038 (0.005) 0.152 (0.017) / 0.152 (0..017) 0.004 (0.002) / 0.003 (0.002) 0.274 (0.018) / 0.280 (0.019) 1.345 (0.101) / 1.579 (0.111) 0.093 (0.012) / 0.085 (0.011) 

COIII 0.038 (0.006) / 0.037 (0.005) 0.155 (0.028) / 0.143 (0.024) 0.003 (0.002) / 0.005 (0.002) 0.249 (0.021) / 0.235 (0.019) 1.592 (0.126) / 1.567 (0.121) 0.060 (0.012) / 0.046 (0.009) 

ND2 0.037 (0.007) / 0.035 (0.006) 0.134 (0.018) / 0.110 (0.017) 0.007 (0.002) / 0.011 (0.003) 0.339 (0.023) / 0.345 (0.026) 1.796 (0.125) 1.761 (0.120) 0.141 (0.028) / 0.148 (0.031) 

ND3 0.026 (0.006) / 0.035 (0.008) 0.101 (0.032) / 0.142 (0.043) 0.004 (0.004) / 0.004 (0.004) 0.144 (0.023) / 0.272 (0.036) 0.679 (0.099) / 2.690 (0.196) 0.030 (0.012) / 0.061 (0.016) 

COI 0.023 (0.004) / 0.017 (0.003) 0.090 (0.030) / 0.059 (0.022) 0.002 (0.001) / 0.003 (0.001) 0.205 (0.008) / 0.221 (0.011) 1.277 (0.081) / 1.619 (0.089) 0.035 (0.005) / 0.033 (0.006) 

ATP6 0.018 (0.004) / 0.020 (0.004) 0.066 (0.017) / 0.071 (0.019) 0.004 (0.003) / 0.004 (0.003) 0.251 (0.018) / 0.264 (0.020) 1.407 (0.161) / 1.470 (0.218) 0.072 (0.010) / 0.084 (0.013) 

ND4L 0.011 (0.007) / 0.007 (0.004) 0.048 (0.023) / 0.031 (0.019) 0.000 (0.000) / 0.000 (0.000) 0.328 (0.041) / 0.329 (0.041) 1.789 (0.126) / 1.767 (0.121) 0.115 (0.024) / 0.097 (0.022) 

ND5 0.020 (0.003) / 0.019 (0.003) 0.072 (0.011) / 0.070 (0.010) 0.003 (0.001) / 0.003 (0.001) 0.293 (0.015) / 0.289 (0.014) 1.357 (0.080) / 1.363 (0.092) 0.113 (0.008) / 0.108 (0.008) 

ND6*       

Πίνακας 3. 1. 1: Γενετικές αποστάσεις (Κ) και ρυθµοί συνώνυµων (Κs) και µη-συνώνυµων αντικαταστάσεων (Κa) του µορίου C από τα τυπικά F και Μ µόρια των M. 

galloprovincialis και M. edulis. 
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3. 1. 2. Η κατανοµή των µορίων F, M και C στα θηλυκά και αρσενικά άτοµα σε 

πληθυσµούς του Μ. galloprovincialis: 

 

A. Πληθυσµιακή µελέτη 

 

 Μετά από τον προσδιορισµό του νέου γονιδιώµατος και αφού αναλύσαµε in 

silico τα περιοριστικά πρότυπα των κωδικών περιοχών του, διαπιστώσαµε ότι τα 

τελευταία συνέπιπταν µε τα περιοριστικά πρότυπα των αντίστοιχων τµηµάτων 

mtDNA που είχαν αναγνωριστεί σε θηλυκές γονάδες, σε προγενέστερες 

πληθυσµιακές µελέτες (Ladoukakis et al. 2002, Θεολογίδης 2002). Αναζητήσαµε και 

αναλύσαµε τα δείγµατα αυτά µε τον ίδιο ακριβώς τρόπο που µελετήσαµε τις γονάδες 

των µη-τυπικών αρσενικών. Οι δοκιµές περιλάµβαναν την αναζήτηση των τεσσάρων 

κλώνων του σύνθετου CR (CL1, CL2, CL3 και CL4) και κατέδειξαν (κρίνοντας µε 

βάση τα µεγέθη των προϊόντων) ότι το σύνθετο CR ήταν πιθανότατα παρόν και σε 

θηλυκές γονάδες µυδιών της Μαύρης θάλασσας και της Μεσογείου. 

 Προσδιορίσαµε την πρωτοδιάταξη του CR σε τρία από αυτά τα θηλυκά άτοµα 

(BS6, BS22 και BS47). Μετά την ανάλυση και επεξεργασία των αλληλουχιών που 

προέκυψαν, διαπιστώσαµε ότι το CR αυτών των θηλυκών γονάδων ήταν 

πανοµοιότυπο µε εκείνο των µη-τυπικών αρσενικών γονάδων (τύπος C, Παράρτηµα 

Ι). Επιπλέον, για να βεβαιωθούµε ότι επρόκειτο για το ίδιο µόριο µελετήσαµε τις 

τρεις κωδικές περιοχές που είχαµε µελετήσει και στην περίπτωση των µη-τυπικών 

αρσενικών γονάδων (COIII, COI και ND5) από δύο άτοµα (BS6 και BS22). Για 

σύγκριση, αναλύσαµε τις ίδιες κωδικές περιοχές και από ένα θηλυκό που δεν 

φαινόταν να περιέχει το σύνθετο µόριο (BS60). Οι αναλύσεις έδειξαν ότι και οι τρεις 

κωδικές περιοχές ήταν πανοµοιότυπες, τόσο µεταξύ των θηλυκών BS6 και BS22, όσο 

και µε εκείνες του γονιδιώµατος C (Εικόνα 3. 1. 13). 
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 BS81g

 BS12g

 BS22

 BS6

 MgalloF

 MedulF

 BS81s

 BS12s

 BS60

 MgalloM

 MedulM

72
99

61
60

95

76

90

100

0.02  
Εικόνα 3. 1. 13: N-J (Kimura 2-parameter, 1000 replicates) δενδρόγραµµα που 

κατασκευάστηκε από τη συνένωση τµηµάτων των γονιδίων COIII, COI και ND5. g: γονάδα 

µη τυπικού αρσενικού, s: σώµα µη τυπικού αρσενικού. BS6, BS22 και BS60: Τρία από τα 

θηλυκά άτοµα που προστέθηκαν στην ανάλυση. MgalloF, MgallM: Τα οµόλογα τµήµατα από 

τα πλήρη F και Μ γονιδιώµατα του M. galloprovincialis (GenBank AY497292 και 

AY363687, αντίστοιχα). MedulF, MedulM: Τα οµόλογα τµήµατα από τα πλήρη F και Μ 

γονιδιώµατα του M. edulis (GenBank AY484747 και AY823623, αντίστοιχα). 
 

 Αν και οι αλληλουχίες του θηλυκού BS60, το οποίο δεν περιείχε το νέο 

σύνθετο µόριο, τοποθετήθηκαν στο «σωµατικό» κλάδο των µη-τυπικών αρσενικών 

υποδηλώνοντας ότι η προηγούµενη απόφασή µας να θεωρήσουµε τα τελευταία 

µητρικής προέλευσης ήταν σωστή, φάνηκε να δηµιουργείται κάποια ασάφεια λόγω 

της ύπαρξης «µη-τυπικών» θηλυκών που περιείχαν ένα µόριο που προηγουµένως 

είχαµε χαρακτηρίσει ως αρρενοποιηµένο. Ότι κληρονοµείται, δηλαδή, µόνο πατρικά. 

Οι νέες παρατηρήσεις φάνηκε να αντικρούουν αυτή τη θέση. Αποφασίσαµε να 

διαλευκάνουµε το θέµα αναζητώντας το τυπικό F µόριο σε αυτά τα «µη-τυπικά» 

θηλυκά, ενώ ταυτόχρονα διεξήγαµε µία ευρύτερη πληθυσµιακή µελέτη για να 

ξεκαθαρίσουµε πού και πόσο συχνά, σε σχέση µε τα τυπικά F και M, απαντάται το 

µόριο C στους πληθυσµούς του M. galloprovincialis. Ο έλεγχος που εφαρµόσαµε 

στηρίχθηκε στη διάκριση των τριών τύπων CR µε ειδικά σχεδιασµένες αντιδράσεις 

PCR. 

 Η διάκριση µεταξύ CR-M και σύνθετου CR έγινε δυνατή µε αντίδραση PCR 

χρησιµοποιώντας τους εκκινητές gfm16s-f και MG1-r (η ίδια αντίδραση που έδωσε 

τον κλώνο CL2, § 2. 3. 1). Με βάση το µέγεθος των προϊόντων της αντίδρασης 
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χαρακτηρίστηκε το είδος ή τα είδη CR που υπάρχουν σε κάποιο δείγµα, καθώς το 

CR-Μ δίνει προϊόν µεγέθους 732 bp, ενώ το σύνθετο αρρενοποιηµένο CR παράγει 

ένα κύριο προϊόν µεγέθους 1703 bp και σε ορισµένες περιπτώσεις µαζί µε ένα πιο 

αχνό µεγέθους 2491 bp. Αντίθετα, η παρουσία CR τύπου F δεν ανιχνεύεται από την 

παραπάνω δοκιµή καθώς ο εκκινητής MG1-r είναι ειδικός για αλληλουχίες CR τύπου 

Μ. Το CR-F εντοπιζόταν µε µία άλλη αντίδραση PCR. Ήταν η αντίδραση που 

προηγουµένως είχε χρησιµοποιηθεί για την ανάκτηση του κλώνου CL6 (§ 2. 3. 1) και 

περιλάµβανε το ζεύγος των εκκινητών VD1F-f και Vccob-r. Η αντίδραση αυτή δίνει 

προϊόν µόνο όταν υπάρχει CR τύπου F στο εκάστοτε δείγµα 

∆ιαπιστώσαµε ότι όλα τα «µη-τυπικά» θηλυκά, τελικά, περιείχαν και το 

τυπικό F µόριο, από ένα εκ των οποίων λάβαµε την αλληλουχία της ρυθµιστικής του 

περιοχής. Η παρουσία του σύνθετου µορίου επιβεβαιώθηκε επίσης και σε 

πληθυσµούς M. galloprovincialis από τη Μεσόγειο. Τα αποτελέσµατα της 

πληθυσµιακής µελέτης συνοψίζονται στον Πίνακα 3. 1. 2. 

 

Πίνακας 3. 1. 2: Η κατανοµή των µορίων C, F και Μ στους ιστούς αρσενικών και θηλυκών 

µυδιών M. galloprovincialis από τη Μεσόγειο και τη Μαύρη Θάλασσα. *: Η παρένθεση 

υποδηλώνει την απουσία σωµατικών δειγµάτων σε αρκετά τυπικά αρσενικά άτοµα. 
 

 Όλα τα αρσενικά άτοµα περιείχαν τουλάχιστον δύο µόρια εκ των οποίων το 

ένα ήταν το τυπικό F. Επιπρόσθετα, εντοπίστηκαν και τριπλασµικά αρσενικά και 

θηλυκά άτοµα (F, M και C, βλ. επίσης στην παράγραφο 3. 1. 3, Εικόνα 3. 1. 16. ΙΙ & 

ΙΙΙ και το Παράρτηµα ΙΙ2, ΙΙ3 και ΙΙ4). Η «συµπεριφορά» του γονιδιώµατος C, όπως 

αποκαλυπτόταν από την πληθυσµιακή ανάλυση των γονιδιωµάτων του µυδιού, δεν 

Αρσενικά  Θηλυκά 

Γονάδα Σώµα 
άτοµα/ 
σύνολο 

(συχνότητα) 
 Γονάδα και σώµα

άτοµα/ 
σύνολο 

(συχνότητα) 

M, F (F, Μ)* 62/98 (0.633)  F 54/68 (0.794) 

C, F F 22/98 (0.224)  F, C 7/68 (0.103) 

C, F F, C 8/98 (0.082)  F, M 5/68 (0.074) 

M, C F, C, M 6/98 (0.061)  F, C, M 2/68 (0.029) 
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έδειχνε να διαφέρει από εκείνη που θα ανέµενε κανείς από ένα πατρικώς 

κληρονοµούµενο µόριο. Η συχνότητά του στα θηλυκά άτοµα δεν διέφερε ουσιαστικά 

από την αντίστοιχη του Μ γονιδιώµατος σε αυτά (SE=0.0368). Ο εντοπισµός των 

γονιδιωµάτων C και Μ σε θηλυκά άτοµα θα µπορούσε να οφείλεται σε διαρροή του 

mtDNA του σπέρµατος, όπως είχε νωρίτερα εκφραστεί αναφορικά µε τον εντοπισµό 

του Μ µορίου σε θηλυκούς ιστούς (Stewart et al. 1995, Garrido-Ramos et al. 1998, 

Dalziel and Stewart 2002), ή ακόµη και σε περιστασιακή, παθητική µεταβίβαση 

πατρικών µορίων µέσω των θηλυκών γαµετών (Obata and Komaru 2005). Με τον 

ίδιο τρόπο ήταν δυνατό να εξηγηθεί και η παρουσία αρσενικών και θηλυκών 

τριπλασµικών ατόµων, δηλαδή ατόµων που περιείχαν και τα τρία γονιδιώµατα (§ 4. 

3). Το σύνθετο γονιδίωµα βρέθηκε, τέλος, και σε σωµατικούς ιστούς των µη-τυπικών 

αρσενικών, γεγονός που θα µπορούσε να αποδοθεί είτε σε διαρροή πατρικού 

mtDNA, είτε σε µόλυνση των σωµατικών δειγµάτων από υλικό της γονάδας κατά την 

αποµόνωση του DNA. 

 

 

Β. Μη ύπαρξη οµοπλασµικών αρσενικών ατόµων: αναθεώρηση των 

αποτελεσµάτων Saavedra et al. (1997) 

 

 Σύµφωνα µε την πληθυσµιακή µελέτη (§ 3. 1. 2. Α), τα αρσενικά άτοµα M. 

galloprovincialis της Μαύρης Θάλασσας που παλαιότερα θεωρούνταν οµοπλασµικά 

(Ladoukakis et al. 2002, Θεολογίδης 2002) περιείχαν τελικά δύο µόρια, ένα εκ των 

οποίων ήταν το C. Η αδυναµία εντοπισµού του δεύτερου µορίου οφειλόταν στην 

ταυτότητα των περιοριστικών προτύπων των δύο πανοµοιότυπων µορίων, του F και 

του C, στις περιοχές που αναλύθηκαν. Μετά τον προσδιορισµό του σύνθετου CR που 

χαρακτήριζε το µόριο C, η διάκρισή τους κατέστη ευκολότερη. Ωστόσο, υπήρχαν και 

άλλες µελέτες που ανέφεραν την παρουσία οµοπλασµικών αρσενικών M. 

galloprovincialis (Saavedra et al. 1997). Με βάση µάλιστα αυτές τις παρατηρήσεις 

είχε προταθεί ότι η «αρρενοποίηση» θα µπορούσε να έχει σαν αφετηρία την αποτυχία 

εισόδου του Μ µορίου σε ένα αρσενικό άτοµο και την επακόλουθη αντικατάστασή 

του από το µόριο F. Ήταν προφανές ότι η παρατήρηση οµοπλασµικών αρσενικών 

ατόµων έχει σοβαρές συνέπειες στην κατανόηση του φαινόµενου της αναστροφής 

του τρόπου µεταβίβασης του mtDNA στα µύδια. Για αυτόν το λόγο προχωρήσαµε 
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στην επανεξέταση των µη-τυπικών αρσενικών M. galloprovincialis που αναφέρονταν 

από τους Saavedra et al. (1997). 

 Οι Saavedra et al. (1997), µελετώντας τον τύπο των µορίων που περιέχονταν 

σε αρσενικά και θηλυκά άτοµα του είδους M. galloprovincialis µέσω της ανάλυσης 

των περιοριστικών προτύπων ενός τµήµατος του γονιδίου COIII, κατέληξαν στην 

παρατήρηση οµοπλασµικών αρσενικών µυδιών. Τα περισσότερα από αυτά ήταν 

απόγονοι του τυπικού αρσενικού ατόµου M70. Επαναλάβαµε τη δοκιµή των 

Saavedra et al. (1997) για το τµήµα του COIII, ενώ παράλληλα µελετήσαµε το CR 

καθώς και τα περιοριστικά πρότυπα ενός τµήµατος 1108 bp του γονιδίου COI. Ο 

τύπος του CR προσδιορίστηκε µέσω δοκιµών PCR µε το ζεύγος των εκκινητών 

lola1/ssMdl2. Όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 3. 1. 1. A, η αντίδραση αυτή 

παράγει ένα προϊόν µεγέθους 370 bp παρουσία του τυπικού Μ µορίου και δύο 

προϊόντα µε µεγέθη 1200 bp και 813 bp όταν υπάρχει το µόριο C. Αντίθετα, δεν 

παράγεται κανένα προϊόν παρουσία του µορίου F.  

 Αν και η επανάληψη της δοκιµής για το COIII έδωσε παρόµοια 

αποτελέσµατα µε εκείνα που είχαν λάβει οι Saavedra et al. (1997) -Εικόνα 3. 1. 14. 

Β- η µελέτη των δύο άλλων γενετικών τόπων αποκάλυψε ότι το µόριο Μ ήταν παρόν 

σε όλα τα αρσενικά άτοµα (Εικόνα 3. 1. 14, Α και Γ). Η αδυναµία εντοπισµού του Μ 

προτύπου στο γονίδιο COIII αποδόθηκε σε πιθανή µεταλλαγή κάποιας από τις 

περιοχές πρόσδεσης των εκκινητών (Theologidis et al. 2007a). Σύµφωνα µε τις 

παραπάνω παρατηρήσεις, όλα τα αρσενικά άτοµα της µελέτης των Saavedra et al. 

(1997) είχαν κληρονοµήσει το πατρικό Μ γονιδίωµα του πατέρα τους. ∆εν υπήρχαν 

ενδείξεις «αρρενοποίησης» και συνεπώς η τελευταία εξακολουθούσε να σχετίζεται 

αποκλειστικά και µόνο µε την παρουσία του γονιδιώµατος C. 
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Εικόνα 3. 1. 14: Προϊόντα PCR από τους απογόνους των αρσενικών γονέων M70 και M54 

(βλ. Saavedra et al. 1997). Σειρές 1-4: αρσενικοί απόγονοι που θεωρούνταν µη τυπικοί. 

Σειρές 5-7: αρσενικοί τυπικοί απόγονοι. Σειρά 8: θηλυκό άτοµο. M: Fermentas 1 kb Ladder 

Mix. A: Τµήµα 370 bp του CR πολλαπλασιασµένο µε ειδικούς Μ εκκινητές (βλ. § 3. 1. 1. Α). 

B: Τµήµα 860 bp του γονιδίου COIII που υποβλήθηκε σε πέψη µε το ένζυµο BamHI. Το 

προϊόν τύπου F δεν περιέχει περιοριστική θέση, αντίθετα µε το M. Γ: Τµήµα 1108 bp του 

γονιδίου COI και πέψη µε το ένζυµο BamHI. Όµοια µε την περίπτωση του COIII, το τµήµα F 

δεν περιέχει περιοριστική θέση σε αντίθεση µε το Μ που κόβεται σε δύο τµήµατα µε µεγέθη 

659 bp και 449 bp. 
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3. 1. 3. Η παγκόσµια εξάπλωση του γονιδιώµατος C στα αδελφά είδη M. 

galloprovincialis και M. edulis 

 

 Έχοντας πλέον στη διάθεσή µας ολόκληρη την πρωτοδιάταξη του µορίου C 

και έχοντας βεβαιωθεί για την ύπαρξή του στους πληθυσµούς Μ. galloprovincialis 

της Μαύρης Θάλασσας και της Μεσογείου, θεωρήσαµε σκόπιµο να το συγκρίνουµε 

µε τµήµατα γονιδίων που είχαν παλαιότερα δηµοσιευτεί και αφορούσαν σε 

υποτιθέµενα αρρενοποιηµένα µόρια Μ. edulis (Hoeh et al. 1997) και Μ. trossulus 

(Quesada et al. 1999, Quesada et al. 2003). Από όλα όσα δοκιµάσαµε, βρήκαµε έναν 

απλότυπο που εµφάνιζε εκπληκτική οµοιότητα (>99%) σε ένα τµήµα 622 bp του 

γονιδίου COI µε το οµόλογο τµήµα του µορίου C. Ο συγκεκριµένος απλότυπος 

προερχόταν από µη-τυπικό αρσενικό άτοµο από πληθυσµό του Μ. edulis του Καναδά 

και θεωρούνταν «αρρενοποιηµένος» (Hoeh et al. 1997, απλότυπος Μ. edulis M-A, 

GenBank: U68773). Επιπλέον, εντοπίσαµε πανοµοιότυπες µε του C αλληλουχίες 

τµηµάτων των γονιδίων COI και COIII που δηµοσιεύονταν σε µία πληθυσµιακή 

µελέτη του µυδιού Μ. edulis από τον Καναδά και τη Β. Ευρώπη (Riginos et al. 2004, 

απλότυποι: π. χ. 687NS, 690NS, 707ΝS). Οι αλληλουχίες αυτές ήταν πανοµοιότυπες 

µε τις αλληλουχίες του C από τη Μαύρη Θάλασσα, ενώ διέφεραν σηµαντικά από 

άλλες που είχαν εξαχθεί από µύδια του ίδιου ή γειτονικών πληθυσµών. ∆υστυχώς, 

δεν αναφέρεται το φύλο των ατόµων από όπου προέρχονταν καθώς ο σκοπός της εν 

λόγω µελέτης ήταν διαφορετικός από τον εντοπισµό και τη µελέτη των 

αρρενοποιηµένων µορίων. Οι ενδείξεις ωστόσο για την ύπαρξη του C σε πληθυσµούς 

µυδιών της Αµερικής και του Καναδά ήταν πολύ ισχυρές ώστε να µας ωθήσουν στην 

αναζήτηση και στην ανάλυση δειγµάτων Μ. edulis από µη-τυπικά αρσενικά. 

 Αποκτήσαµε δείγµατα από δύο µη-τυπικά αρσενικά άτοµα Μ. edulis του 

Καναδά, για τα οποία υπήρχαν ενδείξεις παρουσίας ανασυνδυασµένου CR (L. Cao 

and E. Kenchington, προσωπική επικοινωνία) και αναζητήσαµε το σύνθετο CR. Με 

βάση τα µεγέθη των προϊόντων PCR, όπως αναφέρθηκαν στις παραγράφους 3. 1. 1. 

A και 3. 1. 2. Α, διαπιστώσαµε ότι και τα δύο άτοµα το περιείχαν. Στη συνέχεια 

προχωρήσαµε στην ανάκτηση και στον προσδιορισµό των αλληλουχιών των 

τεσσάρων κλώνων που συνέθεσαν και το σύνθετο CR στο M. galloprovincialis (CL1, 

CL2, CL3 και CL4, § 3. 1. 1. Α). Το CR των δύο αρσενικών του Μ. edulis ήταν 

πανοµοιότυπο µε το σύνθετο CR των M. galloprovincialis (Παράρτηµα Ι). Μαζί µε 

αυτό, εντοπίστηκε και το τυπικό CR-F και στα δύο άτοµα, όπως και το CR-M, 
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υποδεικνύοντας τελικά ότι ήταν τριπλασµικά. Τέτοια άτοµα είχαν εντοπιστεί και 

στους πληθυσµούς M. galloprovincialis της Μαύρης Θάλασσας και της Μεσογείου. 

 Μετά από την περιοχή ελέγχου µελετήσαµε τέσσερις κωδικές αλληλουχίες 

αυτών των ατόµων για να ελέγξουµε αν η οµοιότητα των µορίων του Καναδά, της 

Μαύρης Θάλασσας και της Μεσογείου συνεχιζόταν και έξω από το σύνθετο CR. Η 

αλληλουχία του Cytb ανακτήθηκε από τον αντίστοιχο για κάθε άτοµο «κλώνο CL3», 

ενώ για τις υπόλοιπες (εκτός της ND6-srRNA) εφαρµόστηκε η µεθοδολογία που 

περιγράφηκε στην παράγραφο 2. 3. 2. 

 Η φυλογενετική ανάλυση όλων των κωδικών τµηµάτων που ανακτήθηκαν 

από τα δύο αρσενικά άτοµα του Μ. edulis υποστήριζε ισχυρά τη στενή συγγένεια του 

µορίου C της Μαύρης Θάλασσας και της Μεσογείου µε το σύνθετο µόριο του 

Καναδά. Σε όλες τις περιπτώσεις τα µόρια αυτά οµαδοποιούνταν στον ίδιο κλάδο, 

τον κλάδο C, ο οποίος εµφανιζόταν µονοφυλετικός σε κάθε γενετικό τόπο (Εικόνα 3. 

1. 16). Η µέγιστη διαφοροποίηση των µορίων του Καναδά µε τα υπόλοιπα C ήταν 

0.7% και αφορούσε στο Cytb. Η ίδια γενετική απόσταση υφίσταται µεταξύ του 

µορίου C της Μεσογείου (C29, Κεφαλονιά, Παράρτηµα ΙΙ) και των µορίων της 

Μαύρης Θάλασσας στο COI. Στις περιπτώσεις των γονιδίων COI και COIII, το µόριο 

της Μαύρης Θάλασσας φαινόταν πιο συγγενές µε το µόριο του Καναδά, παρά µε 

εκείνο της Μεσογείου. Τα δεδοµένα υποδηλώνουν ότι το µόριο C έχει παγκόσµια 

εξάπλωση µεταξύ των αδελφών ειδών Μ. galloprovincialis και Μ. edulis, 

υποδεικνύοντας, επιπλέον, ότι η «αρρενοποίηση» είναι γεγονός και ότι έχει 

πιθανότατα κοινή αφετηρία στα εν λόγω είδη. 

 

 
Εικόνα 3. 1. 15: Η παγκόσµια εξάπλωση του γονιδιώµατος C. 
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Εικόνα 3. 1. 16: N-J (Kimura 2-parameter, 1000 replicates) δενδρογράµµατα που κατασκευάστηκαν από τµήµατα των γονιδίων Cytb (I), COI (II), COIII (III) και 

ND6-srRNA (IV). Σε τετράγωνο πλαίσιο σηµειώνονται τα δείγµατα γονάδων Μ. edulis από τον Καναδά. MgalloF, MgallM: Τα οµόλογα τµήµατα από τα πλήρη F 

και Μ γονιδιώµατα του M. galloprovincialis (GenBank AY497292 και AY363687, αντίστοιχα). MedulF, MedulM: Τα οµόλογα τµήµατα από τα πλήρη F και Μ 

γονιδιώµατα του M. edulis (GenBank AY484747 και AY823623, αντίστοιχα). BS12, BS23, BS25, BS33, BS45, BS59, BS58, BS61, BS68, BS81: Μη-τυπικά 

αρσενικά M. galloprovincialis. BS6, BS22, BS47, BS60: θηλυκά M. galloprovincialis. C29: Τριπλασµικό αρσενικό άτοµο M. galloprovincialis από πληθυσµό της 

Κεφαλονιάς. 
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3. 1. 4. Έλλειψη ενδείξεων σύγκλισης µεταξύ των γονιδιωµάτων M και C 

 

 Κατά τη συγκριτική µελέτη των γονιδιωµάτων των M. galloprovincialis και 

M. edulis καθώς και του M. trossulus µε το C παρατηρήσαµε ότι οι αµινοξικές 

αλληλουχίες των γονιδίων ND6 και Cytb διέφεραν σε µέγεθος ανάµεσα στα µόρια. 

Συγκεκριµένα, στα µόρια C, Μ. edulis M και Μ. trossulus το γονίδιο ND6 ήταν 

µικρότερο κατά 4 αµινοξέα, ενώ στα ίδια µόρια το γονίδιο Cytb ήταν µεγαλύτερο 

κατά 38 αµινοξέα σε σχέση µε εκείνα των µορίων M. galloprovincialis F, M και M. 

edulis F (Εικόνα 3. 1. 17).  

 Η παρατήρηση οµαδοποιούσε τα µόρια που φαίνεται ότι κληρονοµούνται από 

το σπέρµα (δηλαδή το Μ του Μ. edulis, το C και το πλήρες µόριο του Μ. trossulus 

που θεωρείται «αρρενοποιηµένο») χωριστά από τα µητρικά µόρια (µε εξαίρεση το Μ 

του Μ. galloprovincialis) και θύµιζε την περίπτωση του γονιδίου COII σε είδη µε 

∆ΜΚ της υπεροικογένειας Unionoidea. Όλα τα Μ τύπου µόρια από είδη που έχουν 

µελετηθεί από τις οικογένειες Unionidae, Margaritiferidae και Hyriidae που ανήκουν 

στην υπεροικογένεια εµφανίζουν µία επέκταση µεγέθους 185 αµινοξέων στο αµινικό 

άκρο του γονιδίου COII συγκριτικά µε τα F γονιδιώµατά τους (Curole and Kocher 

2002). Η επέκταση αυτή θεωρείται ότι συνέβη πολύ παλιά κατά την εξέλιξη των 

Unionoidea και πρόσφατα αποδείχτηκε η ύπαρξή της και στο επίπεδο της πρωτεΐνης 

(Chakrabarti et al. 2006). Ως εκ τούτου, εκφράζονται και ελέγχονται πλέον υποθέσεις 

σχετικά µε τη λειτουργική σηµασία που θα µπορούσε να έχει µια τέτοια επέκταση σε 

σχέση µε τον «Μ χαρακτήρα» των πατρικώς κληρονοµούµενων µορίων που τη 

φέρουν. Με άλλα λόγια, ελέγχεται το κατά πόσο ευνοούνται και εγκαθιδρύονται 

συγκεκριµένες αλλαγές στα πατρικώς κληρονοµούµενα µόρια, τα οποία λειτουργούν 

στις αρσενικές γονάδες και στο σπέρµα, δεχόµενα θεωρητικά διαφορετικές 

εξελικτικές πιέσεις σε σχέση µε τα µητρικά. Τέτοιες αλλαγές θα ήταν δυνατό να 

προκαλούν διαφοροποιήσεις στο µέγεθος των µιτοχονδριακών µετάγραφων ή ίσως 

σταθεροποίηση συγκεκριµένων αµινοξικών αντικαταστάσεων µε αποτέλεσµα τη 

σύγκλιση των πατρικών µορίων. 

 Για να ελέγξουµε την πιθανότητα µίας τέτοιας σύγκλισης µελετήσαµε τη 

νουκλεοτιδική στοίχιση των γονιδίων ND6 και Cytb και τα πλαίσια ανάγνωσής τους. 
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Εικόνα 3. 1. 17: Στοίχιση της αµινοξικής αλληλουχίας των µιτοχονδριακών γονιδίων ND6 και Cytb (παρουσιάζονται µόνο οι µεταβλητές θέσεις). MgalloF: M. 

galloprovincialis F, MedulF: M. edulis F, C: µόριο C, MgalloM: M. galloprovincialis M, MedulM1: M. edulis M (haplotype 1). *: Τα σηµεία λήξης των 

αλληλουχιών. Λευκό βέλος: τα σηµεία λήξης των µορίων MgalloF, MedulF και MgalloM. Μαύρο βέλος: τα σηµεία λήξης των µορίων C, M. trossulus και 

MedulM1. 
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∆ιαπιστώσαµε ότι οι αλλαγές στο µήκος των κωδικών περιοχών οφείλονταν 

σε δύο ελλείψεις ενός νουκλεοτίδιου, οι οποίες µετέβαλλαν το πλαίσιο ανάγνωσης. Η 

πρώτη αφορούσε στο γονίδιο ND6 και βρισκόταν 330 νουκλεοτίδια µακριά από το 

σηµείο έναρξης στο µόριο C και στο Μ. trossulus και 325 στο Μ του Μ. edulis 

(Εικόνα 3. 1. 18. Α). Αντίθετα, σε εκείνη τη θέση τα F µόρια δεν εµφανίζουν 

έλλειψη. Ωστόσο, το νουκλεοτίδιο του M. edulis F είναι αβέβαιο και σηµειώνεται µε 

το γράµµα Ν. Η απαλοιφή αυτού του νουκλεοτίδιου οδηγούσε σε αλλαγή του 

πλαισίου ανάγνωσης και στην εµφάνιση του σηµείου λήξης της πρωτεΐνης 12 

νουκλεοτίδια προς το 5’, δηλαδή στο σηµείο που κωδικοποιείται λήξη στα 3 µόρια 

που φαίνονταν βραχύτερα (το C, το Μ του Μ. edulis και το Μ. trossulus). Το ίδιο 

συνέβαινε όταν απαλειφόταν η θυµίνη στην ίδια θέση για το F του Μ. 

galloprovincialis. Θεωρήσαµε ότι η απάντηση στο πρόβληµα θα δινόταν µε την 

απόκτηση περισσότερων αλληλουχιών για το συγκεκριµένο τµήµα και τη σύγκρισή 

τους µε τις προηγούµενες. Ανακτήσαµε τις αλληλουχίες για τρία ακόµη µόρια: ένα C, 

ένα F και ένα Μ. Όπως φαίνεται στην εικόνα 3. 1. 18. Β, τα τρία νέα µόρια, 

ανεξάρτητα του τρόπου κληρονόµησής τους, είχαν την έλλειψη στη θέση 330 και 

συνεπώς διέθεταν τη βραχύτερη «έκδοση» του γονιδίου. 

 Στην περίπτωση του γονιδίου Cytb η εικόνα ήταν η αντίστροφη καθώς το C, 

το Μ του Μ. edulis και το Μ. trossulus ήταν τα µεγαλύτερα. Η διαφορά µεγέθους 

φάνηκε να οφείλεται σε µία έλλειψη, η οποία αυτή τη φορά εντοπιζόταν στη θέση 

1101 της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γονιδίου Cytb των M. galloprovincialis F 

και Μ και M. edulis F (Εικόνα 3. 1. 19. Α). Ανάλογα µε την παραπάνω περίπτωση, η 

προσθήκη ενός νουκλεοτιδίου στα βραχύτερα µόρια µετέφερε το σηµείο λήξης του 

γονιδίου 38 θέσεις προς το 3’ άκρο, εξοµοιώνοντας τα µε τα υπόλοιπα. 

Ακολουθήσαµε όµοια τακτική, όπως προηγουµένως, προσδιορίζοντας την 

αλληλουχία από ένα νέο F µόριο· ένα M. edulis (E4, Εικόνα 3. 1. 19. Β). Η νέα 

αλληλουχία δεν εµφάνιζε την έλλειψη στη θέση 1101 υποδεικνύοντας ότι 

τουλάχιστον αυτό το F µόριο δεν διέφερε από τα πατρικώς κληρονοµούµενα C και 

M. edulis Μ. Το συµπέρασµα αυτό ενισχύεται περαιτέρω από το γεγονός ότι οι 

υποτιθέµενες µη κωδικές περιοχές µεγέθους 114 bp που ακολουθούσαν του Cytb στα 

βραχύτερα F µόρια δεν εµφάνιζαν καµία νουκλεοτιδική διαφορά από τις υπόλοιπες. 

Με δεδοµένο ότι ανήκουν σε διαφορετικά είδη, τότε, αν δεν είχαν κάποια 

λειτουργική σηµασία πιθανότατα θα είχαν συσσωρεύσει σηµειακές µεταλλαγές. 
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Εικόνα 3. 1. 18: Στοίχιση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του 3’ άκρου του γονιδίου ND6. Α: Πριν από την προσθήκη των νέων αλληλουχιών. B: Μετά την 

προσθήκη των αλληλουχιών MgalloF2 (θηλυκό BS60), C2 (Ε4) και MgalloM2 (αρσενικό άτοµο F14). MgalloF: M. galloprovincialis F, MedulF: M. edulis F, C: 

µόριο C, MgalloM: M. galloprovincialis M, MedulM1: M. edulis M (haplotype 1). *: Τα σηµεία λήξης όπως ορίζονται από τους συγγραφείς. Λευκό βέλος: τα 

σηµεία λήξης των µορίων MgalloF, MedulF και MgalloM. Μαύρο βέλος: τα σηµεία λήξης των µορίων C, M. trossulus και MedulM1. Οι µη κωδικές περιοχές 

σηµειώνονται µε πλάγια, µικρά γράµµατα. 
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 Ο έλεγχος για την ανίχνευση σύγκλισης µεταξύ του µορίου C και άλλων 

πατρικώς κληρονοµούµενων µορίων δεν έδωσε καµία θετική ένδειξη. Οι ελλείψεις 

και οι επεκτάσεις που είχαν αρχικά εντοπιστεί στο 3’ των γονιδίων ND6 και Cytb 

αντίστοιχα δεν έδειξαν να είναι συστηµατικές µεταξύ των µορίων που 

κληρονοµούνται µέσω του σπέρµατος, αντίθετα µε ό,τι συµβαίνει στα δίθυρα της 

υπεροικογένειας Unionoidea στο γονίδιο COII. Στην περίπτωση των Mytilidae, οι 

αυξοµειώσεις µεγέθους των κωδικών τµηµάτων θα µπορούσαν να αποτελούν 

ιδιαιτερότητες των συγκεκριµένων µορίων που είχαν µελετηθεί παλαιότερα ή ίσως να 

οφείλονται σε πειραµατικά σφάλµατα κατά τον προσδιορισµό των αλληλουχιών ή 

κατά την ανάλυση και διόρθωσή τους. 

 Εκτός από την προσέγγιση που µόλις παρουσιάστηκε, ελέγξαµε και την 

πιθανότητα σύγκλισης των πατρικών γονιδιωµάτων στο επίπεδο των αµινοξέων. Η 

υπόθεση ήταν ότι στα πατρικά µόρια θα µπορούσαν να ευνοούνται και να 

σταθεροποιούνται συγκεκριµένες αµινοξικές αλλαγές, καθιστώντας ίσως τα µόρια 

αυτά και τα µιτοχόνδρια που τα φέρουν καταλληλότερα στο να λειτουργούν στην 

αρσενική γονάδα και στο σπέρµα. Για τον έλεγχο αυτής της υπόθεσης συγκρίναµε 

όλα τα διαθέσιµα πλήρη γονιδιώµατα των ειδών M. galloprovincialis και M. edulis 

για κάθε πρωτεϊνικό γονίδιο. Προσδιορίσαµε τα συντηρητικά αµινοξέα µεταξύ των 

µητρικών µορίων και µεταξύ των πατρικών ξεχωριστά και κατόπιν εξετάσαµε ποια 

και πόσα από αυτά διατηρούνται στο µόριο C.  

 Εξετάσαµε όλα τα αµινοξέα που κωδικοποιούνται από το µιτοχονδριακό 

γονιδίωµα του Mytilus (συνολικά 3613 αµινοξέα). Κανένα δεν εµφανιζόταν 

αποκλειστικά στα M και στο C, ενώ µόνο ένα αµινοξύ (L256) στο γονίδιο ND2 ήταν 

συντηρητικό ανάµεσα στο C και σε ένα Μ µόριο, εκείνο του M. galloprovincialis. 

Φάνηκε τελικά ότι δεν υπάρχουν ενδείξεις σύγκλισης µεταξύ των µορίων C και Μ, 

ούτε στο επίπεδο των αµινοξικών αντικαταστάσεων. 
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Εικόνα 3. 1. 19: Στοίχιση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του 3’ άκρου του γονιδίου Cytb. Α: Πριν από την προσθήκη της νέας αλληλουχίας. B: Μετά την 

προσθήκη της αλληλουχίας MedulisF2. MgalloF: M. galloprovincialis F, MedulF: M. edulis F, C: µόριο C, MgalloM: M. galloprovincialis M, MedulM1: M. edulis 

M (haplotype 1). *: Τα σηµεία λήξης όπως ορίζονται από τους συγγραφείς. Λευκό βέλος: τα σηµεία λήξης των µορίων MgalloF, MedulF και MgalloM. Μαύρο 

βέλος: τα σηµεία λήξης των µορίων C, M. trossulus και MedulM1. Οι µη κωδικές περιοχές σηµειώνονται µε πλάγια, µικρά γράµµατα. 
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3. 2. Η αναζήτηση της ∆ιπλής Μονογονεϊκής Κληρονοµικότητας 

(∆ΜΚ) σε άλλα είδη 
 

3. 2. 1. Η αποτυχία ανίχνευσης της ∆ΜΚ στα είδη Venerupis decussatus, Venus 

verrucosa, Callista chione (Bivalvia: Veneridae) και Arca noae (Bivalvia: 

Arcidae) 

 

 Ελέγξαµε την πιθανότητα παρουσίας της ∆ΜΚ στα δίθυρα Venerupis 

decussatus, Venus verrucosa, Callista chione και Arca noae (Bivalvia: Arcidae). Η 

µεθοδολογία που εφαρµόστηκε αφορούσε στον πολλαπλασιασµό δύο τµηµάτων 

mtDNA από σωµατικούς ιστούς και γονάδες αρσενικών και θηλυκών ατόµων και 

στην ανάλυση των περιοριστικών τους προτύπων, µε στόχο την παρατήρηση 

περιπτώσεων ετεροπλασµίας που να σχετίζονται µε το φύλο. Τέτοιου είδους 

παρατηρήσεις θα αποτελούσαν σοβαρή ένδειξη για τη ύπαρξη της ∆ΜΚ σε κάποιο 

από τα εν λόγω είδη. 

 Οι περιοχές του mtDNA που αναλύθηκαν αντιστοιχούσαν σε τµήµατα των 

γονιδίων COI και lrRNA. Για την ανάκτηση του τµήµατος του γονιδίου COI µεγέθους 

654 - 710 bp χρησιµοποιήσαµε το συνδυασµό των εκκινητών LCO1490 και 

HCO2198 (Folmer et al. 1994). Το τµήµα 510 bp του γονιδίου lrRNA 

πολλαπλασιάστηκε µε το συνδυασµό των εκκινητών 16sar (Kocher et al. 1986) and 

16sbr (Palumbi 1991). Τα προϊόντα υποβάλλονταν σε πέψεις µε τέσσερα τουλάχιστο 

διαφορετικά περιοριστικά ένζυµα. Αν και ο πολλαπλασιασµός των δύο τµηµάτων 

ήταν επιτυχής σε όλες σχεδόν τις περιπτώσεις, σε καµία από αυτές δεν παρατηρήθηκε 

ετεροπλασµία. 

 Η αποτυχία ανίχνευσης της ∆ΜΚ δεν σηµαίνει απαραίτητα και απουσία της 

από τα παραπάνω είδη. Όπως θα συζητηθεί αναλυτικότερα στην παράγραφο 4. 5, η 

προσέγγιση που εφαρµόστηκε µπορεί να επιβεβαιώσει την ύπαρξη, αλλά δεν µπορεί 

να αποδείξει την απουσία της ∆ΜΚ. Ο προφανέστερος λόγος είναι ότι οι εκκινητές 

που χρησιµοποιήθηκαν πολλαπλασίαζαν τα µητρικά, αλλά όχι και τα πατρικά 

τµήµατα του µιτοχονδριακού DNA. Εναλλακτικά, η αδυναµία εντοπισµού της ∆ΜΚ 

ίσως να οφειλόταν στην παρουσία πολύ πρόσφατης «αρρενοποίησης» και συνεπώς 

στη δυσκολία διάκρισης πολύ συγγενικών πατρικών και µητρικών µορίων µέσω της 

ανάλυσης των περιοριστικών τους προτύπων.  
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3. 2. 2. Η ανίχνευση της ∆ΜΚ στο δίθυρο Donax trunculus (Bivalvia: Donacidae) 

 

Α. Η µελέτη του γονιδίου lrRNA. 

 

 Ελέγξαµε το περιεχόµενο των γονάδων και των σωµατικών ιστών σε 10 

αρσενικά και σε 10 θηλυκά άτοµα του είδους D. trunculus, αναφορικά µε το 

µιτοχονδριακό τους DNA. Αρχικά δοκιµάσαµε να πολλαπλασιάσοµε ένα τµήµα 

µεγέθους 510 bp του γονιδίου της µεγάλης ριβοσωµικής υποµονάδας (lrRNA) µε τη 

χρήση των γενικευµένων - «universal» - εκκινητών 16sar (Kocher et al. 1986) και 

16sbr (Palumbi 1991). Τα µόνα δείγµατα που έδιναν το αναµενόµενο προϊόν ήταν 

εκείνα των αρσενικών γονάδων, γεγονός που αποτέλεσε την πρώτη ένδειξη για την 

ύπαρξη ∆ΜΚ. ∆ύο από αυτά τα προϊόντα κλωνοποιήθηκαν (κλώνοι Dt5-6 και Dt7-7). 

Ακολούθησε προσδιορισµός των αλληλουχίων τους, οι οποίες συγκρίθηκαν µε 

δηµοσιευµένες αλληλουχίες lrRNA από άλλα είδη µαλακίων. Με βάση τις 

συντηρητικές περιοχές που αποκαλύφτηκαν από τις συγκρίσεις, σχεδιάσαµε ένα νέο 

ζεύγος εσωτερικών εκκινητών (Dt16s-f98 και Dt16s-r395, § 2. 3. 5, Πίνακας 2. 5), µε 

σκοπό να πολλαπλασιάσουµε το τµήµα του γονιδίου στους υπόλοιπους ιστούς 

(αρσενικά σώµατα, θηλυκές γονάδες και θηλυκά σώµατα). 

Ο συνδυασµός των εκκινητών 16sar και Dt16s-r395 έδωσε το αναµενόµενο 

προϊόν µεγέθους 447 bp και στις τέσσερις κατηγορίες δειγµάτων (αρσενικές γονάδες, 

αρσενικά σώµατα, θηλυκές γονάδες και θηλυκά σώµατα). Τα προϊόντα από δύο 

θηλυκές γονάδες (Dt2-3 και Dt3-4) και από ένα αρσενικό σώµα (Dt5s) 

κλωνοποιήθηκαν, προσδιορίστηκαν σε επίπεδο αλληλουχίας DNA και συγκρίθηκαν 

µε τις δύο πρώτες των αρσενικών γονάδων (Εικόνα 3. 2. 1). Οι συγκρίσεις αυτές 

αποκάλυψαν ότι οι αλληλουχίες από τις δύο θηλυκές γονάδες και από το αρσενικό 

σώµα ήταν πανοµοιότυπες και διέφεραν από εκείνες των αρσενικών γονάδων κατά 

36.6% (K-distances, Kimura two-parameter model). 

Οι παρατηρήσεις αυτές αποτέλεσαν σοβαρές ενδείξεις για την ύπαρξη 

εκτεταµένης ετεροπλασµίας του mtDNA που σχετίζεται µε το φύλο και συνεπώς 

∆ΜΚ, στο είδος D. trunculus. Ακολουθώντας τη σχετική µε τη ∆ΜΚ σύµβαση, 

ονοµάσαµε «F» τις αλληλουχίες που εντοπίσαµε στις θηλυκές γονάδες και στο 

αρσενικό σώµα (Dt2-3, Dt3-4 και Dt5s) και «Μ» τις αλληλουχίες που είχαν νωρίτερα 

εξαχθεί από τις αρσενικές γονάδες (Dt5-6 και Dt7-7, Εικόνα 3. 2. 2. α). Στη συνέχεια, 

µε in silico ανάλυση, προσδιορίσαµε τα αναµενόµενα περιοριστικά πρότυπα των «F» 
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και «Μ» τύπων για διάφορες περιοριστικές ενδονουκλεάσες που είχαµε στη διάθεσή 

µας, ώστε να προχωρήσουµε σε πληθυσµιακό έλεγχο της υπόθεσης της 

ετεροπλασµίας (Εικόνα 3. 2. 2β).  

 
Εικόνα 3. 2. 1: Α. Οι γενετικές αποστάσεις (κάτω από τη διαγώνιο, K-distances, Kimura 2-

parameter) και το τυπικό τους σφάλµα (πάνω από τη διαγώνιο) µεταξύ τµηµάτων µεγέθους 

447 bp του γονιδίου lrRNA που αποµονώθηκαν από αρσενικά και θηλυκά άτοµα του δίθυρου 

Donax trunculus. Β. Φυλογενετικό δέντρο που κατασκευάστηκε µε τη µέθοδο της «σύνδεσης 

γειτόνων» (Neighbor Joining, N-J, Kimura 2-parameter, 1000 replicates) από τα παραπάνω 

τµήµατα. Dt2-3, Dt2-4: Κλώνοι που αποµονώθηκαν από δύο θηλυκές γονάδες. Dt5-6, Dt7-7: 

Κλώνοι που αποµονώθηκαν από αρσενικές γονάδες. Dt5s: Κλώνος από τους σωµατικούς 

ιστούς αρσενικού ατόµου. 
 

 
Εικόνα 3. 2. 2: α: Στοίχιση των δύο τύπων, F και Μ, τµηµάτων του γονιδίου lrRNA από το 

είδος D. trunculus. Οι αλληλουχίες των εκκινητών έχουν αφαιρεθεί από τα άκρα, 

ελαττώνοντας το µήκος των τελικών προϊόντων από 447 σε 398 bp. β. Περιοριστικοί χάρτες 

των ίδιων τµηµάτων για τα ένζυµα AluI και HinfI. 
 

Για τον πληθυσµιακό έλεγχο, τα προϊόντα της αντίδρασης PCR 16sar/Dt16s-

r395 από δείγµατα 10 αρσενικών γονάδων, 10 αρσενικών σωµάτων, 10 θηλυκών 
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γονάδων και 10 θηλυκών σωµάτων υποβλήθηκαν σε πέψεις µε τις περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες AluI και HinfI. Τα περιοριστικά πρότυπα των προϊόντων 

συµφωνούσαν µε τα προβλεπόµενα από την in silico ανάλυση και αποκάλυψαν ότι 

όλα τα αρσενικά άτοµα ήταν ετεροπλασµικά, ενώ τα θηλυκά ήταν οµοπλασµικά για 

το συγκεκριµένο τµήµα του mtDNA (Εικόνα 3. 2. 3). Συγκεκριµένα, οι αρσενικές 

γονάδες κυριαρχούνταν από τον τύπο Μ (περιείχαν και τον τύπο F, Εικόνα 3. 2. 3, 

στήλες 1-3), ενώ τα αρσενικά σώµατα περιείχαν µόνο τον τύπο F (Εικόνα 3. 2. 3, 4-

6). Όλοι οι ιστοί των θηλυκών ατόµων εµφάνιζαν αποκλειστικά το πρότυπο F 

(Εικόνα 3. 2. 3, 7-12). 

 

 
Εικόνα 3. 2. 3: Ετεροπλασµία που σχετίζεται µε το φύλο στο mtDNA του D. trunculus, όπως 

προκύπτει από την πέψη τµήµατος 447 bp του γονιδίου lrRNA µε την περιοριστική 

ενδονουκλεάση HinfI. Ο τύπος Μ κόβεται σε δύο επιµέρους τµήµατα των 285 bp και 162 bp, 

ενώ ο τύπος F δεν περιέχει καµία περιοριστική θέση και παραµένει ανέπαφος (447 bp). 1-3: 

αρσενικές γονάδες. 4-6: αρσενικά σώµατα. 7-9: θηλυκές γονάδες. 10-12: θηλυκά σώµατα. Μ: 

Fermentas 1 kb Ladder Mix. 
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Β. Η µελέτη του γονιδίου Cytb 

 

Για να επαληθεύσουµε τις παρατηρήσεις που αφορούσαν στην ετεροπλασµία 

του mtDNA του D. trunculus, όπως προέκυπτε από τη µελέτη τµήµατος του lrRNA 

προχωρήσαµε στη µελέτη µίας άλλης περιοχής του µορίου. 

Χρησιµοποιήσαµε ένα ζευγάρι «universal» εκκινητών (Merritt et al. 1998), 

σχεδιασµένο έτσι ώστε να πολλαπλασιάζει µε PCR ένα τµήµα 440 bp µέσα στο 

γονίδιο του κυτοχρώµατος b (Cytb). Αυτή τη φορά η δοκιµή έδωσε τα αναµενόµενα 

προϊόντα σε όλα τα δείγµατα (τα δείγµατα ήταν ακριβώς αυτά που χρησιµοποιήθηκαν 

και στη µελέτη του lrRNA). Τα προϊόντα από 2 αρσενικές και δύο θηλυκές γονάδες 

κλωνοποιήθηκαν. Επιλέχτηκαν τελικά πέντε κλώνοι και προσδιορίστηκαν οι 

αλληλουχίες τους. Οι δύο πρώτες προέρχονταν από 2 θηλυκές γονάδες και οι 

υπόλοιπες τρεις από 2 αρσενικές γονάδες. Η στοίχιση και η σύγκριση των 

αλληλουχιών ανέδειξε ότι: οι δύο κλώνοι από τις θηλυκές γονάδες (Dt2g1 και Dt3g1) 

ήταν σχεδόν πανοµοιότυποι και όµοιοι µε τον έναν από τους τρεις που εντοπίστηκαν 

σε αρσενική γονάδα (Dt7g1). Οι υπόλοιποι δύο που είχαν εξαχθεί από αρσενικές 

γονάδες (Dt5g1 και Dt7g11) ήταν σχεδόν ίδιοι µεταξύ τους, αλλά διέφεραν 

σηµαντικά (κατά 51%) από τους τρεις πρώτους (Εικόνα 3. 2. 4). 

 

 
Εικόνα 3. 2. 4: Α. Οι γενετικές αποστάσεις (κάτω από τη διαγώνιο, K-distances, Kimura 2-

parameter) και το τυπικό τους σφάλµα (πάνω από τη διαγώνιο) µεταξύ τµηµάτων µεγέθους 

440 bp του γονιδίου Cytb που αποµονώθηκαν από αρσενικά και θηλυκά άτοµα του δίθυρου 

Donax trunculus. Β. Φυλογενετικό δέντρο που κατασκευάστηκε µε τη µέθοδο της σύνδεσης 

γειτόνων (Neighbor Joining, N-J, Kimura 2-parameter, 1000 replicates) από τα παραπάνω 

τµήµατα. Dt2g1, Dt3g1: Κλώνοι που αποµονώθηκαν από δύο θηλυκές γονάδες. Dt5g1, 

Dt7g1, Dt7g11: Κλώνοι που αποµονώθηκαν από αρσενικές γονάδες. 
 

Οι τρεις πρώτες αλληλουχίες ονοµάστηκαν F, ενώ οι δύο τελευταίες Μ 

(Εικόνα 3. 2. 5α). Όλες οι αλληλουχίες είχαν ένα ανοιχτό πλαίσιο ανάγνωσης που 

αντιστοιχούσε στο γονίδιο Cytb, όπως προέκυψε µετά από αναζήτηση µέσω του 
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προγράµµατος BLAST σε τράπεζα δεδοµένων. Επίσης, όπως στην περίπτωση του 

lrRNA, προχωρήσαµε σε in silico ανάλυση των περιοριστικών προτύπων των 

αλληλουχιών του γονιδίου Cytb (Εικόνα 3. 2. 5β), ώστε να ελέγξουµε την υπόθεση 

της ετεροπλασµίας σε όλα τα δείγµατα. 

 

 

 
Εικόνα 3. 2. 5: α: Στοίχιση των δύο τύπων, F και Μ, τµηµάτων του γονιδίου Cytb από το 

είδος D. trunculus. Οι εκκινητές έχουν αφαιρεθεί από τα άκρα, ελαττώνοντας το µήκος των 

τελικών προϊόντων από 440 σε 388 bp. β. Περιοριστικοί χάρτες των ίδιων τµηµάτων για τα 

ένζυµα RsaI, TaqI, AluI και HinfI. Μ: A ή C. R: Α ή G. 
 

 Για την πληθυσµιακή δοκιµή χρησιµοποιήσαµε ένα νέο ζεύγος εκκινητών που 

σχεδιάστηκαν ειδικά για τις F και Μ αλληλουχίες του D. trunculus, διότι οι 

«universal» που χρησιµοποιήσαµε αρχικά για την ανάκτηση των F και Μ κλώνων δεν 

είχαν καλή απόδοση σε όλα τα δείγµατα και ιδιαίτερα στις αρσενικές γονάδες. Οι νέοι 

εσωτερικοί εκκινητές (Dtcytb-f και Dtcytb-r), αντίθετα, ήταν επιτυχείς σε όλες τις 

περιπτώσεις. Τα προϊόντα της PCR είχαν µέγεθος 432 bp και υποβλήθηκαν σε πέψεις 

µε τα ένζυµα RsaI και TaqI. Η ανάλυση των περιοριστικών τους προτύπων 

µαρτυρούσε ετεροπλασµία που σχετίζεται µε το φύλο. Όλα τα αρσενικά άτοµα ήταν 

ετεροπλασµικά, ενώ τα θηλυκά ήταν οµοπλασµικά (Εικόνα 3. 2. 6). Οι αρσενικές 

γονάδες περιείχαν κυρίως τον Μ τύπο (ο F τύπος εντοπιζόταν σε ίχνη) ενώ τα 

σώµατα των αρσενικών καθώς και όλοι οι ιστοί των θηλυκών ατόµων κυριαρχούνταν 

από την παρουσία του τύπου F. Σε ορισµένα αρσενικά σώµατα παρατηρήθηκε επίσης 
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σε µικρή ποσότητα και ο τύπος M, γεγονός που οφείλεται είτε σε µόλυνση των 

σωµατικών δειγµάτων µε υλικό της γονάδας, είτε σε «διαρροή» πατρικού mtDNA 

(Stewart et al. 1995, Garrido-Ramos et al. 1998, Dalziel and Stewart 2002). 

 

 
Εικόνα 3. 2. 6: Ετεροπλασµία που σχετίζεται µε το φύλο στο mtDNA του D. trunculus, όπως 

προκύπτει από την πέψη τµήµατος 432 bp του γονιδίου Cytb µε την περιοριστική 

ενδονουκλεάση RsaI. Ο τύπος M δεν περιέχει καµία περιοριστική θέση και παραµένει 

ανέπαφος (432 bp), ενώ ο τύπος F κόβεται σε δύο επιµέρους τµήµατα των 248 bp και 184 bp. 

1-3: αρσενικές γονάδες. 4-6: αρσενικά σώµατα. 7-9: θηλυκές γονάδες. 10-12: θηλυκά 

σώµατα. Μ: Fermentas 1 kb Ladder Mix. 
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3. 3. Τα φυλογενετικά πρότυπα των µορίων F και Μ στα δίθυρα µε 

∆ιπλή Μονογονεϊκή Κληρονοµικότητα 
 

 Όπως αναφέρθηκε στην παράγραφο 1. 2. 2, δύο είναι τα πιο αληθοφανή 

σενάρια για την εξέλιξη της ∆ΜΚ µε βάση την κατανοµή της στις οικογένειες της 

οµοταξίας των δίθυρων: η µοναδική εµφάνιση (µε ενδεχόµενες δευτερογενείς 

εξαφανίσεις σε κάποιους εξελικτικούς κλάδους) και οι πολλαπλές ανεξάρτητες 

εµφανίσεις. Ελέγξαµε τις δύο υποθέσεις µελετώντας τις φυλογενετικές σχέσεις των 

µητρικών και των πατρικών µορίων mtDNA από όλες τις γνωστές οικογένειες µε 

∆ΜΚ. Αν και παρόµοιες µελέτες έχουν πραγµατοποιηθεί στο παρελθόν (Stewart et 

al. 1995, Hoeh et al. 1996, 1997), κρίναµε ότι τα νέα δεδοµένα σχετικά µε την 

υπόθεση της «αρρενοποίησης» (§ 3. 1, 4. 1 και 4. 2), η ανακάλυψη µίας ακόµα 

οικογένειας που εµφανίζει το φαινόµενο (Donacidae, βλ. § 3. 2 και 4. 4), όπως επίσης 

και το πλήθος των νέων αλληλουχιών που έχει δηµοσιευτεί από τότε, θα παρείχαν τη 

δυνατότητα για µία πληρέστερη θεώρηση του ζητήµατος. 

 Συλλέξαµε τµήµατα F και Μ αλληλουχιών από όλες τις οικογένειες δίθυρων 

και τις αναλύσαµε µαζί µε τα οµόλογα τµήµατα γονιδίων από τα πλήρη γονιδιώµατα 

των ειδών Mytilus edulis, Mytilus galloprovincialis, Venerupis philippinarum and 

Inversidens japanensis. Καταλήξαµε σε τρία τµήµατα µιτοχονδριακών γονιδίων για 

τα οποία υπήρχε επαρκής πληροφορία. Το πρώτο ήταν από το lrRNA και είχε µέγεθος 

348 bp, το επόµενο προερχόταν από το κυτόχρωµα b (383 bp) και το τρίτο ανήκε στο 

γονίδιο COI (601 bp). Εφαρµόσαµε τρεις µεθόδους φυλογένεσης, δύο που βασιζόταν 

στις γενετικές αποστάσεις (µέθοδος σύνδεσης γειτόνων – NJ και µέγιστης 

πιθανοφάνειας - ML) και µία άλλη που στηριζόταν στους χαρακτήρες (µέθοδος της 

µέγιστης φειδωλότητας – MP). Σαν παραοµάδα (outgroup) χρησιµοποιήσαµε το 

σκαφόποδο Siphonodentalium lobatum. 
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3. 3. 1. Τα φυλογενετικά πρότυπα του γονιδίου lrRNA στα είδη µε ∆ΜΚ 

 

  Τα φυλογενετικά δέντρα που κατασκευάστηκαν από το lrRNA περιείχαν ένα 

είδος από κάθε µία εκ των οικογενειών Unionidae, Donacidae, και Veneridae και 

πέντε είδη από την οικογένεια Mytilidae (τέσσερα του γένους Mytilus και ένα του 

γένους Musculista). Τα µόρια οµαδοποιούνταν µε βάση την οικογένεια από την οποία 

προέρχονταν και όχι µε βάση τον τρόπο κληρονόµησής τους, µε εξαίρεση την 

οικογένεια Mytilidae που παρουσίαζε µία ανάµικτη κατάσταση: σε ένα πρώτο 

επίπεδο, τα µόρια που ανήκαν σε διαφορετικά γένη (Mytilus και Musculista) 

οµαδοποιούνταν ξεχωριστά, ανεξάρτητα του τρόπου κληρονόµησής τους. Μέσα στο 

γένος Mytilus η οµαδοποίηση δεν είχε ισχυρή στατιστική υποστήριξη και 

ακολουθούσε σύνθετο πρότυπο, ενώ ιδιαίτερη αναφορά θα πρέπει να γίνει στο 

αρρενοποιηµένο γονιδίωµα C που, αν και πατρικώς κληρονοµούµενο, εµφανιζόταν 

να αποκλίνει πολύ πρόσφατα από τα F µόρια των συγγενών ειδών M. edulis και M. 

galloprovincialis. Το γενικό αυτό πρότυπο παρατηρήθηκε και στους τρεις τύπους 

ανάλυσης (Εικόνα 3. 3. 1. Α, Β, Γ).  
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Εικόνα 3. 3. 1: ∆ενδρογράµµατα που κατασκευάστηκαν από τµήµα 420 bp του γονιδίου 

lrRNA. A: Neighbor joining (Kimura 2-parameter, 1000 replicates). B: Maximum parsimony 

(bootstrap consensus tree, 500 replicates). Γ. Maximum likelihood (bootstrap consensus tree, 

1000 replicates). Η κατασκευή του δέντρου έγινε µε βάση το µοντέλο GTR+G (Guindon and 

Gascuel 2003), σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του προγράµµατος Modeltest. 



 94

3. 3. 2. Τα φυλογενετικά πρότυπα του γονιδίου Cytb στα είδη µε ∆ΜΚ 

 

 Η µελέτη του γονιδίου Cytb περιλάµβανε ένα είδος από κάθε µία εκ των 

οικογενειών Unionidae, Donacidae, και Veneridae και τρία είδη από την οικογένεια 

Mytilidae (δύο του γένους Mytilus και ένα του γένους Musculista). Σε γενικές 

γραµµές το γονίδιο Cytb παρουσιάζει τα ίδια πρότυπα µε το lrRNA αναφορικά µε τον 

τρόπο οµαδοποίησης των F και Μ µορίων στις οικογένειες. Μία διαφορά εντοπίζεται 

στην περίπτωση της τοποθέτησης του µορίου C πλησιέστερα προς το F του M. 

galloprovincialis. Τούτο µάλλον αποτελούσε ιδιαιτερότητα του τµήµατος που 

αναλύθηκε διότι σε προηγούµενη ανάλυση µεγαλύτερου τµήµατος του ίδιου γονιδίου 

(§ 3. 1. 1. B) το µόριο C τοποθετούνταν εκτός του κλάδου F των δύο αδελφών ειδών. 

Επιπλέον, µέσα στο γένος Mytilus η οµαδοποίηση των αλληλουχιών γινόταν 

σύµφωνα µε τον τρόπο κληρονόµησης του µορίου και όχι σύµφωνα µε το είδος από 

το οποίο προέρχονταν. 
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Εικόνα 3. 3. 2: ∆ενδρογράµµατα που κατασκευάστηκαν από τµήµα 379 bp του γονιδίου 

Cytb. A: Neighbor joining (Kimura 2-parameter, 1000 replicates). B: Maximum parsimony 

(bootstrap consensus tree, 500 replicates). Γ. Maximum likelihood (bootstrap consensus tree, 

1000 replicates). Η κατασκευή του δέντρου έγινε µε βάση το µοντέλο HKY+G (Hasegawa et 

al. 1985), σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του προγράµµατος Modeltest. 
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3. 3. 3. Τα φυλογενετικά πρότυπα του γονιδίου COI στα είδη µε ∆ΜΚ 

 

 Το φυλογενετικά δέντρα του γονιδίου COI κατασκευάστηκαν από 

περισσότερα δεδοµένα, τόσο από την πλευρά του αριθµού των ειδών, όσο και από το 

µέγεθος της αλληλουχίας που αναλύθηκε. Περιλάµβαναν τα οκτώ είδη του δέντρου 

lrRNA εκτός του Donax trunculus, δύο επιπλέον είδη της οικογένειας Mytilidae 

(Geukensia demissa and Brachidontes exustus), εννέα είδη της οικογένειας Unionidae 

και ένα είδος από την οικογένεια Hyriidae. Οι δύο τελευταίες οικογένειες ανήκουν 

στην υπεροικογένεια Unionoidea. Τα δέντρα περιείχαν τελικά 18 είδη δίθυρων, τα 

µισά δηλαδή από όσα εµφανίζουν, αποδεδειγµένα ως τώρα, το φαινόµενο της ∆ΜΚ. 

 Η οµαδοποίηση των µορίων στο επίπεδο των οικογενειών Mytilidae, 

Veneridae και της υπεροικογένειας Unionoidea γινόταν µε βάση την ταξινοµική 

οµάδα προέλευσής τους. Μέσα στην υπεροικογένεια Unionoidea, αντίθετα, όλα τα F 

µόρια σχηµάτιζαν ξεχωριστό κλάδο από τα M, ανεξάρτητα από τις οικογένειες και τα 

γένη προέλευσής τους. Στον κλάδο της οικογένειας Mytilidae, όπως και στην 

περίπτωση των δύο προηγούµενων γενετικών τόπων, το πρότυπο που παρατηρήθηκε 

ήταν ανάµικτο. Τα µόρια των γενών Mytilus, Brachidontes, Musculista και Geukensia 

οµαδοποιούνταν βάσει της ταξινοµικής οµάδας προέλευσής τους. Μέσα στο γένος 

Mytilus η οµαδοποίηση σε γενικές γραµµές ακολουθούσε το πρότυπο της 

κληρονόµησης των µορίων, αν και µεταξύ των δύο δέντρων υπήρχαν διαφορές στην 

τοποθέτηση του M. californianus F και του αρρενοποιηµένου C. Η προβληµατική της 

τοποθέτησης του M. californianus είχε παρατηρηθεί και στο παρελθόν (Hoeh et al. 

1997). Το µόριο C εµφανίζει στο COI µία παρόµοια «συµπεριφορά» µε εκείνη που 

παρατηρήθηκε και στο γονίδιο Cytb. Στο δέντρο NJ το τµήµα από το C τοποθετήθηκε 

εκτός των δύο F µορίων του M. edulis και M. galloprovincialis, ενώ στο δέντρο MP 

βρισκόταν πλησιέστερα σε ένα από τα δύο προηγούµενα, αλλά αυτή τη φορά, σε 

αντίθεση µε το Cytb, ήταν πιο συγγενές µε το F του M. edulis. Στο δέντρο ML 

δηµιουργείται πολυτοµία εξαιτίας χαµηλής στατιστικής στήριξης. Ωστόσο, όπως και 

στην περίπτωση του Cytb, όταν το µέγεθος της αλληλουχίας ήταν µεγαλύτερο και δεν 

συµπεριλαµβάνονταν στην ανάλυση πολύ διαφοροποιηµένα µόρια, το C 

οµαδοποιούταν έξω από τα δύο F γονιδιώµατα, ανεξάρτητα της µεθόδου (§ 3. 1. 1. 

B). 
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Εικόνα 3. 3. 3: ∆ενδρογράµµατα που κατασκευάστηκαν από τµήµα 622 bp του γονιδίου COI. 

A: Neighbor joining (Kimura 2-parameter, 1000 replicates). B: Maximum parsimony 

(bootstrap consensus tree, 500 replicates). Γ. Maximum likelihood (bootstrap consensus tree, 

1000 replicates). Η κατασκευή του δέντρου έγινε µε βάση το µοντέλο GTR+I+G (Rodriguez 

et al. 1990), σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του προγράµµατος Modeltest. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

4. 1. Η υπόθεση της «αρρενοποίησης» και το νέο γονιδίωµα C 

 

 «Αρρενοποίηση» είναι ο όρος για την υπόθεση ότι σε µερικά είδη µε ∆ΜΚ, 

περιστασιακά και κάτω από άγνωστες ως τώρα συνθήκες, ένα µόριο τύπου F, το 

οποίο τυπικά µεταβιβάζεται µέσω του θηλυκού γαµέτη, αλλάζει ρόλο και 

µεταβιβάζεται µέσω του σπέρµατος (Hoeh et al. 1996, Quesada et al. 1999). Οι 

παρατηρήσεις που οδήγησαν στην παραπάνω υπόθεση αφορούσαν σε αρσενικά 

άτοµα των ειδών M. galloprovincialis, M. edulis και M. trossulus τα οποία 

στερούνταν mtDNA µορίου τύπου M. Αυτά τα µη-τυπικά αρσενικά άτοµα 

εµφανίζονταν να περιέχουν ένα ή δύο µόρια τύπου F (Hoeh et al. 1997, Quesada et al. 

1999, Ladoukakis et al. 2002). Τα δεδοµένα που µέχρι πρόσφατα υποστήριζαν την 

υπόθεση της «αρρενοποίησης» στηρίζονταν κυρίως σε αναλύσεις των περιοριστικών 

προτύπων από τµήµατα του mtDNA και σε λιγοστές αλληλουχίες από τις κωδικές 

περιοχές του. Οι Ladoukakis and Zouros (2001a), µελετώντας αλληλουχίες που 

προέρχονταν από µη-τυπικά αρσενικά µύδια M. galloprovincialis, απέκτησαν άµεση 

απόδειξη για την ύπαρξη οµόλογου ανασυνδυασµού στο mtDNA. Οι 

ανασυνδυασµένοι τύποι που ανακτήθηκαν αποτελούσαν υβρίδια των δύο 

διαφορετικών F µορίων που εντοπίζονταν, αντίστοιχα, στις γονάδες και στους 

σωµατικούς ιστούς αυτών των ατόµων. Οι περιοχές των µορίων που αναλύθηκαν 

αποτελούσαν και πάλι τµήµατα κωδικών περιοχών. Αργότερα, δηµοσιεύτηκαν και 

άλλες ανασυνδυασµένες αλληλουχίες mtDNA από µη-τυπικά αρσενικά M. trossulus, 

οι οποίες αυτή τη φορά προέρχονταν από τη µη-κωδική περιοχή του µορίου 

(Burzynski et al. 2003). Αµέσως µετά, δείχθηκε ότι η µη-κωδική περιοχή του mtDNA 

των µυδιών είναι πιθανότατα η κύρια περιοχή ελέγχου (CR) και ότι διαφέρει 

συστηµατικά, τόσο ως προς το µέγεθος, όσο και ως προς τη νουκλεοτιδική του 

αλληλουχία µεταξύ των τυπικών F και Μ µορίων (Cao et al. 2004b). 

 Η µελέτη της υπόθεσης της «αρρενοποίησης» και των αρρενοποιηµένων 

µορίων ήταν πλέον κοµβικής σηµασίας για τη βαθύτερη κατανόηση των µηχανισµών 

της κληρονόµησης του mtDNA στα µύδια, καθώς άρχιζε να εκφράζεται η υπόθεση 

ότι η µεταβίβαση των µορίων µέσω του σπέρµατος µπορεί να συνδέεται µε την 
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ενσωµάτωση τµηµάτων από µόρια πατρικής προέλευσης σε µητρικά, µέσω 

ανασυνδυασµού (Burzynski et al. 2003, Cao et al. 2004b, Mizi et al. 2005). 

 Ελέγξαµε την υπόθεση της «αρρενοποίησης» προσπαθώντας να εντοπίσουµε 

και να ταυτοποιήσουµε τα αρρενοποιηµένα µόρια. Ξεκινήσαµε µελετώντας και 

συγκρίνοντας την περιοχή ελέγχου (ή ρυθµιστική περιοχή, CR) των mtDNA µορίων 

που εντοπίζονταν στις γονάδες και στους σωµατικούς ιστούς αρσενικών µυδιών M. 

galloprovincialis από πληθυσµούς της Μαύρης Θάλασσας. Τα άτοµα αυτά είχαν 

χαρακτηριστεί από προηγούµενες µελέτες ως µη-τυπικά, διότι δεν φαίνονταν να 

περιέχουν το τυπικό Μ µόριο (Ladoukakis et al. 2002, Θεολογίδης 2002). Όλα τα µη-

τυπικά αρσενικά µύδια που εξετάσαµε περιείχαν στις γονάδες τους ένα µόριο του 

οποίου η ρυθµιστική περιοχή (CR), αν και όµοια µεταξύ των µη-τυπικών, εµφάνιζε 

µία σύνθετη δοµή σε σχέση µε το τυπικό F των σωµατικών τους ιστών και τα 

υπόλοιπα γνωστά F. Ήταν περίπου τριπλάσια σε µέγεθος και, ενώ τα 5’ και 3’ άκρα 

της ήταν σχεδόν όµοια µε τις F αλληλουχίες, η κεντρική της περιοχή αποτελούνταν 

από επαναλαµβανόµενα, διατεταγµένα στη σειρά τµήµατα CR τύπου Μ. 

 ∆οµές παρόµοιες µε αυτήν που µόλις περιγράφηκε – από επαναλαµβανόµενα, 

διατεταγµένα στη σειρά τµήµατα της περιοχής ελέγχου – έχουν εντοπιστεί στο 

mtDNA περισσότερων από 150 ειδών από ποικίλες οµοταξίες µεταζώων (Lunt et al. 

1998, Townsend and Rand 2004). Η δηµιουργία τους αποδίδεται κυρίως σε 

γλίστρηµα των αλυσίδων κατά την αντιγραφή του DNA (replication slippage) 

(Wilkinson et al. 1997, Yamagata and Namikawa 1999, Mundy and Helbig 2004) και 

πιο σπάνια σε ενδοµοριακό ανασυνδυασµό (Rokas et al. 2003). Ωστόσο, είναι πιθανό 

τέτοιες δοµές να αποτελούν και παραπροϊόντα της PCR, ιδιαίτερα όταν 

παρατηρούνται πολλαπλοί πολυµορφισµοί µεγέθους (Campbell et al. 2001). Στην 

περίπτωση που µελετήσαµε, το µεγαλύτερο σύνθετο CR δεν είναι πιθανό να αποτελεί 

παραπροϊόν, καθώς δεν παρατηρήθηκαν σοβαροί πολυµορφισµοί µεγέθους µεταξύ 

των δειγµάτων που το περιείχαν, ενώ ταυτόχρονα οι αντιδράσεις PCR που στόχευαν 

στην ανάκτηση των επιµέρους τµηµάτων του σύνθετου CR έδιναν, σε όλα τα 

δείγµατα, προϊόντα του ίδιου µεγέθους. 

 Αναφορικά µε τον τρόπο δηµιουργίας του σύνθετου CR του Mytilus, θα 

πρέπει, εκτός από τα replication slippages (τα οποία πιθανότατα παρήγαγαν τα 

επαναλαµβανόµενα CR-M), να δεχτούµε ότι συνέβη τουλάχιστο ένα γεγονός 

διαµοριακού ανασυνδυασµού, µέσω του οποίου το τµήµα CR-M από ένα τυπικό M 

µόριο ενσωµατώθηκε στο CR-F του υποθετικού προγονικού F µορίου (Venetis et al. 
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2007). Ο ανασυνδυασµός αυτός θα πρέπει να έλαβε χώρα στη γονάδα κάποιου 

αρσενικού ατόµου, όπου τα µόρια F και M συνυπάρχουν και κατόπιν το σύνθετο 

αυτό µόριο να προωθήθηκε προς το σπέρµα και τελικά προς τους αρσενικούς 

απογόνους του συγκεκριµένου ατόµου. Το αντίθετο σενάριο – η δηµιουργία του 

υβριδικού CR µέσω ανασυνδυασµού σε θηλυκή γονάδα - µοιάζει σχεδόν απίθανο, 

διότι, αν και, όπως έχει δειχτεί, τα µόρια F και Μ µπορεί να συνυπάρχουν και στα 

θηλυκά άτοµα (Obata and Komaru 2005), απαιτούνται πολύ περισσότερα και ίσως 

λιγότερο πιθανά βήµατα ώστε να φτάσει αυτό το µόριο στο σπέρµα των αρσενικών 

απογόνων ενός θηλυκού µυδιού και από εκεί, τελικά, να εξαπλωθεί στον πληθυσµό. 

 Αν και από προηγούµενες µελέτες είχαµε σοβαρές ενδείξεις ότι το µόριο που 

περιείχε το σύνθετο CR ήταν F στο υπόλοιπο µήκος του (Ladoukakis et al. 2002, 

Θεολογίδης 2002), προχωρήσαµε στη µελέτη τριών κωδικών του περιοχών και τελικά 

στον προσδιορισµό της πλήρους πρωτοδιάταξής του. Το γονιδίωµα C – (compound), 

πήρε το όνοµά του από τη σύνθετη δοµή της ρυθµιστικής του περιοχής – ήταν ένα 

µόριο που, εκτός από την περιοχή ελέγχου, έµοιαζε πολύ µε το τυπικό F του M. 

galloprovincialis και του M. edulis (η γενετική τους απόσταση ήταν ~2%, 

Παραρτήµατα ΙΙ & ΙΙΙ). Η απόστασή του από τα Μ ήταν κατά µέσο όρο 23.5%. Η 

διάταξη και ο αριθµός των γονιδίων που περιείχε ήταν όµοια µε των τυπικών F και Μ 

µορίων. Το µόριο C εντοπίστηκε στις γονάδες όλων των µη-τυπικών αρσενικών που 

εξετάστηκαν, γεγονός που υποδεικνύει ότι είναι ένα µόριο που κληρονοµείται 

πατρικά. Ανιχνευόταν επίσης, σε συνύπαρξη µε το τυπικό F, και σε σωµατικούς 

ιστούς αρσενικών, καθώς και σε θηλυκά άτοµα, µε συχνότητα όχι διαφορετική από 

ότι το µόριο M. 

 

4. 2. Η «αρρενοποίηση» στα αδελφά είδη M. galloprovincialis και M. edulis 

 

 Είχε διατυπωθεί στο παρελθόν η υπόθεση ότι ένα γεγονός «αρρενοποίησης» 

θα µπορούσε να έχει σαν αφετηρία την αποτυχία εισόδου του µορίου Μ στην 

αρσενική γονάδα και την επακόλουθη αντικατάστασή του από ένα τυπικό F 

(Saavedra et al. 1997). Η υπόθεση στηρίχτηκε σε δεδοµένα από παρατηρήσεις 

αρσενικών ατόµων οµοπλασµικών για ένα µόριο F σε φυσικούς πληθυσµούς του M. 

galloprovincialis και M. trossulus (Saavedra et al. 1997, Quesada et al. 1999, 

Ladoukakis et al. 2002). Η επανεξέταση όµως των ίδιων δειγµάτων M. 

galloprovincialis που χρησιµοποιήθηκαν από τους Saaverda et al. (1997) και 
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Ladoukakis et al. (2002) αντικρούει την παραπάνω υπόθεση, υποδεικνύοντας ότι η 

παρατήρηση οµοπλασµίας σε αυτά τα αρσενικά οφειλόταν, είτε στην αποτυχία 

εντοπισµού του µορίου Μ (Theologidis et al. 2007a), είτε στην αδυναµία διάκρισης 

δύο συγγενών F τύπου αλληλουχιών µέσω της ανάλυσης των περιοριστικών τους 

προτύπων (§ 3. 1. 2, Α και Β). 

Ο προσδιορισµός του νέου γονιδιώµατος C αποτελεί άµεση απόδειξη της 

υπόθεσης της «αρρενοποίησης» (Hoeh et al. 1996) ή της αναστροφής ρόλων 

(Quesada et al. 1999), σύµφωνα µε την οποία ένα µητρικώς κληρονοµούµενο µόριο 

µπορεί να µετατραπεί σε πατρικώς κληρονοµούµενο. Η µετατροπή φαίνεται να 

συνδέεται µε την ενσωµάτωση στοιχείων M τύπου στη ρυθµιστική περιοχή ενός 

τυπικού F µορίου. Η θέση αυτή ενισχύεται ιδιαίτερα µετά την παρατήρηση ότι το 

γονιδίωµα C (συνεπώς και η ρυθµιστική περιοχή του) ταυτίζεται όχι µόνο µε το 

αρρενοποιηµένο µόριο του M. galloprovincialis της Μεσογείου και της Μαύρης 

θάλασσας, αλλά και µε το αρρενοποιηµένο M. edulis από τις ακτές της Β. Αµερικής 

(§ 3. 1. 6). Επιπλέον, πρόσφατες µελέτες κατέδειξαν ότι και τα αρρενοποιηµένα 

µόρια του M. trossulus περιέχουν στοιχεία τύπου Μ στη ρυθµιστική τους περιοχή 

(Burzynski et al. 2006). 

Τα συµπεράσµατα από τις παραπάνω παρατηρήσεις έχουν προεκτάσεις που 

αφορούν στη βαθύτερη κατανόηση της κληρονόµησης του mtDNA στο µύδι και της 

εξέλιξης της ∆ΜΚ. Αν πραγµατικά υπάρχει µία αιτιώδης σχέση ανάµεσα στην 

ενσωµάτωση συγκεκριµένων τµηµάτων στο µόριο του mtDNA και στον τρόπο 

µεταβίβασής του, τότε οι προεκτάσεις θα είναι ακόµα ευρύτερες. Προς το παρόν, τα 

νέα δεδοµένα υπονοούν ότι η «αρρενοποίηση» δεν πρέπει να είναι συχνό φαινόµενο 

στα δίθυρα, θέση που ενισχύεται - ακόµα και αν όντως δεν απαιτούνται 

συγκεκριµένες µοριακές ανακατατάξεις - από το γεγονός ότι όλα τα γεγονότα 

«αρρενοποίησης» στα είδη M. galloprovincialis και M. edulis µπορούν τελικά να 

αναχθούν σε ένα. ∆εν αποκλείεται µάλιστα να αποδειχτεί ότι και το αρρενοποιηµένο 

µόριο του M. trossulus της Βαλτικής έχει πολύ στενή συγγένεια µε το C, όταν θα 

γίνει γνωστή η πλήρης πρωτοδιάταξή του. Η «αρρενοποίηση», µηδενίζοντας το χρόνο 

της διαφοροποίησης µεταξύ των µητρικώς και πατρικώς µεταβιβαζόµενων µορίων, 

µπορεί να αποτελέσει κοµβικό σηµείο στη θεώρηση της εξελικτικής ιστορίας του 

συστήµατος της ∆ΜΚ. Όπως θα συζητηθεί σε επόµενη παράγραφο, παρέχει ένα 

σταθερό πλαίσιο επιχειρηµάτων για την αναθεώρηση της υπόθεσης των πολλαπλών 

εµφανίσεων της ∆ΜΚ κατά τη διάρκεια της εξέλιξης των δίθυρων (§ 4. 6). 
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4. 3. Αναθεώρηση των µη-τυπικών αρσενικών και ερµηνεία της παρουσίας 

τριπλασµικών ατόµων στους φυσικούς πληθυσµούς 

 

 Σύµφωνα µε τις προγενέστερες παρατηρήσεις υπήρχαν δύο κατηγορίες µη-

τυπικών αρσενικών: (α) εκείνα που ήταν οµοπλασµικά για ένα F µόριο και (β) εκείνα 

που ήταν ετεροπλασµικά για δύο διαφορετικά F µόρια. Ο εντοπισµός ατόµων της 

κατηγορίας (α) θεωρούταν ότι αντικατόπτριζε την ανίχνευση γεγονότων 

«αρρενοποίησης εν τη γενέσει». Με βάση την ίδια λογική, τα µη-τυπικά της 

κατηγορίας (β) αντιπροσώπευαν περιπτώσεις στις οποίες η «αρρενοποίηση» είχε ήδη 

συµβεί και τα άτοµα αυτά έφεραν στους ιστούς τους ένα µητρικό και ένα πατρικό F, 

διαφορετικό από το πρώτο, µόριο. Ο εντοπισµός του γονιδιώµατος C, η µελέτη της 

κατανοµής του και η επανεξέταση των αρσενικών ατόµων που είχαν µελετήσει οι 

Saavedra et al. (1997) επιβάλλουν την αναθεώρηση των παραπάνω υποθέσεων. 

Αποδεικνύεται πλέον ότι δεν υπάρχουν οµοπλασµικά αρσενικά ή ετεροπλασµικά για 

δύο F και συνεπώς φαίνεται ότι τα αρσενικά άτοµα µεταβιβάζουν πάντοτε ένα 

µιτοχονδριακό γονιδίωµα. 

 Επιπρόσθετα, φαίνεται να υπάρχουν τριπλασµικά άτοµα στους πληθυσµούς 

του M. galloprovincialis και του M. edulis (§ 3. 1. 2. Α), δηλαδή αρσενικά και 

θηλυκά µύδια που περιέχουν και τα τρία γνωστά γονιδιώµατα (F, M, C). Τα τρία αυτά 

µόρια εντοπίζονται στους ιστούς των αρσενικών και των θηλυκών ατόµων σύµφωνα 

µε τα στοιχεία που παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί. 

 

 Αρσενικά άτοµα  Θηλυκά άτοµα 

 Σώµα Γονάδα Σπέρµα1  Σώµα και γονάδα Αυγά2 

F + + -  + + 

M + + +  + + 

C + + +  + ? 
 (+) Παρουσία µορίου. (-) Απουσία µορίου. (?) Απουσία δεδοµένων 

1 Venetis et al. 2006, 2 Obata and Komaru 2005. 

 

 Αν θεωρήσουµε ότι το σπέρµα µεταφέρει µόνο πατρικά µόρια (το M ή/και το 

C) – θεώρηση που προβάλλει ως επιτακτική ώστε να διατηρείται η διαφοροποίηση 

ανάµεσα στα µητρικά και τα πατρικά µόρια και κατ’ επέκταση το φαινόµενο της 
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∆ΜΚ, τότε δύο είναι οι πιθανές υποθέσεις για να εξηγηθεί η ύπαρξη τριπλασµικών 

ατόµων. 

 Η πρώτη θα δεχόταν ίσως, όπως άλλωστε προτείνουν και τα δεδοµένα, ότι το 

σπέρµα µεταφέρει µόνο ένα από τα δύο πατρικά µόρια (ή το Μ ή το C, Venetis et al. 

2006). Το τριπλασµικό άτοµο δηµιουργείται διότι στο αυγό εισέρχεται – πιθανώς 

στοχαστικά – µικρή ποσότητα πατρικού mtDNA που φέρει από πριν το θηλυκό 

άτοµο. Τέτοια δεδοµένα επίσης υπάρχουν από τη µελέτη του περιεχόµενου αυγών 

του M. galloprovincialis (Obata and Komaru 2005). Συνεπώς, το ζυγωτό θα περιέχει 

τρία µόρια. Το πατρικό (Μ ή C) από το σπέρµα, το µητρικό (F) και ένα πατρικό (M ή 

C) που µεταφέρθηκε µέσω του αυγού. Αν το ένα από τα πατρικά είναι το M και το 

άλλο είναι το C, τότε είναι δυνατή η παρατήρηση τριπλασµικών ατόµων. Η υπόθεση, 

όπως µόλις διατυπώθηκε, δεν αποκλείει και την ύπαρξη τριπλασµικών ατόµων για 

ένα F και δύο διαφορετικά M µόρια ή ακόµα και για δύο διαφορετικά C µόρια. Όµως 

οι περιπτώσεις τέτοιων τριπλασµικών ατόµων ίσως είναι πολύ δυσκολότερο να 

ανιχνευτούν, καθώς θα είναι δυσκολότερο να ανιχνευτούν µε συµβατικές µεθόδους 

δύο διαφορετικά αλλά πολύ όµοια Μ (ή C) µόρια. 

 Η δεύτερη υπόθεση θα υποστήριζε ότι το σπέρµα µπορεί να µεταφέρει δύο 

διαφορετικά πατρικά µόρια. Αν επρόκειτο για ένα Μ και ένα C, τότε θα ήταν δυνατό 

να προκύψουν τριπλασµικά άτοµα, τα οποία σχετικά εύκολα πλέον θα µπορούσαν να 

ανιχνευτούν. Εντούτοις, δεν έχει παρατηρηθεί µέχρι σήµερα σπέρµα που να περιέχει 

δύο διαφορετικά πατρικά γονιδιώµατα. Επιπλέον, ο µηχανισµός της ∆ΜΚ θα πρέπει 

να «απαιτεί» πολύ µεγαλύτερη αυστηρότητα σχετικά µε το ποιο είναι το περιεχόµενο 

του σπέρµατος, σε σχέση µε το περιεχόµενο του αυγού, γεγονός που καθιστά σχεδόν 

απίθανη την παρουσία δύο διαφορετικών γονιδιωµάτων στο σπέρµα. Για να συµβεί 

κάτι τέτοιο, θα πρέπει στο σπέρµα του ενήλικου αρσενικού, εκτός από το πατρικό 

mtDNA, να εισχωρήσει ένα δεύτερο πατρικό που είχε «διαρρεύσει» σε προηγούµενη 

στιγµή στους ιστούς της µητέρας του (βλ. επίσης § 4. 7, Εικόνα 4. 4). 
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4. 4. Η εξάπλωση της ∆ιπλής Μονογονεϊκής Κληρονοµικότητας του mtDNA στα 

δίθυρα 

 

 Η µελέτη του µιτοχονδριακού DNA του Donax trunculus αποκάλυψε 

εκτεταµένη ετεροπλασµία που σχετίζεται µε το φύλο σε τµήµατα των γονιδίων lrRNA 

και Cytb. Τα αρσενικά άτοµα ήταν ετεροπλασµικά για δύο πολύ διαφοροποιηµένους 

τύπους mtDNA, από τους οποίους ο ένας (ονοµάστηκε Μ) κυριαρχούσε στη γονάδα 

ενώ ο δεύτερος στο σώµα (ονοµάστηκε F). Τα θηλυκά άτοµα, αντίθετα, περιείχαν 

έναν µόνο τύπο σε όλους τους ιστούς τους, ο οποίος ήταν πανοµοιότυπος µε εκείνον 

που κυριαρχούσε στα αρσενικά σώµατα (τύπος F). Οι παραπάνω παρατηρήσεις 

µπορούν να γενικευτούν για ολόκληρο το µόριο του mtDNA και αποτελούν απόδειξη 

ότι η µεταβίβασή του στο εν λόγω είδος ακολουθεί το σύστηµα της ∆ΜΚ. Η 

οικογένεια Donacidae γίνεται η έκτη οικογένεια δίθυρων που εµφανίζει τη ∆ΜΚ. 

Εκτός από το D. trunculus, είναι πολύ πιθανό ότι δύο ακόµα είδη του γένους Donax, 

τα D. faba και D. cuneatus, εµφανίζουν το φαινόµενο, καθώς υπάρχουν 

δηµοσιευµένες mtDNA αλληλουχίες από γονάδες αρσενικών και θηλυκών ατόµων 

των παραπάνω ειδών, οι οποίες διαφέρουν µεταξύ τους πάνω από 35% (GenBank: 

AB040841-5). Επιπλέον, βρέθηκαν δηµοσιευµένες mtDNA αλληλουχίες που 

διαφέρουν σηµαντικά ανάµεσα σε δείγµατα αρσενικών και θηλυκών γονάδων από 

δύο ακόµα είδη. Το πρώτο ανήκει στην οικογένεια Veneridae, η οποία είναι ήδη 

γνωστό ότι περιλαµβάνει ένα είδος µε ∆ΜΚ (V. philippinarum, Passamonti and Scali 

2001) και είναι το Cyclina sinensis. Στο είδος αυτό, τµήµα του γονιδίου COI διαφέρει 

µεταξύ αρσενικών και θηλυκών γονάδων κατά 13% (GenBank: AB040833-5). Η ίδια 

διαφοροποίηση παρατηρείται για το ίδιο τµήµα mtDNA και µεταξύ των αρσενικών 

και θηλυκών γονάδων του δίθυρου Solen grandis (GenBank: AB064983-5) που 

ανήκει στην οικογένεια Solenidae, για την οποία δεν υπάρχουν ως τώρα ενδείξεις 

παρουσίας της ∆ΜΚ. 

 Στην Εικόνα 4. 1. παρουσιάζονται οι εξελικτικές σχέσεις 36 ειδών δίθυρων 

σύµφωνα µε τη συστηµατική κατάταξη των Giribet και Wheeler (2002), για τα οποία 

υπάρχουν στοιχεία παρουσίας της ∆ΜΚ. Όπως αναφέρθηκε προηγούµενα, για τα 

τέσσερα από αυτά, τα στοιχεία αφορούν σε δεδοµένα που συλλέχτηκαν από τράπεζες 

δεδοµένων, ενώ για τα υπόλοιπα υπάρχουν δηµοσιεύσεις. Τα 36 είδη διασπείρονται 

σε τρεις από τις τέσσερις υφοµοταξίες των δίθυρων (Pteriomorphia, 

Palaeoheterodonta και Heterodonta), ανήκουν σε εφτά οικογένειες και πέντε 
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υπεροικογένειες, οι οποίες δεν σχηµατίζουν έναν διακριτό κλάδο µέσα στα δίθυρα. 

∆υστυχώς, δεν υπάρχουν στοιχεία αναφορικά µε την υφοµοταξία Protobranchia που 

περιλαµβάνει και τα πιο πρωτόγονα δίθυρα. 

 

 
Εικόνα 4. 1: Η εξάπλωση της ∆ΜΚ στα δίθυρα. (Από Theologidis et al. 2007b). 

 

Αν υποθέσουµε ότι η ∆ΜΚ εµφανίστηκε µόνο µία φορά στην οµοταξία των 

δίθυρων, τότε σύµφωνα µε την εξάπλωσή της στην Εικόνα 4. 1, φαίνεται ότι αποτελεί 

ένα πολύ παλιό φαινόµενο που προηγήθηκε του διαχωρισµού της οµοταξίας στις 

βασικές της υφοµοταξίες, διαχωρισµός που θεωρείται ότι πραγµατοποιήθηκε κατά το 
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µέσο Ορδοβίσιο (460 ΜΥΑ, Harper et al. 2000). Άρα, η αφετηρία της ∆ΜΚ θα 

µπορούσε να τοποθετηθεί στα όρια Κάµβριου – Ορδοβίσιου, πριν από περίπου 505 

εκ. έτη. Αν µάλιστα το φαινόµενο εντοπιστεί µελλοντικά και στην υφοµοταξία 

Protobranchia, η ηλικία της ∆ΜΚ ίσως αποδειχτεί ακόµη µεγαλύτερη. Η απουσία της 

∆ΜΚ σε ορισµένα σύγχρονα είδη και οικογένειες θα µπορούσε να θεωρηθεί ως το 

αποτέλεσµα δευτερογενών εξαφανίσεων του φαινόµενου κατά τη διάρκεια της 

εξέλιξης ή σε αδυναµία ανίχνευσης του φαινόµενου (βλ. § 4. 5). Εναλλακτικά, 

σύµφωνα µε την Εικόνα 4. 1, η εξάπλωση της ∆ΜΚ στα δίθυρα θα ήταν δυνατό να 

εξηγηθεί µε την παραδοχή ότι είχε πολλαπλές και ανεξάρτητες εµφανίσεις. Οι δύο 

παραπάνω υποθέσεις ελέγχθηκαν µε τη µελέτη της φυλογένεσης µητρικών και 

πατρικών γονιδιωµάτων από είδη µε ∆ΜΚ που ανήκουν σε διαφορετικές οικογένειες, 

όπως παρουσιάστηκε στο Κεφάλαιο 3. 3, και θα συζητηθούν σε επόµενη παράγραφο, 

σε συνδυασµό µε το φαινόµενο της «αρρενοποίησης» (§ 4. 6). 

 

 

4. 5. Το πρόβληµα του εντοπισµού της ∆ΜΚ 

 

 Ένα κρίσιµο ερώτηµα αφορά στο γιατί η ∆ΜΚ δεν έχει εντοπιστεί, µέχρι 

σήµερα, σε περισσότερα δίθυρα. Το πρότυπο της κατανοµής του φαινόµενου στην εν 

λόγω οµοταξία, µε τα ως τώρα δεδοµένα, καθιστά το παραπάνω ερώτηµα ακόµα πιο 

εύλογο. Μία από τις βασικές δυσκολίες για την ολοκληρωµένη κατανόηση του 

ζητήµατος είναι το γεγονός ότι πολύ δύσκολα µπορεί να εκτιµηθεί ποια είδη έχουν 

εξεταστεί και µέσω ποιας µεθοδολογίας, καθώς οι αρνητικές απαντήσεις σπανίως 

κοινοποιούνται. Πριν από το είδος Donax trunculus, αναζητήσαµε το φαινόµενο σε 

µία σειρά ειδών (Venus verrucosa, Callista chione, Venerupis decussatus: οικ. 

Veneridae, Arca noae: οικ. Arcidae) χωρίς θετικό αποτέλεσµα. Η αποτυχία 

εντοπισµού της ∆ΜΚ ειδικά στα Veneridae που δοκιµάστηκαν µας προκάλεσε 

ιδιαίτερη εντύπωση, καθώς ένα άλλο είδος Veneridae (Venerupis philippinarum) την 

εµφανίζει (Passamonti and Scali 2001). Η απουσία ∆ΜΚ στο Venerupis decussatus 

είχε σηµειωθεί µε έµφαση και από τους ίδιους συγγραφείς που την εντόπισαν στο 

Venerupis philippinarum. Τέτοιου είδους παρατηρήσεις εγείρουν την υπόθεση ότι η 

∆ΜΚ µπορεί να είναι παρούσα σε πολλά είδη δίθυρων, αλλά δεν εντοπίζεται εξαιτίας 

τεχνικών δυσκολιών. 
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 Σήµερα, µετά την προσθήκη και του D. trunculus στον κατάλογο των ειδών 

µε ∆ΜΚ, εδραιώνεται µάλλον η πεποίθηση ότι η πολύ µεγάλη διαφοροποίηση µεταξύ 

των F και Μ µορίων είναι κανόνας. Τα είδη του γένους Mytilus φαίνεται να 

αποτελούν την εξαίρεση. Οι γενετικές αποστάσεις των F και Μ µορίων σε όλες τις 

οικογένειες µε ∆ΜΚ, εκτός των Mytilidae, φτάνουν και µερικές φορές ξεπερνούν το 

50%, τιµές πολύ υψηλότερες από εκείνες που παρατηρούνται στο mtDNA µεταξύ 

των αµνιωτών και των αµφίβιων (Kumazawa et al. 2004). Είναι κατά συνέπεια πολύ 

πιθανό ότι οι εκκινητές που χρησιµοποιούνται αναγνωρίζουν µόνο το ένα από τα δύο 

γονιδιώµατα. Αν τύχει να είναι το µητρικό, τότε το εξεταζόµενο είδος θα 

παρουσιαστεί σαν οµοπλασµικό και η παρουσία της ∆ΜΚ πιθανότατα θα 

αποκλειστεί. Το αντίθετο θα συµβεί αν οι εκκινητές πολλαπλασιάσουν µόνο το 

πατρικό γονιδίωµα, όπως στην περίπτωση που περιγράφηκε για το D. trunculus, 

οπότε δηµιουργούνται βάσιµες υποψίες για την ύπαρξη της ∆ΜΚ. 

 Ένα άλλο ενδεχόµενο είναι ότι σε πολλά είδη που εξετάζονται, τα µητρικά 

από τα πατρικά µόρια είναι πολύ λίγο διαφοροποιηµένα εξαιτίας πρόσφατων 

γεγονότων «αρρενοποίησης». Σε τέτοιες περιπτώσεις ο εντοπισµός της ∆ΜΚ µπορεί 

να αποτύχει διότι τα τµήµατα των δύο µορίων που θα εξεταστούν, θα παράγουν 

πιθανότατα όµοια περιοριστικά πρότυπα και τα είδη θα εµφανίζονται οµοπλασµικά. 

 Τα προβλήµατα που αναφέρονται στον εντοπισµό της ∆ΜΚ θα µπορούσαν 

ίσως να ξεπεραστούν αν οι µελέτες εστιαστούν σε δείγµατα DNA από καθαρά 

γαµετικά κύτταρα των εκάστοτε ειδών. Αφού το σπέρµα περιέχει αποκλειστικά 

πατρικά µόρια (Venetis et al. 2006) και τα αυγά κυριαρχούνται από τα µητρικά σε 

µεγάλο ποσοστό (Obata and Komaru 2005), τότε ακόµα και η παρουσία ή η απουσία 

του αναµενόµενου προϊόντος σε δοκιµές PCR από καθαρά δείγµατα των δύο αυτών 

κατηγοριών θα αποτελούσε σοβαρή ένδειξη για την ύπαρξη του φαινόµενου. 

Επιπλέον, µε τον τρόπο αυτό θα ήταν δυνατό να ελαχιστοποιηθεί και η πιθανότητα 

επιλεκτικού πολλαπλασιασµού του ενός εκ των δύο µορίων που σε πολλές 

περιπτώσεις συµβαίνει εξαιτίας της «προτίµησης» που δείχνουν οι εκκινητές προς τη 

µία εκ των δύο µήτρων DNA που συνυπάρχουν σε ένα ετεροπλασµικό δείγµα (Green 

et al. 2006). Εναλλακτικά, ή ακόµα και παράλληλα µε την προηγούµενη 

µεθοδολογία, προτείνεται η απόκτηση πολύ καθαρών κλασµάτων mtDNA από ιστούς 

των υποψήφιων ειδών, η πέψη τους µε περιοριστικές ενδονουκλεάσες και η 

υβριδοποίησή τους µε σηµαντές (probes) από πολύ συντηρητικές περιοχές του 

mtDNA (παράδειγµα αποτελεί η κεντρική περιοχή της περιοχής ελέγχου του µορίου). 
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4. 6. Ο ρόλος της «αρρενοποίησης» στην εµφάνιση και εξέλιξη της ∆ΜΚ 

 

 Οι παρατηρήσεις σχετικά µε την «αρρενοποίηση» και η ανεύρεση τουλάχιστο 

µίας ακόµη οικογένειας που εµφανίζει τη ∆ΜΚ µας οδήγησαν στην επανεξέταση των 

υποθέσεων που έχουν διατυπωθεί σχετικά µε την εξέλιξη του συστήµατος της ∆ΜΚ. 

Μελετήσαµε τις φυλογενετικές σχέσεις των F και M µορίων σε είδη από όλες τις 

γνωστές οικογένειες, για τις οποίες υπήρχε διαθέσιµη πληροφορία. Τα στοιχεία ήταν 

επαρκή για την ανάλυση τριών περιοχών του mtDNA, που αποτελούσαν τµήµατα των 

γονιδίων lrRNA, Cytb και COI. 

 Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης, τα οποία σε γενικές γραµµές ήταν κοινά και 

για τους τρεις γενετικούς τόπους, µπορούν να εξηγηθούν µέσω δύο βασικών 

συλλογιστικών. Η πρώτη, η υπόθεση των πολλαπλών εµφανίσεων, δέχεται ότι η 

∆ΜΚ εµφανίζεται κατά τη διάρκεια της εξέλιξης των δίθυρων κάθε φορά που 

διακλαδίζονται τα µόρια F και Μ µεταξύ οικογενειών ή γενών ή ακόµα και ειδών. Με 

βάση τα δέντρα που παράχθηκαν (§ 3. 3, Εικόνες 3. 3. 1-3), η υπόθεση απαιτεί µία 

εµφάνιση για ολόκληρη την υπεροικογένεια Unionoidea, άλλη µία για καθεµιά εκ 

των οικογενειών Veneridae, Donacidae και Mytilidae, τέσσερις για καθένα από τα 

γένη της οικογένειας Mytilidae και δύο ή τρεις ακόµη για τα είδη του γένους Mytilus 

(δεν µπορούν να προσδιοριστούν ακριβώς, αν πριν δεν διαλευκανθούν οι σχέσεις 

µεταξύ των συγγενών ειδών του γένους µε την απόκτηση περισσότερων 

αλληλουχιών, κυρίως από τα είδη Μ. californianus και M. trossulus). Θα πρέπει 

ενδεχοµένως να προστίθενται συνεχώς και άλλες, κάθε φορά που θα εντοπίζεται στο 

µέλλον νέο είδος ή οικογένεια µε ∆ΜΚ και σε τελική ανάλυση θα απαιτείται ένας 

µεγάλος αριθµός εµφανίσεων για να εξηγηθεί η κατανοµή της ∆ΜΚ στα δίθυρα. Αν ο 

αριθµός των ανεξάρτητων εµφανίσεων είναι ανάλογος του εξελικτικού χρόνου, τότε, 

σύµφωνα µε τη υπόθεση, ο χρόνος διάσχισης των οικογενειών Mytilidae, Veneridae 

και Donacidae θα πρέπει να είναι της ίδιας τάξης µεγέθους µε το χρόνο διάσχισης των 

τριών γενών µέσα στα Mytilidae και, επιπλέον, θα πρέπει ο αποχωρισµός των 

οικογενειών της υπερικογένειας Unionoidea να έγινε πιο πρόσφατα από τον 

αποχωρισµό των τριών γενών Mytilidae. Άλλο ένα επιχείρηµα που καθιστά την 

υπόθεση των πολλαπλών εµφανίσεων ακόµα λιγότερο πιθανή είναι η µοριακή και η 

αναπτυξιακή πολυπλοκότητα που πιθανότατα κρύβονται πίσω από το φαινόµενο της 

∆ΜΚ και η σύνδεσή της µε τον προκαθορισµό του φύλου στα δίθυρα (Zouros 2000). 

Η επαναλαµβανόµενη και ανεξάρτητη ανασυναρµολόγηση ενός τέτοιου µηχανισµού 
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θα προϋπέθετε ένα ισχυρό επιλεκτικό πλεονέκτηµα της ∆ΜΚ έναντι της τυπικής 

µητρικής κληρονόµησης. Σύµφωνα µε την παρούσα κατανοµή της, κάτι τέτοιο θα 

σήµαινε ότι αυτό το εξελικτικό πλεονέκτηµα αναδύθηκε ανεξάρτητα µεταξύ 

αποµακρυσµένων φυλογενετικά ειδών αλλά όχι και µεταξύ στενά συγγενικών. 

 Η εναλλακτική πρόταση, η µοναδική εµφάνιση της ∆ΜΚ, δεν µπορεί από 

µόνη της εξηγήσει την κατανοµή του φαινόµενου και τις φυλογενετικές σχέσεις των 

µορίων F και M, εκτός αν συνδυαστεί µε την υπόθεση της «αρρενοποίησης» (Εικόνα 

4. 2). ∆ύο είναι τα στάδια που θα απαιτούνταν: α) δηµιουργία ενός νέου πατρικά 

κληρονοµούµενου γονιδιώµατος από ένα µητρικό και β) αντικατάσταση του παλιού 

πατρικού µορίου από το νέο. Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 4. 2, ο τύπος του 

δέντρου που θα προκύψει από την ανάλυση της φυλογένεσης των µορίων εξαρτάται 

από το χρονικό διάστηµα που θα έχει µεσολαβήσει µετά τη διάσχιση των 

ταξινοµικών βαθµίδων από τον κοινό πρόγονο, όπως επίσης και από το βαθµό 

ολοκλήρωσης της διαδικασίας της «αρρενοποίησης» (δηµιουργία και εγκαθίδρυση 

ενός νέου «M» µορίου). 

 
Εικόνα 4. 2: Η διαφοροποίηση των µορίων F και Μ και η πιθανή επίδραση της 

«αρρενοποίησης». Βλ. κείµενο. (Από Theologidis et al. 2007b). 
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 Η κατανοµή της ∆ΜΚ, σύµφωνα µε την Εικόνα 4. 1 (§ 4. 4), υποδηλώνει ότι 

το χρονικό διάστηµα που µεσολάβησε µεταξύ της διάσχισης της υπεροικογένειας 

Unionoidea από τις υπόλοιπες τρεις οικογένειες ήταν αρκετό για να συµβούν 

τουλάχιστο δύο γεγονότα «αρρενοποίησης» στη γενεαλογική γραµµή που οδήγησε 

στη δηµιουργία καθεµιάς από τις δύο αυτές οµάδες. Η υπεροικογένεια Unionoidea 

δεν φαίνεται να γνώρισε ποτέ την «αρρενοποίηση», είτε επειδή η συχνότητα 

εµφάνισης αρρενοποιηµένων µορίων ήταν τόσο µικρή, είτε διότι τα αρρενοποιηµένα 

µόρια δεν κατάφερναν να εξαπλωθούν στους πληθυσµούς (Hoeh et al. 1997). Το ίδιο 

µοιάζει να ισχύει και για τις οικογένειες Veneridae και Donacidae, κάτι που θα 

αποσαφηνιστεί περαιτέρω µε την απόκτηση περισσότερων δεδοµένων. 

 Τα Mytilidae, ωστόσο, φαίνεται να αποτελούν ειδική και ενδιαφέρουσα 

περίπτωση. Πρόκειται µάλλον για µία πολύ παλιά οικογένεια στην υφοµοταξία 

Pteriomorphia. Θα ήταν δυνατό να διατυπωθεί ότι, σε σχέση µε το χρόνο που 

απαιτείται για ένα γεγονός «αρρενοποίησης», τα γένη της οικογένειας Mytilidae είναι 

τόσο παλιά όσο οι οικογένειες της υφοµοταξίας Heterodonta. Ενδεικτικά, στον 

πίνακα που ακολουθεί, παρατίθενται οι γενετικές αποστάσεις των F τύπων του 

κυτοχρώµατος b για το Mytilus edulis, το Musculista senhousia (Preriomorphia, 

Mytilidae), το Venerupis philippinarum (Heterodonta, Veneridae) και το Donax 

trunculus (Heterodonta, Donacidae): 

Σύγκριση Είδη Απόσταση (Κ) Τ. σφάλµα 

Mytilidae - Mytilidae M. edulis F – M. senhousia F 0.715 0.081 

Mytilidae - Heterodonta M. edulis F – V. philippinarum F 0.639 0.080 

Mytilidae - Heterodonta M. edulis F – D. trunculus F 0.694 0.082 

Mytilidae - Heterodonta M. senhousia F – V. philippinarum F 0.960 0.080 

Mytilidae - Heterodonta M. senhousia F – D. trunculus F 0.863 0.096 

Heterodonta - Heterodonta D. trunculus F - V. philippinarum F 0.565 0.065 

 

 Οι συγκρίσεις φανερώνουν ότι η γενετική απόσταση ανάµεσα σε δύο γένη της 

οικογένειας Mytilidae µπορεί να είναι της ίδιας τάξης, ή ακόµα και µεγαλύτερη από 

την απόσταση Mytilidae-Heterodonta ή Donacidae-Veneridae. Η εναλλακτική 

εξήγηση είναι ότι τα γεγονότα «αρρενοποίησης» συµβαίνουν πιο συχνά στα 

Mytilidae σε σχέση µε τα υπόλοιπα δίθυρα, αλλά και πάλι όχι τόσο συχνά όσο είχε 

αρχικά υποτεθεί. Η παρουσία του γονιδιώµατος C στα είδη M. galloprovincialis και 

M. edulis, αλλά και ο πρόσφατος εντοπισµός γονιδιωµάτων παρόµοιας δοµής µε το C 
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σε πληθυσµούς του M. trossulus από την Αµερική (Breton et al. 2006) και την 

Ευρώπη (Burzynski et al. 2006) είναι παρατηρήσεις που στηρίζουν την παραπάνω 

θέση. Συνεπώς, η εξήγηση της φυλογένεσης των F και Μ µορίων του γένους Mytilus 

µέσω της «αρρενοποίησης» µπορεί να συνοψίζεται στο ακόλουθο σενάριο: 

αποχωρισµός του M. californianus από το σύµπλεγµα M. edulis (M. edulis, M. 

galloprovincialis, M. trossulus) και ακολούθως «αρρενοποίηση» στον κοινό πρόγονο 

των τριών ειδών του συµπλέγµατος. Όπως µάλιστα συζητήθηκε στην προηγούµενη 

παράγραφο, η ανακάλυψη και ταυτοποίηση του γονιδιώµατος C σηµατοδοτεί ένα 

ακόµα πολύ πρόσφατο γεγονός «αρρενοποίησης» που αυτή τη στιγµή βρίσκεται εν 

εξελίξει και αφορά στα είδη M. edulis και M. galloprovincialis. 

 

 
Εικόνα 4. 3: Το µοντέλο της εικόνας 4. 2 προσαρµοσµένο για τα είδη Μ. trossulus και Μ. 

edulis/galloprovincialis. A. Η σηµερινή εικόνα, όπου στα είδη Μ. edulis/galloprovincialis 

συνυπάρχουν τα µόρια F, Μ και C. Β. Πιθανή µελλοντική εικόνα που προϋποθέτει την 

εγκαθίδρυση του C έναντι του Μ στα αδελφά είδη Μ. edulis/galloprovincialis. Μ1 και F1: Τα 

Μ και F µόρια του «είδους» Μ. edulis/galloprovincialis. Μ2, F2: Τα M και F µόρια του M. 

trossulus. Μ1*: Το µόριο C. 
 

 Η διαδικασία «αρρενοποίησης» φαίνεται ότι βρίσκεται στο δεύτερο βήµα, 

δηλαδή στο στάδιο της συνύπαρξης του παλιού γονιδιώµατος Μ και του νέου (µόριο 

C) και της εξάπλωσης του τελευταίου στους πληθυσµούς των δύο ειδών (Εικόνα 4. 3, 

α). Αν τελικά το C εγκαθιδρυθεί εκτοπίζοντας τα Μ µόρια, τότε µελλοντικά οι 
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παλαιοί Μ κλάδοι των M. edulis και M. galloprovincialis θα έχουν εξαφανιστεί και τη 

θέση τους θα έχει πάρει ο κλάδος του µορίου C. Η γενεαλογική γραµµή του C θα 

καλείται πλέον «Μ» και θα τοποθετείται φυλογενετικά στη θέση που βρίσκεται το C 

σήµερα, δηλαδή εσωτερικά του κλάδου των F µορίων M. edulis-galloprovincialis και 

M. trossulus (Εικόνα 4. 3. β). 

 

 

4. 7. Επιστροφή στη ∆ιπλή Μονογονεϊκή Κληρονοµικότητα: 
 
Α. Σύγχρονη θεώρηση 

 

 Η ∆ιπλή Μονογονεϊκή Κληρονοµικότητα συνίσταται στην ύπαρξη δύο οδών 

µεταβίβασής του mtDNA, της µητρικής και της πατρικής. Η σταθερή µεταβίβαση 

µέσω των δύο διακριτών οδών έχει ως αποτέλεσµα τη διαφοροποίηση των µορίων 

mtDNA που ακολουθούν καθεµία από αυτές. Η σύγχρονη έρευνα στο φαινόµενο της 

∆ΜΚ στρέφει την προσοχή στους µηχανισµούς που εξασφαλίζουν αυτήν τη 

σταθερότητα, αποτρέποντας την αλληλοεπικάλυψη των δύο οδών ή την κατάργηση 

της µίας από αυτές. Αν και έχουν παρατηρηθεί διαδικασίες που, κατά διαστήµατα, 

µπορούν να προκαλούν ορισµένης έκτασης οµογενοποίηση και ανάµιξη των δύο 

τύπων γονιδιωµάτων, όπως είναι ο ανασυνδυασµός των µορίων mtDNA ή η 

αναστροφή του τρόπου κληρονόµησής τους, αυτές δεν φαίνεται παρά να αποτελούν 

απλούς ίσως παράγοντες ενός συνθετότερου µηχανισµού που η βασική του 

λειτουργία θα πρέπει να είναι ο έλεγχος της τύχης των µιτοχονδρίων του σπέρµατος 

και του γονιδιώµατός τους. Οι πρόσφατες παρατηρήσεις οµοπλασµικού σπέρµατος 

(Venetis et al. 2006), ετεροπλασµικών αυγών (Obata and Komaru 2005), 

τριπλασµικών ατόµων και η αναθεώρηση της ερµηνείας των µη-τυπικών αρσενικών 

ατόµων ενισχύουν την παραπάνω θεώρηση και µαζί µε τις µικροσκοπικές 

παρατηρήσεις που αφορούν στην πορεία των µιτοχονδρίων σε αναπτυσσόµενα 

έµβρυα µυδιών καταλήγουν στη διάκριση δύο επιπέδων ελέγχου. 

 Το πρώτο επίπεδο ελέγχου φαίνεται να ασκείται κατά τη γονιµοποίηση και 

αναφέρεται στην τύχη των µιτοχονδρίων του σπέρµατος στο αναπτυσσόµενο έµβρυο. 

Στα αρσενικά έµβρυα, σχεδόν όλα τα σπερµατικά µιτοχόνδρια οδηγούνται µε τη 

µορφή συσσωµατώµατος στα αρχέγονα κύτταρα της γαµετικής σειράς, ώστε να 

εγκατασταθούν αργότερα στη γονάδα. Αντίθετα, τα πατρικά µιτοχόνδρια 

διασπείρονται στοχαστικά ανάµεσα σε εκατοντάδες µητρικά µιτοχόνδρια στα 
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αναπτυσσόµενα θηλυκά έµβρυα, καταλαµβάνοντας πιθανότατα τυχαίες θέσεις, µε 

αποτέλεσµα τα ίχνη τους να είναι δυνατό να εντοπιστούν αργότερα σε διάφορους 

ιστούς του θηλυκού ενήλικου. 

 Το επίπεδο ελέγχου που περιγράφηκε είναι απαραίτητο για να υπάρξει το 

επόµενο, το οποίο λαµβάνει χώρα κατά τη γαµετογένεση. Στα ενήλικα αρσενικά, τα 

πατρικά µιτοχόνδρια ή τουλάχιστο το µιτοχονδριακό τους γονιδίωµα βρίσκεται 

σχεδόν αποκλειστικά στη γονάδα, σε συνύπαρξη µε τα µητρικά µόρια. Η σποραδική 

παρουσία µορίων Μ τύπου στους σωµατικούς ιστούς των ενήλικων αρσενικών 

πιθανότατα εξηγείται µε βάση την παρατήρηση ότι ένα ή δύο πατρικά µιτοχόνδρια 

µπορούν ενίοτε να «αποκολληθούν» από το συσσωµάτωµα κατά την πορεία τους 

προς τα αρχέγονα κύτταρα της γονάδας και να διασπαρθούν τυχαία. Το κρίσιµο 

στάδιο για τη σταθερότητα της ∆ΜΚ έγκειται στην απόρριψη όλων των µορίων 

µητρικής προέλευσης πριν ή κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης και στην 

εξασφάλιση οµοπλασµικού σπέρµατος για το πατρικό mtDNA. Ο µηχανισµός µέσω 

του οποίου αυτό επιτυγχάνεται παραµένει άγνωστος. Μία υπόθεση που διατυπώνεται 

σχετικά µε το θέµα δέχεται ότι τα πατρικά µόρια mtDNA αποκτούν ένα καθοριστικό 

αναπαραγωγικό πλεονέκτηµα έναντι των µητρικών στο περιβάλλον των πρώιµων 

σπερµατικών κυττάρων, µε συνέπεια τα δεύτερα να εξαλείφονται. Η εναλλακτική 

πρόταση είναι η ύπαρξη ενός µηχανισµού ενεργούς απόρριψης των µητρικών µορίων. 

 Κατά την ωογένεση, ωστόσο, δεν φαίνεται να υπάρχει αντίστοιχος 

µηχανισµός «καταστροφής» των πατρικών µορίων. Το περιεχόµενο του αυγού σε 

mtDNA αποτελεί πιθανότατα το προϊόν µίας «τυφλής δειγµατοληψίας» µορίων που 

τυγχάνει να βρίσκονται στα πρώιµα ωοκύτταρα. Ακόµα και αν δεχτούµε ότι όλα τα 

πατρικά µιτοχόνδρια ή, τουλάχιστο, τα µόριά τους έχουν διατηρηθεί ανέπαφα, η 

πιθανότητα να βρεθούν µερικά από αυτά σε σηµαντικούς αριθµούς στα πρώιµα 

ωοκύτταρα θα είναι πολύ µικρή και συνεπώς η επακόλουθη αντιπροσώπευσή τους 

στα αυγά θα είναι απειροελάχιστη, ιδιαίτερα σε ό,τι αφορά στην πληθυσµιακή 

διάσταση του φαινόµενου. 

 Στο πληθυσµιακό επίπεδο, η σύγχρονη θεώρηση περιλαµβάνει την εξήγηση 

της κατανοµής της ∆ΜΚ και της εξάπλωσής της στα δίθυρα σύµφωνα µε την 

υπόθεση της µοναδικής εµφάνισης και των συνακόλουθων δευτερογενών 

εξαφανίσεων – ή ίσως και της αδυναµίας ανίχνευσης τους φαινόµενου σε ορισµένους 

αντιπροσώπους – και το ρόλο της «αρρενοποίησης», όπως συζητήθηκε στις 

προηγούµενες παραγράφους. 
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Εικόνα 4. 4: Η σύγχρονη θεώρηση της ∆ΜΚ, (βλ. κείµενο). α: γονιµοποίηση, β: ανάπτυξη, 

γ: γαµετογένεση, δ: απελευθέρωση γαµετών. 1: γαµέτες 2: έµβρυο στο στάδιο των 4 

κυττάρων, 3: νεαρό άτοµο, 4: ώριµη γονάδα, 5: γαµέτες, CD: πρόγονο κύτταρο του 

αρχέγονου κύτταρου γονάδας. Το σχήµα υποδεικνύει τον πιθανότερο τρόπος δηµιουργίας 

τριπλασµικών ατόµων. 
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Β. Προοπτικές 

 

 Η µελέτη της ∆ΜΚ έχει αποκαλύψει σηµαντικές πτυχές της µεταβίβασης του 

µιτοχονδριακού DNA και της εξέλιξής του. Η συνεισφορά της στη διερεύνηση των 

λειτουργιών των µιτοχονδρίων και των γονιδιωµάτων τους αναµένεται ακόµα πιο 

σηµαντική στο µέλλον, καθώς δύναται να συµβάλει στην κατανόηση των 

µηχανισµών εξάλειψης των πατρικών µιτοχονδρίων στα πρώτα στάδια της ανάπτυξης 

ενός οργανισµού, ενώ φαίνεται ότι αποτελεί κατάλληλο µοντέλο για τη διερεύνηση 

της αλληλεπίδρασης και συνεξέλιξης του πυρηνικού και του µιτοχονδριακού 

γονιδιώµατος των οργανισµών. 

 Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η αναστροφή του τρόπου κληρονόµησης 

του mtDNA σε µύδια του γένους Mytilus. Βάσει των αποτελεσµάτων προτάθηκε ότι 

το φαινόµενο αυτό ίσως σχετίζεται µε την ενσωµάτωση τµηµάτων της περιοχής 

ελέγχου από το µόριο που κληρονοµείται πατρικά στην αντίστοιχη περιοχή του 

µορίου που κληρονοµείται µητρικά, µεταβάλλοντας τις ιδιότητες µεταβίβασής του. Ο 

έλεγχος της πρότασης αυτής αποτελεί ένα σηµαντικό αντικείµενο µελλοντικής 

έρευνας. Αν πραγµατικά αποδειχτεί ότι το mtDNA εµπεριέχει την πληροφορία για 

τον τρόπο µεταβίβασής του στην πρωτοταγή δοµή του, τότε θα ανοίξει ένα πολύ 

σηµαντικό κεφάλαιο σχετικά µε την κληρονόµηση και την εξέλιξη των 

µιτοχονδριακών γονιδιωµάτων. 

 Σχετικός µε τα προηγούµενα θα ήταν και ο έλεγχος της υπόθεσης ότι το µόριο 

C έχει επιλεκτικό πλεονέκτηµα σε σχέση µε το µόριο Μ. Η υπόθεση στηρίζεται 

στην παρατήρηση ότι τα µόρια Μ µεταλλάσσονται µε ταχύτερο ρυθµό από τα F 

(Stewart et al. 1995). Είναι κατά συνέπεια πιθανό ότι η αρµοστικότητα των πατρικών 

µορίων ελαττώνεται γρήγορα καθώς συσσωρεύουν περισσότερες µεταλλαγές µε 

µικρή επιβλαβή δράση. Σε αυτήν την περίπτωση, η «αρρενοποίηση» εµφανίζεται σαν 

µία διαδικασία «εξαγνισµού» της πατρικής γραµµής κληρονόµησης αντικαθιστώντας 

τα παλαιά µόρια µε νέα.  

 Σηµαντικό ζήτηµα στη µελέτη της ∆ΜΚ θα αποτελούσε η προσπάθεια 

διαλεύκανσης του µηχανισµού της, όπως αυτός ορίζεται από την υπόθεση εργασίας 

(§ 1. 2. 6). Όπως έχει ήδη διατυπωθεί σαν υπόθεση µε βάση τις παρατηρήσεις, είναι 

πιθανό ότι η ∆ΜΚ ελέγχεται από έναν (ή περισσότερους) παράγοντα που 

εκφράζεται στα γαµετικά κύτταρα των θηλυκών ατόµων. Ο παράγοντας αυτός, 

αυτός, που σύµφωνα µε την υπόθεση απαντά στα αυγά, θα πρέπει να αναγνωρίζει τα 
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πατρικά µιτοχόνδρια, να τα συγκρατεί µε τη µορφή συσσωµατώµατος και να τα 

οδηγεί στα γαµετικά κύτταρα. Για το λόγο αυτό, δεν αποκλείεται να αποτελεί κάποιο 

στοιχείο του κυτταροσκελετού. Τα θηλυκά άτοµα που παράγουν σχεδόν 

αποκλειστικά κόρες δεν θα εκφράζουν αυτόν τον παράγοντα, µε συνέπεια τα πατρικά 

µιτοχόνδρια να διασπείρονται τυχαία και να χάνονται στοχαστικά µέσα στους ιστούς 

των αναπτυσσόµενων θηλυκών ατόµων. Αντίθετα, τα θηλυκά άτοµα που παράγουν 

αποκλειστικά γιους θα πρέπει να εκφράζουν τον υποθετικό παράγοντα. Η ανίχνευση 

και ο προσδιορισµός αυτού του παράγοντα θα ήταν θεωρητικά εφικτός µέσω της 

σύγκρισης του πρωτεϊνικού περιεχόµενου αυγών από θηλεοτόκα και αρρενοτόκα 

θηλυκά µύδια. 

 Η ∆ΜΚ συνοδεύεται από µια σειρά ιδιαίτερων χαρακτηριστικών, όπως είναι η 

«αρρενοποίηση» ή το γεγονός ότι ο καθορισµός του φύλου ελέγχεται αποκλειστικά 

από τα θηλυκά άτοµα. Εντούτοις, δεν είναι ακόµα γνωστό εάν αυτές οι 

ιδιαιτερότητες είναι σταθερά γνωρίσµατα που συνοδεύουν τη ∆ΜΚ, ή αν η 

παρατήρησή τους στα Mytilus δεν αποτελεί παρά µία απλή σύµπτωση. Το ερώτηµα 

µοιάζει ενδιαφέρον και ίσως πολλά υποσχόµενο και θα µπορούσε να απαντηθεί µέσω 

της πιο εκτεταµένης και συστηµατικής συγκριτικής µελέτης δίθυρων που ανήκουν σε 

διαφορετικές οικογένειες. 

 Τέτοιου είδους προσεγγίσεις θα ήταν επίσης δυνατό να εξηγήσουν την 

εξελικτική σηµασία της ∆ΜΚ. ∆εν είναι γνωστό µέχρι σήµερα αν η ∆ΜΚ αποτελεί 

µια περίπτωση εγωιστικού DNA ή είναι ένας χαρακτήρας που προσδίδει κάποιο 

εξελικτικό πλεονέκτηµα στα είδη που την εµφανίζουν. Σύµφωνα µε την πρώτη 

άποψη, η ∆ΜΚ δεν προσδίδει κανένα επιλεκτικό πλεονέκτηµα στα είδη στα οποία 

απαντά, αλλά αποτελεί µια επιτυχηµένη «ανταρσία» ενός πατρικού mtDNA ενάντια 

στο µηχανισµό εξάλειψης του - µηχανισµός που ελέγχεται από το πυρηνικό DNA. 

Τέτοιες ανταρσίες, κατά την υπόθεση, γίνονται ανά πάσα στιγµή αλλά έχουν 

απειροελάχιστη πιθανότητα επιτυχίας και συνεπώς παραµένουν απαρατήρητες. Η 

δεύτερη υπόθεση προσδίδει ένα οργανισµικό πλεονέκτηµα στη ∆ΜΚ, επιχειρώντας 

να τη συνδέσει µε την αναπαραγωγική βιολογία των οργανισµών στους οποίους 

απαντάται. Σε ζωικούς οργανισµούς µε τυπική µητρική κληρονόµηση είναι πιθανό να 

εµφανίζονται µεταλλαγές στο mtDNA που να είναι ελαφρώς δηλητηριώδεις για τη 

λειτουργία του σπέρµατος. Τα µόρια που φέρουν αυτές τις µεταλλαγές δεν 

βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο της φυσικής επιλογής, διότι κληρονοµούνται µόνο 

µέσω των θηλυκών ατόµων, στα οποία συν τοις άλλοις λειτουργούν κανονικά. 
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Εκφράζεται η υπόθεση ότι η ∆ΜΚ αποτελεί έναν τρόπο απόκρισης σε τέτοιες πιέσεις, 

ιδιαίτερα µάλιστα σε οργανισµούς όπως είναι τα δίθυρα, στα οποία η γονιµοποίηση 

είναι εξωτερική. Εντούτοις, µελέτες που συγκρίνουν τους ρυθµούς των συνώνυµων 

και µη-συνώνυµων αντικαταστάσεων ή την πιθανότητα σύγκλισης των πατρικών 

mtDNA µορίων δεν έχουν ρίξει φως στην παραπάνω υπόθεση. 

 Ο τρόπος φυλοκαθορισµού στα δίθυρα δεν είναι γνωστός. Ωστόσο, η 

παρουσία ή η απουσία µορίων πατρικής προέλευσης στη γονάδα των οργανισµών 

αυτών εµφανίζει απόλυτη συσχέτιση µε το φύλο τους. Η συσχέτιση της ∆ΜΚ µε το 

φυλοκαθορισµό στα δίθυρα ενισχύεται επίσης και από το γεγονός ότι η ∆ΜΚ 

φαίνεται να απουσιάζει από τις οικογένειες που εµφανίζουν ερµαφρόδιτα άτοµα 

(Hoeh et al. 2002). Με βάση τα σηµερινά δεδοµένα, η επικρατούσα άποψη είναι ότι 

το προεπιλεγµένο (default) φύλο στα δίθυρα είναι το θηλυκό. Η δηµιουργία 

αρσενικών ατόµων θα µπορούσε να οφείλεται σε σηµαντικό βαθµό σε κάποιον 

παράγοντα που εδράζεται στα πατρικά µιτοχόνδρια ή στο πατρικό mtDNA και του 

οποίου η συγκέντρωση στα πρώιµα κύτταρα της γονάδας θα είχε ως αποτέλεσµα να 

την κάνει αρσενική. H προσπάθεια ανίχνευσης αυτού του παράγοντα θα αποτελέσει 

πιθανότατα ένα σηµαντικό σηµείο στην πορεία για την κατανόηση της ∆ΜΚ αλλά 

και της λειτουργίας των µιτοχονδρίων και του mtDNA. 



 120

5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

1. Τα µη-τυπικά αρσενικά µύδια των ειδών Μ. edulis και Μ. galloprovincialis 

περιέχουν ένα νέο µιτοχονδριακό γονιδίωµα (γονιδίωµα C). 

2. Το γονιδίωµα C είναι ένα µόριο που, εκτός από την περιοχή ελέγχου, µοιάζει µε 

το γονιδίωµα F. Η περιοχή ελέγχου, ωστόσο, είναι σύνθετη και περιέχει 

επαναλαµβανόµενα και διατεταγµένα στη σειρά στοιχεία τύπου Μ, τα οποία 

περιστοιχίζονται από στοιχεία τύπου F. 

3. Η µοριακή προέλευση του γονιδιώµατος C περιλαµβάνει µηχανισµούς 

διπλασιασµού και ανακατάταξης αλληλουχιών, καθώς και γεγονότα διαµοριακού 

ανασυνδυασµού στην περιοχή του CR, µεταξύ ενός τυπικού F και ενός τυπικού M 

µορίου. 

4. Το γονιδίωµα C, σε ό,τι αφορά στον τρόπο κληρονόµησης, έχει τις ιδιότητες των 

Μ γονιδιωµάτων. 

5. Το γονιδίωµα C έχει παγκόσµια εξάπλωση, γεγονός που υποδηλώνει πιθανώς ότι 

δηµιουργήθηκε µία φορά. 

6. Η ανακάλυψη του µορίου C επιβεβαιώνει, αλλά ταυτόχρονα τροποποιεί την 

υπόθεση της «αρρενοποίησης» ή αναστροφής του τρόπου µεταβίβασης του 

mtDNA: δεν πρόκειται για ένα µόριο F που έγινε πατρικώς κληρονοµούµενο, 

αλλά για ένα νέο µόριο µε σύνθετο CR. 

7. Η επιβεβαίωση της «αρρενοποίησης» επιβάλλει την επανεξέταση των 

φυλογενετικών σχέσεων των µητρικών και πατρικών mtDNA µορίων και της 

κατανοµής της ∆ΜΚ στα δίθυρα. 

8. Για το σκοπό αυτό αναζητήθηκε η ∆ΜΚ και σε άλλα είδη. Η ύπαρξή της 

τεκµηριώθηκε σε ένα νέο είδος, το Donax trunculus, που ανήκει σε µία 

οικογένεια (Donacidae) για την οποία δεν είχε αναφερθεί η ανίχνευση του 

φαινόµενου. ∆ιαπιστώθηκε επιπλέον η αδυναµία τεκµηρίωσης για την ύπαρξη του 

φαινόµενου σε µερικά ακόµα είδη των οικογενειών Veneridae και Arcidae. 

9. Η µελέτη της φυλογένεσης υποδεικνύει: 

i. τη σποραδική κατανοµή της ∆ΜΚ στα δίθυρα. 

ii. ότι τα µητρικά και πατρικά µόρια από διαφορετικές οικογένειες ή γένη 

οµαδοποιούνται µε βάση την ταξινοµική βαθµίδα, ενώ αντίθετα η 



 121

οµαδοποίηση γίνεται σύµφωνα µε τον τρόπο κληρονόµησης των µορίων 

όταν η ανάλυση περιλαµβάνει συγγενή είδη. 

10. Οι παρατηρήσεις της παραγράφου 9 ερµηνεύονται: 

i. σαν το αποτέλεσµα της µοναδικής εµφάνισης της ∆ΜΚ και 

συνακόλουθων επεισοδίων «αρρενοποίησης» µε µεγάλη χρονική 

περιοδικότητα, 

ii. σαν το αποτέλεσµα δευτερογενών απωλειών από συγκεκριµένους 

εξελικτικούς κλάδους, ή, 

iii. σαν το αποτέλεσµα αδυναµίας στην ανίχνευση της ∆ΜΚ. 

11. Η µελέτη της κατανοµής των τριών γονιδιωµάτων (F, M και C) σε πληθυσµούς 

M. galloprovincialis ανέδειξε την παρουσία τριπλασµικών αρσενικών και 

θηλυκών ατόµων. 

12. Η παρουσία τριπλασµικών ατόµων ερµηνεύεται ως αποτέλεσµα: 

i. της περιορισµένης και περιστασιακής µεταβίβασης πατρικών µορίων από 

τα αυγά ή 

ii. της µεταφοράς δύο πατρικών µορίων (M και C) µέσω του σπέρµατος. 
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Παράρτηµα Ι 
 

Συστοίχιση της περιοχής ελέγχου (CR) των γονιδιωµάτων C, F και Μ. Για να 

πραγµατοποιηθεί η σύγκριση, οι τυπικές CR F και Μ αλληλουχίες επαναλαµβάνονται 

τέσσερις φορές, ώστε να καλύψουν τις επαναλαµβανόµενες περιοχές του 

γονιδιώµατος C. Η συστοίχιση έγινε από το πρόγραµµα Clustal X v. 1.8 και 

διορθώθηκε µε το χέρι. Παρουσιάζονται µόνο οι µεταβλητές θέσεις. Οι τελείες (.) 

υποδηλώνουν οµοιότητα µε την αλληλουχία αναφοράς που βρίσκεται στην κορυφή. 

Οι παύλες (-) υποδηλώνουν τις ελλείψεις. Με πλαίσιο σηµειώνονται οι αλληλουχίες 

του CR των µη τυπικών αρσενικών που είναι τύπου F. Με γκρι πλαίσιο σηµειώνονται 

οι περιοχές όπου το σύνθετο CR µεταπίπτει από F σε Μ και αντίστροφα. 1, 2, 3, 4, 5, 

6: Τα έξι νουκλεοτίδια που χαρακτηρίζουν τις αλληλουχίες τύπου Μ στο κεντρικό 

τµήµα (CD) του CR. 

 

∆είγµατα: 

 

• MedulM1: Mytilus edulis, τύπος Μ, απλότυπος 1. (Breton et al. 2006) 

• MgallM: Mytilus galloprovincialis, τύπος Μ. (Mizi et al. 2005) 

• BS12, BS23, BS25, BS33, BS59, BS61, BS68, BS81: ∆είγµατα από τις γονάδες 

µη-τυπικών αρσενικών Mytilus galloprovincialis της Μαύρης Θάλασσας 

• BS6, BS22, BS47: ∆είγµατα από τις γονάδες θηλυκών ατόµων Mytilus 

galloprovincialis της Μαύρης Θάλασσας 

• E4g, w172g: ∆είγµατα από τις γονάδες µη-τυπικών αρσενικών Mytilus edulis του 

Καναδά 

• MgallF: Mytilus galloprovincialis, τύπος F. (Mizi et al. 2005) 

• MedulF: Mytilus edulis, τύπος F. (Boore et al. 2004) 
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Παράρτηµα ΙΙ 
 

A. Συστοίχιση των τµηµάτων από πέντε κωδικές περιοχές (Cytb, COIII, COI, ND5 και ND6-

srRNA) του γονιδιώµατος C µε τα οµόλογα τµήµατα των τυπικών F και Μ γονιδιωµάτων 

των ειδών Mytilus galloprovincialis και Mytilus edulis. Η συστοίχιση έγινε από το 

πρόγραµµα Clustal X v. 1.8. Οι τελείες υποδηλώνουν οµοιότητα µε την αλληλουχία 

αναφοράς που βρίσκεται στην κορυφή. 

B. Οι γενετικές αποστάσεις (κάτω αριστερά, K-distances, Kimura 2-parameter) και το 

τυπικό τους σφάλµα (πάνω δεξιά) µεταξύ των τµηµάτων που αναφέρονται παραπάνω. 

 

∆είγµατα: 

 

• MedulM1: Mytilus edulis, τύπος Μ, απλότυπος 1. (Breton et al. 2006) 

• MgallM: Mytilus galloprovincialis, τύπος Μ. (Mizi et al. 2005) 

• BS12, BS23, BS25, BS33, BS45, BS59, BS61, BS68, BS81: ∆είγµατα µη-τυπικών 

αρσενικών Mytilus galloprovincialis της Μαύρης Θάλασσας. (g: γονάδα, s: σώµα) 

• F14: Τυπικό αρσενικό Mytilus galloprovincialis 

• C29: Αρσενικό τριπλασµικό άτοµο Mytilus galloprovincialis από την Κεφαλονιά 

• BS6, BS22, BS47: ∆είγµατα από τις γονάδες θηλυκών ατόµων Mytilus galloprovincialis 

της Μαύρης Θάλασσας 

• E4g, w172g: ∆είγµατα από τις γονάδες µη-τυπικών αρσενικών Mytilus edulis του 

Καναδά 

• MgallF: Mytilus galloprovincialis, τύπος F. (Mizi et al. 2005) 

• MedulF: Mytilus edulis, τύπος F. (Boore et al. 2004) 
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1A. Cytb 
 
 
[01]BS12g    GACACGCTAC CGCGAGGTTG CAATATAGAG GTACGTGTGG CACAGTTCTA TGGTGGCTTT TGAGACTCCG CGAGGATGCA TCAATTTTTG CTTCCCTCTT  [370] 
[02]BS81g    .......... .......... .......... ....A..... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [370] 
[03]BS61g    .......... ........C. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [370] 
[04]BS25g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [370] 
[05]BS68g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [370] 
[06]BS33g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [370] 
[07]BS45g    ........G. .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [370] 
[08]BS47     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......A.. ..........  [370] 
[09]BS59g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [370] 
[10]BS23g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....G....T ..........  [370] 
[11]BS6      .......... .....A.... .......... .......... .......... .......... .......... .AG....... .......... ..........  [370] 
[12]BS22     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .A........ .........T ..........  [370] 
[13]E4       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [370] 
[14]w172     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........T ..........  [370] 
[15]MgalloF  .......... .......... ...C...... .........A ...C...... ....A..CC. .......... T......... ........CT ..........  [370] 
[16]MedulF   .......... .......... .......... .........A ...C...... ....A..CC. .......... T......... .........T ..........  [370] 
[17]BS59s    .......... .......... .......... .C.......A ...C.....G .......... .......... T......A.. ....G....T .A..GGC...  [370] 
[18]BS12s    .......... .......... .......... .C.......A ...C.....G .......... .......... T......A.. .........T ....G.C...  [370] 
[19]BS61s    .......... .......... .......... .C.......A ...C.....G .......... .......... T......A.. .........N ....G.C...  [370] 
[20]BS81s    .......... .......... .......... .C.......A ...C.....G .......... .......... T......A.. ..G......T ....G.C...  [370] 
[21]MgalloM  .GTTAATAGT TCTAG.AG.T AGG.GCCAGA ACTT.C..AT .GGTAAGTA. ATAC.AT..C CAG.GTGTT. T..ATGC.TG CA...CAC.T T.CTG.CTCA  [370] 
[22]MedulM   AGTTAATG.. TTTA.AAG.T AG....GAGA ACCT.CACAT TGGTAAGTA. ATAC.ATC.C .AGA..GTTA ...ATGC.TG CA.GC..C.T T.CTG.CT.A  [370] 
 
[01]BS12g    GGCGGACACC GCGGTGTTCG GGAGCGCCAT AATCGATAAG TATCCAGGTG TGGAGCACTG GGGCTGTATT TTGGTTCTAA AGGACAGTTC AATGACTTTT  [754] 
[02]BS81g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... ..........  [754] 
[03]BS61g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... ..........  [754] 
[04]BS25g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... ..........  [754] 
[05]BS68g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... ..........  [754] 
[06]BS33g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... ..........  [754] 
[07]BS45g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... ..........  [754] 
[08]BS47     .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... ..........  [754] 
[09]BS59g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... ..........  [754] 
[10]BS23g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... .......... ..........  [754] 
[11]BS6      .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... ...G...... ..........  [754] 
[12]BS22     .......... .......... .......... .G........ .......... .......... ...T...... .......... ...G...... ..........  [754] 
[13]E4       .......... .......... ......A... .......... .......... ...G...... ...T.....C .......... ..AG...... ..........  [754] 
[14]w172     .......... .......... ......A... .......... .......... ...G...... ...T.....C .......... ..AG...... ..........  [754] 
[15]MgalloF  .......... .....C.... ......A... .......... .......... .......... ...T...... .......... ...G...... ..........  [754] 
[16]MedulF   .......... .....C.... ......A... ..GG...... ....T..... .......... ...T...... .......... ...GT..... ...A......  [754] 
[17]BS59s    .......... ....CT.... .A........ .......... AN.NAN..G. N.....NN.. ...T...... .C........ ...GT....T ....G.....  [754] 
[18]BS12s    .......... ....CC.... .A........ .......... .......... .......... ...T...... .C........ ...GT....T ..........  [754] 
[19]BS61s    .......... ....CC.... .A........ .......... .......... .......... ...T...... .C........ ...GT....T ..........  [754] 
[20]BS81s    .......... ....CC.... .A........ .......... .......... .......... ...T...... .C........ ...GT....T ..........  [754] 
[21]MgalloM  .AATATTGTT ATAA.C.ATA ATGT.AATGC T...A.AGGT ...TTC.C.A CTT..TGTCT ..TTCTCG.. .CAAG..CGG CTAG..TCCT TGCA.GC...  [754] 
[22]MedulF   AAGTATT..T A.AACACATA ATGCTAA.GC T...AGA..T .GG..GA..A .TT.TTGT.A AATTATCGCC CCAAGCTC.T C.AGTCTC.T .GCA.GCCGC  [754] 
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[01]BS12g    GGCTGTCATC TCGCTCACTC CT [832] 
[02]BS81g    .......... .......... .. [832] 
[03]BS61g    .......... .......... .. [832] 
[04]BS25g    .......... .......... .. [832] 
[05]BS68g    .......... ......G... .. [832] 
[06]BS33g    .......... .......... .. [832] 
[07]BS45g    .......... .......... .. [832] 
[08]BS47     .......... .......... .. [832] 
[09]BS59g    .......... .......... .. [832] 
[10]BS23g    .......... .......... .. [832] 
[11]BS6      .......... .......... .. [832] 
[12]BS22     .......... .......... .. [832] 
[13]E4       .......... .......... .. [832] 
[14]w172     .......... .......... .. [832] 
[15]MgalloF  .......... ...T...T.. .. [832] 
[16]MedulF   .......... ...T...... .. [832] 
[17]BS59s    .......G.. .......... .. [832] 
[18]BS12s    .......G.. .........N .. [832] 
[19]BS61s    .......G.. .......... .. [832] 
[20]BS81s    .......G.. .......... .. [832] 
[21]MgalloM  TAT.A.TCAT GTC.CT.TAT T. [832] 
[22]MedulM   TATC.CTTAT GTCTCT.TA. NC [832] 
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1B. Cytb 
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2A. COIII 
 
 
[01]  BS81g    GGGCACAAAC GTCTGGCGTC TATTTATTCG GTCTTGCTTT ACTTCTGTTT CTTACACAGC GCCGGATATC ATTCTCACAA GTCACAACGA TTTCCAACGT  [397] 
[02]  BS12g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [397] 
[03]  BS22     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [397] 
[04]  BS6      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [397] 
[05]  E4g      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [397] 
[06]  C29_6    .......... ..T....... ..C....C.. ........C. .......... .......... ....A.C... .......... ..T....... ..........  [397] 
[07]  MgallF   .A........ ..T..A.... .......... ....C..... .......... ......T... .T....C... ......G..G ..T.TG.... ..........  [397] 
[08]  MedulF   .A........ ..T..A.... C......... .......... .......... ......T.T. .T........ ......G... ..T.TG.... ..........  [397] 
[09]  C29s     .A........ ..TC.A.... C.......T. .......... .......... ....T....T .T....C... .......... ..T.T..... ..........  [397] 
[10]  BS60     .A...T.... ..T..A.... C...G..... .......... .......C.. ...G..T... .T....C... ....CTGT.. ..T.T..... .......T..  [397] 
[11]  BS12s    .A..TT...G ..T..A.T.. C...G..... .......... .......C.. ...G..T... .T....C... ....CTGT.. ..T.T..... .......T..  [397] 
[12]  BS81s    .A..TT.... ..T..A.... C...G..... .......... .......C.. ...G..T... .T....C... ....CTGT.. ..T.T..... .......T..  [397] 
[13]  MgallM   AAAG.TCCT. .CTCA.TA.G .G.A..CGAC AG.A.ATC.A GGCCTGC..C TCG.TGTG.A ATAAAGCTCT GCCT..C.G. CGTTT.TTTT CAGTTGGTTC  [397] 
[14]  C29_3    AAAG.TCCC. ACTCA.TACG CG.A.GCGAC AGTA.ATC.A GGCCTGC..C TCG.TGTG.A AT.AA..TCT G.CT.TC.C. C.TTT.T.TT CCG.TGGTTC  [397] 
[15]  C29_5    AAAG.TCCC. ACTCA.TACG CG.A.GCGAC AGTA.ATC.A GGCCTGC.CC TCG.TGTG.A AT.AA..TCT G.CT.TC.C. C.TTT.T.TT CCG.TGGTTC  [397] 
 
[01]  BS81g    GGAGCTGGTC AGGTCCGGTG CGCGATGTCG ACGATTATCT TGTGTCGTTT ACTATGGATT TTCTGAGACA CGCAATCTTT CTAGGATGTG CTAGCGAATG  [754] 
[02]  BS12g    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [754] 
[03]  BS22     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [754] 
[04]  BS6      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [754] 
[05]  E4g      .......... ...C...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......A... ........C.  [754] 
[06]  C29_6    .......... ...C....C. ..T....... .......... ....C..... .......... .C........ ........C. .......... .C........  [754] 
[07]  MgallF   ........C. ..AC.T.... .......... .......... .....T...C .T..C..... .CT....... ...T.C.... .......... ....T.....  [754] 
[08]  MedulF   ........C. ..AC...... .......... .......... .....T...C .T..C....C .C........ ...C.CT..C .......... ....T.....  [754] 
[09]  C29s     ........C. ..AC.T.... .......... .......C.. .......GC. .......... CC........ ...T...... .......... ..........  [754] 
[10]  BS60     ........CT ..AC.T.... .....C..T. .......C.. .....T..C. .......... .C.C...... ...T.CT... .......... ..........  [754] 
[11]  BS12s    ........CT ..AC.T.... .....C..T. .......C.. .....T..C. .......... .C.C...... ...T.CT... .......... ..........  [754] 
[12]  BS81s    ........CT ..AC.T.... .....C..T. .......C.. .....T..C. .......... .C.C...... ...T.CT... .......... ..........  [754] 
[13]  MgallM   AAGATCAA.T CCT.TTCA.A TTTAG.ACTA GGAGCCGCGG CTCT.TA... .TCT..AGC. GCTCAGTCTG TA.CC.T..C TCGAAG.ACT TGGA.AGGCA  [754] 
[14]  C29_3    AAGATCAA.T CTT.TTCA.A TTTAG.ACTA GGAGC.GCGG C.CT.TA... GTCG..AGC. GCTCAGTCTG TA.CC.TC.C TCGAAG.ACT TGGA.AGGCA  [754] 
[15]  C29_5    AAGATCAA.T CTT.TTCA.A TTTAG.TCTA GGAGC.GCGG C.CT.TA... GTCG.CAGC. GCTCAGTCTG TAGCC.TC.C TCGAAG.ACT TGGAGAGGCA  [754] 
 
[01]  BS81g    GGTGGCCCAT TTGCCACCT [817] 
[02]  BS12g    .......... ......... [817] 
[03]  BS22     .......... ......... [817] 
[04]  BS6      .......... C........ [817] 
[05]  E4g      .......... C........ [817] 
[06]  C29_6    .......... C........ [817] 
[07]  MgallF   .....T.... C........ [817] 
[08]  MedulF   .....T.... C........ [817] 
[09]  C29s     ..C..T.... ......... [817] 
[10]  BS60     ..C..TT... ....T.... [817] 
[11]  BS12s    ..C..TT... ....T.... [817] 
[12]  BS81s    ..C..TT... ....T.... [817] 
[13]  MiziM    AA.TAT.GCC CCCTAGTT. [817] 
[14]  C29_3    AACTAT.GCC CCCTAGTT. [817] 
[15]  C29_5    AACTAT.GCC CCCTAGTTC [817] 
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2B. COIII 
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3A. COI 
 
 
[01]  BS45g      ATTAGTATCG CATTTAGGAT GATGTGTGTA TTTTGGATTT TCTGGTATCT TGGTCTTATT AGAATCCGTA GTTCTATGTG TAGTCTCTTG TTAATTTAAG  [387] 
[02]  BS12g      .......... .......... .......... .......... ........T. .......... .......... .......... .......... ..........  [387] 
[03]  BS81g      .......... .......... .......... .......... ........T. .......... .......... .......... .......... ..........  [387] 
[04]  BS22       .......... .......... .......... C......... ........T. .......... .......... .......... .......... ..........  [387] 
[05]  BS6        .......... .......... .......... .......... ........T. .......... .......... .......... .......... ..........  [387] 
[06]  E4g        ........T. .......... .......... .........A ........T. .......... .......... .......... .......... ..........  [387] 
[07]  C29g       ........T. ........G. .......... .......... ........T. .......... .......... .......... .......... ..........  [387] 
[08]  MgallF     ........T. .......... .......... C..C...... ........T. ....T.C... .......... .......... .......... ....C.C...  [387] 
[09]  MedulF     ........T. .......... .......... ...C...... ........T. ....T.C... ........C. .......... .......... ..........  [387] 
[10]  C29s       ..C.....T. ..C....... .......... ...C...... ........T. ....T.C... .......... .......A.. .G........ C.........  [387] 
[11]  BS81s      ......T.T. .GC....A.C ....C..... ...C...... .T......T. ....T.C... .......... .......... ....T..... ..........  [387] 
[12]  BS12s      ...T....T. .GC....A.C ....C..... ...C...... .T......T. ....T.C... .......... .......... ....T..... ..........  [387] 
[13]  BS60       ........T. .GC....A.C ....C..... ...C...... .T......T. ....T.C... .......... .......... ....T..... ..........  [387] 
[14]  Medul M    GCA.A.GA.A TGCC.GA... AGCTCACAGG CGCAAAGC.. GTCTAG.GT. CAAGT..GCC GAGGC.TA.G AC.ACCCTCA C.AATCT.CA CCGG.CCTGT  [387] 
[15]  MgallM     ..A.ACGA.A TGCCCGA.GC .GAC...AG. .C.AAA.CC. GGCTAGTATC .AAA.G..C. G.GG.TTA.G .CCA.GCT.. ..AATCTCCC C.T...CTGT  [387] 
[16]  C29g       ..A.ACGA.A TGCCCGA.GC .GAC...AG. CC.AAA.C.. GGCTAGTATC .AAA.G..C. G.GG.TTA.G .CCA.GCT.. ..AAT.TCCC C.T...CTGT  [387] 
 
[01]  BS45g      GTCCTGCCGG CTTCTCTGTG CGAAGTGGGT AAGATTGGGT CTAGTTTCTT ATCCTAGAAC GAATAAAGGT CTGCCACCAC GGATAGTGAA T [813] 
[02]  BS12g      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... . [813] 
[03]  BS81g      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... . [813] 
[04]  BS22       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... . [813] 
[05]  BS6        .......... .......... ..G....... ...G...... .......... .......... ..G....... .......... .......... . [813] 
[06]  E4g        .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... . [813] 
[07]  C29g       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... . [813] 
[08]  MgallF     .......... .C...T.A.. ..G....... .......... .......... .......... .....G.... .......... .........G . [813] 
[09]  MedulF     .......... .....T.... ..G....... .......... .......T.. .......... .......... .......... .........G . [813] 
[10]  C29s       .......... ........C. ....T..... .......... .......... .......G.. .......... .........T ..G......G . [813] 
[11]  BS81s      .........A .....T.... .......... ..A....... .......... .......... ......G... .........T .........G . [813] 
[12]  BS12s      .........A .....T.... .......... ..A....... .......... .C........ ......G... .........T .........G . [813] 
[13]  BS60       A.....T..A .....T.... .......... ..A....... .......... .......... ......G... .........T .........G . [813] 
[14]  MedulM     .GTTCA..AA T.CT.T.A.A TA.TT.TAA. TG.G..AAAA TCGAC..TCC G.TAAGATG. .G..G.GAAC TAA.TG.TGG AT..CACAGT A [813] 
[15]  MgallM     .G.TCATTAA ..CTCT.AA. TA.CTGTAA. TGT.CCAA.A ..GA.GCT.C ..TAAG.TGT AG.CGG.AAC TAATTGTTCG A..CCT.AGC G [813] 
[16]  C29g       .A.TCATTAA ..CTCTCA.. TA.CTGTAAC TG..CCA..A ..GA.GCT.C ..TAAG.TGT AG.CGG.AAC TAATTGTTCG A.GCCACAGC G [813] 
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3B. COI 
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4A. ND5 
 
 
[01]  BS45g      CTGCGATGCT CCTCACCATC ATAAAGCGGC TATAGCGTTA CGAGTCTGCG TACCCTGCGG TCTCGGTGTC GGATGTGACT GATGGTAACG AGGGGGAATA  [376] 
[02]  BS22       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......G.. .......... ..........  [376] 
[03]  BS12g      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [376] 
[04]  BS81g      .......... .......... .......... .......... ...A..G... .......... .......... .......... .......... ..........  [376] 
[05]  BS6        .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... G.........  [376] 
[06]  C29g       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [376] 
[07]  MgallF     ....T..... ......A... .......... ........C. ........T. ...T...... .T........ .......... .......... ..........  [376] 
[08]  MedulF     ....T..... ......A... ......T... ........C. ........T. .......... .TC....... .......... .......... ..........  [376] 
[09]  C29s       ...T...... ......A... .......... ..C.....C. ........T. .......... CT........ .......... .......... ..........  [376] 
[10]  BS60       T..T...AT. T.....A... .......... ........C. ........T. .......... .T........ .......... .......G.. ...A.....G  [376] 
[11]  BS12s      T..T...AT. T.....A... .......... ........C. ........T. .......... .T........ .........C .......G.. .........G  [376] 
[12]  BS81s      T..T...AT. T.....A... .......... ........C. ........T. .......... .T........ .......... .......G.. .........G  [376] 
[13]  C29g2      TGAT.GG.TC T.GTGTGTCT GGTGCCTAA. AG.GTTAC.G ATG.AT.ATT CTTTTGATTT .TCTAACCCT AAGCTAT.T. AGGAACTC.A GAAAAA.TC.  [376] 
[14]  MgallM     TGAT.GG.TC TTGTGTGTCT GGT.TCTAAT AG.GTTAC.G ATG.AT.ATT CTTTTGATTT .TCTAACC.T AAGCTAT.T. AGGAACTCTA GAAAAAGCC.  [376] 
 
[01]  BS45g      GTTGGACCTG GTTGAACAGG CTATTTTCAG ATTCCTGTTT GAACCATATA AACGGCATAA AATTGCGGAA AAAGATGTAC TATGATGGCT CATATCCAGG  [756] 
[02]  BS22       .......... .......... .......... .......... ..C....... ....A..... .......... .......... .......... ..........  [756] 
[03]  BS12g      .......... .......... .......... .......... .......... ....A..... .......... .......... .......... ..........  [756] 
[04]  BS81g      .......... .......... .....C.... .......... .......... ....A..... .......... .......... .......... ..........  [756] 
[05]  BS6        .......... .......... .......... .......... .......... ....A..... .......... .......... .......... ..........  [756] 
[06]  C29g       .......... .......... .......... .......... ....T..... ....A..... .......... .......... .....A.... ...G......  [756] 
[07]  MgallF     ........C. .......... T......T.. .........C .......... G...A..... .......... .......C.. ......T... ..........  [756] 
[08]  MedulF     ...T....C. .......... T......T.. .......... .......... ....A..... .......... .......... .......... ..........  [756] 
[09]  C29s       .......... .......... .......... G......... .......... ....A..... .......... .......... .......... ..........  [756] 
[10]  BS60       ........C. ........A. T......... .......... .......... ....A.G... .......... GGG..C..G. ..C....... ..........  [756] 
[11]  BS12s      ........C. ........A. T......... .......... .......... ....A.G... .......... GG...C..G. ..C....... ..........  [756] 
[12]  BS81s      ........C. ........A. T......... .......... .......... ....A.G... .......... GG...C..G. ..C....... .......G..  [756] 
[13]  C29g2      .CCTAGTT.T .CAAGGT.TA TCGCCCCTGA ..AATCACC. AC.GTGCCGC .GTCAG.GGG GCC.ATAAGG ..GTG.ACGT GGGTG.TATA TGC.GTT.AA  [756] 
[14]  MgallM     ACCTAGTT.T A.AAGGTCTA TCGCCCCTG. .AAATCACC. AT.GTGCCGC .GTCAG.GGG GCCCATAAGG ..GTG.ACGT .GGTG.TCTA T.C.GTT.AA  [756] 
 
[01]  BS45g      AGTAAGCGGG TTTGCGCCTT AAGGCTATTG GGTACCAAGG CCGTTACACA GGTACTCTCT GCTGCTTGCG CTA [998] 
[02]  BS22       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T [998] 
[03]  BS12g      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T [998] 
[04]  BS81g      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T [998] 
[05]  BS6        .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T [998] 
[06]  C29g       .......... .......... .......... .......... .......... ..C....... .......... ..T [998] 
[07]  MgallF     .......... .CC..A.... .......... .......... .T........ .......... .......... ..T [998] 
[08]  MedulF     ..C....... .C...A.... ....T..... ....T..... .......... .......... .......... ..T [998] 
[09]  C29s       .......... .C........ .......... .......... ...C...... A....C.... .......... ..T [998] 
[10]  BS60       .......... .C........ .......... ...G...... .......... .......... ....T..... ..T [998] 
[11]  BS12s      .......... .C........ .......... ...G...... .......... .A........ ....T..... ..T [998] 
[12]  BS81s      .......... .C........ .......... ...G...... .......... .......... ....T..... ..T [998] 
[13]  C29g2      GCGCGTTCCT CC.AT.TTGC TGAAGCGCCT AACT.TGGTT TTC.GGT.GG AC.GT.TCTA CAAATGCATA TCT [998] 
[14]  MgallM     GCGCGTTCCT CC.AT.TTGC CGAAG.GCCT AACT.TGGTT TTC.GGTGGG AC.GT.TCTA CAAATGCATA TCT [998] 
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4B. ND5 
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5A. ND6-srRNA 
 
 
[01]  E4G     AACGCAATTG AGGGTCAGAA TGAGGTTTGC GTTACTGCGC TCTTTGTCGG TGCTGAGGAA TAGAGCTTCA GCGGGGTAAT GTAGTGGGTC ATTGTGGGAA  [304] 
[02]  w172    G......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [304] 
[03]  C       G......... .......... .......... .......... .......... .......... .........G .......... .......... ..........  [304] 
[04]  MgallF  .......... .......... .........T ....T..... .....T.T.. .......... .........G ........G. .C....T... ..........  [304] 
[05]  MedulF  .......... .......... .......C.. ....T..... .....T.T.. .......... .........G ........G. ......T... ..........  [304] 
[06]  BS60    G......... .......... .........T ....T..T.. CT.....T.. .......... .........G .T........ ......T... ..........  [304] 
[07]  EdulM1  .TTATG.CCA GTACATG.GG .AGAAGA.TT AC.GTCATTG .T.AAAC.AA C.ACA..TCG G.TG.G..TT ATAAA....C AC.AC.T-.. ..AACNCTGG  [304] 
[08]  F14g    GTT.TGGC.A GTA.ATCAGG CA.AA.G.T. ACCG..AT.G ..C.AA.TAC CAGCAGAT.G G.T.AGGGTC ATAAAT.... ACGACAT-C. GCAACATTGG  [304] 
[09]  MgallM  GTT.T.GC.A GT..ATCAGG CA.AA.G.T. AC.GT.ATAG ..C..T.TAC CAACAGAT.G GGT..GGGTC .TAAATCC.. ACGACATACT G..ACATTGG  [304] 
 
[01]  E4G     ACCTTAGCTC GGGTGTTACA AGTGGAGAGT CAAGAAACGG TTGTGAATAG AGGTTGATTT GCGTGTAGGA CTAAACTCT [637] 
[02]  w172    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......... [637] 
[03]  C       .......... .......... .......... .......... .......... ....C..... .T........ T.....C.. [637] 
[04]  MgallF  ..TCC..... .......... .......... .......... .......... .......... ...C...... T......T. [637] 
[05]  MedulF  C.TCC..... .......... .......... .......... .......... .......... ..AC...... T......T. [637] 
[06]  BS60    ..TC...... .....CC... ........A. .......... .......... .......... ...C...... T........ [637] 
[07]  MedulM1 ..T..TAACT AAAC....TG CTCAAGTG.C NT.AGG.TAA CAA..T..T. GAAC..GCGA -G.C...AAG TC.GG...A [637] 
[08]  F14g    .....TAG.T AAACA..GTG .TCAAGT.AG TTTA..GTAA .AA..TG.T. GAAC..GCCA -G.CCC.AAG TC.CGT... [637] 
[09]  MgallM  GT.......T A.ACA..GTG .TCAAGT.AC TT.A..GT.A .AACATGCTA GAAC.AGCCA AG.CCCGAAG TCGCGT... [637] 

 
 
 
 
5B. ND6-srRNA 
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Παράρτηµα ΙΙΙ 
 
Στοίχιση του γονιδιώµατος C (εκτός του CR) µε τα F και Μ γονιδιώµατα των ειδών Mytilus 

galloprovincialis και Mytilus edulis. Η στοίχιση έγινε από το πρόγραµµα Clustal X v. 1.8. Οι 

τελείες υποδηλώνουν οµοιότητα µε την αλληλουχία αναφοράς που βρίσκεται στην κορυφή. 

Παρουσιάζονται µόνο οι µεταβλητές θέσεις. 

 

MedulF: Mytilus edulis, τύπος F. (Boore et al. 2004) 

MgalloF: Mytilus galloprovincialis, τύπος F. (Mizi et al. 2005) 

MedulM1, M2: Mytilus edulis, τύπος Μ, απλότυποι 1 & 2. (Breton et al. 2006) 

MgalloM: Mytilus galloprovincialis, τύπος Μ. (Mizi et al. 2005) 
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C        GCTTAACTAA GGACACGCTA CCGCGAGGTG CAATATAGAG GTACTGTGGC ACAGTTCTTG GTGGCTTTTG AGACTCCGCA GGGATCATCA TTTTTGCTCC  [  412] 
MedulF   .......... .......... .......... .......... ........A. ..C....... ..A..CC... ........TG A......... .....T....  [  412] 
MgalloF  .......... .......... .......... ...C...... ........A. ..C....... ..A..CC... ........TG A......... ....CT....  [  412] 
MedulM_1 ATACGGTAGG CAGTTAATG. .TNTA.AAGT AG..N.GAGA ACCTCACATT GGTAAGTAAT AC.ATC.C.A GA.TGTTATG AATGCTGCAG C..C.TTCTG  [  412] 
MedulM_2 ATACGGTAGG CAGTTAATG. .TTTA.AAGT AG....GAGA ACCTCACATT GGTAAGTAAT AC.ATC.C.A GA..GTTA.G AATGCTGCAG C..C.TTCTG  [  412] 
MgalloM  ATAC..T.GG C.GTTAATAG TTCTAG.AGT AGG.GCCAGA ACTTC..AT. GGTAAGTAAT AC.AT..CCA G.GTGTT.TG AATGCTGCA. .CAC.TTCTG  [  412] 
 
C        TCTTGGCGGA CACCGCGGTG TTCGGGAGCG CCATATCGAT AAGATCCAGG GTGGGCACTG GGGTGTATTT TGGTTCTAAA GGCAGGTTCA ATGCTTTTGG  [  824] 
MedulF   .......... .........C .......... A....GG... ......T... .......... .......... .......... ..T....... ..A.......  [  824] 
MgalloF  .......... .........C .......... A......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [  824] 
MedulM_1 CT.AAAGTAT T..TA.AA.A CCTAATGCTA ATGCT..AGA ..TGGT.GA. A.TTTTGT.A AATATCGCCC CAAGCTC.TC .AT.ATC.T. GCAGCC.CTA  [  824] 
MedulM_2 CT.AAAGTAT T..TA.AACA CATAATGCTA A.GCT..AGA ..TGG..GA. A.TTTTGT.A AATATCGCCC CAAGCTC.TC .ATC.TC.T. GCAGCCGCTA  [  824] 
MgalloM  CTCA.AATAT TGTTATAA.C .ATAATGT.A ATGCT..A.A GGT..TTC.C ACTT.TGTCT ..TCTCG... CAAG..CGGC TA...TCCTT GCAGC...TA  [  824] 
 
C        CTGTCATCTC GCTCCTCCTC TTATTTTCTT GAATGCTCAC ATACGCTCAC TCAAAGGTGG CTGAGTTTCC ATGTTGTAAT CATGGTATTT TCCTTTATTG  [ 1208] 
MedulF   .......... .T........ ...C...... .......T.. G........T C..G...... T......... .......... ......GC.. ......G...  [ 1208] 
MgalloF  .......... .T..T..... ...C...... C......... .........T C..G...... T......... .......... ......G... ......G...  [ 1208] 
MedulM_1 T...TTATGT CTCTTA..CT GGGCC.CA.. CGCNATAT.T .CGGCGA.TN .NGTGCACAT T.CTCCC.AT NC.CGTGCTC TTCTACTGC. CT.GCCGC.A  [ 1208] 
MedulM_2 TC.CTTATGT CTCTTA.NCT GGGCC.CA.C CGNCATAT.T .CGGCGA.T. .TGTGCACAT T.CCCCC.AT GCTNNTGCTC NNCNACTGC. CT.NCCGC.A  [ 1208] 
MgalloM  T.A.TCATGT C.CTTATT.T G.G..CC.C. TGT.A.ATG. ...GCGATCT CT.TGTAC.T TCCTCCCCA. G..C.T.CTC T.-TA.TGCC CTTA.CGCCA  [ 1208] 
 
C        CTAGGGACAC AATTTGTAGT TGATTGTTTG CTATTCAAGT AGAAACGCGT ACTGGTAAGT AATATGGCCT TGGGGGCCAC GGTATGGAGC TAACTTACGC  [ 1520] 
MedulF   .....A.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....A.... .......... ..........  [ 1520] 
MgalloF  .....A.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....A.... .......... C.........  [ 1520] 
MedulM_1 GCG.TNGGG. CGC.AAC..A CA.C.AGCCT TATGATT.AC GTGCGTTAAC GTCAA.GGTC ..CGCAA.TC GATAA..TGG A.CTAA.GAG .GGT..GTAT  [ 1520] 
MedulM_2 NCG.T.GGG. CGC.AAC..A CA.C.AGCCT TAT..TT.AC GTGCGTTAAC GTCAA.GGTC ..CGCAA.TC G.TAA..TGG A.CTAA.GAG .GGT..GTAT  [ 1520] 
MgalloM  .CGAT.GG.T GG.CA..GAC CAGCCA.CCT TAT.ATTGAC GCGCC.TTAC G..AACC..C GCGT.AATT. GACAA.TTGG AACC.AA.AG .GGTCCGTAT  [ 1520] 
 
C        TATTTCCTTA GTAAGTGATG TGGGGCCGTG TTGAGCATCA AAAAATCCCT TCATTCTGGG GCGGAGTTTC AGAAGTGGGG GGTCCGTTCG GTAAATAAGT  [ 1894] 
MedulF   .......... .......... .A....N... .....T.... .......... ......C... A......... .......... ..C....... ..........  [ 1894] 
MgalloF  .......... .......... .A........ .....T.... .......... .......... A......... .......... ..C....... ..........  [ 1894] 
MedulM_1 AGCGCT.C.G AC.GT.AC.A .ATTA.TTCA CCAGAAC.TG TT..GCTTTC ..TC.T.ATA ATAAG..C.. CACCTCTAAA TC.ATA.ATT AGG.GCGGCG  [ 1894] 
MedulM_2 AGCGCT.C.G AC.GT.AC.A .ATTATTTCA CCAG.AC.TG TT..GCTTTC ..TC.T.ATA ATAAG..C.. CACCTCTAAA TC.ATACATT AGGGGCGGCG  [ 1894] 
MgalloM  .GCGCTTCCG ACGG.CACCA CA.TATTT.A C...AACCTG CTGG.CTTTC CTTCCT.ATA ATAAGACCCT TACCA.TAA. CT..TA..TT AGGGGCG..G  [ 1894] 
 
C        TCGAGTTACT TGCACTGCTG ATTTGTATAA GAATATGGGA TGGGGCACGG TTTCACGCTC AATTTTCCAC AGCTCTTCTT AGCGACTTAT GAGTATTATA  [ 2443] 
MedulF   .......... .......... .......... ....G..... C....T.... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 2443] 
MgalloF  .......... .......... .........C .......... C....T.... .......... .......T.. .......... .......... ..........  [ 2443] 
MedulM_1 GTATACCGTC CATCTC.TGA ..CCTAG... AG.CGC.AA. CA.TAT.TAT C..TGT.ACT GGCC..T.TT .AACT.CTGC GATCGTA..C AGTA.GCG..  [ 2443] 
MedulM_2 GTATACCGTC CATCTC.TGA ..CCTAG... AG.CG..AA. CA.TAT.TAT CA..GT.ACT GGCC..T.TT .AACT.CTGC GATCGTAC.. AGTA.GCG..  [ 2443] 
MgalloM  .TATA..GTC .ATCTCCTGA GCCCCA.CG. AGGCG.AAAG CAATATGTAT C.C.GTAACT GTC.CCTTCT GAA.TCCTGC GATC.TA.T. AGTAGG..CG  [ 2443] 
 
C        TTGTGAAGGG TAGTACCAAA TAAGGAAAGT GGTTCCCCTG CGGGTGGGCA AAAACTCATT CCTGCCGTGT GGCCCCGCGC TCGCGTTAGA TATCGTGATC  [ 2780] 
MedulF   .........A .........T .C........ ..C....... .A........ ....T..... .......... .......... .......... ..C.......  [ 2780] 
MgalloF  .........A .........T .C........ ..C....... .A........ .......... .......... .......... .......... ..C.......  [ 2780] 
MedulM_1 GCA.AGGATA AT..GGGGGG CTGAAG.T.C ATCCTTATCC GCAAGTAAGG GG...CTGA. .TC..TACAC AAGTTTATTA GTATACCGA. C..AAA.T.T  [ 2780] 
MedulM_2 GCA.AGGATA AT.GGGGGGG CTGAAG.T.C ATCCTTATCC GCAAGTAAGG GG...CTGAC .TC..TACAC AAGTTTATTA GTATACCGA. C..AAATTCT  [ 2780] 
MgalloM  G.AAAGG.T. GTTCGG.GGG CTGAAGGTA. .TCCTTATCA G.AAGTAAG. .GGG.CTGG. AT.ATT.CAC TAGTTTATAA CTATAC.GAT CG.AAG.TCT  [ 2780] 
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C        TTACACGCTC TTGCGATAGG GAGTTTAGCT AGTAGCATAC GACGGGTTAC TCTTAGCGTT AGGTTGGTGT TAAGACTCTT CTATTAACTT AAGTGAACTA  [ 3154] 
MedulF   .......... ........A. .....G.... .......... A......... .T....T... .......... .....T.... .......... ..........  [ 3154] 
MgalloF  .......... .......... ......G... .......... A......... .T........ .......... .....T.... .......... ..........  [ 3154] 
MedulM_1 CCTGGTATC. CC.T.G.G.C ..ACC..AT. GA.GATTCGG ACAAAC.CGT ATCCGA.ACG GCA.G.A.AA .GG.GT.T.C .GGCCTGG.G GTACAG.TC.  [ 3154] 
MedulM_2 CCTGGTATC. CC.T.G.G.C ..ACC...T. GA.GATTCGG ACATAC.CGT AT.CGA.ACG GCA.G.A.AA .GG..T.T.C .GGCCT.G.G GTACAG.TC.  [ 3154] 
MgalloM  C.TTG.AT.T .CATAGCG.C AGACC...TC GAGGATTCGG ATAAACC..T GT..GA.AC. GA.CGAACAA CGGA.TCTC. TGGCGT.GCA GTACAGGT.C  [ 3154] 
 
C        GCGAGGGTCC AGTGTGCAAA GCGCCGTACG TAGTTGTCTA AGTTTCCTGG GTTTAATCCA ATCTTAGGCT TAGGGGGCCA AGTACGTGGT CGGGTTATGT  [ 3618] 
MedulF   .......... .T........ .....A.... .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... ..........  [ 3618] 
MgalloF  .......... .T........ .....A.... .......... ...G...... .....C.... .......... .......... .......... ..........  [ 3618] 
MedulM_1 ATAGAATGTT CT..GAT..G ATTTTCCGT. ..ACA.ATCG TAC.GTTCTA ACCGGTG.TG .C.CATCATC CGCAACTTT. GACTTTCAA. TAACCC.GTC  [ 3618] 
MedulM_2 ATAGAATGTT CT..GAT..G ATTTTCCGT. C.ACA.ATCG TAC.GTTCTA ACC.GTG.TG GC.CATCATC CGCAACTTTG GACTTTCAA. TAACCC.GTC  [ 3618] 
MgalloM  ATAGAATGTT .TCCAATTGG ATT.TCC.TA .GACGAGTCG TAC.GTTCTA ACCGGTGTTG .CTCGTAAT. .GCA.CTTT. .ACTTTCA.C TAAC.CGATC  [ 3618] 
 
C        TATGGAGATG CGCGAGGGAA CCCCGTCGGT GAGAGCATGG CTGCTCCGAT TAGGTACTTC ATGGGGTCCT TCTCGTAACG TGCAGTCATG ATTCTCGAAA  [ 3993] 
MedulF   .......... ....G..... G.G....... ........A. .......... .......... .......... ...T...... C.T.....C. G.........  [ 3993] 
MgalloF  .......... ....G..... G.G....... ........A. .......... .......... ......CT.. ...T...... C.......C. G..G......  [ 3993] 
MedulM_1 .GAAA.AGA. TATA.AAA.T ATTT.CA.AA ACACAGTC.A .AATG.GTTC CG.AA.TCAA GGACAA..TG CG..TCCGTC G.TGAC.T.C ....CTAGGC  [ 3993] 
MedulM_2 .GAAA.AGA. TATA.AAA.T ATTT.CA.AA ACACAGTCTA .AATG.GTTC CG.AA.TCAA GGACAA..TG CG..TCCG.C G..GAC.T.C ....CTAGGC  [ 3993] 
MgalloM  C.AAAGA.AA TATATAAAGT G.TTA.AAAA ATATAGTC.. T.A.GTGTGC CGAAAG.CAG G.ACTAC.TG .TGT.CTGTC AAG.A.TC.. .CGTCTAGTG  [ 3993] 
 
C        GCTCCGAAAG GATGGAAATA AAAAATGCTT AGTTTGAACT CTCGCACGCC GCGTTGATAT AAATCCACTT TTAAAGGGTA AAGTCCGGGA TCGCCTCAGC  [ 4310] 
MedulF   ..C.T..... .......... .....C.... ..CA...... ..T......T ...CC..C.. .......... ......C... .G..T..... C....C....  [ 4310] 
MgalloF  ..C.T..... .......... .....CA... ...A...... ..T......T ...C...C.. .......... ......C... .G..T..... C....C....  [ 4310] 
MedulM_1 ..CAA.GCGT AGAAAGGGAG .GCGG.A.CC TA.GC.GTT. TC....AATG ATA..AT.GC GGGC.TG.GC AAGGGA.ACT GC.G.TTAAT .T.TT.TGAG  [ 4310] 
MedulM_2 ...AA.GCGT AGAAAGGGAG .GCGG.A.CC TA.GCAGCT. TC..T.AATG ATA..ATCGC GGGC.TG.GC AAGGGA.ACT GG.GGTTAAT .T.TT.TGAG  [ 4310] 
MgalloM  TTCAAAGTGT .GCAAGGCGG GGTGGC.T.C TAC...G..C TC.ATGAATG ATAC.AC.GC .GG.T.CTGC AAGGG...CT GCA..TTAAT .TA...TGAG  [ 4310] 
 
C        TTAGACGGCG CATACATCAT AGCCGCGGAT TCGTTCGTTG ATTTCAGTTT GTGCGCATAC TTCTTTCTTG TGCATGTGTC CAAACACATT CCGCTGTTCC  [ 4638] 
MedulF   C......... .......... .......... .T..C...C. .......... ..T....C.. ......TC.. .AT....... T..G.G...C ....C.....  [ 4638] 
MgalloF  .......... .......... .......... .T..C..... .........C ..T....C.. ......TC.. .AT....... ...G.G.... ....C..C..  [ 4638] 
MedulM_1 GCCAG.A.TA .GAGTGG.GC .ATTAGAAG. ..ACGT.C.A TG..T.TC.C AGTTTTGC.T GC.AACGCAA G.TGCTAT.T AGTTT.TTCG TTAT.A.C.A  [ 4638] 
MedulM_2 ACCAG.A.TA .GAGTGG.GC .ATTAGAAG. ..ACGT.C.A TG..T.TCCC AGTTTTGC.T GC.AACGCAA G.TG.TAT.T AGTTT.TTCG TTAT.A.CTA  [ 4638] 
MgalloM  GCTAGTAA.C TGAG..GT.. GA.TAGAAGC C.A...T... .GCC.CT.C. AGATTTGCGT G.TAACGC.A G..G.TATCT AGT.T..CCG TTAT.AC.TG  [ 4638] 
 
C        GCAAGGACCT ACTGGGCTCC ATAGGCATCT CATGGGAGGG ATTACCGTTT GTTGTCTGGC CACTCATTTA ATTTTTAGGG TGCCAAATCT GGCGACTCAT  [ 4973] 
MedulF   .NN...G.T. ..C....C.T .......C.. .......... .......CC. .........G T........G .........A ........T. .A....C...  [ 4973] 
MgalloF  ......G.T. ..C...GC.T .......C.. .......... .......CCC .........G T......... .....C...A ........T. .A........  [ 4973] 
MedulM_1 AAGGAAGTTC G.CAAAG.TT G...CTT.TA T..TAT.TTA GGAGG.NCC. AGC.GTCT.A .CTCTGCAC. ..CCC.G.AA CAGTTT.CT. AA.ACG.TGA  [ 4973] 
MedulM_2 AAGGAAGTTC GA.AAAG.TT G...CTT.TA T..TA..TTA GGAGG.TCC. AGC.GTCT.A .CTCT..AC. ..CCC...AA CAGTTT.CT. AA.ACG.TGA  [ 4973] 
MgalloM  AAGGAAGT.. .T.AA.GCTT GCGA.TT.TA TCCTA.G.TA G.AGGTTC.. AC.CGT.CAA ..T.T..AC. GC....GAAA .AGTCCTCTC A.TA.G..GA  [ 4973] 
 
C        TTTCGGTCTT TGCTTGACTT CTGTCTTCAC AGCTCGCTCG GATATTCATT CTGACAAGTC ATCAACGATT TCTCAACGTG GAGCTGGTTC AGGTCCGGGC  [ 5355] 
MedulF   .......... .......... .........T .T....T... .......... ...G.....T ..TG...... .......... ........C. ..AC......  [ 5355] 
MgalloF  .......... C......... .........T ......T... ..C....... ...G..G..T ..TG...... .......... ........C. ..AC.T....  [ 5355] 
MedulM_1 CCCATAGTAC CA...A.TC. TGC.TC.TGT G.ACTATCTA A.CTCCTG.. TCTCTGGC.T GCT..TTTCA G.CT.G.T.A A...CAAC.T C.T.TTC.AT  [ 5355] 
MedulM_2 CCCATAGTA. CA...A..C. TGCCTC.TGT G.AC.AT.T. A.CTCCTG.. TCTCTGGT.T GCT..TTTCA G.CT.G.T.A A...CAA.CT C.T.TTCAAT  [ 5355] 
MgalloM  .CGACAG.A. .ATCA.GGCC TGCCTCGTGT G.A..AT.AA AGCT.CTGCC T..C.G.CGT T.T.TTTTCA GT.TGGTTCA AGATCAA..T CCT.TTCAAT  [ 5355] 
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C        GCGAGTCGAC GATTACTCTT GTGCGTCTAT GATTTTGTCT GAGTTACACG TAATCGTTCT AGAGCATGTG CTAGCGAAAA TGTGGTGGCC CATTGCCACC  [ 5711] 
MedulF   .......... .......... ...T.CT..C ...C.C.... .......... .C.CT..C.. .......... ....T..... ........T. ..........  [ 5711] 
MgalloF  .......... .......... ...T.CT..C .....C..T. .......... .T.C...... .......... ....T..... ........T. ..........  [ 5711] 
MedulM_1 TTAGACTA.G AG...TCGG. .CT.A...G. .GC.AATC.. A.CCCCTGTA CCC.TTCCTC GAGAGGC..T TG.A.AGGG. C.CAACTATT G..CCTAG..  [ 5711] 
MedulM_2 TTAGACTA.G AG...TCGGC .CT.A...G. .GC.AATC.. A.CCCCTGTA CCC.TTCCTC GA.AGGC..T TG.A.AGGG. C..AACTATT G..CCTAG..  [ 5711] 
MgalloM  TTAGACTAGG AGCCG.CGGC TCTTA.TCT. AGC.GC..TC AGT..CTGTA .CC.T..CTC GA.A.G.ACT TGGA.A.G.G CA.AA.TAT. GCCCCTAGTT  [ 5711] 
 
C        TGTCAAGCTT GTGCCATGAG CT--ATGTTA ACAGTCACGT GTATTTGAGA TTGGATTGAT GGGCAATTAA ACCCGGGAAA AGCAGTGTCT CTCCTGATCA  [ 6084] 
MedulF   ..CT...... .C........ ..--...... ........A. .........G -......... ...T...... ......C... .......... T.T.......  [ 6084] 
MgalloF  ..CT...... .C........ ..--...... ........A. .......... .......... ...T...... ......C... .....C.... T.........  [ 6084] 
MedulM_1 C...G.TGCC ACATTGA..T GCACTAA.CG .T.TA..TAA A.T.CCA.T. CCCATCCTGC .TATGGCAGT T.GTAAC.GG GC.GAAA.TG TGTTGAGATG  [ 6084] 
MedulM_2 ....G.TGCC ACATTGA..T GCGCTAA.CG ...TA..TAA A.T.CCA.T. .CCATCCTGC .TATGGCAGT T.GTAAC.GG GT.GAAACTG TG.TGAGATG  [ 6084] 
MgalloM  .A.T.GTG.. A.A.TGAAGC ..ATTAACCG G.GTATGTAA AGTC.CAGT. ..AATCCTGC TC.T...GGT TTGTA.TGGG G.TG..A.TG .GT.AAGATG  [ 6084] 
 
C        TGTTGCTAGA TGGTGGAGCA CGCATGGGCG GGCAGCGTAC GGGCATCGTT CCCGGCATTC GGATACCGAG TGGCCCCCTT TGAACTATCA AGGAGTACGT  [ 6383] 
MedulF   ......C... .........G ........T. .......... .......... T.....G... .......... .......... .A........ .......G..  [ 6383] 
MgalloF  ......C... .........G ........T. .......... ......T... T......... .........A GT.G...... CA........ .......G..  [ 6383] 
MedulM_1 CTCCA..G.. .AAGATTTT. G.TGAA.TTA TAGTCTA.GT ATATGCTAGC G.TACA.CCT TAGCGTTA.A .TAGG.TTAG .ACGTA.... GTAGTCTT..  [ 6383] 
MedulM_2 CTCCAT.G.. .AAGATTTT. G.TGAA.TTA TAGTCTA.GT ATA.GCTAGC GTTACA.CCT TAGCGTTA.A .TAGGATTAG .ACGTA.C.. GTAGTCTT..  [ 6383] 
MgalloM  .CCCATCGTC CA.GATTT.G GATGAAATTA TAATCTAGGT ...TG.TA.. G.TACA..CT TA.CCTTAGA .TAGG.TTAG .AT.TAG.GG .TAGT.TTAC  [ 6383] 
 
C        TCGTGGTGGT TCGTGGACTG ATCTACAAAG GCGATCACGT AAGCCGCGTA TAATATAAGT ACCATGCTGC GCGCTCCACG ATGGGGGAAG TTGGTGCACC  [ 6720] 
MedulF   ........A. ..AC....C. ..T....... ....C..... .......... ...C...... .......... .T...T.... .......... CC........  [ 6720] 
MgalloF  ........A. C.AC....C. ..TCG..... ....C..... ..A....... ...C...... .......... .G...T.... .......... C.........  [ 6720] 
MedulM_1 CTACA..AC. .TACCT.T.. .G...TGCCC AT.G...ATC CG.TTTTAC. GGGCGCT.TG GGTTATT.A. T.TTATTG.A TCATAA.G.. CCTA.ATG.T  [ 6720] 
MedulM_2 CTACA..AC. .TACCT.... .G...T.CCC AT.G...ATC CG.TTTTAC. GGG.GCT.TG GGTTATT.A. T.T.ATTG.A TCATAA.G.. CCTA.ATG.T  [ 6720] 
MgalloM  CTA.ACCACC .T.C.TGT.T GGT..TGGTC ATAG.TGGT. GG.TT..ACG .G..GCCGTG G.TCCTTGAT T.CTGTTGT. G.ATA.AGGT .CCACATGTT  [ 6720] 
 
C        ACTATTTCGG ATAACTTGTG GTGTAAGCCC TGAGCCGATT GCATGCATAG GGGGCGCGAT ATAAGTTTGT AGGAGAACTA GTTTCAGTCA TTTCATATAA  [ 7068] 
MedulF   .......... .......... .........T .......... ....A..... .......... .......... .......T.. .......... ..........  [ 7068] 
MgalloF  .......... .......... .........T .......... ....A..... ......T..C .......... .......T.. ..C....... ..........  [ 7068] 
MedulM_1 CACGCACT.A G..GTA.CCA ACAAGGCTTT AAGCTTTGAG TT..CTT.GA AT..T.TAGA GCTTTAGAA. GCATAG.GCG TG.CT.AGT. .GCTGC.CG.  [ 7068] 
MedulM_2 CACGCACT.A G.GGTA..CA ACAAGGC.TT AAGCTTTGAG TTG.TTT.GA AT..T.TAGA GCTTTAGAA. GCATAG.G.G TG.CT.AGT. .GCTGC.CG.  [ 7068] 
MgalloM  CA.G.A..AA .C.GTACTCA ACAA.GCTTT A.GCTTTGAG .TGCTTTG.A ATAA.ATAGC .CTGT.GAAC .TATATGG.G TG...GAGTG C.CTG.GCGG  [ 7068] 
 
C        G-TTGGGACA CTAGTCTTAG GGCTTGCCTT TAAGTAGAGG ATTTTGGTCG AGGAAAAAGG TAGATGATAT CCCTCCTTGT GCGTTGGACC AGATCCATTC  [ 7541] 
MedulF   .-........ .......... .......... .......... ....C..... .......... C...G...G. ......C... .T........ ........C.  [ 7541] 
MgalloF  .-........ .......... .......... ......C... ....C..... .......... ....G...G. .......... .T........ ........C.  [ 7541] 
MedulM_1 AT.CA.AGA. TCT.AT.G.A AATCC.TTCC .GGTCC.GAA G.ACGATCTA GCTGGGTGAT .GAGCAGCGC TGTCTT.CA. ATACCA.G.. GAGC.TGG..  [ 7541] 
MedulM_2 AT.CA.AGA. TCT.AT.G.A AATCC.TTCC .GGTCC.GAA G.ACGATCTA GCTGGGGGAT .GAGCAGCGC TGTCTT.CAC ATACCA.G.T GAG..TGG.T  [ 7541] 
MgalloM  AGCCAAAGGT TCTA..CGGA AATC.TT.C. CG.....G.. .A..C..... ......G... ....G...G. ....T...A. AT..CAAGGT GAG.T.G..T  [ 7541] 
 
C        ATGTCAACCC CTCTGACATT ACGGTTTACG CGGAGTTATT GTGATCTTCT GAGGTAGCCA TGGGGCCAAG CCTGACGAAG CTCACTGGGG CGTTAGCATG  [ 7874] 
MedulF   ....T..... .....C.... .G......A. .........C ......C... .......... .....T.... ........G. .C........ ........C.  [ 7874] 
MgalloF  ....T..... .....C.... .G........ .......... ......C..C .......... .....T.... ........G. .C........ ........C.  [ 7874] 
MedulM_1 .CAA.GTT.G T.TGTCTGCC GAAA.G-T.A T..GACCGC. ..AGCT.CTG T.TACCCATG AAAATTA.TC TGCACTAT-A T.TG.AAAAA TAGAGTT..T  [ 7874] 
MedulM_2 .CAA.GTT.G TCTCTCTGCC GAAACG-T.A T..G.CCGC. .CAGCT.CTG T.TA.CTGTG AAAATTA.TC TG.ACTAT-A T.TG.AAAAA TAGAGTT..T  [ 7874] 
MgalloM  CCAATGT.TA T.TCC.TGCC GAAA.AAT.. TAAGAC.GC. A.AGCTGCTG TGTACCTAT. A.AATTAGGC TG.AC.AT-A T.T.TAAAAA TAGA.T.G.T  [ 7874] 
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C        GTTAAGAGTT A--------- -C-TGA-A-- --AGAA--TC T--------- ----GGAAGG GTACGGGGTT GATAGTGGTT TATTATTCAT TGCTTCGTGG  [ 8248] 
MedulF   .......... .--------- -.-...-.-- --....--.. .--------- ----...... ......A... .......... .T........ ....C..C..  [ 8248] 
MgalloF  .C........ .--------- -.-...-.-- --....--.. .--------- ----...... ......A... .......... .T....G... ....C..C..  [ 8248] 
MedulM_1 AC.TGAGTGG GTGAGCTAAA T.GGTGTGTT ACTAG.AACA CCTTCAGCCT ACGTAAGGAA A.CTT.ATAG CGCGACA..C .T.CT.AAGC .ATC.T.CCA  [ 8248] 
MedulM_2 AC.TGAGTGG GTGAGCTAAA T.GGTGCGTT ATTAG.AACA CCTCCAGCCT ACGTAAGGAA A.CTT.ATAG CGCGACA..C .T.CTCAAGC .ATC.T.CCA  [ 8248] 
MgalloM  ACCTGAG.G. GGAGCTGCGG CAAGTGTGCC GTTAGGGTCG .TCCTGAATC GGACACGGAA ACCTCCACAG CGCGA.AACC CTC.C.AA.C CATC.TACTA  [ 8248] 
 
C        TAGTAAATTA TAGTCCAAAC TAGTCGATGT TCAAGATAAT TGTATCGCAT TTAGATTGAT GTGTGTATTT TGGATTTCTG GTATTTGGTC TTATTAGAAT  [ 8680] 
MedulF   .......... .......... .....A.... ....T..... .....T.... .......... .......... C......... .........T .C........  [ 8680] 
MgalloF  .......... C...T..... ..TC...... C...T..G.. .....T.... .......... .......C.. C......... .........T .C........  [ 8680] 
MedulM_1 CTTCGGC.CC CTAGTT.GGT C.ACT.GCTC GTGGAGCCGC AA.GA.ATGC C.GA..CA.C TCA.AGGCGC AAAGC.GTCT AG.G.CAAGT ..GCCG.GGC  [ 8680] 
MedulM_2 CTTCGGC.CC CTAGTT.GGT C.ACT.GCTC GTGGAGCCGC AA.GA.ATGC C.GA...AGC TCACAGGCGC AAAGC.GTCT AG.G.CAAGT ..GCCGAGGC  [ 8680] 
MgalloM  CTTCGC.CCC CTAGTTGGGT .GACT.GCCC CT.GAGCT.. AACGA.ATGC CCGAGC..GA C...AG..C. AAA.CCGGCT AGTAC.AAA. G..C.G.GG.  [ 8680] 
 
C        CCGTAGTTCT ATGTGTGTCT CTTGTTAATT TAAGTCCTGC CGGCTTCTCG TGCGAAGTGG GAAGATTGGG TCTAGTTTCT TACCTAGAAC GATAAAGGTC  [ 9148] 
MedulF   ...C...... .......... .......... .......... ........T. ....G..... .......... ........T. .......... ..........  [ 9148] 
MgalloF  .......... .......... ........C. C......... ....C...TA ....G..... .......... .......... .......... ....G.....  [ 9148] 
MedulM_1 ..ACGAC.AC CCTCACAATC T.CACCGG.C CTGCGTTCAT .AAT.CT.TA .ATA.TT.TA ATG.G..AAA ATCGA...TC CGTAAGATG. .G.G.GAACT  [ 9148] 
MedulM_2 .TA.GAC.AC CCTCACAATC T.CACCGG.C CTGTGTTCA. .AAT.CT.TA .ATA.TT.TA ATG.G..AAA ATCGAC..TC CGTAAGATG. .G.G.GAACT  [ 9148] 
MgalloM  TTA.G.CCA. GCT...AATC TCCCC.T... CTGTG.TCAT TAA..CTCTA A.TA.CTGTA ATGT.CCAA. A..GA.GCT. C.TAAG.TGT AGCGG.AACT  [ 9148] 
 
C        TGCCACCACG GTAGTGAATC TTGTTCCGCA AAGGCATCGT TTGTTTACTC CCATTACCTC CTGGGCGCTC TTGGTTTATC TTGATTGCCC GGGTATGTAC  [ 9598] 
MedulF   .......... .......G.T .......... ......CT.. ....C..... .T........ TC...T.... .......... ...T...... ..........  [ 9598] 
MgalloF  .......... .......G.T .......... ......C... ....C..... .T........ TC...T.... .......... ...T.C.... ..........  [ 9598] 
MedulM_1 AA.TG.TTGA T.CACAGTAT .CT.C.TT.G GGATTG..TC .CACCCCTCA TTG.GGTTCT TC.TA.ATCT .CA.CA.TAG CCTTC.ATTT TAAGGCTCCA  [ 9598] 
MedulM_2 AA.TG.TGGA T.CACAGTAT .CT.C.TT.G GGATTG..TC CCACCCCTCA TTGCG.TTCT TC.TA.ATCT .CAACACTAG CCTTC.ATTT TAAGG.TCCA  [ 9598] 
MgalloM  AATTGTTCGA .CCT.AGCGT C.TC.TTTTG .G.TTG..T. .....CCT.A .TG.A.TT.T T.CTA.AT.T C......TAA CCTTC...TT TAAG..TCTA  [ 9598] 
 
C        GGCATGGAGT TTTTATCTCG GTTTATTTTG TACCCCTTGT AGGTGGCTGT TAAAAGCTTT TGATACGTGA GGGGACACTG TCCGTACTTT TTCGGATTAT  [ 9950] 
MedulF   .....C.... .C........ ...C..G... .......... .....A.... .......... ...C...... .......... .......... ..........  [ 9950] 
MgalloF  ....CC.... .C........ ......G... .......... .....A.C.. .......... ...C...... .......... .......... ..........  [ 9950] 
MedulM_1 .ATGC.TGA. GC.A.CGCT. CC.CGCG.CA CCTGTTCCAG G..CA.T..G CGTT.CTAAC CCC.GTTGAG TA.TGTG..A C..ACT.CCC CATC.GAA..  [ 9950] 
MedulM_2 .ATGC.TGA. GC.A.CGCT. CC..GCGCCA CCTGTTCCAA G..CA.T..G CGTT.CTAAC CCC.GTTGA. TACTGTGT.A CT.ACT..GC CATC.GAA..  [ 9950] 
MgalloM  AATGCAT.AC G.CAGCTCTC ..C.GCG.CA CTTGT.CCAG GAA.A.T.AA CGTCG.TAAC CCC..TTGA. TA..GTGTCA C.TACTT.C. CA..AGGAGC  [ 9950] 
 
C        TCTGTTGCCT TAGTGTTGCT TTTGTAATTG CTCAATCCAT TGTTGTGCGA TGTCTAACTT GATATTCGGC GGCTACAATG GGCGTAAGAG ATATGTAATT  [10349] 
MedulF   .......... .......... .C........ ..T..CT..C ..C....... .......... ....C..... ..T....... .......... .A...G....  [10349] 
MgalloF  .......... .......... .C........ ..T..CT..C ..C....... .......... ....C..... ..T....... ..G....... .A........  [10349] 
MedulM_1 GGGT.CTAGC CGACACCATG C.CACTG.AA T..TT.TTT. GAC..AA.A. ..CTCGGTCA TGCGC.TAT. .ATATT.G.A .AAAAGGATA GAG.TCGGCC  [10349] 
MedulM_2 GGGT.CTAGC CGA.ACCATG C.CACTG.AA T..TT.TTT. GA...AA.A. ..C.CGGTCA TGCGC.TAT. .ATATT.G.A AAAAAG.ATA GAG.TCG.CC  [10349] 
MgalloM  AGG.G.TTG. C.ACA..A.G ...A.TGC.A TC..T.TTT. GACCAAATAG CACTCGGT.A .G..CCTATT AATATTGGCA .AAAGG.AT. GAGCA.....  [10349] 
 
C        GCAACTGACT AGTCTTTCTC TGTCTTGGAC TCTCGCTAGC GGTGCTGTTA CGCTGGTATT CGAGGGGTTA CATAATGATC ATCGTTATGT ATTTCATTGC  [10739] 
MedulF   ....TC.... .........G .......... .....T.... .......... .......... .......C.. .......T.. .......... ..........  [10739] 
MgalloF  ....T..... .......... .......... .....T.... .......... .......... T......C.. .......T.. .......... ..........  [10739] 
MedulM_1 AGTGGGAGGC .AATCC.TCG CAC..CAA.T CTAT.TCGAT CAGTTGTA.G ..TCTACTCC TAGAAAAGCT TGCTTCTTAT GCAT.CTCAC GC.CGGGCAT  [10739] 
MedulM_2 AGTGGGAGG. .AATCCCTCG CAC..CAA.T CTAT.TCGAT CAGTTGTA.G ..TCTACTCC TAGAAAAGCT TGCTTCTTAT GCAT.CTCAC GC.CGGGCAT  [10739] 
MgalloM  AGTGAGAGG. GAAT...TCG CACTCCAAGT .TATATCGAT CAGTTG.AAG GT..TACTCC TAG.AAAGC. .GCTT.TCC. GCATCCTCAC GCACGGGCAT  [10739] 
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C        CCCTGACCGC ATGCGTTTAC GCTTTACGCC TGCATTTACT TTACTAGAGA GGCGTACCTG GCAATTGTTT TATCTACATT TTTGGGCAGT CTAATACGGG  [11077] 
MedulF   .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... .....C.... .......... .......... ..G.C.....  [11077] 
MgalloF  .......... .......... .......... .....C.... .......... .......... ....CC.... .......... .......... ..G.C.....  [11077] 
MedulM_1 TTAGA.TA.T .CATTCGACT CAA.C.T.TA CATCC..GTC GCCT.TAGTT AAGCC.T..A AAGG.CAAGG .TATC.T.C. GACATA.GAC TCGGCGTTAA  [11077] 
MedulM_2 TTAGA.TA.T .CATTCGACT CAA.C.T.TA CATCC..GTC GGCT.TAGTT AAGCC.T..A AAGG.CAAGG .TATC.T.C. GACATA.GAC TCGGCGTTAA  [11077] 
MgalloM  TTT.AGTGAT GCTATCGATT TAACGGTATA .ATGC.CGTC GCCTGTAGTT AAGA.GTTCA AAGG.C.AGG CTGTCGTG.C AA..TAT... T.TGCGGTAA  [11077] 
 
C        GTGGGTATCA CGGTTCTGCT CGACAGTCAC CCAGCCCGTG TGTTTACTTC AACACCCGGG GTTTGGCCAA TAGTATTGGA AGAAGGCAGA CATAAACTGT  [11457] 
MedulF   ........T. T.......T. .C.T...... .......... .......... ....TT.... .......... ....G..... .A........ ..C.G.....  [11457] 
MgalloF  ........T. T.......T. ...T...... .......... .......... ....TT.... .......... ...C...... .A........ ..C.G.....  [11457] 
MedulM_1 A.AAACGAAG TAACATCA.C T.G.TAC..T TT.ATTTACA CAC.CGT.G. GTAGGTTAT. A..CCA.TGG C..GTG.AAG .A.CAATGAG TG.TG.GG.A  [11457] 
MedulM_2 A.AAACGAAG TAACATCA.C T.G.TAC..T TT.A.TTACA CAC.CGT.G. GTAGGTTAT. A..CCA.TGG C..GTG.AAG .A.CAATGAG TG.TG.GG.A  [11457] 
MgalloM  .CAA.CGAAG TAACATC.TC T.GTTACTGG TTGAT..ACA CACA.TTCGT .TAGG.TATA ACCC.AT.GG CGAATACA.. GAGC.ATGA. TG.GGGGGAA  [11457] 
 
C        ACATGCGACT CTCCTCACCA TCAAGTAAGC GGCTAAGCCG TTAACGATAC GCGTACCCCT GCGGCTTCGG TGGCGTGATG TGCGATGGTA AACGAGGGGG  [11811] 
MedulF   ......T... ........A. .........T .......... .C........ .T........ ....TC.... .......... .......... ..........  [11811] 
MgalloF  ......T... ........A. .......... .......... .C........ .T.....T.. ....T..... .......... .......... ..........  [11811] 
MedulM_1 CTGAAT.GTA TCTTG.GTGT CTGGAG.TCT A.TAG..TTA CC.GACGAG. A.TCT.TTTG .TTTTCCTA. CCATACAG.T ATTAGGAACC TCT.GAAAAA  [11811] 
MedulM_2 CTGAAT.GTA TCTTG.GTGT CTGGAG.TCT A.TAG..TTA CC.GGTGAG. A.TCTTTTTG .TTTTCCTA. CCATACAG.T ATTAGGAACC TTT.GAAAAA  [11811] 
MgalloM  .T.GAT.G.G TCTTGTGTGT CT.G.GTTCT AATAGGTT.A C.G.ATGA.T ATTCT.TTTG ATTTTC.TAA CC.TA.AGCT ATTAGGAAC. TCTAGAAAAA  [11811] 
 
C        AATGATTTGT GATCCTGGTT GAACAGGCTT AATTTTCATT CCTGTTTGAC CATATATAAA CGCTATTAAA TTGCGGAAAA GAGTGTACAT GAGGCTTTCA  [12198] 
MedulF   ........T. .....C.... .......T.. ......T... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [12198] 
MgalloF  .......... .....C.... .......T.. ......T... ......C... .......G.. .......... .......... ...C...... ..T.......  [12198] 
MedulM_1 .GC.G.CCCC ..CT..T.CA AG...A.T.C GG.CCCTG.A ATCAC..ACT T.CCGCC.GG TCGGGCAGGC ...TAAG.GG TGACTAGTGG TGTATCACTG  [12198] 
MedulM_2 .GC.G.CCCC ..CT..T.CA AG...A.T.C GG.CCCTG.A ATCAC..ACT TGCCGCC.GG TCGGGCAGGC ...TAAG.GG TGACTAGTGG TGTATCACTG  [12198] 
MgalloM  GCCA.CC.T. AG.TT.TA.A AGGTCTATC. G.CCCCTGAA ATCACC.ATG TGCCGC...G TCGGG..GGC CCATAAGG.G TGAC..GTGG TGTCT.A.T.  [12198] 
 
C        TTCCGGAGTA AGCGGGTTTG TCGCCTTAAA TGGCATTGGG TGACCTAACG GCCGGTACAC AGGACTCTCT ATGCTCTGCT TGCGCTCCTC TTAGCCGAGC  [12501] 
MedulF   ........C. .......C.. ..A....... ...T...... ...T...... .......... .......... .......... ......T... .......G..  [12501] 
MgalloF  .......... .......CC. ..A....... .......... .......... ..T....... .......... .......... ......T... .......G..  [12501] 
MedulM_1 ..TTAAGCGC GTTC.T.C.A CT.TTAC.G. AAAG.CCTAA CAT.TCGGTT TT.CAGGTG. GACGACT.TA GCCAATCATG CATATCTTCG G.TAGG.GCT  [12501] 
MedulM_2 ..TTAAGCGC GCTC.T.C.A .TATTAC.GG AAAG.CCTAA CAT.TCGGTT TT.CAGGTG. GACGACT.TA GCCAATCATG CATATCTT.G G.TAGG.GCT  [12501] 
MgalloM  CGTTAAGCGC GTTCCTCC.A .T.TTGCCG. .AAGGCCTAA C.T.T.GG.T TTTC.GGTGG GACGT.TCTA ..CAA..ATG CATATCTT.G GCGAGTCT..  [12501] 
 
C        GCTAGCTTTT AAATGTATTG GTAGCTGTGA CTGCAATTGA GGGTCAGAAT GAGGTTTGCG TACTGCGCCT TTGTCGGTGC TGAGGAATAG ACTTCGGCGG  [12815] 
MedulF   .T........ .......... ........A. .......... .......... ......C... ..T....... ..T.T..... .......... ..........  [12815] 
MgalloF  .T........ .......... ........A. .......... .......... ........T. ..T....... ..T.T..... .......... ..........  [12815] 
MedulM_1 CT.GTTCCC. G..CACGACA C.GTT.ACAT T.ATG.CCAG TACATG.GG. AGAAGA.TTA CGTCATTGT. AAAC.AAC.A CA..TCGG.T GG..TTATAA  [12815] 
MedulM_2 CT.GTTC.C. ...CACGACA C.GTT.ACAT TCATG.CCAG TACATG.GG. AGAAGA.TTA CGTCATTG.. AAAC.AAC.A CA..TCGG.T GGACTTATAA  [12815] 
MgalloM  ATCG.TCC.C .GGCACGA.A .AG.TCA..T T..T.GC.AG T..ATCAGGC A.AA.G.T.A CGT.ATAG.C ..T.TACCAA CAGAT.GGGT .GGGTC.TAA  [12815] 
 
C        GGTAATGTAG TGGGTCATGT GGGAAACCTT AGCGTCGGGT GACAAGTGGA GAGTCAGAAA CGGTTGTGAA TAGAGGTCGA TTTGTGTGTA GGATAAACCA  [13221] 
MedulF   ....G..... ..T....... .....C.TCC .......... .......... .......... .......... .......T.. ....CAC... ........T.  [13221] 
MgalloF  ....G..C.. ..T....... .......TCC .......... .......... .......... .......... .......T.. ....C.C... ........T.  [13221] 
MedulM_1 A....CAC.A C.T-...AAC NCTGG..T.. TAA.CTAAAC ..TGCTCAAG TG.CNTAGG. TAACAA..T. .T.GAACT.G CGA-G.CA.. AAGC.GG.T.  [13221] 
MedulM_2 A....CAC.A C.T-...AAC ACTGG..... TAATCTAAAC ..TGCTCAAG TG.CTTAGG. TAACAA..T. .T.GAACT.G CGA-G.CA.. AAGC.GG.TG  [13221] 
MgalloM  ATCC..ACGA CATACTG.AC ATTGGGT... .....TA.AC AGTG.TCAAG T.ACTTA..G T.A.AACATG CTAGAACTAG CCAAG.CCCG AAGCGCGTT.  [13221] 
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C        CTTAGAGCTG GGTTAACTTT GTGGATACGG CTATCGTTGG ATAGAGGGTT ATATGAAGCG GTTATCGAGG GTTCCCCCTC ATTGTATAAT TGCTGTTATA  [13824] 
MedulF   T......... .......... .......... .......... .......... ........T. ..C.C..... ...T.A.... .......... ......-...  [13824] 
MgalloF  T......... .......... .......... .......... .......... ....A...T. ..C.C..... ...T...... .......... ..........  [13824] 
MedulM_1 .AG.AGTTAA AAGCTTT..A ACC..C.TAA ...CT.C.AA T.GTGACTCA TCGC..GT-- --.T..TTTC AGCA.--GCT GCGAAGCGG. CATGA.AGCG  [13824] 
MedulM_2 .AG.AGTTAA AAGCTTT..A ACC..C.TAA ...CT.CCAA T.GTGACTCA TCGG..GT-- --.T..TTTC AGCA.--GCT .CGAAGCGG. CATGA.AGCG  [13824] 
MgalloM  ..GGAGT.AA AAGCTTTCCA .GCAGCGTAA TCGCTACCAA CCGAGACTCA T....GGC.A AC.T.TATTC AG.ATATGCT .CGA.GCGGG .ATGAAA..G  [13824] 
 
C        CTGT-TCGTA GAT-GCCGCC CGCACTATAC ATCTCTGCTC ACTGGACTTG GGGGCGCGAG AAATCGTAGG TAGAAATTGG AGTGTTGTAA ATGTATATTA  [14478] 
MedulF   ....-..... ...-...... .....C.... .......... .......... .......... .......... ....G..... ........G. ..........  [14478] 
MgalloF  ....-..... ...-...... .......... .......... .......... .......... .......... ....G..... .......... ..........  [14478] 
MedulM_1 .C.ATCT.A. .G.CATGAT. TANNN.GAGT GC.CNCA.CT GG.AA.TA.A AAAAT.TT.A TG...ACGAA CCAT.GACAA GAAT.C...G GCAC.CGA..  [14478] 
MedulM_2 ..AATCT.A. .G.TATGAT. TATGA.GAGT GC.CTCA..T GG.AA.TG.A AAAAT.TT.A TG...ACGAA CCAT.GACAA GAAT.C...G GCAC.CGA..  [14478] 
MgalloM  GCAAA.TAAG T.CTATGATT .ATG...A.T GCTCT.AT.T GACAAG.GCA AAA.TA.TGA TGGCTA.GAA CCAT.GCAAA G.A.CCAC.G G.A.GCGACG  [14478] 
 
C        GTCTATATGT TTAA-CGTGA TGTACTGAAG TTTATACAAT TGGGGCAGGC TAATTCTCCG TTTGGTTTTA TTTCAGTTGT TTGGACAAGA TCATATCTAA  [14940] 
MedulF   .......... ....-..... .......... .....CT... .......... ........G. .......... .......... .........G ...C..T...  [14940] 
MgalloF  .......... ....-..... .......... ......T... .......... C......... .......... .......... .........G ......T...  [14940] 
MedulM_1 AATCC...AG CAG.CTACCC AA.GT.A.TA ACGG..T.GA AAA.CTTAAA CGTACTCATA CC.TA.CCAC AAAT.ACC.C CAAT..C-A. CTG..CT.TG  [14940] 
MedulM_2 AATCC...AG CAGCCTACCC AA.GT.AGTA ACGG..T.GA AAA.CTTAAA CGTACTCATA CC.TA.CCAT AAAT.ACC.C CAAT..C-A. CTG..CT.TG  [14940] 
MgalloM  AAT.TATCAG CA..TTACCC AACGTCA.G. A...C.TTGG A.AAATTAA. .GTAC.CA.A CCCTACCCAG AAGTGACCAC CAATGTTGAG ..G.GCTCT.  [14940] 
 
C        AAAATAACGG GTCGTAATTT ACTGTTTTGT GTGCTAAAGG TAGAAGGGTC CGCGGCCTCG CTCGCATGTC ACTATTCACG CTGAATCTTG TGTGGTCTAA  [15698] 
MedulF   ..T.C..... .......... .......... .C........ .......... ........T. .C........ .......... .......G.. ..........  [15698] 
MgalloF  ..T.C..... .......... .......... .C........ .......... ........T. .C......G. .......... .......... ..........  [15698] 
MedulM_1 G.TGCGGTTA ACTAA.TGG. GGCTACACAC ACTTGTT.AC C.A.TAACCT TTTAAN..TA G...T..A.T .ACGCAA.TA TC.GG.T.CA G.AAA.TGCG  [15698] 
MedulM_2 G.TGCGGTTA ACTAA.TGG. GGCTACACAC ACTTGTT.AC C.A.TAACCT T.TAAT..TA G.T.T..A.T .ACGCAA.TA TC.GG.T.CA G.AAN.TGCG  [15698] 
MgalloM  .GT.CGG.TA AC.AAGCGGC GG.CACACAC ACTTGTTGAC CGAGTAACCT T.TAATTATA GCTCTTCA.T GAC..AAGTA .CAGGC..CA GAAA.CTGCG  [15698] 
 
C        ATCGGGGTAA GTGCATAGTT TGCTGAGTA [15756] 
MedulF   .......... .G.T...... .....G... [15756] 
MgalloF  .......... ...T.C.... .....G... [15756] 
MedulM_1 CC.AAAACT. A.A.GCGAC. CATCA..CG [15756] 
MedulM_2 CC.AAAACT. A.A.GCGAC. CATCA..CG [15756] 
MgalloM  CCT.AAAC.G T.A.GCGACG .ATCA.ACG [15756] 
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