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βεβαίως), µια και για πρώτη φορά συµµετέχω ευχάριστα σε επιστηµονικές 

συζητήσεις πίνοντας µπύρες µε τον Tim, την Avis, τον Cort και το Michael. Γυρίζω 

στο Ηράκλειο σχεδόν ειδική στο confocal, αλλά χωρίς τη Μυρτώ και τη Μαρία τα 
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χρηµατοδοτήθηκαν από το ΙΚΥ, το ΙΜΒΒ και υποµονετικά από τους γονείς µου. 

Πατώντας λοιπόν στα πόδια µου θα κάνω αίτηση για postdoc, και θα φύγω για το 

Λονδίνο τον Ιανουάριο του 2002, χωρίς να έχω γράψει τη διατριβή µου. Το γράψιµο 

θα αποβεί εξαιρετικά δύσκολο και ίσως να µη τέλειωνε ποτέ χωρίς την υποστήριξη 

του Greg και της Filipa. Χωρίς επίσης τη βοήθεια της Μαίρης Αδαµάκη και της 

Επταµελούς Επιτροπής δε θα τα διαβάζατε αυτά τώρα. 

Ξέχασα να µνηµονεύσω κανένα; Ααα ναι, το Γιάννη, την Κατερίνα, τη Βάσω, 
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ζωή µου και την κάνουν όµορφη, την αδελφή µου, την Ellie και τον Alex, που την 

κάνουν γλυκιά.  

Τώρα αν πάλι ξέχασα κανένα είναι και κείνη η αρρώστια που δε θυµάµαι το 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η Wolbachia ανήκει στην α-υποοµάδα των πρωτεοβακτηρίων. Είναι ένα 

υποχρεωτικά ενδοκυττάριο, µητρικά κληρονοµούµενο βακτήριο, το οποίο µολύνει 

αρθρόποδα και νηµατώδεις. Προκαλεί µία σειρά αναπαραγωγικών ανωµαλιών στους 

ξενιστές της, όπως παρθενογένεση, θηλυκοποίηση, θανάτωση αρσενικών εµβρύων 

και κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα, οι οποίες ευνοούν τη µετάδοση και 

εξάπλωσή της. Η Wolbachia την τελευταία δεκαετία έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον 

των ερευνητών, λόγω του ρόλου της σε βασικές εξελικτικές διαδικασίες, όπως η 

συµβίωση και η ειδογένεση. Επιπρόσθετα, η Wolbachia θα µπορούσε να 

χρησιµοποιηθεί ως εργαλείο για το γενετικό µετασχηµατισµό εντόµων, τα οποία 

προκαλούν βλάβες στον τοµέα της γεωργίας και της υγείας. 

Η καλύτερα µελετηµένη εµπλοκή της Wolbachia στην αναπαραγωγή των 

εντόµων,  είναι η κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα. Στην πιο απλή της µορφή έχει 

ως αποτέλεσµα τη θνησιµότητα των εµβρύων, που προέρχονται από τη διασταύρωση 

ενός µολυσµένου αρσενικού µε ένα µη µολυσµένο θηλυκό. Αρκετοί παράγοντες, 

γενετικοί και περιβαλλοντικοί, έχουν αναγνωριστεί µέχρι σήµερα, οι οποίοι 

επηρεάζουν τα επίπεδα της ασυµβατότητας (τον αριθµό των αυγών που δεν 

εκκολάπτονται). Παρόλα αυτά ο µοριακός µηχανισµός της παραµένει άγνωστος. Η 

Wolbachia κατά γενική παραδοχή τροποποιεί τα πατρικά χρωµοσώµατα κατά τη 

διάρκεια της σπερµατογένεσης. Αυτή η τροποποίηση µπορεί να εξουδετερωθεί µόνο 

αν το ίδιο βακτηριακό στέλεχος είναι παρών στο έµβρυο. Σε διαφορετική περίπτωση 

διακόπτεται η ανάπτυξη του εµβρύου λόγω της µη κανονικής συµπεριφοράς των 

πατρικών χρωµοσωµάτων στις πρώτες µιτωτικές διαιρέσεις, που ακολουθούν τη 

γονιµοποίηση.  

Μοριακές και βιοχηµικές µικροβιολογικές µελέτες, οι οποίες θα βοηθούσαν 

στην κατανόηση της δράσης του βακτηρίου, είναι δύσκολες λόγω της αδυναµίας του 

να καλλιεργηθεί σε θρεπτικά µέσα, χωρίς κύτταρα. Για αυτόν το λόγο, η παρούσα 

διατριβή εστιάστηκε από τη µία στην ανάπτυξη εργαλείων για τον ευκολότερο 

χειρισµό του βακτηρίου και από την άλλη στη µελέτη της συµπεριφοράς του κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης της γαµετικής σειράς της µύγας. Όσον αφορά στον πρώτο 

τοµέα αναπτύχθηκε µία µέθοδος αποµόνωσης γενωµικού DNA από Wolbachia, 

απαλλαγµένου σε ικανοποιητικό ποσοστό από DNA ξενιστή, καθώς και µία µέθοδος 

in vitro µόλυνσης κυτταρικών σειρών, µε το εν λόγω βακτήριο. Η δεύτερη διάσταση 



 

της διατριβής αυτής αφορά στη συγκριτική κυτταρολογική µελέτη µιας πληθώρας 

στελεχών, που εκφράζουν διαφορετικά επίπεδα ασυµβατότητας. 

Πιο συγκεκριµένα, µελετήθηκε ο πολλαπλασιασµός και η κατανοµή του 

βακτηρίου κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης της γαµετικής σειράς της µύγας, σε 

διαφορετικούς γενετικούς συνδυασµούς ξενιστή-παρασίτου. Παρατηρήθηκε αξιόλογη 

ετερογένεια, τόσο ανάµεσα στο ίδιο στέλεχος, όσο και ανάµεσα στα διαφορετικά 

στελέχη. Από τη σύγκριση της συµπεριφοράς ενός συγκεκριµένου βακτηριακού 

στελέχους σε διαφορετικά γενετικά υπόβαθρα ξενιστή και διαφορετικών στελεχών 

στον ίδιο ξενιστή, βγαίνουν ενδιαφέροντα συµπεράσµατα για τη φύση των 

παραγόντων, που επηρεάζουν τα επίπεδα της ασυµβατότητας και γενικότερα για την 

εξέλιξη των σχέσεων ξενιστή-παρασίτου. Έτσι φαίνεται η ικανότητα πρόκλησης 

ασυµβατότητας να είναι εγγενής ιδιότητα του βακτηρίου, µε κάποια στελέχη να την 

έχουν χάσει. Στα στελέχη που τη διαθέτουν, η ένταση του φαινοτύπου είναι ανάλογη 

της ποσότητας των βακτηρίων στα σπερµατικά κύτταρα, η οποία ελέγχεται από τον 

ξενιστή.  

Από εξελικτική σκοπιά, η συνεξέλιξη ξενιστή-παρασίτου φαίνεται να οδηγεί 

σε χαµηλά επίπεδα ασυµβατότητας, υψηλή µητρική µετάδοση και χαµηλό κόστος της 

µόλυνσης, παράγοντες αλληλένδετοι µε την πυκνότητα των βακτηρίων στους ιστούς-

στόχους. Xρειάζεται πλήρης κατανόηση του µοριακού µηχανισµού όµως, για να 

διαλευκανθούν οι βαθύτερες σχέσεις µεταξύ της αναπτυξιακής δυναµικής των 

µολύνσεων και της αλληλεπίδρασης ξενιστή-παρασίτου στη ρύθµιση των 

βακτηριακών αριθµών. 



 

SUMMARY 

 

The α-proteobacterium Wolbachia pipientis is a very common cytoplasmic symbiont 

of insects, crustaceans, mites and filarial nematodes. To enhance its transmission, 

Wolbachia has evolved a large scale of host manipulations: parthenogenesis 

induction, feminization and male killing. Wolbachia’ s most common effect is a 

crossing incompatibility between infected males and uninfected females termed 

Cytoplasmic Incompatibility (CI). Little is known about the genetics and biochemistry 

of these symbionts because of their fastidious requirements. Such inherited 

microorganisms are thought to have been major factors for the evolution of sex 

determination and speciation. Wolbachia isolates are also of interest as vectors for the 

modification of wild insect populations and biological pest control. 

 The means by which Wolbachia induces CI are currently unknown. However, 

there is a general consensus that Wolbachia somehow modifies sperm during 

spermatogenesis and this modification has to be rescued by the same bacterial strain 

in the egg, for normal development to proceed. In any other case, paternal 

chromosomes behave abnormally after fertilization and the embryo dies due to 

asynchronous mitoses.  

 This thesis approached the mechanism of CI by different aspects. Firstly, in 

preparation for complete genome sequencing project, I estimated the genome sizes of 

two Wolbachia strains using pulse-field gel electrophoresis and developed a method 

to purify Wolbachia chromosomal DNA. Secondly, I demonstrated that Wolbachia 

infections could be simply established, maintained and stored in vitro using standard 

tissue culture techniques. Finally and most importantly, I monitored the bacterium 

during germ line development of the fly, where Wolbachia exerts its action. 

 Particularly, I described the growth and distribution of Wolbachia during 

spermatogenesis, oogenesis and embryogenesis in several different host/symbiont 

genetic combinations in Drosophila species. Considerable intra- and inter-strain 

variation in Wolbachia density and tissue distribution was observed. To dissect the 

relative contribution of host and symbiont factors to the expression of CI I compared 

the properties of a single Wolbachia strain in different host genetic backgrounds and 

different Wolbachia strains in the same host background. These experiments 

demonstrated that the ability to express CI is an intrinsic Wolbachia trait and is not 

determined by host factors. The level of sperm modification in those lines harboring 



 

bacteria capable of modifying sperm however is influenced by host genetic 

background. Finally, numbers of infected sperm cysts are positively correlated with 

CI levels. 

 From an evolutionary point of view, it seems that host-symbiont co-evolution 

is leading to low CI levels, high maternal transmission and low fitness cost of the 

infection. These three factors are probably linked through a unique feature: bacterial 

density. Ultimately, a complete understanding of CI will include unraveling the 

deeper relationships between developmental dynamics of infection and the interplay 

of host genetic backgrounds with Wolbachia.  

   



 

1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ: βακτήρια, µύγες και αναπαραγωγικές ανωµαλίες 

 
Η διατριβή αυτή εστιάστηκε στη µελέτη του φαινοµένου της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας, 

που προκαλείται από το βακτήριο Wolbachia σε πληθυσµούς Drosophila. Η κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα εκφράζεται  όταν ένα µολυσµένο αρσενικό διασταυρωθεί µε ένα µη µολυσµένο θηλυκό 

και έχει ως συνέπεια το θάνατο των εµβρύων. Ο θάνατος οφείλεται στο «δηλητήριο» που φέρει το 

σπέρµα, το οποίο πρέπει να εξουδετερωθεί από το «αντίδοτο» που παρέχουν τα βακτήρια του αυγού, 

για να προχωρήσει η ανάπτυξη κανονικά. 

 Η εισαγωγή αυτή είναι χωρισµένη σε τρία µέρη. Πρώτα από όλα περιγράφεται το βακτήριο 

και σε γενικές γραµµές οι τροποποιήσεις που προκαλεί στο αναπαραγωγικό σύστηµα των ξενιστών 

του. Το δεύτερο µέρος εστιάζεται στην περιγραφή του φαινοµένου της ασυµβατότητας και των 

στοιχείων που είναι γνωστά µέχρι σήµερα, τα οποία βοηθούν στη διερεύνηση του µηχανισµού της. Το 

τελευταίο µέρος κάνει µία γενική επισκόπηση της διατριβής και σκιαγραφεί τα επιµέρους κοµµάτια 

της. 

 

 
Η ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΗΣ WOLBACHIA 

 

Γενική επισκόπηση 

Βακτήρια του γένους Wolbachia µολύνουν πληθώρα αρθροπόδων, όπως έντοµα, 

ακάρεα, καρκινοειδή (ανασκόπηση στο O’Neill 1997, Werren 1997, Bourtzis and 

O’Neill 1998, Bourtzis and Braig 1999, Stouthamer et al. 1999, Stevens et al.  2001, 

Bourtzis and Miller 2003), αράχνες (Oh et al. 2000) και νηµατώδη σκουλήκια (Taylor 

and Hoerauf 1999). Ανήκουν στην α-υποοµάδα των πρωτεοβακτηρίων (O'Neill et al. 

1992). Όπως και τα υπόλοιπα µέλη της οικογένειας των ρικετσιών (Rickettsiaceae) 

είναι υποχρεωτικά ενδοκυτταρικά παράσιτα και κληρονοµούνται από τη µητέρα. 

Όταν δεν έχουν αναπτύξει αµοιβαία συµβιωτική σχέση µε τους ξενιστές τους, όπως 

µε τα σκουλήκια που προκαλούν φιλαριάσεις (Bandi et al. 1999a), ένα είδος 

παρασιτικών σφηκών (Dedeine et al. 2001) ή ένα είδος κονουπιού (Dobson et al. 

2002), προκαλούν µία σειρά αναπαραγωγικών ανωµαλιών σε αυτούς, όπως 

παρθενογένεση, θηλυκοποίηση, θανάτωση αρσενικών και κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα (ανασκόπηση στο O’Neill 1997, Werren 1997, Bourtzis and O’Neill 

1998, Bourtzis and Braig 1999, Stouthamer et al. 1999, Stevens et al.  2001, Bourtzis 

and Miller 2003). Επιπρόσθετα, έχει περιγραφεί και ένα στέλεχος του βακτηρίου, το 
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οποίο είναι παθογόνο στη µύγα του ξυδιού και προκαλεί πρώιµο θάνατο (Min and 

Benzer 1997). Τα τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον των ερευνητών για αυτά έχει 

αυξηθεί εκθετικά, µια και η Wolbachia ίσως είναι το πιο κοινό µολυσµατικό 

παράσιτο στη γη, µεταχειρίζεται τη σεξουαλική ζωή των ξενιστών της για δικό της 

όφελος, δηµιουργεί καινούργια είδη και µπορεί τέλος να χρησιµοποιηθεί ως όπλο για 

την καταπολέµηση παρασίτων που βλάπτουν τη γεωργία και την υγεία (Knight 2001, 

Zimmer 2001). 

 

Ιστορική ανασκόπηση 

Τα βακτήρια Wolbachia πρωτοαναφέρθηκαν στη βιβλιογραφία το 1924, από τους 

Hertig και Wolbach (Hertig and Wolbach 1924), ως βακτήρια που µοιάζουν µε 

ρικέτσιες στις ωοθήκες του κουνουπιού Culex pipiens. Tο είδος ονοµάστηκε επίσηµα 

Wolbachia pipientis το 1936 (Hertig 1936). Στη δεκαετία του 1950, οι Laven (Laven 

1951) και Ghelelovitch (Ghelelovitch 1952) ανακάλυψαν ότι ορισµένες 

διασταυρώσεις µεταξύ κουνουπιών Culex pipiens ήταν ασύµβατες, δηλαδή δεν 

άφηναν απογόνους. Ο Laven (Laven 1959) παρατήρησε ότι ο παράγοντας 

ασυµβατότητας κληρονοµούνταν κυτταροπλασµατικά, δηλαδή µέσω της µητέρας και 

ονόµασε αυτό το φαινόµενο κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα (ΚΑ). Οι δύο αυτές 

ανακαλύψεις δε συνδέθηκαν παρά µόνο τη δεκαετία του 1970, όταν οι Yen και Barr 

(Yen and Barr 1971) έδειξαν ότι η κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα σχετίζονταν µε 

βακτήρια του γένους των ρικετσιών, αφού µε παροχή αντιβιοτικών, εξαφανίζονταν 

τόσο τα βακτήρια, όσο και το φαινόµενο της ασυµβατότητας. Πιο συγκεκριµένα, 

βρέθηκε ότι µολυσµένα αρσενικά ήταν ασύµβατα µε θηλυκά, στα οποία είχαν 

χορηγηθεί αντιβιοτικά, ενώ η ανάδροµη διασταύρωση ήταν συµβατή. Τα επόµενα 25 

χρόνια το φαινόµενο παρατηρήθηκε σε πληθώρα εντόµων, όπως σκαθάρια, σφήκες, 

ακρίδες, κουνούπια, µύγες κλπ., ως µείωση του αριθµού των απογόνων σε 

συγκεκριµένες διασταυρώσεις (ανασκόπηση στο O’Neill 1997, Werren 1997, 

Bourtzis and O’Neill 1998, Bourtzis and Braig 1999, Stouthamer et al. 1999, Stevens 

et al.  2001, Bourtzis and Miller 2003). Η σχέση των βακτηρίων µε το φαινόµενο, 

υπονοούνταν άλλοτε µικροσκοπικά και άλλοτε µε αντιβιοτικά ή θερµική θεραπεία. 

Παρόλα αυτά, η φυλογενετική σχέση των βακτηρίων, τα οποία βρίσκονταν στους 

αναπαραγωγικούς ιστούς των διαφόρων εντόµων, παρέµενε άγνωστη µέχρι τις αρχές 

της δεκαετίας του 1990.  
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Σε παρόµοιες έρευνες βρέθηκαν αρκετοί µικροοργανισµοί, που 

κληρονοµούνταν µητρικά και επηρέαζαν την αναλογία φύλου των ξενιστών τους, 

όπως για παράδειγµα, πρωτόζωα που σκότωναν µόνο τα αρσενικά στα κουνούπια ή 

µετέτρεπαν όλα τα άτοµα σε θηλυκά σε κάποια αµφίποδα. Επίσης, σε άλλες 

περιπτώσεις διαπιστώθηκε επιλεκτική θανάτωση των αρσενικών ατόµων από 

οργανισµούς όπως τα σπιροπλάσµατα στις µύγες, κάποια εντεροβακτήρια στις 

σφήκες και ορισµένες ρικέτσιες στις πασχαλίτσες (ανασκόπηση στο Hurst 1993). 

Όµως, σχετικά µε τη  Wolbachia, δεν ήταν παρά µόνο δύο ευρήµατα: πρώτος ο 

Legrand και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι κάποια κυτταροπλασµατικά βακτήρια 

ήταν υπεύθυνα για την επαγωγή θηλυκοποίησης σε ισόποδα (ανασκόπηση στο 

Legrand et al. 1987) και δεύτερος ο Stouthamer έδειξε ότι η παρθενογένεση σε 

κάποια είδη Trichogramma µπορούσε να «θεραπευτεί» µε αντιβιοτικά (Stouthamer 

1990).  

 Τέλος, µε τη χρήση µοριακών µεθόδων αναγνωρίστηκαν και επίσηµα αυτοί οι 

µικροοργανισµοί. Κλωνοποιώντας γονίδια όπως το 16S rDNA, δείχθηκε ότι τα 

βακτήρια, τα οποία προκαλούσαν ΚΑ, θηλυκοποίηση, παρθενογένεση (Rousset et al. 

1992, Ο'Neill et al. 1992, Breeuwer et al. 1992) και θανάτωση αρσενικών (Hurst et al. 

2000), σχηµάτιζαν µία µονοφυλετική οµάδα, τη Wolbachia. 

 

Μορφολογική περιγραφή 

Ο Hertig το 1936 (Hertig 1936) δίνει µία λεπτοµερή περιγραφή των βακτηρίων 

Wolbachia. Έχουν τα γενικά χαρακτηριστικά των ρικετσιών. Είναι διµορφικά, µε 

ραβδοειδή (0.5-1.3 µm σε µήκος) ή κοκκοειδή µορφή  (0.25-1.5 µm σε διάµετρο). 

Μερικές φορές δηµιουργούν σύµπλοκα των δύο ή και περισσότερων µαζί. Η 

Wolbachia pipientis βρίσκεται σε κενοτόπιο (vacuole) και περιβάλλεται από τρεις 

µεµβράνες, η εξωτερική των οποίων είναι δηµιούργηµα του ξενιστή (Louis and Nigro 

1989). Συνήθως είναι παρούσα στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων των 

αναπαραγωγικών οργάνων, ωοθηκών και όρχεων (Εικ. 1). Επίσης έχουν παρατηρηθεί 

σε Μαλπιγγειανά σωληνάρια, µυϊκό και νευρικό ιστό, καθώς και αιµοκύτταρα 

(Dobson et al. 1999). Ο αριθµός των βακτηρίων ανά ξενιστή ποικίλει µεταξύ 

εκατοντάδων και εκατοµµυρίων (Bourtzis et al. 1996). 
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Εικόνα 1. Το βακτήριο µέσα σε αυγό ∆ροσόφιλας (ανοσο-ιστοχηµεία χρυσού µε αντί-WSP αντίσωµα, 

φωτογραφία από Βασίλη Γαλανόπουλο). 

 

 

Κατανοµή και φυλογένεση  

Ανάλυση της αλληλουχίας του 16S rDNA γονιδίου, έδειξε ότι η Wolbachia ανήκει 

στην α-υποκατηγορία των πρωτεοβακτηρίων και είναι κοντινός συγγενής κάποιων 

παθογόνων των θηλαστικών που µεταδίδονται µέσω αρθροπόδων, όπως είναι τα 

βακτήρια που ανήκουν στα γένη Anaplasma, Erlichia, Cowdria και Rickehttsia 

(O'Neill et al. 1992). Παρόλη τη συγγένεια της µε παθογόνα των θηλαστικών, η 

Wolbachia έχει βρεθεί µέχρι στιγµής µόνο σε αρθρόποδα και νηµατώδεις. 

Μολαταύτα, αν κρίνει κανείς από το γεγονός ότι το βακτήριο αυτό µολύνει το 76% 

των  63 ειδών αρθροπόδων, που εξετάστηκαν µε την τεχνική της επιµηκυσµένης 

αλυσιδωτής  αντίδρασης πολυµερισµού (long PCR) (Jeyaprakash and Hoy 2000), η 

πιθανότητα της παρουσίας του σε άλλα ασπόνδυλα, σπονδυλωτά και ίσως και σε 

θηλαστικά, δεν µπορεί να αποκλειστεί.  

Ο κλάδος που περιέχει το βακτήριο Wolbachia, είχε χωριστεί αρχικά σε 4 

επιµέρους οµάδες (A-D) (Ο'Neill et al. 1992, Rousset et al. 1992, Breeuwer et al. 

1992, Werren et al. 1995, Bandi et al. 1998). Οι οµάδες Α και Β περιέχουν τα 

βακτήρια των αρθροπόδων, ενώ οι C και D αυτές των νηµατωδών. Υπολογίζεται ότι 

οι οµάδες A και Β διαχωρίστηκαν πριν από 60 εκατοµµύρια χρόνια, ενώ χώρισαν από 

τις οµάδες C και D πριν από περίπου 100 εκατοµµύρια χρόνια. Λόγω του ότι τα 

αρθρόποδα διαχωρίστηκαν από τους νηµατώδεις πριν από 600 εκατοµµύρια χρόνια, 

έχει προταθεί το εξής σενάριο: πριν από 100 εκατοµµύρια χρόνια, συνέβη είτε ένα 

γεγονός οριζόντιας µετάδοσης του βακτηρίου µεταξύ αρθροπόδων και νηµατωδών, 

είτε τα φύλα αυτά κληρονόµησαν ανεξάρτητα το βακτήριο από κάποιο τρίτο 

οργανισµό. Θεωρείται απίθανο ότι η Wolbachia τα χρόνια αυτά ήταν αυτόνοµο 
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βακτήριο, µια και η οµάδα των βακτηρίων στα οποία ανήκει, απέκτησε ενδοκυττάριο 

τρόπο ζωής παλαιότερα. 

 Τα γονίδια που χρησιµοποιούνται µέχρι σήµερα για την εκτίµηση της 

φυλογένεσης του βακτηρίου είναι κυρίως το 16S rDNA, το ftsZ (γονίδιο για την 

κυτταρική διαίρεση) και το wsp (γονίδιο της εξωτερικής µεµβράνης) (van der Meer 

1999, Schulenburg et al. 2000, Jeyaprakash and Hoy 2000, Casiraghi et al. 2001, Lo 

et al. 2002 και πληθώρα άλλων πρόσφατων µελετών). Η φυλογένεση του βακτηρίου 

παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον αφενός, γιατί δεν υπάρχει συσχέτιση µεταξύ της 

φυλογένεσης των βακτηριακών στελεχών και των αρθροπόδων-ξενιστών και 

αφετέρου, γιατί συγγενικά στελέχη προκαλούν διαφορετικούς φαινοτύπους στους 

ξενιστές τους. Συγκεκριµένα στα αρθρόποδα δεν υπάρχει συµφωνία της φυλογένεσης 

του βακτηρίου και των αναπαραγωγικών φαινοτύπων που αυτό προκαλεί (Ο'Neill et 

al. 1992, Rousset et al. 1992, Breeuwer et al. 1992, Werren et al. 1995, Van Meer et 

al. 1999), γεγονός που υποδηλώνει γεγονότα οριζόντιας µεταφοράς ή την εξέλιξη 

αυτών σχετικά εύκολα και κατ’ επέκταση επαναλαµβανόµενα. Οριζόντια µεταφορά 

δείχθηκε να συµβαίνει συχνά στο εργαστήριο από µη µολυσµένες σε µολυσµένες 

προνύµφες σφηκών, οι οποίες µοιράζονταν τον ίδιο ξενιστή (Huigens et al. 2000). 

Οριζόντια µεταφορά δείχθηκε να συµβαίνει επίσης µε µεταφορά µολυσµένης 

αιµολέµφου στα ισόποδα (Rigaud et al. 1995, Bouchon et al. 1998). Αξιοσηµείωτο 

είναι το γεγονός ότι ένα δεδοµένο στέλεχος του βακτηρίου µπορεί να επάγει 

διαφορετικούς φαινοτύπους αν βρεθεί σε διαφορετικά γενετικά υπόβαθρα, για 

παράδειγµα ένα στέλεχος που προκαλεί θηλυκοποίηση σε ένα είδος λεπιδόπτερου, 

προκαλεί θανάτωση αρσενικών αν µεταφερθεί σε ένα άλλο (Fujii et al. 2001), όπως 

και ένα άλλο που προκαλεί ασυµβατότητα στο φυσικό του ξενιστή (Sasaki et al. 

2002). Από την άλλη πλευρά η αµοιβαία σχέση που έχουν αναπτύξει τα βακτήρια 

αυτά µε τους νηµατώδεις ξενιστές τους, αντανακλάται στη συµφωνία της 

φυλογένεσης τους (Bandi et al. 1998).  

 Πρόσφατη µελέτη (Lo et al. 2002) επιβεβαιώνει την ύπαρξη δύο καινούργιων 

οµάδων, της E στο κολέµβολο Folsomia candida (Vandekerckhove et al. 1999) και 

της F σε δύο είδη τερµιτών (Bandi et al. 1997) (Εικ. 2). Συζητά επίσης τα οφέλη που 

προκύπτουν από την γνώση της φυλογένεσης των βακτηριακών στελεχών για την 

κατανόηση της εξέλιξής του στον πλανήτη γη. 
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Εικόνα 2. Φυλογενετικό δέντρο των στελεχών της Wolbachia, που υπάρχουν στα αρθρόποδα και
στους νηµατώδεις (από Lo et al. 2002). 
olbachia και παρθενογένεση 

 Wolbachia προκαλεί παρθενογένεση σε διάφορα είδη υµενοπτέρων (Stouthamer 

997), σε ένα γένος φυτοφάγων ακάρεων (Weeks and Breeuwer 2001) και σε ένα 

ίδος θυσανόπτερων (Arakaki et al. 2001). Τα είδη αυτά έχουν ένα ιδιαίτερο  

ύστηµα φυλοκαθορισµού (αρρενοτοκία), κατά το οποίο τα αρσενικά προέρχονται 

πό απλοειδή αυγά (µη γονιµοποιηµένα), ενώ τα θηλυκά από διπλοειδή 

γονιµοποιηµένα). Το βακτήριο τροποποιεί την πρώτη µιτωτική διαίρεση στα µη 

ονιµοποιηµένα αυγά, και συγκεκριµένα την ανάφαση (Stouthamer and Kazmer 

994), µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία διπλοειδούς πυρήνα και την περαιτέρω 

νάπτυξη αυτών σε θηλυκά αντί αρσενικά άτοµα. Είναι αυτονόητο ότι αυτή η 

ροποποίηση ευνοεί την κάθετη µετάδοση του βακτηρίου, µια και αυτό µεταδίδεται 

όνο από τα θηλυκά, ενώ τα αρσενικά αποτελούν αδιέξοδο για αυτά.  
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Wolbachia και θηλυκοποίηση  

Η Wolbachia προκαλεί θηλυκοποίηση σε διάφορα είδη  χερσαίων ισοπόδων 

(καρκινοειδή) (Bouchon et al. 1998) και σε ένα είδος λεπιδοπτέρου (Fujii et al. 2001). 

Τα ισόποδα αναπτύσσονται σε θηλυκά εκτός και αν ο ανδρογενετικός αδένας 

εκφράσει µία ορµόνη, η οποία επάγει αρσενική διαφοροποίηση. Τα βακτήρια στα 

είδη αυτά εµποδίζουν την ανάπτυξη του αδένα, µε αποτέλεσµα άτοµα γενετικά 

καθορισµένα ως αρσενικά να συµπεριφέρονται ως θηλυκά, ευνοώντας την µετάδοση 

των βακτηρίων, όπως και παραπάνω. 

 

Wolbachia και θανάτωση αρσενικών 

Η Wolbachia προκαλεί θανάτωση αρσενικών εµβρύων σε λεπιδόπτερα (Dyson et al. 

2002), κολεόπτερα (Majerus et al. 2000) και σε ένα είδος ∆ροσόφιλας (Hurst et al. 

2000). Το βακτήριο στα έντοµα αυτά σκοτώνει τα αρσενικά έµβρυα, µε άγνωστο 

µέχρι στιγµής τρόπο. 

  

Wolbachia και κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα 

Η Wolbachia προκαλεί σε µια πληθώρα εντόµων κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα 

(ΚΑ) (ανασκόπηση στο Charlat et al. 2002, Bourtzis et al 2003), σε µερικά ισόποδα 

(Moret et al. 2001) και ακάρεα (van Opijnen and Breeuwer 1999). Περιληπτικά, η ΚΑ 

είναι µία µορφή εµβρυϊκής θνησιµότητας σε διασταυρώσεις µεταξύ µολυσµένων 

αρσενικών µε µη µολυσµένα θηλυκά. Όσον αφορά στο µηχανισµό αυτής λίγα 

πράγµατα είναι γνωστά µέχρι σήµερα. Σύµφωνα µε γενετικές και κυτταρολογικές 

µελέτες, το βακτήριο τροποποιεί το σπέρµα κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης 

και αυτή η τροποποίηση πρέπει να διασωθεί από το ίδιο βακτηριακό στέλεχος στο 

αυγό για να συνεχιστεί κανονικά η ανάπτυξη του εµβρύου. Η κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα µπορεί να είναι µονόδροµη, όταν εµπλέκεται ένα βακτηριακό 

στέλεχος ή αµφίδροµη όταν εµπλέκονται παραπάνω από ένα στελέχη. Για την ΚΑ, η 

οποία αποτελεί και το αντικείµενο της διατριβής αυτής γίνεται εκτενέστερα λόγος 

παρακάτω.    

 

Wolbachia στους νηµατώδεις  

Ένας από τους πιο ενδιαφέροντες τοµείς έρευνας που σχετίζονται µε τη Wolbachia, 

αφορά τη σχέση της µε τους νηµατώδεις που προκαλούν φιλαριάσεις. Συγκεκριµένα 

το βακτήριο έχει αναπτύξει αµοιβαία συµβιωτική σχέση µε αυτούς, µε αποτέλεσµα τη 
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διακοπή της κανονικής ανάπτυξης των νηµατωδών µετά τη χορήγηση αντιβιοτικών 

(Hoerauf et al. 1999). Ευρήµατα όπως το ότι ασθένειες του ανθρώπου σαν την 

τύφλωση του ποταµού (river blindness) σχετίζονται µε φλεγµονώδη απόκριση του 

ανθρώπινου οργανισµού στα βακτήρια και όχι στους νηµατώδεις που τα κουβαλούν 

(Saint Andre et al. 2002), ανοίγουν νέους δρόµους στη θεραπεία ασθενειών.  

 

Wolbachia και ειδογένεση 

Μελέτες στο παρελθόν έχουν προσφέρει ενδείξεις για την πιθανή συµβολή της 

Wolbachia στη δηµιουργία νέων ειδών (Bordenstein and Werren 1998, Giordano et 

al. 1997, Shoemaker et al. 1999). Επιπρόσθετα, στην παρασιτική σφήκα Nasonia έχει 

δειχθεί ότι η αµφίδροµη κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα σχετίζεται µε τη 

δηµιουργία νέων ειδών, µια και η χορήγηση αντιβιοτικών σε διαφορετικά είδη 

µολυσµένων εντόµων, οδηγεί στην παραγωγή βιώσιµων και γόνιµων υβριδίων 

(Bordenstein et al. 2001). Παρόλη την αυξανόµενη παραγωγή στοιχείων για την 

εµπλοκή του βακτηρίου σε φαινόµενα ειδογένεσης, η έκταση αυτής παραµένει 

αµφισβητήσιµη.  

 

Wolbachia και εφαρµογές 

Πριν ακόµα την ταυτοποίηση της Wolbachia ως αίτιου της κυτταροπλασµατικής 

ασυµβατότητας, το βακτήριο είχε χρησιµοποιηθεί για την καταπολέµηση κουνουπιών 

(Laven 1967). Η βασική ιδέα ήταν η απελευθέρωση µολυσµένων αρσενικών, µέθοδος 

ανάλογη της τεχνικής στείρων εντόµων (SIT: Sterile Insect Technique), που είχε ως 

αποτέλεσµα ασύµβατες διασταυρώσεις  και µείωση των επιπέδων του πληθυσµού. 

Λόγω της ικανότητας του βακτηρίου να εξαπλώνεται γρήγορα (Turelli and Hoffmann 

1991), θα µπορούσε στο µέλλον να χρησιµοποιηθεί ως φορέας εξάπλωσης 

επιθυµητών χαρακτηριστικών σε πληθυσµούς εντόµων, σηµαντικών στη γεωργία και 

στην υγεία, είτε έµµεσα  (µετασχηµατισµένα µολυσµένα έντοµα), είτε άµεσα 

(µετασχηµατισµένα βακτήρια) (Beard et al. 1992, Sinkins et al. 1997, Bourtzis and O' 

Neill 1998,  Ashburner et al. 1998, Curtis and Sinkins 1998, Turelli and Hoffmann 

1999, Bourtzis and Braig 1999, Sinkins and O'Neill 2001).   

 

Το γονιδίωµα της Wolbachia 

Μοριακές, βιοχηµικές, γενετικές και κλασσικές µικροβιολογικές µελέτες είναι 

δύσκολες στην περίπτωση της Wolbachia λόγω της αδυναµίας της να καλλιεργηθεί 
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σε θρεπτικά µέσα. Μολαταύτα, η ανάλυση των γονιδιωµάτων άλλων υποχρεωτικά 

ενδοκυττάριων βακτηρίων όπως η Rickettsia και η Buchnera (Andersson et al. 1998, 

Shigenobu et al. 2000) έχει βοηθήσει σηµαντικά στην κατανόηση της βιολογίας των 

πιο κοντινών συγγενών των µιτοχονδρίων. Είναι αυτονόητο ότι η ανάλυση και 

σύγκριση διαφορετικών στελεχών Wolbachia θα βοηθήσει σηµαντικά όχι µόνο την 

εξιχνίαση των µηχανισµών των τόσο διαφορετικών φαινοτύπων που το βακτήριο 

αυτό προκαλεί στους ξενιστές του, αλλά και τη διαλεύκανση της  βασικής βιολογίας 

του φυλοκαθορισµού, της αναπαραγωγικής αποµόνωσης, της βακτηριακής 

παθογένειας και της αµοιβαίας συµβίωσης. Επιπρόσθετα, η κατανόηση των µοριακών 

µηχανισµών που χρησιµοποιεί το βακτήριο αυτό για να τροποποιεί τα 

αναπαραγωγικά συστήµατα των ξενιστών του, θα µπορούσε να βοηθήσει στον έλεγχο 

βλαβερών εντόµων στη γεωργία και στην υγεία και τέλος στην καταπολέµηση 

ασθενειών όπως η φιλαρίαση.     

 

 

ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΗ ΑΣΥΜΒΑΤΟΤΗΤΗΤΑ 

 

Περιγραφή 

H Wolbachia αναγνωρίστηκε ως η αιτία που προκαλούσε ΚΑ σε κουνούπια το 1971 

από τους Yen και Barr (Yen and Barr 1971). H ΚΑ περιγράφεται ως η εµβρυϊκή 

θνησιµότητα, που προκύπτει από τη διασταύρωση µολυσµένων αρσενικών µε µη 

µολυσµένα θηλυκά (µονόδροµη) ή µε θηλυκά µολυσµένα µε διαφορετικό βακτηριακό 

στέλεχος (αµφίδροµη) (Εικ. 3). Συνεπώς τα µολυσµένα θηλυκά έχουν επιλεκτικό 

πλεονέκτηµα, µια και µπορούν να διασταυρώνονται µε όλα τα αρσενικά του 

πληθυσµού (µη µολυσµένα και µολυσµένα) και κατ’ επέκταση βοηθούν το βακτήριο 

να εξαπλώνεται. Η ΚΑ είναι ευρέως εξαπλωµένη στα αρθρόποδα και µέχρι στιγµής 

έχει παρατηρηθεί σε έντοµα, ακάρεα και ισόποδα. Συγκεκριµένα στα έντοµα εκτός 

από τα δίπτερα έχει περιγραφεί σε κολεόπτερα (Wade and Stevens 1985), υµενόπτερα 

(Reed and Werren 1995), οµόπτερα (Hoshizaki and Shimada 1995), ισόπτερα (Bandi 

et al. 1997), λεπιδόπτερα (Brower 1976), ορθόπτερα (Kamoda et al. 2000) και ίσως 

αποτελεί τον πιο κοινό φαινότυπο που επάγεται από τη Wolbachia. Η φυλογενετική 

ανάλυση έδειξε ότι τα στελέχη της Wolbachia που επάγουν ΚΑ δεν αποτελούν 

µονοφυλετική οµάδα, σε σχέση µε τα στελέχη που επάγουν διαφορετικούς 
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φαινοτύπους (Werren et al. 1995, Zhou et al. 1998), οπότε µπορεί η επαγωγή της να 

αποτελεί αρχέγονη ιδιότητα του βακτηρίου.  

   
 

W2 W1 

W2 

W1 W1 

W2 

W2 W1 
 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 3.  Μονόδροµη και αµφίδροµη ασυµβατότητα. Αρσενικά µολυσµένα µε το στέλεχος W1 ή µε 

το στέλεχος W2 δεν παράγουν απογόνους, εκτός εάν διασταυρώνονται µε θηλυκά µολυσµένα µε το 

ίδιο βακτηριακό στέλεχος (Από Charlat et al., 2002). 

 

 

 

Μηχανισµοί 

Το µοντέλο που παρέχει ένα γενικό πλαίσιο για τη διερεύνηση της ΚΑ είναι αυτό της 

τροποποίησης/διάσωσης (mod/resc: modification, rescue), το οποίο υποθέτει δύο 

βακτηριακές λειτουργίες: i) τη λειτουργία mod, το «δηλητήριο», το οποίο εκφράζεται 

κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης και ii) τη λειτουργία resc, το «αντίδοτο», το 

οποίο εκφράζεται στο αυγό. ∆ηλαδή αν το σπέρµα έχει επηρεαστεί από το 

«δηλητήριο» ενός βακτηριακού στελέχους, το αντίστοιχο βακτηριακό «αντίδοτο» 

πρέπει να εκφραστεί στο αυγό, για να προχωρήσει κανονικά η ανάπτυξη. Παρόλο, 

που ο µοριακός µηχανισµός παραµένει άγνωστος, οι λειτουργίες αυτές έχουν αρχίσει 

να χαρακτηρίζονται από διάφορες ιδιότητες (Werren et al. 1995).  

Αναλυτικότερα, η ένταση της ΚΑ ποικίλει και πιο συγκεκριµένα το ποσοστό 

των αυγών που δεν εκκολάπτονται από µία ασύµβατη διασταύρωση κυµαίνεται από 

0-100% (επίπεδα ΚΑ). Κατ’ επέκταση το µόριο ή τα µόρια, που εµπλέκονται σε αυτή 

ποικίλουν είτε ποσοτικά είτε ποιοτικά. Σε µερικές περιπτώσεις οι διακυµάνσεις αυτές 

οφείλονται σε ιδιότητες του βακτηρίου (Giordano et al. 1995, Hoffmann et al. 1996). 

Από την άλλη πλευρά οι Boyle et al. (1993) και Poinsot et al. (1998) έδειξαν τη 

σηµαντική συµβολή του ξενιστή στη ρύθµιση των επιπέδων, µε πειράµατα 
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διαµόλυνσης στελεχών Wolbachia από D. simulans (υψηλά επίπεδα) σε 

D.melanogaster (χαµηλά επίπεδα) και το αντίθετο. 

Η τροποποίηση και η διάσωση αλληλεπιδρούν µε ειδικό τρόπο, όπως φαίνεται 

από την ύπαρξη της αµφίδροµης ασυµβατότητας. ∆ηλαδή, κάθε στέλεχος Wolbachia 

είναι απολύτως συµβατό µόνο µε τον εαυτό του. Αρσενικά µολυσµένα µε δύο 

στελέχη είναι συµβατά µόνο µε θηλυκά διπλά µολυσµένα µε τα αντίστοιχα στελέχη 

(Perrot-Minnot et al. 1996, Rousset and Solignac 1995, Sinkins et al. 1995). Επίσης, η 

τροποποίηση και η διάσωση είναι πιθανώς διαφορετικές λειτουργίες. Θεωρητικά, 

τέσσερις διαφορετικοί τύποι Wolbachia µπορούν να υπάρχουν: mod+/resc+, mod-

/resc-, mod+/resc- και mod-/resc+. Τα περισσότερα στελέχη που έχουν περιγραφεί 

µέχρι σήµερα ανήκουν στην πρώτη κατηγορία, µπορούν δηλαδή να τροποποιούν το 

σπέρµα και να διασώζουν την τροποποίηση. Ένα στέλεχος mod-/resc- έχει περιγραφεί 

στη Drosophila simulans (Hoffmann et al. 1996) µέχρι σήµερα, καθώς και δύο 

στελέχη που δεν επάγουν ασυµβατότητα (mod-), αλλά διασώζουν την ασυµβατότητα 

που επάγουν συγγενικά τους στελέχη (resc+) (Bourtzis et al. 1998, Mercot and Poinsot 

1998). Στελέχη τέλος που επάγουν, αλλά δεν διασώζουν (mod+/resc-), δεν έχουν 

περιγραφεί µέχρι σήµερα. Θεωρητικά µοντέλα υποστηρίζουν πως τα στελέχη αυτά 

είναι δύσκολο να διατηρηθούν σε ένα πληθυσµό, µια και είναι «αυτοκτονικά», αν και 

κάποιες θεωρητικές µελέτες υποστηρίζουν την πιθανή ύπαρξη τους κάτω από 

συγκεκριµένες προϋποθέσεις (Charlat et al. 2001).   

Πολλές µελέτες είχαν εστιαστεί στο παρελθόν στη συσχέτιση της 

βακτηριακής πυκνότητας και των επιπέδων ασυµβατότητας, µε περίπλοκα 

αποτελέσµατα. Σύµφωνα µε το «µοντέλο δόσης» (dosage model) (Breeuwer and 

Werren 1993), τα επίπεδα ασυµβατότητας είναι ανάλογα µε τον αριθµό των 

βακτηρίων µεταξύ αρσενικών και θηλυκών. Αναλυτικότερα στη συγκεκριµένη 

µελέτη, παρατηρήθηκε ότι αρσενικά µε υψηλούς αριθµούς βακτηρίων ήταν ασύµβατα 

µε θηλυκά, µολυσµένα µε λιγότερα βακτήρια. Στη Drosophila simulans έχει δειχθεί 

επίσης ότι ηλικιωµένα αρσενικά προκαλούν χαµηλότερη ΚΑ (Hoffmann et al. 1986) 

και έχουν λιγότερα βακτήρια στους όρχεις τους (Binnington and Hoffmann 1989). 

Επιπρόσθετα δείχθηκε ότι τα ηλικιωµένα αρσενικά έχουν λιγότερες µολυσµένες 

σπερµατοκύστεις (Bressac and Rousset 1993) στους όρχεις τους. Θετική συσχέτιση 

παρατηρήθηκε επίσης στα πειράµατα διαµόλυνσης (transinfection). Συγκεκριµένα, 

όταν το βακτηριακό στέλεχος της D. melanogaster µεταφέρθηκε στη D. simulans, τα 

επίπεδα ΚΑ αυξήθηκαν δραµατικά, όπως και αριθµός των µολυσµένων 
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σπερµατοκύστεων (Poinsot et al. 1998). Επίσης, όταν η Wolbachia µεταφέρθηκε από 

το φυσικό ξενιστή της D. simulans στη D. melanogaster, παρατηρήθηκε πτώση τόσο 

στα επίπεδα ΚΑ, όσο και στον αριθµό των βακτηρίων στα αυγά (Boyle et al. 1993). 

Εντούτοις, ασυµφωνία παρατηρήθηκε σε µερικές περιπτώσεις (Bourtzis et al. 1996, 

Bourtzis et al. 1998, Giordano et al. 1995), όπου δεν υπάρχει απόλυτη συσχέτιση 

µεταξύ βακτηριακής πυκνότητας και ΚΑ.  

 Κυτταρολογικές µελέτες έδειξαν ότι η γονιµοποίηση λαµβάνει χώρα κανονικά 

στις ασύµβατες διασταυρώσεις (Kose and Karr 1995). Επιπρόσθετα, το ώριµο σπέρµα 

δε φέρει βακτήρια, µια και αυτά αποµακρύνονται µαζί µε άλλα κυτταροπλασµατικά 

συστατικά, κατά το τελευταίο στάδιο της ωρίµανσής του. Στη Drosophila, γίνεται 

σύντηξη των προπυρήνων, αλλά τα πατρικά χρωµοσώµατα καθυστερούν να 

συµπυκνωθούν, ενώ τα µητρικά αρχίζουν τη µίτωση (Callaini et al. 1996, Callaini et 

al. 1997, Lassy and Karr 1996). Η ανάπτυξη σταµατά στις πρώτες µιτωτικές 

διαιρέσεις και τα έµβρυα πεθαίνουν. Στη σφήκα Nasonia επίσης τα πατρικά 

χρωµοσώµατα δεν συµπυκνώνονται σωστά και χάνονται (Reed and Werren 1995), µε 

αποτέλεσµα τη δηµιουργία ανευπλοειδών και απλοειδών ατόµων. Στα απλοδιπλειοδή 

είδη, όπως η Nasonia, τα απλοειδή αυγά αναπτύσσονται ως αρσενικά. Μολαταύτα, 

κάποια από τα απλοειδή αυγά πεθαίνουν, αν η απλοειδία δεν ολοκληρωθεί σωστά. Το 

γεγονός αυτό µπορεί να εξηγήσει γιατί η ΚΑ κάποιες φορές στα απλοδιπλοειδή είδη 

µπορεί να οδηγήσει σε αναλογία φύλου στην F1 γενιά, υπέρ των αρσενικών 

(Breeuwer 1997, Vala et al. 2000, Vavre et al. 2000). Εξαίρετη πρόσφατη 

κυτταρολογική  µελέτη στη συγκεκριµένη σφήκα, έδειξε ότι η ΚΑ είναι αποτέλεσµα 

της καθυστερηµένης αποδιάταξης του πυρηνικού φακέλου του πατρικού προπυρήνα, 

υπονοώντας αλληλεπίδραση του βακτηρίου µε  πρωτεΐνες του ξενιστή που ρυθµίζουν 

τον κυτταρικό κύκλο (Tram and Sullivan 2002).    

 Κυτταρολογικές µελέτες στη Drosophila έδειξαν επίσης ότι η Wolbachia 

συγκεντρώνεται στους πόλους της µιτωτικής ατράκτου, στο στάδιο του συγκυτιακού 

βλαστοδέρµατος και συνεντοπίζεται µε τους αστρικούς µικροσωληνίσκους (Callaini 

et al.  1994, Kose and Karr 1995, Lassy and Karr 1996, O'Neill and Karr 1990). Στη 

Nasonia τα βακτήρια συγκεντρώνονται στον οπίσθιο πόλο του αυγού (Breeuwer and 

Werren 1990). Η συγκέντρωση αυτή παρατηρείται επίσης στη D. melanogaster 

(Hadfield and Axton 1999), στο Trichogramma (Stouthamer et al. 1993) και στην 

Aphytis (Zchori-Fein et al. 1998), ενώ στη Drosophila simulans παρατηρήθηκε 

οµοιόµορφη κατανοµή γύρω από το φλοιό του αυγού (Boyle et al. 1993, Callaini et 
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al. 1994, Kose and Karr 1995, O'Neill and Karr 1990). Λίγα πράγµατα είναι γνωστά 

για τη ρύθµιση της διαίρεσης των βακτηρίων κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των 

ξενιστών της. Όσον αφορά στην εµβρυογένεση της Drosophila τα βακτήρια δε 

φαίνεται να πολλαπλασιάζονται στα πρώιµα στάδια αυτής (Lassy and Karr 1996). 

Επιπρόσθετα, η βακτηριακή κατανοµή σε ιστούς πέρα από τους γενετικούς δεν έχει 

εξεταστεί µε λεπτοµέρεια. Εξαίρεση αποτελεί το λεγόµενο popcorn στέλεχος το οποίο 

πολλαπλασιάζεται στον εγκέφαλο της µύγας ανεξέλεγκτα και τη σκοτώνει στη µέση 

ηλικία περίπου της ζωής της (Min and Benzer 1997).  

Τέλος, διάφοροι άλλοι παράγοντες επηρεάζουν τα επίπεδα της ΚΑ, όπως το 

θερµικό σοκ (heat shock) (Clancy and Hoffmann 1998, Snook et al. 2000), το 

περιβάλλον που µεγαλώνουν οι προνύµφες (Clancy and Hoffmann 1998), καθώς και 

η συζευκτική προϊστορία του αρσενικού (Karr et al. 1998). 

 

Εξελικτική δυναµική  

Γιατί η Wolbachia έχει επιλεγεί εξελικτικά να προκαλεί ΚΑ; Θεωρητικά (Caspari and 

Watson 1959, Turelli 1994) και εµπειρικά (Turelli and Hoffmann 1991) δεδοµένα 

έχουν δείξει ότι λόγω της δράσης της ΚΑ το βακτήριο µπορεί να εξαπλωθεί ραγδαία 

σε ένα πληθυσµό. Ο βασικός λόγος είναι ότι τα µολυσµένα αυγά είναι συµβατά µε 

σπέρµα που προέρχεται από όλα τα αρσενικά του πληθυσµού (µολυσµένα και µη 

µολυσµένα), αλλά τα µη µολυσµένα είναι ασύµβατα µε το σπέρµα των µολυσµένων 

αρσενικών. Ως αποτέλεσµα, η παρουσία του µη µολυσµένου κυτταρότυπου µειώνεται 

µέσα στον πληθυσµό, όσο αυξάνεται η συχνότητα γονιµοποίησης µη µολυσµένων 

αυγών από σπέρµα που προέρχεται από µολυσµένα αρσενικά.   

 Η δυναµική του φαινοµένου είναι ενδιαφέρουσα και εξαιρετικά πολύπλοκη 

λόγω της αλληλεπίδρασης πολλών παραγόντων. Τρεις από αυτούς φαίνεται να είναι 

οι πιο σηµαντικοί:  α) η επιβίωση και η γονιµότητα των µολυσµένων θηλυκών σε 

σχέση µε τα µη µολυσµένα (fitness cost) β) το ποσοστό των µολυσµένων αυγών που 

παράγουν τα µολυσµένα θηλυκά (transmission efficiency) και γ) το επίπεδο της ΚΑ 

στις ασύµβατες διασταυρώσεις (level of CI). Πιο συγκεκριµένα αν αυτοί οι 

παράγοντες δεν επηρεάζουν ο ένας τον άλλο, η συνεξέλιξη παρασίτου-ξενιστή 

αναµένεται να οδηγήσει σε χαµηλά επίπεδα ΚΑ, χαµηλό κόστος αρµοστικότητας και 

υψηλή µητρική µετάδοση (Turelli 1994). Η ίδια µελέτη πρότεινε ότι πιθανά οι 

παράγοντες αυτοί να συνδέονται µε τη βακτηριακή πυκνότητα. Θεωρητικά τα 

επίπεδα ΚΑ και η µητρική µετάδοση ευνοούν αύξηση του αριθµού των βακτηρίων, 
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ενώ το κόστος αρµοστικότητας µάλλον ευνοεί χαµηλότερους αριθµούς. Η ΚΑ 

φαίνεται να είναι συνδεδεµένη µε το βακτηριακό φορτίο στην αρσενική γαµετική 

σειρά, η µετάδοση µε τη θηλυκή, ενώ το κόστος πιθανώς επηρεάζεται από το 

συνολικό αριθµό βακτηρίων ανεξάρτητα από την κατανοµή αυτών σε 

συγκεκριµένους ιστούς.   

 

Ονοµατολογία στελεχών  

 Ο Zhou et al. (1998) πρότεινε ότι σε ένα καινούργιο στέλεχος Wolbachia θα πρέπει 

να δίνεται ένα µοναδικό όνοµα εάν έχει αναλυθεί η  αλληλουχία του wsp γονιδίου του 

και αυτή διαφέρει από τις ήδη υπάρχουσες στις βάσεις δεδοµένων. Τα ονόµατα αυτά 

τότε θα πρέπει να ακολουθούν την σύντµηση που προτάθηκε από τους (Rousset and 

de Stordeur 1994), σύµφωνα µε την οποία κάθε στέλεχος ονοµάζεται wHost. 

Εξαίρεση σε αυτόν τον κανόνα αποτελούν στελέχη, που ενώ έχουν την ίδια 

αλληλουχία wsp ονοµάζονται διαφορετικά, γιατί προκαλούν διαφορετικούς 

φαινοτύπους στους ξενιστές τους. Για παράδειγµα τα στελέχη wNo και wMa τα οποία 

µολύνουν φυσικούς πληθυσµούς Drosophila simulans, οι οποίοι συνελήφθησαν στην 

πρωτεύουσα της Νέας Καληδονίας Noumea και στη Μαδαγασκάρη αντίστοιχα 

(Mercot et al. 1995, Rousset and Solignac 1995), ονοµάζονται διαφορετικά παρόλο 

που έχουν την ίδια αλληλουχία wsp, γιατί προκαλούν διαφορετικά επίπεδα 

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας στον ξενιστή τους.      

 

 

Η ∆ΙΑΤΡΙΒΗ ΑΥΤΗ 

 

Η διατριβή αυτή είχε ως στόχο τη διερεύνηση του φαινοµένου της 

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας µέσω της συγκριτικής µελέτης στελεχών 

Wolbachia σε πληθυσµούς Drosophila. Μια και όπως αναφέρθηκε παραπάνω, 

κλασσικές µικροβιολογικές µελέτες ήταν αδύνατο να πραγµατοποιηθούν λόγω της 

αδυναµίας της Wolbachia να καλλιεργηθεί σε θρεπτικά µέσα, η προσέγγιση ήταν 

έµµεση. Αναλυτικότερα, ιδιαίτερη προσπάθεια καταβλήθηκε στην ανάπτυξη µεθόδων 

για τον ευκολότερο χειρισµό του βακτηρίου, όπως αυτές για την αποµόνωση 

βακτηριακού DNA και την επιµόλυνση κυτταρικών σειρών. Τέλος, η συγκριτική 

κυτταρολογική µελέτη πολυµορφικών βακτηριακών στελεχών χρησιµοποιώντας 

ειδικό αντίσωµα επέτρεψε την ανίχνευση και µελέτη της συµπεριφοράς του 
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βακτηρίου κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης της γαµετικής σειράς της µύγας, 

προσφέροντας σηµαντικές πληροφορίες για τη δράση του βακτηρίου και τη φύση των 

παραγόντων που καθορίζουν τα επίπεδα της ΚΑ. 

 Στο δεύτερο κεφάλαιο της διατριβής, γίνεται λόγος για την εργασία 

προσδιορισµού της αλληλουχίας του γονιδιώµατος της Wolbachia, η οποία έχει ως 

στόχο την κλωνοποίηση και το χαρακτηρισµό των γονιδίων, που εµπλέκονται στις 

αναπαραγωγικές ανωµαλίες που προκαλεί το βακτήριο στους ξενιστές του. Οι 

πληροφορίες που θα συλλεχθούν µετά την ολοκλήρωση της εργασίας θα 

χρησιµοποιηθούν για εφαρµοσµένους σκοπούς και θα διαλευκάνουν τις 

αλληλεπιδράσεις παρασίτων-ξενιστών, καθώς και την εξέλιξη της ενδοκυττάριας 

συµβίωσης (Bandi et al. 1999b, Oehler and Bourtzis 2002). Η παρούσα διατριβή 

συνέβαλε στο έργο αυτό, αναπτύσσοντας µία µέθοδο αποµόνωσης γενωµικού DNA 

από Wolbachia, απαλλαγµένου, σε ικανοποιητικό ποσοστό, από µιτοχονδριακό και 

χρωµοσωµικό DNA του ξενιστή. Στα πιλοτικά πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν πρώιµα 

έµβρυα Drosophila simulans Riverside µολυσµένα µε το στέλεχος Wolbachia wRi 

και D. melanogaster yw67C23 µολυσµένα µε το βακτηριακό στέλεχος wMel. Έλαβε 

χώρα µία πρώτη εκτίµηση του µεγέθους του γονιδιώµατος των στελεχών αυτών στις 

1.5  και 1. 3 Μεγαβάσεις αντίστοιχα, µε τη χρήση ηλεκτροφόρησης παλµικού πεδίου 

(Pulse Field Gel Electrophoresis). ∆ιαπιστώθηκε επίσης, η απουσία 

εξωχρωµοσωµικών παραγόντων π.χ. πλασµιδίων και η κυκλική φύση του 

χρωµοσώµατος. 

Στο τρίτο κεφάλαιο, περιγράφεται η ανάπτυξη µίας µεθόδου επιµόλυνσης 

κυτταρικών σειρών µε Wolbachia, η οποία επιτρέπει την in vitro καλλιέργεια του 

βακτηρίου χρησιµοποιώντας κλασσικές τεχνικές. Μελέτη στο παρελθόν είχε δείξει 

ότι η Wolbachia µπορεί να διατηρηθεί σε in vitro καλλιέργεια κυττάρων από το 

κουνούπι Aedes albobictus (O'Neill et al. 1997). Η συγκεκριµένη κυτταρική σειρά 

δηµιουργήθηκε εξ’ αρχής από µολυσµένα εµβρυϊκά κύτταρα, ενώ η παρούσα µελέτη 

επιµολύνει ήδη υπάρχουσες κυτταρικές σειρές. Συγκεκριµένα µολύνθηκαν επιτυχώς 

οι κυτταρικές σειρές S2 και SF9, που προέρχονται από Drosophila melanogaster και 

ένα είδος λεπιδοπτέρων (Spodoptera frugiperda) αντίστοιχα, µε το στέλεχος 

Wolbachia wRi. Η µελέτη των επιπέδων µόλυνσης έγινε χρησιµοποιώντας την 

Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµερισµού, την κατά Southern υβριδοποίηση και 

µικροσκοπία φθορισµού. Από τις παραπάνω τεχνικές διαπιστώθηκε ποικιλοµορφία 

στα επίπεδα µόλυνσης των κυττάρων. Οι επιµολυσµένες κυτταρικές σειρές 
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διατηρήθηκαν στο εργαστήριο για αρκετές γενιές και  καταψύχθηκαν για περαιτέρω 

χρήση. Οι σειρές αυτές θα µπορούσαν να απλοποιήσουν την ανάλυση έκφρασης 

γονιδίων και βιοχηµικών µονοπατιών της Wolbachia. Επίσης, θα µπορούσαν να 

χρησιµοποιηθούν στην µελλοντική ανάπτυξη ενός συστήµατος µετασχηµατισµού του 

βακτηρίου. 

Στο τέταρτο κεφάλαιο περιγράφεται η συµπεριφορά του βακτηρίου κατά τη 

διάρκεια της σπερµατογένεσης της µύγας, λόγω της στενής σχέσης της  

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας µε τα µολυσµένα αρσενικά. Συγκεκριµένα, 

µελετήθηκε η συσχέτιση της βακτηριακής κατανοµής και πυκνότητας στους όρχεις 

διαφόρων ειδών ∆ροσόφιλας µε τα διαφορετικά επίπεδα ασυµβατότητας που αυτά 

εκφράζουν. Παρατηρήθηκε µεγάλη ποικιλοµορφία, ποσοτική και ποιοτική, τόσο 

στους όρχεις ενός στελέχους, όσο και στους όρχεις διαφορετικών στελεχών. Υπάρχει 

θετική συσχέτιση των επιπέδων της ασυµβατότητας και του αριθµού των 

µολυσµένων σπερµατοκυττάρων, µόνο όταν η µόλυνση προέρχεται από στέλεχος που 

έχει την ικανότητα να την επάγει. Από τη σύγκριση φυσικά µολυσµένων και 

διαµολυσµένων στο εργαστήριο στελεχών βγαίνει το συµπέρασµα ότι η ικανότητα 

πρόκλησης ασυµβατότητας είναι ιδιότητα του βακτηρίου, ενώ ο ξενιστής παίζει ρόλο 

στη ρύθµιση του βακτηριακού φορτίου των όρχεων. Τέλος, τα αποτελέσµατα αυτά 

συζητούνται κάτω από το πρίσµα των µοντέλων τροποποίησης-διάσωσης και 

βακτηριακής δόσης. 

Η µελέτη συνεχίστηκε µε την παρακολούθηση της Wolbachia σε πρώιµα 

έµβρυα, στο στάδιο του συγκυτιακού βλαστοδέρµατος, όπου σχηµατίζονται τα 

πολικά κύτταρα, τα οποία αποτελούν τους προγόνους της γαµετικής σειράς της 

µύγας. Τα αποτελέσµατα της µελέτης αυτής περιγράφονται στο κεφάλαιο 5 και 

συνοψίζονται στα εξής: τα βακτήρια, είτε κατανέµονται οµοιόµορφα στο φλοιό, είτε 

εντοπίζονται στον έναν από τους δύο πόλους του αυγού. Ο εντοπισµός αυτός 

καθορίζεται κατά τη διάρκεια της ωογένεσης, όταν αρχίζει να σχηµατίζεται το 

ωοκύτταρο και παραµένει ο ίδιος µέχρι τα όψιµα στάδια της εµβρυογένεσης, µετά τη 

γαστριδίωση. Εντύπωση προκαλεί η οµοιότητα της κατανοµής των βακτηρίων µε την 

κατανοµή των µητρικών mRNAs, που καθορίζουν τον προσθιοπίσθιο άξονα του 

αυγού στη µύγα. Από τη σύγκριση τέλος της κατανοµής των φυσικά µολυσµένων µε 

τα διαµολυσµένα στο εργαστήριο έντοµα, βγαίνει το συµπέρασµα ότι βακτηριακοί 

παράγοντες καθορίζουν τον εντοπισµό, ενώ ο ξενιστής παίζει ρόλο στη ρύθµιση των 

τελικών αριθµών του βακτηρίου στο αυγό. Υπάρχει σηµαντική θετική συσχέτιση του 
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βακτηριακού φορτίου στον οπίσθιο πόλο του αυγού και στους όρχεις, παρόλο που 

ορισµένοι ξενιστές φαίνεται να έχουν αναπτύξει ένα είδος καταστολής.  

Στο κεφάλαιο 6, τα δεδοµένα της διατριβής αυτής συζητούνται κάτω από το 

πρίσµα  των θεωρητικών µοντέλων που έχουν προταθεί µέχρι σήµερα για το 

µηχανισµό της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας και για την συν-εξέλιξη των 

διαφόρων τύπων Wolbachia και των ξενιστών τους. Τέλος, γίνεται µία 

ανακεφαλαίωση των σηµαντικότερων ευρηµάτων της διατριβής και των νέων δρόµων 

που ανοίγονται στη µελέτη των µηχανισµών που η Wolbachia έχει εφεύρει για να 

εξασφαλίζει την µετάδοσή της στην επόµενη γενιά. 
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2 Εκτίµηση του µεγέθους του γονιδιώµατος της Wolbachia µε τη 

χρήση Pulse-Field Gel Electrophoresis  
 
 
H Wolbachia είναι ένα υποχρεωτικά ενδοκυττάριο παράσιτο, το οποίο δεν µπορεί να καλλιεργηθεί έξω 

από τον ξενιστή της. Το γεγονός αυτό καθιστά δύσκολη την αποµόνωση καθαρών βακτηρίων σε 

επαρκή ποσότητα για βιοχηµικά πειράµατα. Στη συγκεκριµένη εργασία αποµονώθηκε γενωµικό DNA 

από Wolbachia, απαλλαγµένο σε ικανοποιητικό βαθµό, από µιτοχονδριακό και χρωµοσωµικό DNA 

του ξενιστή. Στα πιλοτικά πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν πρώιµα έµβρυα Drosophila simulans 

Riverside µολυσµένα µε το στέλεχος Wolbachia wRi και D. melanogaster yw67C23 µολυσµένα µε το 

βακτηριακό στέλεχος wMel. Έλαβε χώρα µία πρώτη εκτίµηση του µεγέθους του γονιδιώµατος των 

συγκεκριµένων στελεχών στις 1.6 και 1.3 Μb αντίστοιχα, µε τη χρήση ηλεκτροφόρησης παλµικού 

πεδίου (Pulse Field Gel Electrophoresis). ∆ιαπιστώθηκε επίσης, η απουσία εξωχρωµοσωµικών 

παραγόντων π.χ. πλασµιδίων και η κυκλική φύση του χρωµοσώµατος των βακτηρίων αυτών. 

 
 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Η Wolbachia είναι µία οµάδα βακτηρίων, τα οποία επάγουν διαφορετικούς 

φαινοτύπους στους ασπόνδυλους ξενιστές τους: από το φαινότυπο popcorn που 

σκοτώνει τις µύγες (Min and Benzer 1997), µέχρι την ευεργετική επίδραση στους 

νηµατώδεις, που προκαλούν φιλαριάσεις (Bandi et al. 1999a) και από την 

παρθενογένεση στις σφήκες, µέχρι τη θηλυκοποίηση των αρσενικών στα καρκινοειδή 

(Stouthamer et al. 1999). Μελετώντας και συγκρίνοντας τα γονιδιώµατα αυτών των 

βακτηρίων, καθώς επίσης και τις αλληλεπιδράσεις µεταξύ των βακτηρίων και των 

ξενιστών τους, θα µπορούσε κανείς να διαλευκάνει όχι µόνο το πώς η Wolbachia 

επάγει αυτούς τους τόσο διαφορετικούς φαινοτύπους, αλλά και τη βασική βιολογία 

των συστηµάτων φυλοκαθορισµού, της αναπαραγωγικής αποµόνωσης, της 

παθογένειας των βακτηρίων και της συµβίωσης γενικότερα. Επίσης η ανάλυση των 

γονιδιωµάτων θα µπορούσε να παρέχει σηµαντικές πληροφορίες για τον έλεγχο 

βλαβερών εντόµων και φορέων ασθενειών (Bandi et al. 1999b). 

Το έτος 1999,  άρχισαν να γίνονται οι πρώτες δηµόσιες συζητήσεις για την 

αλληλούχιση του γονιδιώµατος της Wolbachia, οι οποίες τελικά σχηµατοποιήθηκαν 

και παρουσιάστηκαν το καλοκαίρι του 2000 στην Κρήτη, στο πρώτο διεθνές 
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συνέδριο για αυτά  τα βακτήρια,  ως δύο εργασίες:  η πρώτη είχε ως στόχο την 

αλληλούχιση δύο στελεχών του βακτηρίου µε ξενιστές τη D. melanogaster και το 

νηµατώδη Brugia malayi αντίστοιχα, ενώ η δεύτερη την αλληλούχιση τριών 

στελεχών που ευθύνονται για την επαγωγή κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας στη 

D. simulans, παρθενογένεσης στo υµενόπτερο Muscidifurax uniraptor και 

θηλυκοποίησης στο ισόποδο Armadillidium vulgare, αντίστοιχα (Oehler and Bourtzis 

2000). 

Το εργαστήριο στο οποίο εκπονήθηκε η συγκεκριµένη διατριβή εργάζονταν 

προς αυτήν την κατεύθυνση από το 1998, προσπαθώντας να αναπτύξει µία µέθοδο 

αποµόνωσης καθαρού DNA από Wolbachia, η οποία θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί 

για την κατασκευή βιβλιοθηκών για τη δεύτερη (ευρωπαϊκή) εργασία αλληλούχισης 

του γονιδιώµατος του βακτηρίου. Η αδυναµία του βακτηρίου να καλλιεργηθεί σε 

θρεπτικά µέσα δυσκόλεψε αισθητά τη συγκεκριµένη προσπάθεια, η οποία κατέληξε 

στην ανάπτυξη µίας µεθόδου καθαρισµού χρωµοσωµικού DNA από Wolbachia σε 

ικανοποιητική ποσότητα ώστε να κατασκευαστεί µία πιλοτική βιβλιοθήκη και στον 

καθορισµό του µεγέθους του γονιδιώµατος δύο βακτηριακών στελεχών 

χρησιµοποιώντας Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE).   

 

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

Στελέχη Wolbachia. Στην προσπάθεια καθαρισµού χρησιµοποιήθηκαν τα στελέχη 

Wolbachia wRi της Drosophila simulans Riverside (DSR) και wMel της Drosophila 

melanogaster yw67C23. Στελέχη Drosophila simulans Riverside, στα οποία 

εφαρµόστηκε αγωγή µε τετρακυκλίνη (DSRT) για την αποµάκρυνση της 

βακτηριακής µόλυνσης, χρησιµοποιήθηκαν για αρνητικό έλεγχο. 

Καθαρισµός Wolbachia από Drosophila. Μύγες σε µεγάλα κλουβιά (0.5Χ0.5 m) 

αφήνονταν να γεννήσουν τα αυγά τους σε τρυβλία petri,  τα οποία περιείχαν χυµό 

µήλου, άγαρ, αντιµυκητιακό Nipogen και µαγιά. Ακολουθούσαν συλλογές 2 ωρών 

και τα αυγά τοποθετούνταν σε επωαστήρα 120C για να σταµατήσει η ανάπτυξή τους, 

πριν την κυτταροποίηση. Τυπικά 1-2 ml εµβρύων  συλλέγονταν τη φορά, 

αποχοριοποιούνταν µε διάλυµα 50% χλωρίνης και οµογενοποιούνταν µε γυάλινο 

οµογενοποιητή σε ισοτονικό διάλυµα PBS. Το οµογενοποίηµα φυγοκεντρούνταν 2 

φορές στις 1200 rpm για 12 min στους 40C για να αποµακρυνθούν οι πυρήνες της 
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Drosophila. Στο υπερκείµενο τοποθετούνταν ίσος όγκος διαλύµατος 25% σουκρόζης 

σε PBS και στη συνέχεια φυγοκεντρούνταν στις 12K rpm για 30 min στους 40C χωρίς 

φρένο. Το ίζηµα επαναδιαλυτοποιούνταν σε 0.4 ml διαλύµατος οµογενοποίησης και 

φορτώνονταν σε 10 ml συνεχούς διαβάθµισης συγκέντρωσης ρενογραφίνης (28%-

45%). Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 25K rpm στους 40C για µία ώρα. Η 

πλειοψηφία των βακτηρίων συγκεντρώνονταν στην περιοχή 28% µε 32%, τα οποία 

στη συνέχεια συλλέγονταν και κατακρηµνίζονταν µε προσθήκη 10 ml διαλύµατος 

PBS και φυγοκέντρηση στις 12Κ rpm για 30 min στους 40C.  

Προετοιµασία µεγαλοµοριακού βακτηριακού DNA. Το παραπάνω ίζηµα 

ξεπλένονταν µε 1.5 ml NaCl/Tris (pH 7.2)/EDTA και φυγοκεντρούνταν στις 12Κ rpm 

για 10 min. Στη συνέχεια επαναδιαλυτοποιούνταν στον ελάχιστο όγκο του ίδιου 

διαλύµατος, αναµειγνύονταν µε ίσο όγκο 2% Incert αγαρόζης (FMC BioProducts) και 

το εναιώρηµα τοποθετούνταν στο ειδικό εξάρτηµα (Bio-Rad) για την κατασκευή των 

κύβων αγαρόζης. Οι κύβοι αποµακρύνονταν από το ειδικό εξάρτηµα και 

τοποθετούνταν σε διάλυµα για λύση των βακτηριακών κυττάρων για 12 ώρες στους 

370C. Ακολουθούσε επώαση στους 500C µε διάλυµα πρωτεϊνάσης Κ για 1-2 ηµέρες. 

Οι κύβοι φυλάσσονταν τέλος στους 40C σε 50 mM EDTA για περαιτέρω χρήση. 

Πέψη γενωµικού DNA Wolbachia µε ένζυµα περιορισµού. Οι κύβοι 

εξισορροπούνταν µε διάλυµα ΤΕ (pH 8.0) το οποίο περιείχε 1mM PMSF για την 

απενεργοποίηση τυχόν υπολειµµάτων πρωτεινάσης Κ (3Χ30min) και στη συνέχεια 

αφήνονταν όλη νύχτα στους 40C µε ΤΕ. Ακολουθούσε επώαση µε το κατάλληλο 

διάλυµα για κάθε ένζυµο περιορισµού για 30min σε θερµοκρασία δωµατίου και στη 

συνέχεια προσθήκη του ενζύµου (50 units) για 4-5 ώρες στους 370C, το οποίο 

προστίθονταν σε δύο δόσεις. ∆οκιµάστηκε πληθώρα ενζύµων που κόβουν 

αλληλουχίες πλούσιες σε GC, όπως τα Ι-CeuI (TAACTATAACGGTCCTAA 

^GGTAGCGA), FseI (GGCCGG^CC) και το ΑscI (GG^CGCGCC).     

PFGE (Pulse-field Gel Electroforesis). Για την αποµάκρυνση υπολειµµάτων 

πυρηνικού και µιτοχονδριακού DNA ξενιστή ακολουθούσε ηλεκτροφόρηση των 

κύβων αγαρόζης σε µηχάνηµα CHEF-DR III (Bio-Rad), στα 200 V (6 V/cm), στους 

140C. Ο παλµός του ηλεκτρικού πεδίου ήταν 60-90 δευτερόλεπτα και η συνολική 

διάρκεια της ηλεκτροφόρησης 24 ώρες. Τα πηκτώµατα ήταν 1% Seakem Gold 

agarose (FMC BioProducts) σε 0.5Χ ΤΒΕ. 

Υβριδοποίηση κατά Southern. Για να εκτιµηθεί το ποσοστό καθαρότητας του 

βακτηριακού DNA, ακολουθούσε υβριδοποίηση των πηκτωµάτων µε ανιχνευτές 
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κοµµάτια γονιδίων από Wolbachia, µιτοχόνδρια και Drosophila. Συγκεκριµένα, ολικό 

DNA από µολυσµένες µε Wolbachia  µύγες αποµονώθηκε µε τη µέθοδο Holmes-

Bonner και χρησιµοποιήθηκε ως εκµαγείο για αντιδράσεις Αλυσιδωτής Αντίδρασης 

Πολυµερισµού (PCR). Για τον πολλαπλασιασµό κοµµατιών γονιδίων από Wolbachia 

χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 99F (5'-TTGTAG-CCTGCTATGGTATAACT-3') 

και 994R (5'-GAATAGGTATGATTTTCATGT-3') (O'Neill et al. 1992),  οι οποίοι 

πολλαπλασιάζουν τµήµα του γονιδίου 16S rDNA, 81F (5'-

TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3') και 691R (5'-AAAAATTAAACGC-

TACTCCA-3') οι οποίοι πολλαπλασιάζουν τµήµα του γονιδίου wsp (Wolbachia 

surface protein). Οι εκκινητές cytb1 (5'-ACCAGCTCCAATTAATATTTCA-

AGATGATGA-3') και cytb2 (5'-TACAGTTGCTCCTCAAAATGATATTTGTC-

CTCA-3'), οι οποίοι πολλαπλασιάζουν τµήµα του γονιδίου cytochrome b και 

χρησιµοποιήθηκαν για έλεγχο παρουσίας mtDNA. Οι εκκινητές τέλος ΤΗ61  και 

ΤΗ62, οι οποίοι πολλαπλασιάζουν τµήµα του γονιδίου rp49 της Drosophila 

χρησιµοποιήθηκαν για έλεγχο παρουσίας γενωµικού DNA. Όλες οι αντιδράσεις 

έγιναν µε τις εξής συνθήκες: µία αρχική αποδιάταξη στους 940C για 5 min, 30 

κύκλους αποδιάταξης στους 940C, υβριδοποίησης στους 550C για 1 min, επιµήκυνσης 

στους 720C για 2 min και µία τελική επιµήκυνση στους 720C για 10 min. Οι 

αντιδράσεις περιείχαν 1.5 mM MgCl2, dNTPs (200 µM το καθένα) και 0.25 units Taq 

polymerase (Minotech) και 400 nmol από κάθε εκκινητή. Τα PCR προϊόντα 

καθαρίζονταν µε Gel Extraction Kit (Qiagen) και σηµαίνονταν ραδιενεργά µε τυπικές 

µεθόδους. 

Μετά την ηλεκτροφόρηση ακολουθούσε µεταφορά του µεγαλοµοριακού DNA 

σε µεµβράνη υβριδοποίησης µε αλκαλική µέθοδο και υβριδοποίηση των µεµβρανών 

µε τους παραπάνω ανιχνευτές ακολουθώντας τυπικές µεθόδους. 

 

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Καθαρισµός Wolbachia DNA. Η συγκεκριµένη µέθοδος έδωσε τα καλύτερα 

αποτελέσµατα καθαρότητας-ποσότητας βακτηριακού DNA σε σχέση µε τις 

υπόλοιπες που δοκιµάστηκαν π.χ. διαχωρισµός πυρηνικών-κυτταροπλασµατικών 

εκχυλισµάτων, αποµόνωση κυτταροσκελετικών κλασµάτων, κτλ. Η χρήση πρώιµων 

µη κυτταροποιηµένων εµβρύων βελτίωσε κατά πολύ την απόδοση της µεθόδου, µια 
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και βήµατα που απαιτούνταν για το σπάσιµο των κυττάρων (π.χ sonication) 

παραλείπονταν, αφήνοντας σχετικά άθικτα βακτήρια και πυρήνες, τα οποία 

διαχωρίζονταν στη συνέχεια, χωρίς να λαµβάνει χώρα σε µεγάλη έκταση σπάσιµο και 

µίξη τυχαίων κοµµατιών DNA, που θα οδηγούσε σε µόλυνση της βιβλιοθήκης µε 

DNA ξενιστή και mtDNA. Επίσης η χρήση ενήλικων µυγών εγκυµονεί πάντα τον 

κίνδυνο της ύπαρξης και άλλων συµβιωτών π.χ. στο έντερο, που δυσχεραίνουν ακόµη 

περισσότερο τη συγκεκριµένη εργασία, οπότε τα πρώιµα έµβρυα αποδείχθηκαν η 

καλύτερη λύση.  

Το γενωµικό DNA της Wolbachia, κοµµένο µε το ένζυµο FseI ήταν ορατό ως 

µία ζώνη που έτρεχε στα 1.6 και 1.3 Μb για τα στελέχη wRi και wMel αντίστοιχα, η 

οποία ήταν απούσα από τις µη µολυσµένες µύγες, σε PFGE πήκτωµα, βαµµένο µε 

βρωµιούχο εθίδιο (Εικ. 1a). Επιπρόσθετα, η κατά Southern υβριδοποίηση 

χρησιµοποιώντας το 16S rDNA γονίδιο του βακτηρίου ως σηµασµένο ανιχνευτή 

επιβεβαίωσε  ότι η συγκεκριµένη ζώνη αντιπροσώπευε Wolbachia γενωµικό DNA 

(Εικ. 1b). Αυτή η διαδικασία έδειξε επίσης ότι το περισσότερο βακτηριακό DNA 

παρέµενε στα πηγαδάκια, υποδεικνύοντας την κυκλική φύση του χρωµοσώµατος της 

Wolbachia. Στο πήκτωµα τέλος, δεν έγινε ορατό εξωχρωµοσωµικό DNA, 

υποδηλώνοντας την απουσία πλασµιδίων.    

 

 
Εικόνα 1.  Πήκτωµα βαµµένο µε βρωµιούχο εθίδιο (a) και η αντίστοιχη αυτοραδιογραφία του 

Southern blot (b), υβριδοποιηµένου µε κοκτέιλ ανιχνευτών από κοµµάτια των γονιδίων 16S rDNA και 

wsp της Wolbachia. ∆ιαδροµή 1, µάρτυρας από χρωµοσώµατα του µύκητα (Bio-rad), διαδροµή 2, 

αρνητικό κοντρόλ από DSRT DNA, διαδροµή 3, D. melanogaster yw67C23 κοµµένο µε το ένζυµο I-

CeuI, διαδροµή 4, DSR DNA κοµµένο µε το ένζυµο I-CeuI, διαδροµή 5, D. melanogaster yw67C23 

DNA κοµµένο µε το ένζυµο FseI και διαδροµή 6, DSR DNA κοµµένο µε ένζυµο FseI. 
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Η κατά Southern υβριδοποίηση χρησιµοποιώντας το γονίδιο rp49 της µύγας 

ως ανιχνευτή έδειξε χαµηλά επίπεδα µόλυνσης µε DNA ξενιστή (Εικ. 2C), ενώ 

υβριδοποίηση µε ανιχνευτή το µιτοχονδριακό γονίδιο cytochrome b (Εικ. 2B), έδειξε 

ότι αυτό έτρεχε σαν δύο ζώνες στα 500kb, λόγω της κυκλικής του δοµής, το οποίο 

αποµακρύνονταν µε ένα πρώτο τρέξιµο του πηκτώµατος, ενώ το βακτηριακό 

παρέµενε παγιδευµένο στα πηγαδάκια (Εικ. 1). 
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να 2. Πήκτωµα βαµµένο µε βρωµιούχο εθίδιο (A) και οι αντίστοιχες αυτοραδιογραφίες των 

ern blots, υβριδοποιηµένων µε το γονίδιο cytochrome b (B) και το γονίδιο rp49  από ∆ροσόφιλα 

∆ιαδροµή 1 και 6: µάρτυρας µε χρωµοσώµατα του µύκητα, διαδροµή 2 και 3: DSRT DNA, 

οµή 4 και 5: DSR DNA. 
 

η µε ένζυµα περιορισµού του γενωµικού DNA της Wolbachia. Η αλληλουχία 

κλωνοποιηµένων γονιδίων της Wolbachia υπέδειξε ότι το βακτήριο ανήκει στην 

γορία των βακτηρίων, τα οποία είναι είναι πλούσια σε ΑΤ αλληλουχίες (Sun et 

999). Για αυτό το λόγο τα ένζυµα περιορισµού που δοκιµάστηκαν αναγνώριζαν 

αλληλουχίες. ∆υστυχώς, το µόνο ένζυµο περιριορισµού που δούλεψε επιτυχώς 

 το FseI, το οποίο κόβει µία φορά το γονιδίωµα της Wolbachia, κάνοντας το 

µικό και επιτρέποντας του έτσι να εισέλθει στο πήκτωµα αγαρόζης. Το 

δίωµα της Wolbachia, δε διαθέτει την αλληλουχία, που αναγνωρίζει το Ι-CeuI 

. 1) (Sun et al. 2001), το οποίο συνήθως κόβει µία φορά τα βακτηριακά 

διώµατα και τα γραµµοποιεί, εάν είναι κυκλικά. 

ή του χρωµοσώµατος της Wolbachia. Το γεγονός ότι το άκοπο DNA 

bachia, παρέµενε στα πηγαδάκια και δεν εισέρχονταν στα PFGE πηκτώµατα, ενώ 

οµµένο µε FseI, που κόβει µία φορά έδινε µία ζώνη στα 1.6 και 1.3 Μb για το 
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wRi και το wMel αντίστοιχα (Εικ. 1), πιστοποιούν την κυκλική δοµή του 

χρωµοσώµατος της Wolbachia. 

Κατασκευή γενωµικής βιβλιοθήκης. Κατασκευή πιλοτικής βιβλιοθήκης µε 

Wolbachia DNA, που αποµονώθηκε µε την παραπάνω µέθοδο (πρώιµα έµβρυα, 

κλίση συγκέντρωσης, PFGE και αποµόνωση του παγιδευµένου βακτηριακού DNA 

από τους κύβους αγαρόζης, έδειξε ότι το 75% των κλώνων είχε οµολογία µε  DNA 

από α-πρωτεοβακτήρια,  15%  µε mtDNA και 10% ήταν άγνωστο. Η συγκεκριµένη 

βιβλιοθήκη κατασκευάστηκε σε συνεργαζόµενο εργαστήριο του εξωτερικού (EBC, 

University of Uppsala), στο οποίο δόθηκαν οι κύβοι αγαρόζης και χρησιµοποιείται 

σήµερα για την αλληλούχιση του γονιδιώµατος του στελέχους wRi.   

 

 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η παραπάνω µελέτη πραγµατοποιήθηκε από τον Ιούλιο1998 µέχρι το Νοέµβριο 1999, 

οπότε και κατατέθηκε η ερευνητική πρόταση για χρηµατοδότηση από την Ευρωπαϊκή 

Ένωση της αλληλούχισης τριών γονιδιωµάτων του βακτηρίου (των στελεχών wNo, 

wUni και wVul), σε συνεργασία µε έξι διαφορετικά ευρωπαϊκά εργαστήρια. Η 

πρόταση έγινε αποδεκτή την άνοιξη του 2000. Οι προσπάθειες για την αλληλούχιση 

των παραπάνω τριών γονιδιωµάτων συνεχίζονται µέχρι σήµερα χρησιµοποιώντας 

διάφορες µεθόδους, προσαρµοσµένες στα συγκεκριµένα βακτηριακά στελέχη και 

στους ξενιστές τους. 

Τον καιρό εκείνο οι µελέτες της Wolbachia ήταν εστιασµένες στους 

αναπαραγωγικούς φαινοτύπους και στη φυλογένεση του βακτηρίου. Η δυσκολία του 

βακτηρίου να καλλιεργηθεί και να καθαριστεί είχε δυσκολέψει πολύ την πρόοδο 

µοριακών και βιοχηµικών µελετών. Το πρωτόκολλο που αναπτύχθηκε στη 

συγκεκριµένη εργασία βασίστηκε σε ανάλογα πρωτόκολλα (Sun et al. 1999) για 

αποµόνωση συγγενικών βακτηρίων µε ορισµένες τροποποιήσεις κλειδιά: όπως η 

χρησιµοποίηση πρώιµων εµβρύων και όχι ενηλίκων, το πρώτο τρέξιµο του PFGE 

πηκτώµατος, ώστε να αποµακρύνονται το mtDNA και τυχόν υπολείµµατα πυρηνικού 

DNA από Drosophila και στη συνέχεια η αποµόνωση σχετικά καθαρού βακτηριακού 

DNA από τους κύβους αγαρόζης.    

 Τα βακτηριακά χρωµοσώµατα συµπεριφέρονται µε διαφορετικό τρόπο σε 

PFGE µελέτες. Επίσης,  δεν έχουν όλα τα βακτήρια κυκλικά χρωµοσώµατα (Ferdows 
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and Barbour 1989). Κυκλικά µεγάλα κοµµάτια DNA δεν εισέρχονται στα PFGE και 

µένουν στα πηγαδάκια. Κοµµάτια που κινούνται χωρίς πέψη µε περιοριστικά ένζυµα 

έχουν πιθανώς προέλθει από σπάσιµο (nicking) κατά τη διάρκεια της 

οµογενοποίησης. Αυτό συµφωνεί µε το γεγονός ότι το περισσότερο Wolbachia DNA 

παρέµενε στα πηγαδάκια. Επιπλέον η πέψη µε το FseI ένζυµο είχε ως αποτέλεσµα τη 

γραµµοποίηση του κυκλικού µορίου και βοήθησε στην εκτίµηση του µεγέθους του 

Wolbachia DNA στα 1.6 και 1.3 Μb  για τα στελέχη wRi και wMel αντίστοιχα.  

 Μελέτες που χρησιµοποίησαν PFGE ή εργασίες αλληλούχισης ολόκληρων 

γονιδιωµάτων έδειξαν ένα εύρος από 600.000 βάσεις για µερικά µυκοπλάσµατα µέχρι 

8 Μb για το βακτήριο Mesorhizobium loti. Σε γενικές γραµµές τα βακτήρια που ζουν 

ελεύθερα έχουν µεγαλύτερα γονιδιώµατα από τα ενδοκυττάρια. Όσον αφορά στα α-

πρωτεοβακτήρια, τα γονιδιώµατα αυτών που ζουν ελεύθερα κυµαίνονται συνήθως 

πάνω από 3Μb, ενώ των υποχρεωτικά ενδοκυττάριων κάτω από 2 Μb (Doolittle 

2002). Το γονιδίωµα της Wolbachia είναι µέσα στα πλαίσια αυτά. Πιο συγκεκριµένα,  

0.95 και 1.1 Μb για τα στελέχη που µολύνουν τους νηµατώδεις και 1.4 και 1.6Μb για 

τα στελέχη της Α οµάδας, που µολύνουν τη Drosophila (Sun et al. 2001). Η 

συγκεκριµένη δηµοσίευση επιβεβαίωσε τα δεδοµένα του κεφαλαίου αυτού της 

διατριβής, όσον αφορά στη δοµή του χρωµοσώµατος και στα αντίστοιχα µεγέθη. Τα 

παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν επίσης ότι το γονιδίωµα της Wolbachia βρίσκεται 

κάτω από τις ίδιες εξελικτικές πιέσεις που δρουν και στα υπόλοιπα βακτήρια µε 

παρόµοιο τρόπο ζωής  και έχουν ως αποτέλεσµα τη συρρίκνωση των γονιδιωµάτων 

τους (Andersson et al. 1998, Shigenobu et al. 2000).     

 Τέλος, όσον αφορά στις εργασίες αλληλούχισης των γονιδιωµάτων της 

Wolbachia, η πρώτη βρίσκεται στο στάδιο της ολοκλήρωσης και αφορά το γονιδίωµα 

wMel που µολύνει τη D. melanogaster, ενώ η δεύτερη (ευρωπαϊκή) είναι σε εξέλιξη 

(Κρήτη 2002, δεύτερο διεθνές συνέδριο για Wolbachia). Τα αποτελέσµατα της 

ανάλυσης αναµένονται µε µεγάλη αγωνία από την επιστηµονική κοινότητα, όχι µόνο 

για την αναγνώριση των υποψήφιων γονιδίων που ευθύνονται για τους 

αναπαραγωγικούς φαινοτύπους, αλλά και για τη διαλεύκανση της εξέλιξης του 

συµβιωτικού τρόπου ζωής γενικότερα.  

 

 

Ευχαριστώ τη Σµάρω Καµακάρη και τη Μαρία Κοκκινάκη για την µύηση στα 

µυστικά του PFGE.  
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3 Μόλυνση in vitro δύο κυτταρικών σειρών από έντοµα µε το   

βακτήριο Wolbachia  

 
Τα βακτήρια Wolbachia µολύνουν συχνά πληθυσµούς εντόµων και προκαλούν µία σειρά από 

αναπαραγωγικές ανωµαλίες σε αυτούς, όπως παρθενογένεση, θηλυκοποίηση, θανάτωση αρσενικών και 

κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα. Παρά το αυξανόµενο ενδιαφέρον των ερευνητών για αυτά τα 

τελευταία χρόνια, οι µηχανισµοί των ανωµαλιών παραµένουν άγνωστοι. Αυτό συµβαίνει κυρίως λόγω 

της αδυναµίας της Wolbachia να καλλιεργηθεί σε θρεπτικά µέσα, εκτός των ξενιστών της. Στη µελέτη 

αυτή επιµολύνθηκαν επιτυχώς δύο κυτταρικές σειρές από έντοµα στο εργαστήριο µε το βακτηριακό 

στέλεχος wRi. ∆ιαπιστώθηκε ποικιλοµορφία στα επίπεδα µόλυνσης των κυττάρων. Οι επιµολυσµένες 

κυτταρικές σειρές διατηρήθηκαν στο εργαστήριο για αρκετές γενιές και  καταψύχθηκαν για περαιτέρω 

χρήση. Οι σειρές αυτές θα µπορούσαν να απλοποιήσουν την ανάλυση έκφρασης γονιδίων και 

βιοχηµικών µονοπατιών της Wolbachia. Επίσης, θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν στην µελλοντική 

ανάπτυξη ενός συστήµατος µετασχηµατισµού του βακτηρίου. 

 

 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Η ανικανότητα της Wolbachia να καλλιεργηθεί εκτός των ξενιστών της αποτέλεσε το 

σοβαρότερο εµπόδιο στη µελέτη της, από την αρχή της περιγραφής της µέχρι σήµερα. 

Η τεχνική της PCR βέβαια, βοήθησε πολύ στην παράκαµψη των παραδοσιακών 

µικροβιολογικών τεχνικών, επιτρέποντας το φυλογενετικό χαρακτηρισµό των 

µολύνσεων από Wolbachia (O'Neill et al. 1992, Werren et al. 1995, Zhou et al. 1998) 

και την αναγνώριση µολύνσεων σε καινούργια είδη (Werren and Windsor 2000). 

Παρόλα αυτά όµως επιπλέον µελέτες µε το συγκεκριµένο βακτήριο απαιτούν ένα 

σύστηµα συντήρησης πληθυσµών του µολυσµένου ξενιστή στο εργαστήριο. Αυτό 

φυσικά δεν είναι εφικτό για τα περισσότερα εργαστήρια του κόσµου, µε αποτέλεσµα 

η σχετική µε το βακτήριο έρευνα να εστιάζεται κυρίως προς τη µελέτη των 

µολύνσεων σε ξενιστές που µεγαλώνουν εύκολα στο εργαστήριο, µε αποκορύφωµα 

τη Drosophila. Επίσης η συγκριτική µελέτη µεταξύ µολύνσεων διαφορετικών 

ξενιστών (π.χ. µυγών και νηµατωδών) εµποδίζεται λόγω της δυσχέρειας συντήρησης 

των εγκαταστάσεων των διαφορετικών πληθυσµών.  



Μόλυνση in vitro δύο κυτταρικών σειρών 50  

 
Πρόσφατα, αναπτύχθηκε µία τεχνική που επιτρέπει την in vitro καλλιέργεια 

του βακτηρίου. Αυτή η µελέτη δηµιούργησε µία κυτταρική σειρά από έµβρυα 

κουνουπιού Aedes albopictus, που ήταν µολυσµένα από τη φύση τους (O'Neill et al. 

1997), δείχνοντας ότι η Wolbachia είναι δυνατόν να διατηρείται στο εργαστήριο µε 

κλασσικές τεχνικές κυτταροκαλλιέργειας. Επίσης, ερευνητές χρησιµοποιούσαν τη 

λεγόµενη shell vial τεχνική για να µολύνουν κύτταρα θηλαστικών µε ρικέτσιες, 

φυγοκεντρώντας µολυσµένο υλικό πάνω σε µία µονοκύτταρη στοιβάδα (Stenos et al. 

1992). Συνδυάζοντας τα παραπάνω, θα µπορούσε κανείς να έχει ένα απλό σύστηµα 

για να δηµιουργεί καινούργιες in vitro µολύνσεις σε κυτταρικές σειρές, οι οποίες θα 

διατηρούνται στο εργαστήριο.  

Στο κεφάλαιο αυτό γίνεται αναφορά στην εφαρµογή της τεχνικής αυτής και 

στην επιτυχή επιµόλυνση δύο κυτταρικών σειρών. Συγκεκριµένα µολύνθηκαν οι 

κυτταρικές σειρές S2 και SF9 µε το στέλεχος Wolbachia wRi. 

 

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

Προετοιµασία του δείγµατος. Η συλλογή αυγών από Drosophila simulans Riverside 

(DSR) µολυσµένη µε το στέλεχος Wolbachia wRi και η επεξεργασία τους έγινε όπως 

περιγράφηκε στο κεφάλαιο 2,  χωρίς τη διαβάθµιση συγκέντρωσης. Το ίζηµα µετά 

την φυγοκέντρηση µε διάλυµα 25% σουκρόζης συλλέγονταν και επαναδιαλύονταν 

στον ελάχιστο δυνατό όγκο PBS. Όλα τα παραπάνω γίνονταν σε στείρες συνθήκες. 

∆ιατήρηση κυτταρικών σειρών. Η κυτταρική σειρά Schneider's (S2), προερχόµενη 

από Drosophila melanogaster και η SF9, προερχόµενη από κύτταρα του 

λεπιδοπτέρου Spodoptera frugiperda, διατηρήθηκαν σε Shields and Sang M3 (Sigma 

#S8398) και Grace 's (Sigma #S9771) θρεπτικά µέσα εντόµων, αντίστοιχα. Η ψύξη 

των κυττάρων έγινε µε τυπικές µεθόδους στο αντίστοιχο θρεπτικό µέσο µε προσθήκη 

10% DMSO. 

Τεχνική shell vial. Οι κυτταρικές σειρές αφήνονταν να µεγαλώσουν σε φλάσκες 

µέχρι να κορεστούν (confluent). Ακολουθούσε αραίωση 1:3 αυτών και προσθήκη 2ml 

της αραιωµένης καλλιέργειας σε ειδικά πιάτα µε 12 πηγαδάκια. Τα πιάτα αφήνονταν 

όλη νύχτα και το επόµενο πρωί 1.5ml της καλλιέργειας αποµακρύνονταν. Στη 

συνέχεια το βακτηριακό δείγµα τοποθετούνταν στα υπόλοιπα 0.5ml της καλλιέργειας 

και φυγοκεντρούνταν στις 2000g για µία ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Μετά τη 
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φυγοκέντρηση ακολουθούσε προσθήκη 1.5 ml θρεπτικού µέσου και αντιβιοτικού 

ευρέου φάσµατος (γενταµυκίνη). Τα κύτταρα αφήνονταν όλη νύχτα στους 250C. Την 

επόµενη µέρα τα κύτταρα φυγοκεντρούνταν στις 1000rpm και µετά την αποµάκρυνση 

του υπερκειµένου, ακολουθούσε µεταφορά τους σε φρέσκο θρεπτικό µέσο µε 

γενταµυκίνη. Η µεταχείριση των κυτταρικών σειρών στη συνέχεια γίνονταν µε 

κανονικές συνθήκες. Τέλος, µετά από δύο περάσµατα γίνονταν έλεγχος των 

κυττάρων για µόλυνση µε Wolbachia. 

Έλεγχος για παρουσία Wolbachia. Τα κύτταρα συλλέγονταν και οµογενοποίουνταν 

σε 100 µl STE (0.1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA (pH 8.0)). Ακολουθούσε 

προσθήκη πρωτεινάσης Κ σε συγκέντρωση 0.4 mgr/ml και επώαση στους 370C για 

µία ώρα. Μετά τη θερµική απενεργοποίηση του ενζύµου στους 950C για 10 min, 1µl 

του δείγµατος αυτού χρησιµοποιούνταν ως εκµαγείο για PCR αντιδράσεις. Ο έλεγχος 

για παρουσία Wolbachia γίνονταν µε τους εκκινητές 99F και 994R. Οι εκκινητές 

cytb1 και cytb2 χρησιµοποιούνταν για πιστοποίηση της ποιότητας του DNA, το οποίο 

εξάγονταν µε την παραπάνω µέθοδο. Οι συνθήκες των αντιδράσεων ήταν αυτές που 

παρουσιάστηκαν στο κεφάλαιο 2. Πιστοποίηση παρουσίας Wolbachia γίνονταν και 

µε κατά Southern υβριδοποίηση, χρησιµοποιώντας τους ανιχνευτές που 

περιγράφηκαν στο ίδιο κεφάλαιο. 

Ανοσοϊστοχηµεία. Κύτταρα από κορεσµένες φλάσκες συλλέγονταν και αφού 

ξεπλένονταν µε PBS, τοποθετούνταν σε ειδικές αντικειµενοφόρους µε 8 πηγαδάκια 

στα οποία υπήρχε poly-L λυσίνη. Ακολουθούσε επώαση µε 4% παραφορµαλδεύδη 

για 15 min, ξέπλυµα µε PBST (PBS µε 0.1% Triton), blocking σε PBST µε 1% BSA 

και επώαση µε αντίσωµα που αναγνωρίζει τη WSP πρωτεΐνη  (Wolbachia Surface 

Protein) (Dobson et al. 1999) σε αραίωση 1:500 όλη νύχτα στους 40C. Στη συνέχεια 

τα κύτταρα ξεπλένονταν µε PBST και επωάζονταν µε δευτεροταγές αντίσωµα 

ροδαµίνης (anti-rabbit IgG, Molecular Probes) σε αραίωση 1:200, για µία ώρα σε 

θερµοκρασία δωµατίου. Τα κύτταρα τέλος ξεπλένονταν µε PBS και µετά τη 

προσθήκη Mowiol (Calbiochem) ήταν έτοιµα για παρατήρηση σε µικροσκόπιο 

φθορισµού. Οι φωτογραφίες αποκτήθηκαν σε συνεστιακό µικροσκόπιο Leica TCS-

NT και επεξεργάστηκαν περαιτέρω στο πρόγραµµα Photoshop 6.0 (Adobe, Inc). 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Στις διάφορες προσπάθειες επιµόλυνσης κυτταρικών σειρών επιλέχθηκε ως δότης του 

µολυσµένου υλικού πρώιµα έµβρυα D. simulans µολυσµένα µε το στέλεχος wRi, 

λόγω της ευκολίας αποµόνωσης ικανοποιητικής ποσότητας βακτηρίων σχετικά 

καθαρών. Ως δέκτες δοκιµάστηκαν αρκετές κυτταρικές σειρές που προέρχονταν από 

διάφορα είδη εντόµων όπως Ceratitis capitata, Aedes aegyptyi, Anopheles gambiae, 

Drosophila melanogaster και Spodoptera frugiperda. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός 

ότι µόνο οι δύο τελευταίες απέκτησαν σταθερή µόλυνση, ενώ οι δύο πρώτες την 

έχαναν µετά από τα πρώτα περάσµατα. Τα κύτταρα δε, που προέρχονταν από το 

κουνούπι Αnopheles gambiae συνήθως δεν επανέρχονταν µετά το σοκ της 

επιµόλυνσης και λύνονταν. Τα παραπάνω αποτελέσµατα ίσως να µην οφείλονται σε 

τεχνικούς λόγους, µια και τα συγκεκριµένα είδη δεν είναι µολυσµένα µε Wolbachia 

στη φύση, γεγονός που µπορεί να οφείλεται είτε στην αδυναµία του βακτηρίου να 

πολλαπλασιαστεί στα συγκεκριµένα κύτταρα, είτε γιατί είναι κατά κάποιο τρόπο 

τοξικό για αυτά.  

Ο αρχικός έλεγχος για την επιτυχή επιµόλυνση των κυττάρων γίνονταν µε 

PCR χρησιµοποιώντας τους διαγνωστικούς εκκινητές 99F και 994R (Εικ. 1) µετά το 

δεύτερο πέρασµα και συνεχίζονταν για 10 περάσµατα τουλάχιστον. Επιτυχής 

θεωρήθηκε η µόλυνση των κυττάρων S2 και SF9, τα οποία συνέχιζαν να δίνουν PCR 

προϊόν και µετά το πέρας των 10 περασµάτων. Οι συγκεκριµένες κυτταρικές σειρές 

διατηρήθηκαν στο εργαστήριο για παραπάνω από 20 περάσµατα (>4 µήνες). Επίσης 

κύτταρα από τις σειρές αυτές καταψύχονταν και αποθηκεύονταν κρυογονικά 

χρησιµοποιώντας τυπικές τεχνικές κυτταροκαλλιεργειών. Κάποια από αυτά 

ανέκαµψαν επιτυχώς από τη διαδικασία απόψυξης και διατήρησαν την µόλυνσή τους 

(Εικ. 1), ενώ κάποια άλλα την έχασαν. 
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Εικόνα 1. Αριστερό πάνελ: διαδροµές 1-2, S2 κύτταρα µολυσµένα µε Wolbachia από περάσµατα 12-

13 αντίστοιχα, διαδροµές 3-4, SF9 κύτταρα, µολυσµένα µε Wolbachia, περάσµατα 3-4 αντίστοιχα, 

διαδροµές 5-6, θετικό και αρνητικό κοντρόλ για την αντίδραση, διαδροµή 7, µάρτυρας για τα µεγέθη. 

∆εξιό πάνελ: διαδροµή 1, µάρτυρας για τα µεγέθη, διαδροµή 2 και 4, S2 κύτταρα, τα οποία 

διατήρησαν τη µόλυνση µετά από πάγωµα-ξεπάγωµα σε διαφορετικά περάσµατα, διαδροµή 3, SF9 

κύτταρα µετά από πάγωµα-ξεπάγωµα, τα οποία διατήρησαν τη µόλυνση, ενώ στη διαδροµή 5, την 

έχασαν σε επόµενο πέρασµα, διαδροµή 6-7, θετικό και αρνητικό κοντρόλ για την αντίδραση.    

 

 

Αξίζει να αναφερθεί το γεγονός, ότι αρκετή προσπάθεια καταβλήθηκε για την 

εκτίµηση της ποσότητας του αρχικού υλικού του ξενιστή, που έπρεπε να τοποθετηθεί 

πάνω στα κύτταρα, για να επέλθει εγκαθίδρυση σταθερής in vitro µόλυνσης. Σε 

γενικές γραµµές, ξεκινώντας από µια ποσότητα 500µl εµβρύων και τελική 

επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 500µl PBS διαλύµατος, έπρεπε να τοποθετηθούν 

τουλάχιστον 100µl του υλικού σε κάθε κυτταρική σειρά. Παρατηρήθηκε δε, ότι 

υπήρχε θετική συσχέτιση του ποσού του µολυσµένου υλικού που τοποθετούνταν 

πάνω στη µονοστοιβάδα και στην επιτυχή µόλυνση των κυττάρων. Αν εφαρµόζονταν 

χαµηλή ποσότητα υλικού, συνήθως δεν παρατηρούνταν επιµόλυνση, γεγονός 

αναµενόµενο αν σκεφτεί κανείς ότι ο αριθµός των κυττάρων-δεκτών παρέµενε 

σταθερός. Έτσι µειώνοντας τον αρχικό αριθµό των βακτηρίων, µειώνονταν και οι 

πιθανότητες των κυττάρων να πάρουν µηχανικά ικανοποιητικό αριθµό, ώστε να 

µολυνθούν και να κρατήσουν τη µόλυνση. Εντούτοις, εφαρµογή αυξηµένης 

ποσότητας υλικού ήταν εξίσου προβληµατική, µια και αύξανε τη συχνότητα 

ανεπιθύµητων µικροβιακών µολύνσεων µε «ξένα» βακτήρια και µύκητες, οι οποίες 

είχαν συχνά ως αποτέλεσµα το χάσιµο των κυτταρικών σειρών. Στην προσπάθεια 

αποφυγής τέτοιων µολύνσεων, κατά τη διάρκεια προετοιµασίας του υλικού που 
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τοποθετούνταν πάνω στα κύτταρα, λαµβάνονταν εξαιρετικά µέτρα αποστείρωσης του 

χώρου και των µέσων εργασίας.  

Στην προσπάθεια να επιβεβαιωθεί η επιµόλυνση των κυτταρικών σειρών µε 

Wolbachia και συγκεκριµένα της S2, η οποία ήταν η πιο ευµεταχείριστη, έλαβε χώρα 

και κατά Southern υβριδοποίηση µε το γονίδιο 16S rDNA του βακτηρίου, ως 

ανιχνευτή (Εικ. 2). Η µόλυνση τέλος των κυττάρων, έγινε ορατή µε τη χρήση ενός 

πολυκλωνικού αντισώµατος, το οποίο αναγνωρίζει µια πρωτεΐνη της εξωτερικής 

µεµβράνης του βακτηρίου ονόµατι WSP (Wolbachia Surface Protein) (Dobson et al. 

1999). Όπως φαίνεται στην Εικ. 3, περίπου το 10% των S2 κυττάρων (>20ο πέρασµα) 

ήταν µολυσµένο και το 90% των SF9 (<10ο πέρασµα). Η διαφορά στον αριθµό των 

µολυσµένων κυττάρων, µπορεί να οφείλεται στη διαφορά του αριθµού των 

περασµάτων. Τα βακτήρια παρουσιάζονται εντοπισµένα στο κυτταρόπλασµα των 

κυττάρων, πράγµα σύµφωνο µε προηγούµενες παρατηρήσεις (O'Neill et al. 1997). Τα 

βακτήρια τέλος, φαίνονται ανοµοιογενώς κατανεµηµένα, µε κάποια κύτταρα να είναι 

µολυσµένα µε µεγάλο αριθµό από αυτά και άλλα µε καθόλου. Το γεγονός αυτό 

υποδεικνύει την πιθανή ανικανότητα των βακτηρίων να εισβάλλουν και να 

µετακινούνται από κύτταρο σε κύτταρο. Η συγγραφέας υποθέτει ότι όταν συµβαίνει η 

αρχική είσοδος των βακτηρίων στα κύτταρα µε τη διαδικασία της φυγοκέντρησης, 

κάποια κύτταρα τυχαία αποκτούν µερικά βακτήρια. Αν ο αριθµός αυτός είναι 

µεγάλος (των αρχικά µολυσµένων κυττάρων) και τα βακτήρια πολλαπλασιάζονται µε 

έναν ρυθµό τουλάχιστον ίσο µε αυτόν της διαίρεσης των κυττάρων, τότε η µόλυνση 

εγκαθιδρύεται. Συνήθως όµως αυτό που συµβαίνει, είναι ότι οι µολύνσεις χάνονται, 

πιθανώς λόγω του αργού ρυθµού πολλαπλασιασµού των βακτηρίων και του χαµηλού 

αριθµού των αρχικά µολυσµένων κυττάρων, τα οποία αραιώνονται µε τις επικείµενες 

κυτταρικές διαιρέσεις.     
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Εικόνα 2. ∆οκιµασία Southern
blot. ∆ιαδροµές 1,3,5,7,
γενωµικό DNA από S2
µολυσµένα µε Wolbachia
κύτταρα, κοµµένο µε τα ένζυµα
EcoRV, HindIII, BamHI και
XhoI, αντίστοιχα. ∆ιαδροµές 2,
4, 6, 8, γενωµικό DNA από S2
µη µολυσµένα κύτταρα,
κοµµένο µε τα αντίστοιχα
ένζυµα. 

Εικόνα 3. Βαµµένα µολυσµένα κύτταρα µε ανοσοφθορισµό,
χρησιµοποιώντας το WSP αντίσωµα. Α. S2 κύτταρα. Β. SF9
κύτταρα. Μπάρα, 10µm.   

Η παραπάνω εργασία στηρίχθηκε στην αρχική ιδέα διερεύνησης του 

φάσµατος τον κυτταρικών σειρών που προέρχονταν από διαφορετικά είδη εντόµων, 

που θα µπορούσαν να δεχθούν και να διατηρήσουν ένα συγκεκριµένο στέλεχος του 

βακτηρίου. Την ίδια περίοδο, εργαστήριο του εξωτερικού δοκίµαζε την εφαρµογή 

διαφορετικών στελεχών του βακτηρίου στην ίδια κυτταρική σειρά και συγκεκριµένα 

στην Αa23Τ, η οποία προέρχεται από το κουνούπι Aedes albopictus. Η συγκεκριµένη 

µελέτη κατέληξε στο ότι τα συγκεκριµένα κύτταρα µπορούσαν να κρατήσουν πέντε 

διαφορετικά στελέχη του βακτηρίου που προέρχονταν από Drosophila simulans, 

Culex pipiens και Cadra cautella. Τα αποτελέσµατα των δύο αυτών 

συµπληρωµατικών µελετών οδήγησαν σε µία κοινή δηµοσίευση (Dobson et al. 2002).  

Συµπεράσµατα. Προηγούµενες µελέτες, για να δείξουν το εύρος ξενιστών 

της Wolbachia, στηρίζονταν στην τεχνική των κυτταροπλασµατικών ενέσεων σε αυγά 

εντόµων (Braig et al. 1994, Pintureau et al. 2000, Poinsot et al. 1998, Rousset et al. 

1999). Εντούτοις, τα πειράµατα αυτά είναι χρονοβόρα και τεχνικώς δύσκολα. 

Χρησιµοποιώντας την απλή shell vial τεχνική δείχθηκε ότι το στέλεχος wRi µπορεί 

να επιβιώσει σε κύτταρα Drosophila, Spodoptera και Aedes, ενώ έξι διαφορετικά 
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βακτηριακά στελέχη µπορούν να υποστηριχθούν από τα κύτταρα του κουνουπιού Α. 

albopictus. Φαίνεται λοιπόν ότι µε τη µέθοδο αυτή, το εύρος ξενιστών τουλάχιστο 

όσον αφορά στα κύτταρα, είναι αρκετά µεγάλο. Στο µέλλον, οι µολύνσεις των 

κυτταρικών σειρών θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν ως πηγή στελεχών Wolbachia 

για πειράµατα διαµόλυνσης. Για παράδειγµα, διαφορετικές in vitro µολύνσεις θα 

µπορούσαν να µεταφερθούν µε µικροενέσεις σε έµβρυα Drosophila (ένα ή και 

παραπάνω στελέχη ταυτόχρονα) και να µελετηθούν τα στελέχη που µπορούν να 

διατηρηθούν in vivo και κατ’ επέκταση η δυναµική µόλυνσης και εξάπλωσης τους. 

H τεχνική shell vial που περιγράφηκε στο κεφάλαιο αυτό, παρέχει τη 

δυνατότητα εγκαθίδρυσης µιας σταθερής µόλυνσης µε Wolbachia στο εργαστήριο και 

τη δυνατότητα διατήρησής της µε κρυογονικές µεθόδους. Επίσης απλοποιεί και 

παροτρύνει τη µελέτη του βακτηρίου, σε εργαστήρια που δεν διαθέτουν εξοπλισµό 

για την ανατροφή εντόµων και κάνει να φαίνεται δυνατή η δηµιουργία στο µέλλον 

ενός κέντρου αποθήκευσης (stock center) βακτηριακών στελεχών. Τέλος, την πιο 

σηµαντική διάσταση αυτής της εργασίας, αποτελεί το γεγονός απλοποίησης 

µελλοντικών πειραµάτων µελέτης των δοµών του βακτηρίου µέσα στο κύτταρο, 

ανάλυσης προτύπων γονιδιακής έκφρασης, βιοχηµικών µονοπατιών, γεγονότων 

ανασυνδυασµού και γενετικού µετασχηµατισµού του βακτηρίου µε γονίδια, που θα 

µπορούσαν να χρησιµεύσουν στην καταπολέµηση βλαβερών εντόµων στη γεωργία 

και στην υγεία. 

 

 

Ευχαριστώ το Γιώργο Βρέντζο για τη διατήρηση των κυτταρικών σειρών και την 

υποµονή που έδειξε στις «ξένες» µολύνσεις και τη Stephanie Brulant, φοιτήτρια του 

Universite de Paris VI-VII, που επισκέφθηκε το εργαστήριο µας στα πλαίσια του 

προγράµµατος Έρασµος και βοήθησε στη συγκεκριµένη εργασία το καλοκαίρι του 
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4 Περιγραφή της κατανοµής και του πολλαπλασιασµού της 

Wolbachia κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης της 

Drosophila 

 
H µόλυνση της Drosophila µε Wolbachia σχετίζεται συνήθως µε κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα.  Αυτού του είδους η ασυµβατότητα εκφράζεται µόνο όταν ένα µολυσµένο 

αρσενικό διασταυρωθεί µε ένα αµόλυντο θηλυκό, υπονοώντας τη εµπλοκή του βακτηρίου στη 

διαδικασία της σπερµατογένεσης. Στη µελέτη αυτή περιγράφεται η κατανοµή και ο αριθµός των 

βακτηρίων στους όρχεις µιας πληθώρας στελεχών και συγκρίνεται το βακτηριακό φορτίο µε τα 

επίπεδα της ασυµβατότητας. Τα συµπεράσµατα που βγαίνουν από αυτή είναι τα εξής: i) η 

ικανότητα πρόκλησης ασυµβατότητας, είναι εγγενής ιδιότητα του βακτηρίου και δεν εξαρτάται 

από τον ξενιστή ii) ένα βακτήριο που έχει την ικανότητα να προκαλεί ασυµβατότητα, για να την 

εκφράσει πρέπει να µολύνει επαρκώς τα σπερµατικά κύτταρα iii) υπάρχει θετική συσχέτιση των 

επιπέδων της ασυµβατότητας και του ποσοστού των µολυσµένων σπερµατοκύστεων και iv) ο 

ξενιστής παίζει ρόλο στη ρύθµιση των επιπέδων µόλυνσης των όρχεων του, από τα διάφορα 

στελέχη. 

 

 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Ο πιο κοινός φαινότυπος που σχετίζεται µε τη µόλυνση από Wolbachia στη 

Drosophila, είναι η κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα, µια µορφή αναπαραγωγικής 

αποτυχίας, η οποία συµβαίνει µετά την γονιµοποίηση. Η ΚΑ εκφράζεται όταν ένα 

µολυσµένο αρσενικό διασταυρώνεται µε ένα µη µολυσµένο θηλυκό, µε αποτέλεσµα 

το µειωµένο αριθµό αυγών που εκκολάπτονται. Όλες οι υπόλοιπες διασταυρώσεις 

είναι συµβατές (Εικ. 1). 
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Εικόνα 1. Κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα. Από τους τέσσερις πιθανούς συνδυασµούς 

διασταυρώσεων µεταξύ µολυσµένων µυγών µε Wolbachia (κόκκινες) και µη µολυσµένων (µαύρες), ο 

ένας (µολυσµένη αρσενική Χ µη µολυσµένη θηλυκή), έχει ως αποτέλεσµα τη χαµηλή ή τη µη 

βιωσιµότητα των απογόνων. Συνέπεια αυτού, είναι η ραγδαία αύξηση της συχνότητας των 

µολυσµένων ατόµων, όταν αυτά εισβάλουν σε ένα µη µολυσµένο πληθυσµό. 

 

 

Η ΚΑ δεν είναι το άµεσο αποτέλεσµα του µολυσµένου σπέρµατος από 

Wolbachia, µια και τα βακτήρια αποµακρύνονται από αυτό κατά το τελευταίο στάδιο 

ωρίµανσης του (Binnington and Hoffmann 1989, Snook et al. 2000), όπως συµβαίνει 

και µε τα περισσότερα από τα κυτταροπλασµατικά συστατικά του. Σε µια ασύµβατη 

διασταύρωση το σπέρµα εισέρχεται επιτυχώς στο αυγό, αλλά τα πατρικά 

χρωµοσώµατα αποτυχαίνουν να αποσυµπυκνωθούν και να συντηχθούν µε τα 

µητρικά, πριν την πρώτη µιτωτική διαίρεση (Lassy and Karr 1996). Το αποτέλεσµα 

είναι ασύγχρονες µιτώσεις και διάχυτη χρωµατίνη, µε τα µητρικά χρωµοσώµατα να 

εισέρχονται στη µίτωση πριν τα πατρικά και το θάνατο του εµβρύου (Callaini et al. 

1997, Lassy and Karr 1996, Tram and Sullivan 2002). Σε µία συµβατή διασταύρωση 

όµως τα βακτήρια που υπάρχουν στο θηλυκό σώζουν την τροποποίηση που φέρει το 

σπέρµα και η ανάπτυξη προχωρά κανονικά. Οι µοριακοί µηχανισµοί της 

τροποποίησης και της διάσωσης δεν είναι προς το παρόν γνωστοί.  



Wolbachia και σπερµατογένεση στη Drosophila 60 

Στη D. simulans µέχρι στιγµής έχουν περιγραφεί πέντε διαφορετικοί τύποι 

Wolbachia: το στέλεχος wRi, το οποίο αποµονώθηκε στο Riverside της California,  

(Hoffmann 1986) και το wHa το οποίο πρωτοβρέθηκε στη Honolulu της Hawaii, 

(O'Neill 1990), τα οποία προκαλούν υψηλά επίπεδα ΚΑ, το στέλεχος wNo που 

βρέθηκε σε µύγες από τη Noumea, της Νέας Καληδονίας (Mercot et al. 1995), το 

οποίο προκαλεί ενδιάµεσα επίπεδα ασυµβατότητας και τέλος τα στελέχη wMa (ή 

wKi) από τη Μαδαγασκάρη (και το Κιλιµάντζαρο) (Mercot et al. 1995, Charlat et al. 

2003) και το wCof (Coffs Harbor, Australia) (Hoffmann et al. 1996), τα οποία δεν 

προκαλούν ανιχνεύσιµα επίπεδα ασυµβατότητας. Η κατανοµή αυτών των στελεχών 

και η µεταξύ τους αλληλεπιδράσεις έχουν αρχίσει να περιγράφονται τα τελευταία 

χρόνια (James and Ballard 2000).  

Στη D. melanogaster όλα τα στελέχη που έχουν βρεθεί µέχρι σήµερα έχουν τις 

ίδια αλληλουχία  στα 16s rDNA και wsp (Wolbachia surface protein) γονίδια τους, 

για αυτό και ονοµάζονται όλα wMel. Μολαταύτα, αντιµετωπίζονται ως παραπάνω 

από ένα, διότι προκαλούν διαφορετικούς φαινοτύπους στους ξενιστές του. Οι 

φαινότυποι αυτοί ποικίλουν από µη ανιχνεύσιµα µέχρι ενδιάµεσα επίπεδα 

ασυµβατότητας (Hoffmann et al. 1994, Holden et al. 1993, Solignac et al. 1994) 

(Bourtzis et al. 1998, Βourtzis et al. 1996, Bourtzis et al. 1994, Reynolds and 

Hoffmann 2002). Τέλος, το στέλεχος popcorn αποτελεί µια ιδιαίτερη περίπτωση, µια 

και πολλαπλασιάζεται ανεξέλεγκτα στο νευρικό σύστηµα της µύγας και µειώνει το 

χρόνο ζωής της στο µισό (Min and Benzer 1997). 

Παράγοντες του ξενιστή, φαίνεται να είναι κατά κύριο λόγο υπεύθυνοι για τις 

µεγάλες διαφορές που παρατηρούνται στα επίπεδα ΚΑ ανάµεσα στα διάφορα 

στελέχη. Όταν το wRi µεταφέρθηκε από τη D. simulans στη D. melanogaster είχε ως 

αποτέλεσµα τη µείωση των επιπέδων της ΚΑ, που αυτό προκαλούσε στο φυσικό του 

ξενιστή (Boyle et al. 1993). Αντίστοιχα, όταν το wMel µεταφέρθηκε από τη D. 

melanogaster στη D. simulans τα επίπεδα ασυµβατότητας αυξήθηκαν δραµατικά 

(Poinsot et al. 1998). Εξίσου σηµαντικός παράγοντας, που παίζει ρόλο στα επίπεδα 

ασυµβατότητας είναι το ίδιο το βακτηριακό στέλεχος. Για παράδειγµα το στέλεχος 

wΜα δεν προκαλεί ασυµβατότητα ούτε στο φυσικό του ξενιστή D. mauritiana, ούτε 

στη D. simulans, στην οποία µεταφέρθηκε µε κυτταροπλασµατικές ενέσεις (Giordano 

et al. 1995). Άλλοι παράγοντες που επηρεάζουν τα επίπεδα ασυµβατότητας είναι η 

ηλικία του αρσενικού (Clancy and Hoffmann 1998, Reynolds and Hoffmann 2002, 

Snook et al. 2000, Turelli and Hoffmann 1995), το θερµικό σοκ (Clancy and 
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Hoffmann 1998, Snook et al. 2000), το περιβάλλον των προνυµφών (Clancy and 

Hoffmann 1998) και η συζευκτική προϊστορία του αρσενικού (Karr et al. 1998). 

Οι Breeuwer και Werren (1993) πρότειναν το µοντέλο βακτηριακής δόσης, 

σύµφωνα µε το οποίο, µια διασταύρωση είναι ασύµβατη, όταν το σπέρµα προέρχεται 

από ένα αρσενικό µολυσµένο µε περισσότερα βακτήρια από ότι το θηλυκό. Έκτοτε 

πολλές µελέτες έδειξαν ότι το βακτηριακό φορτίο σχετίζεται µε την έκφραση και την 

ένταση των φαινοτύπων, που η Wolbachia προκαλεί σε διάφορα είδη, όπως στη 

Drosophila (Bourtzis et al. 1996, Boyle et al. 1993, Hurst et al. 2000, McGraw et al. 

2002, Poinsot et al. 1998), στη Nasonia (Breeuwer and Werren 1993), στο κουνούπι 

(Sinkins et al. 1995), στις ακρίδες (Noda et al. 2001) και στο υµενόπτερο 

Muscidifurax uniraptor (Zchori-Fein et al. 2000). Παρότι οι µελέτες αυτές έδειχναν 

κατά κύριο λόγο θετική συσχέτιση, πάντα υπήρχαν κάποιες εξαιρέσεις, που 

αφορούσαν κυρίως τη σύγκριση διαφορετικών βακτηριακών στελεχών και ξενιστών 

(Bourtzis et al. 1996, Giordano et al. 1995).  

Ο Werren (1997) πρότεινε το λεγόµενο µοντέλο τροποποίησης (modification: 

mod) και διάσωσης (rescue:resc), βάσει του οποίου τα στελέχη Wolbachia, που 

µπορούν να υπάρξουν στη φύση, χωρίζονται σε τέσσερις κατηγορίες: mod+resc+. 

mod-resc-, mod-resc+, mod+resc-. Μέχρι σήµερα, τα στελέχη wRi (Hoffmann et al. 

1986), wHa (O'Neill and Karr 1990) και wNo (Mercot et al. 1995), που έχουν βρεθεί 

στη D. simulans θεωρούνται mod-resc+, ενώ το στέλεχος wCof θεωρείται mod-resc-

(Hoffmann et al. 1996). Στη D. melanogaster, το στέλεχος wMelyw θεωρείται 

mod+resc+, ενώ το wMelCS θεωρείται mod-resc+, διότι σώζει την ασυµβατότητα, που 

προκαλεί το πρώτο (Bourtzis et al. 1998). Το στέλεχος wMa, που µεταφέρθηκε µε 

κυτταροπλασµατικές ενέσεις από το φυσικό του ξενιστή D. mauritiana στη D. 

simulans, καθώς και το wKi, που βρέθηκε σε D. simulans µύγες, από το όρος 

Κιλιµάντζαρο στην Τανζανία, θεωρούνται και τα δυο mod-resc+, µια και δεν επάγουν 

ασυµβατότητα, αλλά σώζουν την ασυµβατότητα, που επάγει το συγγενικό τους 

στέλεχος wNo (Mercot and Poinsot 1998). Οι θεωρίες δυναµικής πληθυσµών εξηγούν 

τη διατήρηση των mod+resc+ στελεχών και κάτω από ορισµένες προϋποθέσεις τη 

διατήρηση των mod-resc+ στελεχών. Η διατήρηση των mod-resc- στελεχών απαιτεί 

και µια άλλη δράση του βακτηρίου στον ξενιστή, όπως για παράδειγµα αύξηση στη 

γονιµότητα των µυγών (Hoffmann et al. 1996, Turelli 1994). Τα στελέχη mod+resc- 

θεωρούνται «αυτοκτονικά» και µέχρι σήµερα δεν έχουν βρεθεί στη φύση.  
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Οι Binnington και Hoffmann (1989) παρατήρησαν πρώτοι τα βακτήρια κατά 

τη διάρκεια της σπερµατογένεσης, µε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. Η Wolbachia 

απουσιάζει από τους όρχεις ηλικιωµένων αρσενικών, γεγονός που συµφωνεί µε το ότι 

τα επίπεδα της ασυµβατότητας πέφτουν δραµατικά µε την ηλικία του αρσενικού 

(Clancy and Hoffmann 1998, Turelli and Hoffmann 1995). Οι Bressac και Rousset 

(1993) παρατήρησαν επίσης, ότι ο αριθµός των µολυσµένων ώριµων 

σπερµατοκύστεων µειώνονταν µε το πέρασµα του χρόνου στα αρσενικά. Η µόλυνση 

µε Wolbachia στα αρσενικά του στελέχους D. simulans Riverside, εκτός από το 

κόστος της ασυµβατότητας, σχετίζεται και µε την παραγωγή λιγότερου σπέρµατος, 

κατά τη διάρκεια των πρώτων 10 ηµερών της ζωής τους (Snook et al. 2000). Παρόλα 

αυτά, πολύ λίγα πράγµατα είναι γνωστά, για το πώς η Wolbachia επηρεάζει την όλη 

διαδικασία της σπερµατογένεσης. Οι προηγούµενες µελέτες ήταν εστιασµένες στις 

ώριµες επιµηκυσµένες σπερµατοκύστεις, ανίχνευαν τα βακτήρια µε χρωστικές που 

βάφουν νουκλεϊκά  οξέα και  δεν έδιναν σηµασία  στην ανάπτυξη.  

Στη συγκεκριµένη διατριβή περιγράφηκε η κατανοµή και ο αριθµός των 

βακτηρίων, κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης της µύγας, τόσο κατά τα διάφορα 

στάδια ανάπτυξης των σπερµατοκύστεων, όσο και ολόκληρων των όρχεων, από 

προνύµφες τρίτου σταδίου µέχρι γερασµένα αρσενικά. Επιπλέον, έγινε σύγκριση της 

κατανοµής και του αριθµού των βακτηρίων τον όρχεων διαφόρων στελεχών, φυσικά 

µολυσµένων και διαµολυσµένων στο εργαστήριο, χρησιµοποιώντας συνεστιακή 

µικροσκοπία και ειδικό αντίσωµα για τη Wolbachia. Στη συνέχεια τα αποτελέσµατα 

αυτά συγκρίθηκαν µε τα επίπεδα ΚΑ, που τα στελέχη αυτά επάγουν. Συγκρίνοντας τη 

συµπεριφορά ενός συγκεκριµένου βακτηριακού στελέχους, σε διαφορετικά γενετικά 

υπόβαθρα ξενιστών και τη συµπεριφορά διαφόρων στελεχών, στο ίδιο είδος ξενιστή, 

βγαίνουν πολύτιµα συµπεράσµατα για τη φύση των παραγόντων, που ρυθµίζουν την 

κατανοµή και τον αριθµό των βακτηρίων στους όρχεις του ξενιστή και κατ΄ επέκταση 

τα επίπεδα ΚΑ, που αυτά προκαλούν. Τέλος, τα αποτελέσµατα συζητούνται κάτω 

από το πρίσµα των µοντέλων τροποποίησης-διάσωσης και βακτηριακής δόσης. 
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

Στελέχη µυγών. Τα στελέχη µυγών και βακτηρίων που χρησιµοποιήθηκαν στην 

µελέτη αυτή, οι πηγές τους, καθώς και τα επίπεδα ΚΑ, υπάρχουν στον πίνακα 1. Οι 

µύγες µεγάλωναν στους 250C σε θρεπτικό υλικό καλαµποκιού, άγαρ, ζάχαρης και 

µαγιάς, κάτω από αραιές πληθυσµιακές συνθήκες (50 προνύµφες/φιαλίδιο). Η 

ονοµατολογία είναι βασισµένη στο σύστηµα που προτάθηκε από το Zhou et al. 

(1998).    

Εξαγωγή DNA, PCR και αλληλούχιση.  Ολικό DNA αποµονώθηκε από τις µύγες, 

όπως περιγράφηκε προηγουµένως (O'Neill et al. 1992). Η παρουσία της Wolbachia 

επιβεβαιώθηκε µε PCR αντίδραση χρησιµοποιώντας τους εκκινητές 94F και 994R. 

Για τις αντιδράσεις κλωνοποίησης, χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 81F και 691R 

(Braig et al. 1998), των οποίων τα προϊόντα, αποµονώθηκαν και καθαρίστηκαν 

χρησιµοποιώντας το QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) και τον pGEM-T easy 

φορέα (Promega). Από κάθε αντίδραση αλληλουχήθηκαν τρεις ανεξάρτητοι κλώνοι, 

για να αποφευχθούν τυχόν λάθη της πολυµεράσης. Εναλλακτικά, για το κάθε 

στέλεχος αλληλουχίθηκαν απευθείας τα PCR προϊόντα από τρία άτοµα, 

χρησιµοποιώντας τους ίδιους εκκινητές. 

Μετρήσεις ΚΑ. Ολες οι δοκιµές έγιναν στους 250C. Για κάθε στέλεχος στήνονταν 30 

διασταυρώσεις σε πιατάκια µηλόζουµου µε άγαρ. Χρησιµοποιούνταν δύο ηµερών 

παρθένα θηλυκά και µίας ηµέρας παρθένα αρσενικά. Τα πιατάκια αντικαθιστούνταν 

κάθε µέρα. Τα ποσοστά εκκόλαψης µετρούνταν 36 ώρες µετά τη συλλογή των αυγών, 

για τουλάχιστο 50 αυγά ανά διασταύρωση. Μετά τη συλλογή των αυγών, οι µύγες 

καταψύχονταν για εξαγωγή DNA και πιστοποίηση της µόλυνσης τους µε αντίδραση 

PCR.           

Ανοσοϊστοχηµεία όρχεων.  Οι όρχεις αφαιρούνταν προσεκτικά από τις µύγες µε τα 

κατάλληλα εργαλεία ανατοµίας και µεταφέρονταν µε µία σταγόνα TBST (50mM 

Tris-HCl, 150mM NaCl, 0.1% Tween, 0.05% NaN3, pH 7.5) πάνω σε 

αντικειµενοφόρους, όπου οι ιστοί επεξεργάζονταν περαιτέρω µε βελόνες διαµέτρου 

1mm, ώστε να εκτίθενται τα διαφόρων σταδίων γαµετικά κύτταρα. Στη συνέχεια οι 

αντικειµενοφόροι καλύπτονταν µε καλυπτρίδες και βυθίζονταν σε υγρό άζωτο για να 

παγώσουν. Μετά την προσεκτική αποµάκρυνση της καλυπτρίδας µε νυστέρι, οι 

αντικεινοφόροι βυθίζονταν σε παγωµένη αιθανόλη για 3 λεπτά και στη συνέχεια σε 

4% παραφορµαλδεύδη για 12 λεπτά, για να µονιµοποιηθούν. Ακολουθούσαν 
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ξεπλύµατα µε TBST, µπλοκάρισµα µε 1% BSA και επώαση όλη νύχτα στους 40C µε 

αντί-WSP αντίσωµα (Dobson et al. 1999) σε αραίωση 1:500. Την επόµενη µέρα οι 

αντικειµενοφόροι ξεπλένονταν µε TBST και επωάζονταν για 1 ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου µε FITCH-σηµασµένο goat anti-rabbit αντίσωµα (Molecular Probes) και 

RNAase A (2mg/ml). Ακολουθούσε χρώση των πυρήνων µε DAPI (4΄, 6-διάµινο,-2-

φαινυλινδόλη) για 3 λεπτά και Propidium Iodide για 20 λεπτά. Μετά από ένα 

γρήγορο ξέπλυµα, την τοποθέτηση µιας σταγόνας ProLong antifading mounting 

medium (Molecular Probes) και το τελικό κλείσιµο µε καλυπτρίδα και βερνίκι νυχιών 

οι αντικειµενοφόροι ήταν έτοιµοι για παρατήρηση. 

Συνεστιακή µικροσκοπία. Τα βακτήρια και οι πυρήνες γίνονταν ορατά µε τη χρήση 

συνεστιακού µικροσκοπίου Leica TCS-NT, µε το λέιζερ κρυπτού/αργού (488nm) για 

την ανίχνευση της Wolbachia και αυτό του ηλίου/νέον (543nm) για την ανίχνευση 

των νουκλεϊκών οξέων. Επικαλυπτόµενες οπτικές τοµές γίνονταν κατά µήκος του Ζ 

άξονα, ώστε να καλύπτεται όλο το βάθος του ιστού. Οι τοµές αυτές προβάλλονταν σε 

µία τελική εικόνα και ταυτόχρονα φωτογραφίζονταν ο συγκεκριµένος ιστός και µε 

ορατό φως. Η τελική επεξεργασία των φωτογραφιών έγινε µε τη βοήθεια του 

προγράµµατος Photoshop 6.0 (Adobe). 

Μέτρηση του βακτηριακού φορτίου στους όρχεις. Τα ποσοστά των µολυσµένων 

σπερµατοκύστεων υπολογίζονταν µετρώντας τις µολυσµένες ώριµες  

σπερµατοκύστεις του κάθε αρσενικού που εξετάζονταν. 

Στατιστική ανάλυση. Η στατιστική ανάλυση έγινε µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

SPSS (version 10). 
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 Πίνακας 1. Ονοµατολογία των στελεχών που χρησιµοποιήθηκαν σε αυτή τη µελέτη
 

Host species  Strain Group Subgroup Wolbachiaa %  CI levelsb Reference 

D. melanogaster  yw67C23 A Mel wMel 25.1 (BOURTZIS et al. 1996) 

D. melanogaster  Canton-S A Mel wMelCS 0 (HOLDEN et al. 1993) 

D. melanogaster  popcorn  A Mel wMelPop 0 (MIN and BENZER 1997) 

D. simulans  NhaTC* A Mel wMel 97.3 (POINSOT et al. 1998) 

D. simulans  Coffs Harbour A Mel wCof 0 (HOFFMANN et al. 1996) 

D. yakuba  SA3, Africa A Mel wCof 0 Zabalou et al. submitted 

D. teissieri  Bloomington # 1015 A Mel wCof 0 Zabalou et al. submitted 

D. santomea  STO9, Africa A Mel wCof 0 Zabalou et al. submitted 

D. simulans  Riverside A Ri wRi 97.6 (HOFFMANN et al. 1986) 

D. yakuba  SA3T* A Ri wRi 92.4 Zabalou et al. submitted 

D. teissieri  Bloomington #1015T* A Ri wRi 86.0 Zabalou et al. submitted 

D. santomea  STO9T* A Ri wRi 94.3 Zabalou et al. submitted 

D. simulans  Noumea B Pip wNo 48.7 (MERCOT et al. 1995) 

D. simulans  Watsonville* B Pip wMa 0 (GIORDANO et al. 1995) 

D. mauritiana  Bloomington # 31 B Pip wMa 0 this study 

D. simulans  Kilimanjaro B Pip wKi 0 (MERCOT and POINSOT 1998) 

 

 

a: based on wsp gene sequences 
b: average CI levels expressed as egg mortality 
*: transinfected strains 
 

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Κατανοµή της Wolbachia σε ολόκληρους όρχεις. Η κατανοµή της Wolbachia κατά 

τη διάρκεια της σπερµατογένεσης,  δεν είναι προφανής στους ολόκληρους όρχεις της 

µύγας. Αυτό συµβαίνει, γιατί τα διάφορα στάδια ωρίµανσης των σπερµατοκύστεων, 

είναι πακεταρισµένα σε ένα σωλήνα (Εικ. 2). Αγκυροβοληµένα στην άκρη του όρχη 

(apical hub, AH) βρίσκονται τα βλαστοκύτταρα της γονάδας (gonial stem cells, S), 

καθώς και οι πρόγονοι των κυστικών κυττάρων (cyst progenitor cells, CC), τα οποία 



Wolbachia και σπερµατογένεση στη Drosophila 66 

εκβλαστάνουν (bud off)  για να δηµιουργήσουν το πρωτογενές κύτταρο της γονάδας 

(PG, λευκό µε κόκκινο πυρήνα), το οποίο περικλείεται από τα δύο κυστικά κύτταρα, 

σωµατικής προέλευσης (CC, γκρι). Στη συνέχεια, το πρωτογενές κύτταρο της 

γονάδας διαιρείται µιτωτικά τέσσερις φορές, πριν εισέλθει στη µίτωση. Η κυτοκίνηση 

δεν ολοκληρώνεται, ούτε κατά τη διάρκεια της µίτωσης, ούτε κατά τη διάρκεια της 

µείωσης, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία 64 απλοειδών κυττάρων (σπερµατίδες), 

συνδεδεµένων µεταξύ τους. Σε αντίθεση, τα κυστικά κύτταρα δεν διαιρούνται, απλά 

επιµηκύνονται και περικλείουν τα γαµετοκύτταρα. Τα γαµετικά κύτταρα µαζί µε τα 

κυστικά αποτελούν µία σπερµατοκύστη. Στη συνέχεια, ακολουθεί επιµήκυνση της 

κύστης κατά µήκος του όρχη, µε τους πυρήνες του σπέρµατος να βλέπουν προς το 

χώρο της µετέπειτα αποθήκευσης του σπέρµατος (seminal vesicle, SV). Τέλος, 

λαµβάνει χώρα η αποβολή των περισσότερων κυτταροπλασµατικών συστατικών, 

ανάµεσα τους και τα βακτήρια σε µία «σακούλα απορριµµάτων» (waste bag, WB) 

στην «ουρά» της κύστης, ενώ το σπέρµα απελευθερώνεται στο χώρο αποθήκευσης 

(seminal vesicle) (Fuller, 1993). 

Κοιτώντας λοιπόν ενδεικτικά ολόκληρους όρχεις από το στελέχος DSR 

(Εικ.2) είναι προφανές, ότι υπάρχει αρκετή ποικιλοµορφία στο βακτηριακό φορτίο 

του. Επίσης, τα βακτήρια είναι διασπαρµένα τόσο στα γαµετικά, όσο και σε κύτταρα 

σωµατικής προέλευσης και είναι δύσκολη η λεπτοµερής περιγραφή της 

συµπεριφοράς του βακτηρίου στα διάφορα στάδια της σπερµατογένεσης. Η µελέτη 

γίνεται εφικτή, αν ο ιστός πριν την µονιµοποίηση ανοιχτεί, ώστε να απελευθερωθούν 

οι σπερµατοκύστεις όλων των σταδίων και να µπορέσουν να παρατηρηθούν µε 

λεπτοµέρεια κάτω από το µικροσκόπιο (Fabrizio et al. 1998). 
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Εικόνα 2.  Σχηµατικό διάγραµµα της σπερµατογένεσης της ∆ροσόφιλας (Α) και κατανοµή της 

Wolbachia (κίτρινο-πράσινο) σε ένα νεαρό DSR αρσενικό άτοµο. Το DNA δείχνεται µε κόκκινο, ενώ 

µε άσπρα βέλη σηµειώνονται ενδεικτικά πυρήνες του σπέρµατος από τρεις κύστεις διαφορετικών 

αναπτυξιακών σταδίων. Με µαύρα βέλη σηµειώνονται βακτήρια, που βρίσκονται στην αντίθετη 

πλευρά, από αυτή των πυρήνων. Μπάρα, 100µm.  
 

Κατανοµή της Wolbachia στα πρώιµα αναπτυξιακά στάδια των 

σπερµατοκύστεων.  Στην Εικόνα 3, παρουσιάζεται η κατανοµή των βακτηρίων κατά 

τη διάρκεια της σπερµατογένεσης του στελέχους DSR, που αποτελεί το στέλεχος 

αναφοράς. Τα βακτήρια είναι καθαρά ορατά, πριν την έναρξη της µείωσης. Στο 

στάδιο των 16 κυττάρων ανά κύστη, κάθε κύτταρο έχει κατά µέσο όρο 50 βακτήρια 

διασπαρµένα στο κυτταρόπλασµά του. Στη συνέχεια, κατά τη διάρκεια των δύο 

µειώσεων, ο συνολικός αριθµός βακτηρίων ανά κύστη δε φαίνεται να αλλάζει 

σηµαντικά, υπονοώντας την απουσία πολλαπλασιασµού της Wolbachia, παρόλο που 

αυξάνεται ο αριθµός των κυττάρων και ο συνολικός όγκος της κύστης. Το γεγονός 

αυτό δεν αποτελεί έκπληξη, αν σκεφτεί κανείς ότι η µείωση λαµβάνει χώρα σχεδόν 

ακαριαία σε σχέση µε το συνολικό χρόνο της σπερµατογένεσης (250h) (Fuller, 1993). 

Μετά την ολοκλήρωση της µείωσης, τα περισσότερα βακτήρια αναδιοργανώνονται 

και συγκεντρώνονται στην µία πλευρά του κυττάρου, αντίθετη από αυτή του πυρήνα. 

Αυτό µπορεί να συµβαίνει είτε λόγω χωροταξικών λόγων (πχ. ο πυρήνας και η 

περιοχή σύντηξης των µιτοχονδρίων Neberken, πιέζουν και δεν αφήνουν χώρο στα 

βακτήρια), είτε λόγω πιο ενεργητικών διαδικασιών. H συσσώρευση των βακτηρίων 

προς τη µία πλευρά γίνεται πιο ορατή στο στάδιο των 64 κυττάρων ανά κύστη, όταν 

αυτή αρχίζει να επιµηκύνεται.  Η κατανοµή αυτή παραµένει σε όλη τη διάρκεια της 
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επιµήκυνσης, µε τα πιο πολλά βακτήρια να είναι συγκεντρωµένα προς την αντίθετη 

πλευρά της κύστης από αυτή των πυρήνων. Τέλος, η συγκεκριµένη πόλωση στην 

κατανοµή του βακτηρίου παρατηρείται και στη σακούλα απορριµµάτων στην οποία 

καταλήγουν τα περισσότερα κυτταροπλασµατικά συστατικά του σπέρµατος, πριν 

αυτό ελευθερωθεί στο χώρο αποθήκευσής του.  

 

 
Εικόνα 3.  Η κατανοµή και ο πολλαπλασιασµός της Wolbachia µέσα σε σπερµατοκύστεις διαφόρων 

σταδίων του στελέχους DSR. To DNA δείχνεται µε κόκκινο, ενώ τα βακτήρια φαίνονται 

κιτρινοπράσινα. Με µαύρα βέλη σηµειώνονται οι πυρήνες του σπέρµατος, ενώ µε άσπρα οι πυρήνες 

των κυστικών κυττάρων. (Α) Πριν τη µείωση, στο στάδιο των 16 κυττάρων, (Β) στο στάδιο των 32 

κυττάρων, (C) στο στάδιο των 64 κυττάρων, µετά την ολοκλήρωση της µείωσης, (D) µία σπερµατίδα, 

όπου φαίνονται τα βακτήρια να συγκεντρώνονται στη µία πλευρά του κυττάρου, (E) µία σπερµατίδα, η 

οποία αρχίζει να επιµηκύνεται, έχοντας ακόµη τα βακτήρια στη µία πλευρά, δίπλα στη µάζα των 

µιτοχονδρίων (m) και τον πυρήνα (n), (F-L) η επιµήκυνση προχωρά µε τα περισσότερα βακτήρια να 

καταλήγουν στη «σακούλα απορριµµάτων» (M) όταν ξεχωρίζουν οι σπερµατίδες (K). Μία ολόκληρη 

επιµηκυσµένη σπερµατίδα δείχνεται στο τέλος (N) µε τους πυρήνες του σπέρµατος, δεξιά. Μπάρες, 

10µm.  

 

Πρέπει να σηµειωθεί ότι συγκριτική µελέτη των πρώιµων αναπτυξιακών 

σταδίων των υπόλοιπων στελεχών ήταν σχεδόν αδύνατη, µια και στα περισσότερα 

από αυτά δεν υπήρχαν καθόλου µολυσµένα πρώιµα σπερµατοκύτταρα ή ήταν 

µολυσµένα µε χαµηλό αριθµό βακτηρίων (Εικ. 4). 
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Εικόνα 4.  Η κατανοµή της Wolbachia σε ένα στέλεχος της D. melanogaster. Με µαύρα βέλη 

σηµειώνονται οι πυρήνες του σπέρµατος και µε άσπρα των κυστικών κυττάρων. Πριν τη µείωση, στο 

στάδιο των 16 κυττάρων, λίγα βακτήρια είναι ορατά (Α-D). Τα περισσότερα από αυτά είναι 

περιορισµένα στα κυστικά κύτταρα ή µεταξύ των σπερµατοκυττάρων κατά τη διάρκεια της µείωσης 

(Α-Ε). Πολύ λίγα βακτήρια είναι παρόντα κατά τη διάρκεια της επιµήκυνσης της κύστης (F-G). Στις 

ώριµες σπερµατίδες, τέλος, συναντά κανείς αρκετή ποικιλοµορφία και το χαρακτηριστικό patsy 

πρότυπο των D. melanogaster στελεχών (Η-Κ) κατά µήκος των κύστεων. Μπάρες, 10µm. 

 

 

Κατανοµή της Wolbachia κατά τη διάρκεια ωρίµανσης του όρχη. Στους όρχεις 

µιας DSR προνύµφης τρίτου σταδίου παρατηρούνται αρκετές πρώιµες 

σπερµατοκύστεις και οι περισσότερες από αυτές είναι µολυσµένες (Εικ. 5Α). Κατά τη 

διάρκεια ανάπτυξης της νύµφης καθώς και µετά την εκκόλαψη οι περισσότερες 

κύστεις παραµένουν µολυσµένες (Εικ.5 Β,C). Αντίθετα, ένα ηλικιωµένο αρσενικό δεν 

έχει σχεδόν καθόλου µολυσµένες κύστεις, ενώ αυξάνεται η βακτηριακή πυκνότητα 

στα σωµατικά κύτταρα του όρχη (Εικ. 5D). Είναι πιθανό τα βακτήρια αυτά να είναι 

τα αποµεινάρια από τις σακούλες απορριµµάτων, οι οποίες παραλαµβάνονται από τα 

τελικά επιθηλιακά κύτταρα και αποδοµούνται, κάτω από τη µεµβράνη που καλύπτει 

τον όρχη (Εικ. 5D, τετραγωνάκια).  

 



Wolbachia και σπερµατογένεση στη Drosophila 70 

 

 

                 
 

Εικόνα 5. Κατανοµή της Wolbachia κατά τη διάρκεια ωρίµανσης των όρχεων του στελέχους DSR. (A) 

όρχις από προνύµφη τρίτου σταδίου (Β) όρχις από νεαρή νύµφη, (C) όρχις από νύµφη, έτοιµη να 

εκκολαφθεί και (D) ηλικιωµένο αρσενικό. Mπάρες, 100µm. 

 

 

Κατανοµή της Wolbachia στις ώριµες σπερµατοκύστεις. Στο στέλεχος αναφοράς 

DSR, οι περισσότερες ώριµες σπερµατοκύστεις ενός νεαρού αρσενικού είναι 

µολυσµένες, έχοντας το χαρακτηριστικό πρότυπο µε τα περισσότερα βακτήρια στις 

δύο άκρες της κύστης. Στα στελέχη DSW(Ma) και Noumea οι περισσότερες κύστεις 

έχουν λίγα βακτήρια, διασπαρµένα πιθανώς στα κυστικά κύτταρα και όχι στις 

σπερµατίδες και µόνο ένα µικρό ποσοστό αυτών, παρουσιάζει το χαρακτηριστικό 

DSR πρότυπο. Τέλος, τα στελέχη της D. melanogaster yw67C23 και Canton-S 

παρουσιάζουν επίσης µικρό ποσοστό µολυσµένων κύστεων, µε το χαρακτηριστικό 

ετερογενές και εµβαλωµατικό (patchy) πρότυπο της D. melanogaster, κατά µήκος της 

κύστης και µέσα στις σπερµατίδες (Εικ. 6). 
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Εικόνα 6. Πρότυπες σπερµατοκύστεις από DSR (A,D), D. melanogaster CS (B,E) και DSW(Ma) 

(C,F). Τα βακτήρια (κιτρινοπράσινα) κοντά στους πυρήνες του σπέρµατος (κόκκινο). (D, E, F)  

φωτογραφίες µε ορατό φως των (Α,Β και C) αντίστοιχα. Μπάρα, 10µm. 

 

Ποσοτική ανάλυση της µόλυνσης των όρχεων µε Wolbachia. Η βακτηριακή 

ποσότητα στους όρχεις εκφράστηκε, ως ποσοστό µολυσµένων σπερµατοκύστεων. Οι 

κύστεις µετρούνταν ως µολυσµένες, όταν είχαν το χαρακτηριστικό πρότυπο των DSR 

ή των D. melanogaster στελεχών, όταν δηλαδή η µόλυνση ανιχνεύονταν µέσα στις 

σπερµατίδες. Οι κύστεις µετρούνταν ως µη µολυσµένες, όταν είχαν καθόλου ή πολύ 

λίγα βακτήρια διασπαρµένα στα σωµατικά κύτταρα που τις περικλείουν. 

Μελετήθηκαν 7 διαφορετικά βακτηριακά στελέχη, από τρεις υποοµάδες των οµάδων 

Α και Β. Στην ανάλυση συµπεριλήφθηκαν διαφορετικά είδη ∆ροσόφιλας µολυσµένα 

µε το ίδιο βακτηριακό στέλεχος, καθώς και το ίδιο είδος, στη συγκεκριµένη 

περίπτωση η D. simulans, µολυσµένη µε διαφορετικά στελέχη Wolbachia. Η ανάλυση 

αυτού του είδους, επέτρεψε την εξαγωγή συµπερασµάτων, για τη συνεισφορά των 

παραγόντων του βακτηρίου και του ξενιστή, στο βαθµό µόλυνσης των 

σπερµατοκύστεων και στα διαφορετικά επίπεδα ασυµβατότητας. Τα ποσοστά 
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µολυσµένων κύστεων δίνονται στον πίνακα 2. Για λόγους ασφαλείας, εκτιµήθηκαν 

ξανά τα ποσοστά ασυµβατότητας και έγινε µερική αλληλούχιση του wsp γονιδίου, 

ιδιαίτερα στις περιπτώσεις, που τα αποτελέσµατα δεν ήταν τα αναµενόµενα (βλ. 

πίνακα 1). 
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Πίνακας 2.  Ποσοστά µολυσµένων σπερµατοκύστεων των στελεχών, που εξετάστηκαν  στην παρούσα µελέτη
ost species  Strain Group Subgroup Wolbachia N (males - 
cysts) 

% Infected Cysts 
(average ± s.d.) 

. melanogaster  yw67C23 A Mel wMel 13 - 200 11.5 ± 10.4 

. melanogaster  Canton-S A Mel wMelCS 12 - 200 10.0 ± 9.2 

. melanogaster  popcorn  A Mel wMelpop 12- 200 4.0 ± 6.0 

. simulans  NhaTC* A Mel wMel 20 - 340 72.9 ± 10.3 

. simulans  Coffs Harbour A Mel wCof 21 - 420 78.3 ± 16.2 

. yakuba  SA3, Africa A Mel wCof 18 - 310 4.2 ± 6.2 

. teissieri  Bloomington # 1015 A Mel wCof 25 - 480 8.3 ± 9.3 

. santomea  STO9, Africa A Mel wCof 11 - 200 9.5 ± 8.3 

. simulans  Riverside A Ri wRi 20 - 380 85.0 ± 18.3 

. yakuba  SA3T* A Ri wRi 28 - 550 60.4 ± 28.9 

. teissieri  Bloomington #1015T* A Ri wRi 11 - 200 41.5 ± 32.7 

. santomea  STO9T* A Ri wRi 12 - 200 70.5 ± 16.7 

. simulans  Noumea B Pip wNo 19 - 340 27.9 ± 14.3 

. simulans  Watsonville* B Pip wMa 17 - 340 23.2 ± 15.5 

. mauritiana  Bloomington # 31 B Pip wMa 26 - 480 76.0 ± 22.1 

. simulans  Kilimanjaro B Pip wKi 28 - 530 19.8 ± 17.3 
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Mel-υποοµάδα και κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα. Τα στελέχη D. 

melanogaster yw, CS και popcorn έδειξαν λιγότερο από 10% µολυσµένες κύστεις. Το 

D. melanogaster yw67C23 στέλεχος παρουσιάζει χαµηλά επίπεδα ασυµβατότητας, ενώ 

τα άλλα δύο παρουσιάζουν µη ανιχνεύσιµα επίπεδα (Bourtzis et al. 1996, Bourtzis et 

al. 1998, Holden et al. 1993, Min and Benzer 1997). Σύµφωνα µε αυτά τα δεδοµένα 

το wMelyw θεωρούνταν mod+ στέλεχος, ενώ το wMelCS και το wMelPop 

θεωρούνταν mod-. Παρόλα αυτά, πρόσφατες µελέτες (McGraw et al. 2001, Weeks et 

al. 2002, Reynolds and Hoffmann 2002) έδειξαν καθαρά ότι και τα δύο τελευταία 

στελέχη, µπορούν να θεωρηθούν mod+ κάτω από τις κατάλληλες συνθήκες. 

Επιπρόσθετα, η D. simulans µολυσµένη µε το wMel στέλεχος παρουσιάζει υψηλό 

αριθµό πολύ µολυσµένων κύστεων και υψηλά επίπεδα ασυµβατότητας (Poinsot et al. 

1998). Από την άλλη πλευρά η D. simulans Coffs Harbor, µολυσµένη φυσικά µε το 

στέλεχος wCof, παρουσιάζει υψηλό αριθµό µολυσµένων σπερµατοκύστεων, αλλά δεν 

εκφράζει ασυµβατότητα (Hoffmann et al. 1996, McGraw et al. 2001, παρούσα 

µελέτη). Τα είδη τέλος D. yakuba, D. teissieri, D. santomea είναι µολυσµένα µε ένα 

στέλεχος Wolbachia, που έχει σχεδόν την ίδια αλληλουχία wsp µε το wCof 

(διαφέρουν κατά µία βάση), δεν παρουσιάζουν ανιχνεύσιµα επίπεδα ασυµβατότητας 

και έχουν πολύ λίγα βακτήρια, διάσπαρτα στα σωµατικά κύτταρα των 

σπερµατοκύστεων. 

Ri-υποοµάδα και κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα. Ανάλυση του στελέχους 

αναφοράς DSR έδειξε ότι οι περισσότερες σπερµατοκύστεις του, είναι πολύ 

µολυσµένες µε βακτήρια. Είναι γνωστό ότι στο στέλεχος αυτό παρατηρούνται υψηλά 

επίπεδα ασυµβατότητας (Hoffmann et. al 1986). Ενδιαφέρον προκαλεί επίσης, το 

γεγονός ότι τα µολυσµένα στο εργαστήριο είδη D. yakuba, D. teissieri, D.  santomea 

µε το συγκεκριµένο βακτηριακό στέλεχος, έδειξαν υψηλά ποσοστά µόλυνσης των 

σπερµατοκύστεων της τάξης 40-70% και υψηλά επίπεδα ασυµβατότητας.    

Pip-υποοµάδα και κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα. Η ανάλυση των στελεχών 

D. simulans Noumea, D. simulans Kilimanjaro, καθώς και του δια-µολυσµένου στο 

εργαστήριο D. simulans Watsonville µε το βακτηριακό στέλεχος wMa, έδειξε 

ποσοστά µόλυνσης των σπερµατοκύστεων της τάξης 20-30%, ενώ οι υπόλοιπες είχαν 

λίγα βακτήρια διάσπαρτα στα σωµατικά κύτταρα, που τις περικλείουν. Το στέλεχος 

D. simulans Noumea εκφράζει ενδιάµεσα επίπεδα ασυµβατότητας (Mercot et al. 

1995), ενώ στα άλλα δύο τα επίπεδα είναι µη ανιχνεύσιµα (Giordano et al. 1995, 

Βourtzis et al. 1998, Mercot and Poinsot 1998). Από την άλλη πλευρά, η φυσικώς 
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µολυσµένη D. mauritiana έχει παραπάνω από 70% πολύ µολυσµένες κύστεις, αλλά 

δεν εκφράζει ασυµβατότητα.  

Συσχέτιση του βακτηριακού φορτίου των σπερµατοκύστεων και των επιπέδων 

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας. Στην εικόνα 7, φαίνεται καθαρά η ύπαρξη 

δύο οµάδων-σχέσεων, βακτηρίου-ξενιστή. Η µία οµάδα (Β) περιέχει όλους τους 

µολυσµένους ξενιστές µε το βακτηριακό στέλεχος wRi, τη D. simulans µολυσµένη µε 

το wMel, τη D. simulans Noumea και τη D. melanogaster yw67C23. Στην οµάδα αυτή 

παρατηρείται θετική συσχέτιση των επιπέδων ασυµβατότητας και των ποσοστών 

µόλυνσης των κύστεων. Η άλλη οµάδα (Α) περιλαµβάνει τα υπόλοιπα στελέχη, τα 

οποία δεν εκφράζουν ασυµβατότητα, ανεξάρτητα από το πόσες µολυσµένες κύστεις 

έχουν. Πιο συγκεκριµένα, στην οµάδα αυτή τα περισσότερα στελέχη έχουν χαµηλά 

ποσοστά µόλυνσης των κύστεων. Εξαίρεση αποτελούν τα µολυσµένα στη φύση 

στελέχη D. simulans Coffs Harbor και D. Mauritiana, στα οποία ενώ οι περισσότερες 

σπερµατοκύστεις είναι πολύ µολυσµένες, δεν παρατηρείται ασυµβατότητα.  
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στο οποίο δείχνεται η θετική συσχέτιση του ποσοστού των µολυσµένων 

ν επιπέδων ΚΑ.  
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Υπάρχει τελικά συχέτιση του ποσοστού των µολυσµένων σπερµατοκύστεων 

και των επιπέδων ασυµβατότητας που παρατηρείται σε ένα στέλεχος; Η ανάλυση 

συσχέτισης κατά Pearson έδειξε θετική συσχέτιση (r=0.618, N=16, P=0.011), η οποία 

γίνεται ακόµη πιο µεγάλη (r=0.923, N=7, P=0.003), αν η ανάλυση περιοριστεί στην 

οµάδα των στελεχών που επάγουν ασυµβατότητα. 

 

 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

  

Γενικά. Η µελέτη της συµπεριφοράς της Wolbachia στους αναπαραγωγικούς ιστούς 

της µύγας, είναι κρίσιµη για την πλήρη κατανόηση του κυτταρικού µηχανισµού της 

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας. Μια και το ώριµο σπέρµα είναι απαλλαγµένο 

από τα βακτήρια και η ασυµβατότητα εκφράζεται στα γονιµοποιηµένα αυγά, η 

Wolbachia πιθανόν να επηρεάζει το σπέρµα κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης. 

Για το λόγο αυτό, η συγκεκριµένη διατριβή έδωσε ιδιαίτερη βαρύτητα στην 

συγκριτική περιγραφή των µολυσµένων όρχεων των στελεχών, που παρουσιάζουν 

διάφορα επίπεδα ασυµβατότητας. Επιπλέον ανέπτυξε µία βελτιωµένη τεχνική, για την 

παρακολούθηση των πρώιµων σταδίων της σπερµατογένεσης και χρησιµοποίησε 

ειδικό αντίσωµα, για να κάνει τα βακτήρια ορατά µε συνεστιακή µικροσκοπία.  

Αξιοσηµείωτη είναι η ετερογένεια που συναντά κανείς στο βακτηριακό 

φορτίο των όρχεων και ειδικότερα των σπερµατοκύστεων, του ίδιου ατόµου, µεταξύ 

των ατόµων του ίδιου στελέχους  και  τέλος µεταξύ των διαφορετικών στελεχών. Ένα 

απλοποιηµένο µοντέλο, το οποίο θα µπορούσε να εξηγήσει την ετερογένεια που 

παρατηρείται στις σπερµατοκύστεις, καθώς και σε άλλους ιστούς, όπως τα 

µαλπιγγειανά σωληνάρια και το λιπαρό σώµα (Εικ. 8) περιγράφεται στην εικόνα 9. 

Σύµφωνα µε αυτό, τα πρωτογενή βλαστικά κύτταρα είναι µολυσµένα µε ένα 

συγκεκριµένο αριθµό βακτηρίων, τα οποία είναι διάσπαρτα στο κυτταρόπλασµα. 

Στην περίπτωση, που τα βακτήρια δεν διαιρούνται µε τον ίδιο ρυθµό, µε τον οποίο 

διαιρούνται τα κύτταρα, κάθε κυτταρική διαίρεση θα οδηγεί σε στοχαστικό χάσιµο 

της µόλυνσης, σε κάποιους κυτταρικούς κλώνους.      
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Εικόνα 8. Λιπαρό σώµα ∆ροσόφιλας
µολυσµένο µε βακτήρια (άσπρα βέλη)       

 

 

 

 

Στη συγκεκριµένη εργασία παρατηρήθη

γεγονός που έρχεται σε αντίθεση µε αυτά που π

(1993), οι οποίοι είχαν προτείνει την ύπαρξη δ

(που προέρχεται από τις µη µολυσµένες κύστεις)

από τις µολυσµένες κύστεις). Τα αποτελέσµατα

συγκεκριµένη παρατήρηση µία νέα διάσταση. Γι

µολυσµένες οι 16 από τις 64 σπερµατίδες, µόν

ασυµβατότητα ή υπάρχει κάποιο κατώφλι στο ε

οποίο, όλο το σπέρµα µίας κύστης θα είναι ασύµ

του µοριακού µηχανισµού της ασυµβατότητα

σχετικές µε τη φύση των παραγόντων που «σφρ

έχουν την ικανότητα για παράδειγµα,  να διαχέο

µεταξύ των σπερµατίδων ή τέλος, αν το αποτ

µείωση και παραµένει µέχρι την ωρίµανση του σ
Εικόνα 9. ∆ιάγραµµα το οποίο δίνει
µία πιθανή εξήγηση για το στοχαστικό
χάσιµο των βακτηρίων σε κάποιους
κυτταρικούς κλώνους. 
καν κύστεις µερικώς µολυσµένες, 

αρατήρησαν οι Bressac and Rousset 

ύο τύπων σπέρµατος, του συµβατού 

 και του ασύµβατου (που προέρχεται 

 της παρούσας µελέτης δίνουν στην 

α παράδειγµα, αν σε µία κύστη είναι 

ο τα 16 σπέρµατα θα προκαλέσουν 

πίπεδα της Wolbachia, πάνω από το 

βατο; Χρειάζεται πλήρης κατανόηση 

ς, για να απαντηθούν ερωτήσεις 

αγίζουν» (imprinting) το σπέρµα, αν 

νται ή να µεταφέρονται ενεργητικά 

ύπωµα (imprint) συµβαίνει πριν τη 

πέρµατος.  
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Από την παρατήρηση της απουσίας µολυσµένων κύστεων στα ηλικιωµένα 

αρσενικά, βγαίνει το συµπέρασµα ότι είναι πιθανό, οι αριθµοί των βακτηρίων στα 

βλαστικά κύτταρα του όρχη να είναι περιορισµένοι. Οπότε το σπέρµα που ωριµάζει 

πρώτο, είναι «σφραγισµένο» και προκαλεί ασυµβατότητα, ενώ αυτό που ωριµάζει 

αργότερα, είναι απαλλαγµένο από τη «σφραγίδα», η οποία έχει εξαντληθεί. Το ποσό 

του «σφραγισµένου» σπέρµατος που θα παράγεται κάθε φορά, θα εξαρτάται από τον 

αρχικό αριθµό των βακτηρίων στα βλαστικά κύτταρα και το ρυθµό, που αυτά θα 

στερεύουν. Η υπόθεση αυτή είναι σύµφωνη µε πρόσφατες παρατηρήσεις στελεχών, 

στα οποία παρατηρείται ασυµβατότητα µόνο στις διασταυρώσεις, που 

χρησιµοποιούνται πολύ νεαρά αρσενικά, τα επίπεδα της οποίας πέφτουν δραµατικά 

µετά την επόµενη µέρα (Reynolds and Hoffmann 2002).    

Πότε και πού πολλαπλασιάζονται τα βακτήρια στους όρχεις; Παρατηρώντας την 

πορεία των βακτηρίων, κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης του στελέχους 

αναφοράς DSR, είναι φανερό ότι αυτά «βαραίνουν» πιο πολύ τις κύστεις, από όταν 

αρχίζει η επιµήκυνσή τους και µετά. Η κατανοµή και ο χρόνος, που συµβαίνει ο 

πολλαπλασιασµός τους είναι αρκετά συνεπής και πιθανώς να κατοπτρίζει τη φύση 

του µηχανισµού της τροποποίησης του σπέρµατος, που προκαλεί ασυµβατότητα. 

Είναι σηµαντικό ότι, τα βακτήρια φαίνονται να πολλαπλασιάζονται, µετά την 

ολοκλήρωση της µείωσης. Είναι γνωστό, ότι το µεγαλύτερο ποσοστό της µεταγραφής 

των γονιδίων της σπερµατογένεσης, λαµβάνει χώρα προ-µειωτικά (Olivieri, 1965), 

οπότε η πιθανότητα των βακτηρίων να τροποποιούν το σπέρµα, επηρεάζοντας τη 

µεταγραφή γονιδίων είναι χαµηλές. Από την άλλη πλευρά, η αύξηση του αριθµού των 

βακτηρίων συµπίπτει µε το χρονικό διάστηµα, που συµβαίνουν δραµατικές αλλαγές 

στη συµπύκνωση των πυρήνων του σπέρµατος και στη µεταµόρφωσή τους σε πυκνά 

πακεταρισµένες δοµές, που µοιάζουν µε βελόνες. Έχει δειχθεί στο παρελθόν, ότι η 

κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα έχει ως αποτέλεσµα, τον ανώµαλο αποχωρισµό 

των χρωµατίδων, κατά τη διάρκεια της ανάφασης της πρώτης µιτωτικής διαίρεσης 

του εµβρύου (Lassy and Karr 1996), προτείνοντας την πιθανή εµπλοκή του 

βακτηρίου, στη συµπύκνωση της χρωµατίνης, όταν το σπέρµα ωριµάζει. Μολαταύτα, 

στη συγκεκριµένη µελέτη δεν παρατηρήθηκε καµία προφανής αλλαγή στο 

πακετάρισµα των πυρήνων, κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης, όπως και σε 

παλαιότερες µελέτες (Bressac and Rousset 1993, Snook et al. 2000). Είναι πιθανό, τα 

βακτήρια να επηρεάζουν τη συγκεκριµένη διαδικασία µε τρόπο µη ορατό µε 

συνεστιακή µικροσκοπία, σε αντίθεση µε τα γεγονότα, που συµβαίνουν στην πρώτη 
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µιτωτική διαίρεση των εµβρύων, που προέρχονται από µία ασύµβατη διασταύρωση 

(Lassy and Karr, 1996). Μία άλλη παρατήρηση της συγκεκριµένης µελέτης, που ίσως 

αποδειχθεί σηµαντική στο µέλλον, για την πλήρη κατανόηση του φαινοµένου της 

ασυµβατότητας, είναι η πολωµένη κατανοµή των βακτηρίων, σε µία κύστη που 

αρχίζει να επιµηκύνεται και που παραµένει η ίδια µέχρι την αποβολή των 

περισσότερων κυτταροπλασµατικών συστατικών στη «σακούλα απορριµµάτων». 

Όπως αναφέρθηκε στα αποτελέσµατα αυτού του κεφαλαίου, η µεγαλύτερη 

συγκέντρωση των βακτηρίων παρατηρείται, στην αποµακρυσµένη από τους πυρήνες, 

πλευρά της κύστης. Αν αυτά τα βακτήρια επηρεάζουν τους πυρήνες, το κάνουν 

πιθανά µέσω ενός παράγοντα, που έχει την ικανότητα να ταξιδεύει σε µία απόσταση 

1.8mm (το µήκος µίας επιµηκυσµένης κύστης της D. melanogaster). Υπάρχει όµως 

και µία δεύτερη περιοχή µικρότερης συγκέντρωσης των βακτηρίων, κοντά στους 

πυρήνες, που ίσως λόγω της θέσης της να επηρεάζει δυσανάλογα το σπέρµα, σε 

σχέση µε τα υπόλοιπα, που βρίσκονται στην άλλη άκρη. Πρέπει να αναφερθεί επίσης, 

ότι τίποτα δεν αποκλείει το γεγονός, ότι η συγκεκριµένη κατανοµή, µπορεί να είναι 

άσχετη µε το φαινόµενο της ασυµβατότητας και το αποτύπωµα να τοποθετείται στο 

σπέρµα σε κάποιο από τα προηγούµενα στάδια της σπερµατογένεσης, πριν τη µείωση 

ή ακόµα και πριν τη µίτωση.      

Τι είναι αυτό που καθορίζει την κατανοµή της Wolbachia στις σπερµατοκύστεις; 

Η πλειοψηφία των βακτηρίων, που παρατηρείται στην αποµακρυσµένη από τους 

πυρήνες πλευρά των κύστεων, ίσως να είναι το αποτέλεσµα της παθητικής απόθεσης 

των βακτηρίων στο σηµείο αυτό, από τις µεγάλες πυρηνικές και µιτοχονδριακές 

µάζες, που καταλαµβάνουν την άλλη πλευρά. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός, ότι τα 

βακτήρια συγκεντρώνονται στην τοποθεσία του συντηκώµατος (fusome). Το 

οργανίδιο αυτό, είναι ένα δίκτυο από συνδεδεµένες ενδοκυτταρικές γέφυρες, που 

δηµιουργείται λόγω των ανολοκλήρωτων κυτταρικών διαιρέσεων και αποτελείται 

από διάφορες κυτταροσκελετικές πρωτεΐνες, όπως ακτίνη, µυοσίνη ΙΙ, ανιλίνη, Pnut, 

Sep1 και Sep2. Παραµένει δε, για αρκετό χρονικό διάστηµα µετά τη µείωση (Hime, 

1996). Παρόλο, που περαιτέρω µελέτες απαιτούνται, για να καθοριστεί η σχέση της 

Wolbachia µε το οργανίδιο αυτό, τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης, δείχνουν 

τουλάχιστον µία χωροταξική αλληλεπίδραση.  

Η Wolbachia σε ένα αναπτυσσόµενο έµβρυο σχετίζεται στενά και 

οργανώνεται από τους µικροσωληνίσκους του ξενιστή (Callaini et al. 1994, Kose and 

Karr 1995). Επίσης, ο φαινότυπος της ασυµβατότητας σχετίζεται µε 
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αποδιοργανωµένους µικροσωληνίσκους (Callaini et al. 1997, Lassy and Karr 1996). 

Τα αποτελέσµατα αυτά κάνουν πιθανή µία σχέση των βακτηρίων µε τους 

µικροσωληνίσκους, τόσο στη σπερµατογένεση όσο και στην ασυµβατότητα. Μια 

τέτοια αλληλεπίδραση, θα µπορούσε να επηρεάζει τη σωστή λειτουργία του 

σπέρµατος. Στη γονιµοποίηση της µύγας, έχει δειχθεί ότι το σπέρµα µπαίνει στο 

αυγό, έχοντας µαζί ολόκληρη την ουρά του (αξόνηµα), η οποία παραµένει εκεί µέχρι 

τη εκκόλαψη (Karr, 1991, Pitnick, 1998). Το αξόνηµα χρειάζεται επίσης, να πάρει µία 

συγκεκριµένη δοµή, για να προχωρήσει η ανάπτυξη σωστά (Alipaz, 2001). Είναι 

πιθανό ότι τα βακτήρια επηρεάζουν το αξόνηµα, όταν αυτό δηµιουργείται, µια και 

βρίσκονται στην ιδανική θέση για κάτι τέτοιο (η αύξησή του αρχίζει  από την 

αποµακρυσµένη από τους πυρήνες, πλευρά της κύστης), γεγονός που θα µπορούσε να 

οδηγεί στη µη σωστή συµπεριφορά του, στις ασύµβατες διασταυρώσεις.  

Τι συµβαίνει στα άλλα στελέχη; Αξιοσηµείωτες είναι οι διαφορές που 

παρατηρούνται στην κατανοµή και στον πολλαπλασιασµό των βακτηρίων ανάµεσα 

στα διάφορα στελέχη. Για παράδειγµα στα φυσικά µολυσµένα στελέχη της D. 

melanogaster, υπάρχουν πολύ λιγότερα βακτήρια, τα οποία παρουσιάζουν µία 

εµβαλωµατική (patchy) κατανοµή κατά µήκος των σπερµατοκύστεων. Το γεγονός 

αυτό, µπορεί να συσχετιστεί µε τα µη ανιχνεύσιµα έως χαµηλά επίπεδα 

ασυµβατότητας, που αυτά προκαλούν (Bourtzis et al. 1996). Η αρχική και 

λεπτοµερής περιγραφή της κατανοµής της Wolbachia στα στελέχη DSR και D. 

melanogaster, πρότεινε αλλά δεν εξέτασε συστηµατικά τη σηµασία των 

αλληλεπιδράσεων παρασίτου-ξενιστή στην έκφραση της ασυµβατότητας. Η 

συγκριτική µελέτη µιας πληθώρας στελεχών, φυσικά και µολυσµένων στο 

εργαστήριο, στα οποία παρατηρούνται διαφορετικά επίπεδα ασυµβατότητας, οδήγησε 

στο συµπέρασµα ότι η βασική κυτταρική µονάδα, η οποία σχετίζεται µε την ΚΑ είναι 

η µολυσµένη σπερµατοκύστη/σπερµατίδα, µε ένα βακτηριακό στέλεχος, που έχει την 

ικανότητα να την επάγει.  

 Αναλυτικότερα, εξετάστηκαν εκτός από το στέλεχος  DSR, µολυσµένα στο 

εργαστήριο µε το ίδιο βακτηριακό στέλεχος wRi, οι ξενιστές  D. yakuba, D. teissieri 

και D. santomea και η D. simulans µολυσµένη µε το wMel (Poinsot et al. 1998, 

Ζabalou et al. submitted), στους οποίους παρατηρούνται υψηλά επίπεδα 

ασυµβατότητας, το στέλεχος D. simulans Noumea (Mercot et al. 1995), στο οποίο 

παρατηρούνται ενδιάµεσα επίπεδα ασυµβατότητας, το στέλεχος D. melanogaster 

yw67C23 (Bourtzis et al. 1996), στο οποίο παρατηρούνται χαµηλά επίπεδα 
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ασυµβατότητας και τέλος τα στελέχη D. melanogaster CS (Bourtzis et al. 1996), 

popcorn (Min and Benzer 1997),  D. simulans Coffs Harbor(Hoffmann et al. 1996), 

D. yakuba, D. teissieri και D. santomea µολυσµένα µε wCof-like στελέχη, D. 

mauritiana και η διαµολυσµένη στο εργαστήριο D. simulans µε το βακτήριο της D. 

mauritiana wMa (Giordano et al. 1995) και η D. simulans Kilimanjaro (Mercot and 

Poinsot 1998), στα οποία δεν παρατηρούνται ανιχνεύσιµα επίπεδα ασυµβατότητας. 

Σε αυτά που παρατηρούνται ανιχνεύσιµα επίπεδα ασυµβατότητας, υπάρχει θετική 

συσχέτιση αυτών και του αριθµού των πολύ µολυσµένων σπερµατοκύστεων. Σε αυτά 

που δεν παρατηρούνται ανιχνεύσιµα επίπεδα ασυµβατότητας, τις περισσότερες φορές 

οι σπερµατοκύστεις είναι µολυσµένες µε λίγα βακτήρια, διάσπαρτα στα σωµατικά 

κύτταρα αυτών, εκτός από δύο περιπτώσεις, όπου ενώ παρατηρούνται υψηλά 

ποσοστά πολύ µολυσµένων σπερµατοκύστεων, δεν υπάρχει αντίστοιχη επαγωγή 

υψηλών επιπέδων ασυµβατότητας (στην D. simulans Coffs Harbor και στην D. 

mauritiana). Από τα δεδοµένα αυτά βγαίνει το συµπέρασµα ότι για να επάγεται ΚΑ 

σε έναν ξενιστή, αυτός θα πρέπει να είναι µολυσµένος µε ένα βακτηριακό στέλεχος, 

που έχει την ικανότητα αφενός να την επάγει (mod+ γενότυπος) και αφετέρου να 

µολύνει τους όρχεις και πιο συγκεκριµένα τις σπερµατίδες των σπερµατοκύστεων.    

Μοντέλο βακτηριακής δόσης (dosage model). Οι Breeuwer and Werren (1993) 

πρότειναν το λεγόµενο µοντέλο βακτηριακής δόσης, σύµφωνα µε το οποίο ο αριθµός 

των βακτηρίων επηρεάζει την ένταση της ασυµβατότητας. ∆ιάφορες µελέτες 

πρότειναν επίσης, ότι οι διαφορές στην βακτηριακή πυκνότητα είναι καθοριστικές για 

τα επίπεδα της ΚΑ (Bourtzis et al. 1996, Boyle et al. 1993, Giordano et al. 1995, 

Poinsot et al. 1998, Rousset and de Stordeur 1993, Solignac et al. 1994). Μολαταύτα, 

πρέπει να σηµειωθεί ότι οι διαφορές στον αριθµό των βακτηρίων στους όρχεις, 

µπορεί να µην είναι πρωταρχικά υπεύθυνες, για τις διαφορές στα επίπεδα της 

ασυµβατότητας. Η βακτηριακή πυκνότητα µπορεί να παίζει ρόλο στην τροποποίηση 

του σπέρµατος, µόνο όταν το βακτήριο έχει mod+ γενότυπο και µολύνει τις 

σπερµατίδες των σπερµατοκύστεων. Η βακτηριακή δόση λοιπόν, είναι σηµαντική 

εφόσον καθορίζει τον αριθµό των µολυσµένων κύστεων. Τα βακτήρια που είναι 

εγκατεστηµένα στα σπερµατικά βλαστοκύτταρα, µπορεί να καθορίζουν τον αριθµό 

των µολυσµένων σπερµατοκύστεων, αλλά µπορεί να µην τροποποιούν το σπέρµα σε 

αυτό το αναπτυξιακό στάδιο. Έτσι,  αυτό που φαίνεται να είναι σηµαντικό, είναι η 

βακτηριακή δόση στα γαµετικά κύτταρα της κύστης. Τέτοιες διαφορές παρατηρούµε 

για παράδειγµα στη D. simulans και συγκεκριµένα στα στελέχη DSR και Noumea,  οι 
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οποίες θα µπορούσαν να εξηγήσουν τις διαφορές στα επίπεδα της ασυµβατότητας. 

Επίσης, διαφορές στον αριθµό των βακτηρίων µέσα στις µολυσµένες 

σπερµατοκύστεις, θα µπορούσαν να εξηγήσουν τις διαφορές που παρατηρούνται στα 

επίπεδα της ασυµβατότητας σε διαφορετικά είδη, όπως για παράδειγµα µεταξύ της D. 

simulans και της D. melanogaster.  To µοντέλο λοιπόν βακτηριακής δόσης µε βάση 

τα δεδοµένα της συγκεκριµένης εργασίας, µπορεί να επεκταθεί στα εξής σηµεία: 

πρώτον, η βακτηριακή δόση στους όρχεις µίας µύγας, σχετίζεται µε τον αριθµό των 

µολυσµένων σπερµατοκύστεων και τα επίπεδα της ΚΑ και δεύτερον ο αριθµός των 

βακτηρίων µέσα στα γαµετικά κύτταρα, µπορεί να επηρεάζει την ένταση της 

τροποποίησης και κατ’ επέκταση την πιθανότητα τροποποίησης. Οι Breeuwer και 

Werren (1993) βρήκαν ότι σπέρµα από αρσενικά, που προέρχονταν από µερικώς 

θεραπευµένες µητέρες, προκαλούσε KA στις ασύµβατες διασταυρώσεις, ενώ 

κανονικά τα πλήρως µολυσµένα αρσενικά, θα προκαλούσαν χάσιµο των πατρικών 

χρωµοσωµάτων και ανάπτυξη µόνο αρσενικών ατόµων, µια και η µελέτη έγινε στις 

σφήκες Nasonia, στις οποίες υπάρχει απλοδιπλοειδία.  Τα παραπάνω υποδεικνύουν 

ότι η ΚΑ, µπορεί να µην είναι ένα «όλα ή τίποτα» φαινόµενο και ότι η βακτηριακή 

δόση των γαµετοκυττάρων, µπορεί να επηρεάζει την ένταση της τροποποίησης.  

Τι συµβαίνει µε τα στελέχη, που δεν προκαλούν ανιχνεύσιµα επίπεδα 

ασυµβατότητας; Τα στελέχη αυτά έχουν mod+ ή mod- γενότυπο; Πρόσφατες µελέτες 

έδειξαν ότι η ηλικία του αρσενικού παίζει σηµαντικό ρόλο για την έκφραση 

ασυµβατότητας (Reynolds and Hoffmann 2002) (Weeks et al. 2002). Για αυτό το 

λόγο, στη συγκεκριµένη µελέτη χρησιµοποιήθηκαν νεαρά αρσενικά. Μολαταύτα, στα 

στελέχη D. simulans Coffs Harbor και D. mauritiana, δεν παρατηρείται 

ασυµβατότητα, γεγονός που συµφωνεί και µε προηγούµενες µελέτες (Hoffmann et al. 

1996, Reynolds and Hoffmann 2002, Giordano et al. 1995, Bourtzis et al. 1998), 

παρόλο που οι σπερµατοκύστεις τους είναι αρκετά µολυσµένες. Φαίνεται λοιπόν, ότι 

τα στελέχη wCof και wMa, δεν έχουν την ικανότητα να προκαλούν ΚΑ (mod- 

γενότυπος), ενώ µπορούν να µολύνουν αρκετά τις σπερµατοκύστεις των ξενιστών 

τους. Αξιοσηµείωτο είναι ότι το στέλεχος wMa εξακολουθούσε να µην προκαλεί 

ασυµβατότητα και µετά από µεταφορά του στη D. simulans Watsonville (Giordano et 

al. 1995), γεγονός που επαληθεύει την ανικανότητα του βακτηρίου να την προκαλεί. 

Από την άλλη πλευρά στελέχη όπως το wMelpop και το wMel, ενώ θεωρούνταν mod- 

στελέχη, όταν µεταφέρθηκαν στη D. simulans από το φυσικό τους ξενιστή D. 

melanogaster, εξέφρασαν υψηλά επίπεδα ασυµβατότητας, λόγω της αυξηµένης 
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µόλυνσης των σπερµατοκύστεων των καινούργιων ξενιστών (McGraw et al. 2001, 

Poinsot et al. 1998, παρούσα µελέτη). Παροµοίως, το στέλεχος wMelCS, παρουσίασε 

ανιχνεύσιµα επίπεδα ασυµβατότητας, όταν στις διασταυρώσεις ελέγχου 

χρησιµοποιήθηκαν νεαρά αρσενικά (Reynolds and Hoffmann 2002). Τα 

αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι και ο ξενιστής παίζει σηµαντικό ρόλο στην τελική 

ρύθµιση των αριθµών του βακτηρίου στις σπερµατοκύστεις του, γεγονός που µπορεί 

να εξηγήσει την αδυναµία του wMa στελέχους να πολλαπλασιαστεί στους όρχεις της 

D. simulans ή των wCof-like βακτηρίων στις D. yakuba, D. teissieri και D.  

santomea. Ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι οι συγκεκριµένοι ξενιστές, 

επιτρέπουν στο στέλεχος wRi να πολλαπλασιαστεί στους όρχεις τους, υποθέτοντας 

ότι το στέλεχος αυτό έχει την ικανότητα να πολλαπλασιάζεται, ανεξάρτητα από το 

γενετικό υπόβαθρο του ξενιστή, ή ότι οι ξενιστές αυτοί έχουν αναπτύξει ειδική 

καταστολή έναντι των συγκεκριµένων βακτηρίων. Συµπερασµατικά, για να εκφράσει 

ένας ξενιστής από ΚΑ, πρέπει να είναι µολυσµένος µε ένα βακτηριακό στέλεχος, που 

έχει την ικανότητα να την επάγει και να του επιτρέπει να πολλαπλασιάζεται στην 

αρσενική γαµετική σειρά του. 

Πώς ρυθµίζει ο ξενιστής τα βακτηριακά επίπεδα στους όρχεις του και κατ’ 

επέκταση τα επίπεδα της ασυµβατότητας; Εµποδίζει ο ξενιστής ενεργητικά την 

είσοδο των βακτηρίων στα γαµετικά κύτταρα των όρχεων ή υπάρχει µία αναπτυξιακή 

συνέχεια χαµηλής µόλυνσης, από την αρχή της δηµιουργίας του εµβρύου; 

∆ιαφορετικοί ξενιστές ρυθµίζουν µε διαφορετικό τρόπο τις βακτηριακές µολύνσεις 

από διαφορρετικά στελέχη, κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης; Τα 

αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης, καθώς και οι δύο συγγενικές της (Clark 2002, 

2003) δείχνουν καθαρά ότι υπάρχει ένα διαρκές παιχνίδι µεταξύ του ξενιστή και του 

βακτηρίου, όσον αφορά στους αριθµούς. Θεωρητικά µοντέλα (Turelli 1994) έχουν 

δείξει ότι ο ξενιστής αναµένεται να αναπτύξει µηχανισµούς καταστολής των mod+ 

βακτηρίων στην αρσενική γαµετική σειρά, λόγω του κόστους της ασυµβατότητας, 

που πληρώνουν τα µολυσµένα αρσενικά. Η εξελικτική πίεση όµως, που ασκείται  στα 

µολυσµένα αρσενικά από τα βακτήρια, που δεν έχουν ή έχουν χάσει την ικανότητα να 

προκαλούν ΚΑ (mod- γενότυπος) είναι διαφορετική, µια και το κόστος της 

ασυµβατότητας, δεν υπάρχει πια. Οι Snook et al. (2000) παρατήρησαν ότι τα 

µολυσµένα αρσενικά πάσχουν από παραγωγή λιγότερου σπέρµατος, σε σχέση µε τα 

µη µολυσµένα, οπότε η επιλογή αναµένεται να οδηγεί στην µείωση των επιπέδων 
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όλων των στελεχών, ανεξάρτητα από την ικανότητα τους να προκαλούν 

ασυµβατότητα. 

Ονοµατολογία. Τέλος, πρέπει να σηµειωθεί ότι η παρούσα µελέτη είναι βασισµένη 

στο σύστηµα ονοµατολογίας των στελεχών, που προτάθηκε από τον Zhou et al. 

(1998) και βασίζεται στο wsp γονίδιο της Wolbachia. Μελέτες έχουν δείξει όµως, ότι 

µια τέτοια ταξινόµηση, µπορεί να έχει περιορισµένη βιολογική σηµασία, λόγω του 

υψηλού ρυθµού νουκλεοτιδικών αντικαταστάσεων και του ανασυνδυασµού (Jiggins 

2002, Schulenburg et al. 2000, Werren and Bartos 2001) του γονιδίου αυτού. Παρόλα 

αυτά, όταν ολοκληρωθούν οι εργασίες αλληλούχισης των γονιδιωµάτων των 

διαφόρων στελεχών Wolbachia, η ανάπτυξη νέων µοριακών µαρτύρων, θα βοηθήσει 

σηµαντικά τόσο στο ξεδιάλυµα της φυλογενετικής ιστορίας του βακτηρίου, όσο και 

στην πρόβλεψη των διαφορετικών φαινοτύπων. Ιδανικά, η πλήρης κατανόηση του 

µοριακού µηχανισµού της ΚΑ, θα βοηθήσει σηµαντικά στην αποκάλυψη των 

σχέσεων της αναπτυξιακής δυναµικής της µόλυνσης και του «παιχνιδιού» παρασίτου-

ξενιστή στη ρύθµιση των αριθµών.  

  

Ευχαριστώ τη Σοφία Ζαµπάλου και το Γιώργο Μαρκάκη για τη βοήθεια στις 
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αποτελεσµάτων.  
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5 Κατανοµή και πολλαπλασιασµός της Wolbachia κατά τη διάρκεια 

της ωογένεσης και εµβρυογένεσης της Drosophila 
 
Τα βακτήρια Wolbachia χρησιµοποιούν διάφορες στρατηγικές και χειρίζονται επιδέξια το 

αναπαραγωγικό σύστηµα των εντόµων, για να εξασφαλίζουν τη πολυπόθητη µετάδοσή τους στην 

επόµενη γενιά. Επειδή κληρονοµούνται µητρικά είχε προταθεί στο παρελθόν, η άµεση στόχευσή τους 

στα γαµετικά κύτταρα των ξενιστών.  Παρόλα αυτά, τα αποτελέσµατα της µελέτης αυτής δείχνουν ότι 

τα διάφορα βακτηριακά στελέχη παρουσιάζουν διαφορετική συγγένεια για τη γαµετική σειρά της 

µύγας. Πιο συγκεκριµένα, τα βακτήρια είτε κατανέµονται οµοιόµορφα στο φλοιό του αυγού, είτε 

συγκεντρώνονται στον ένα από τους δύο πόλους. Το πρότυπο κατανοµής τους εγκαθιδρύεται, πολύ 

νωρίς στην ανάπτυξη, όταν αρχίζει να σχηµατίζεται το ωοκύτταρο και παραµένει καθ’ όλη τη διάρκεια 

της εµβρυογένεσης. Η προσθιοπίσθια κατανοµή των βακτηρίων, µοιάζει πολύ µε αυτή των µητρικών 

mRNAs που καθορίζουν τον προσθιοπίσθιο άξονα των αυγών. Συγκρίνοντας την κατανοµή και τον 

αριθµό των βακτηρίων σε διάφορα στελέχη, φυσικά µολυσµένα και µολυσµένα στο εργαστήριο, 

βγαίνει το συµπέρασµα, ότι η κατανοµή των βακτηρίων καθορίζεται από βακτηριακούς παράγοντες, 

ενώ ο ξενιστής ρυθµίζει τα βακτηριακό φορτίο. 

 

 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

H Wolbachia είναι ένα υποχρεωτικά ενδοκυττάριο βακτήριο, που βρίσκεται σε 

αρθρόποδα και νηµατώδεις, το οποίο χρησιµοποιεί διάφορες στρατηγικές, για να 

τροποποιεί το αναπαραγωγικό σύστηµα των ξενιστών της και να εξασφαλίζει τη 

µητρική της µετάδοση (Stouthamer et al. 1999). Επειδή η Wolbachia κληρονοµείται 

µητρικά, είχε προταθεί στο παρελθόν, ότι αυτό το µικρόβιο έχει αναπτύξει 

µηχανισµούς, που στοχεύουν ειδικά στα γαµετικά κύτταρα του ξενιστή, κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης (Hadfield and Axton 1999).  

 Ένας από τους αναπαραγωγικούς φαινοτύπους που η Wolbachia προκαλεί 

στους ξενιστές της είναι η κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα, µια µορφή εµβρυϊκής 

θνησιµότητας σε διασταυρώσεις µολυσµένων αρσενικών µε µη µολυσµένα θηλυκά. 

Οι διασταυρώσεις µολυσµένων αρσενικών µε µολυσµένα θηλυκά δεν επηρεάζονται, 

οπότε είναι λογικό να υποθέσει κανείς ότι το σπέρµα των µολυσµένων αρσενικών 

υποφέρει από µια τροποποίηση (modification), η οποία εξουδετερώνεται από τα 

βακτήρια που υπάρχουν στο αυγό (rescue). Στη Drosophila έχουν βρεθεί µέχρι 
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στιγµής τρεις τύποι Wolbachia που σχετίζονται µε ασυµβατότητα: στελέχη που είναι 

ικανά να τροποποιούν το σπέρµα και να σώζουν την τροποποίηση στα αυγά 

(mod+resc+), στελέχη που ούτε εκφράζουν ούτε σώζουν την τροποποίηση (mod-rec-) 

και στελέχη τέλος που δεν τροποποιούν, αλλά διασώζουν την τροποποίηση που 

επάγουν συγγενικά τους στελέχη (Bourtzis et al. 1998, Mercot and Poinsot 1998). 

Έµβρυα και από τις τρεις κατηγορίες εξετάστηκαν για να διαπιστωθεί αν οι 

φαινότυποι αυτοί σχετίζονται µε την συµπεριφορά των βακτηρίων στη γαµετική 

σειρά. 

 Στο προηγούµενο κεφάλαιο περιγράφηκε η εξαιρετική ποικιλοµορφία στο 

φορτίο και στην κατανοµή των βακτηρίων, τόσο ανάµεσα στους όρχεις διαφόρων 

στελεχών, όσο και στα διάφορα αναπτυξιακά στάδια της ωρίµανσης του σπέρµατος 

ενός αρσενικού. Η ποικιλοµορφία αυτή µπορεί να συσχετιστεί µε τα διαφορετικά 

επίπεδα ασυµβατότητας και οφείλεται τόσο σε βακτηριακούς, όσο και σε παράγοντες 

του ξενιστή. Συγκρίνοντας για παράδειγµα, την ανάπτυξη των βακτηρίων κατά τη 

διάρκεια της σπερµατογένεσης της D. simulans, στην οποία παρατηρούνται υψηλά 

επίπεδα ασυµβατότητας µε τη D. melanogaster, η οποία συνήθως δεν εκφράζει 

ασυµβατότητα, αποκαλύφθηκε µια σηµαντική διαφορά. Στη D. simulans ο αριθµός 

των βακτηρίων είναι σηµαντικά υψηλότερος από αυτόν της D. melanogaster καθ’ 

όλη τη διάρκεια της σπερµατογένεσης. Οι διαφορές που παρατηρούνται µεταξύ των 

στελεχών κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης θα µπορούσαν να οφείλονται, σε 

διαφορές που έχουν εγκαθιδρυθεί νωρίτερα στην ανάπτυξη (π.χ. κατά το σχηµατισµό 

των πολικών κυττάρων), στον ενεργητικό αποκλεισµό των βακτηρίων από τους 

όρχεις, στον διαφορετικό ρυθµό πολλαπλασιασµού των βακτηρίων στους όρχεις των 

προνυµφών ή τέλος στο συνδυασµό των παραπάνω.  

 Ακολουθώντας αυτή τη λογική το βακτήριο παρατηρήθηκε από τα πρώιµα 

στάδια της ωογένεσης µέχρι την όψιµη εµβρυογένεση της ∆ροσόφιλας. Συγκρίνοντας 

τη συµπεριφορά του βακτηρίου σε διαφορετικά γενετικά υπόβαθρα ξενιστή και τη 

συµπεριφορά διαφόρων στελεχών του βακτηρίου στο ίδιο είδος ξενιστή, βγαίνει το 

συµπέρασµα ότι η ενώ η βακτηριακή κατανοµή καθορίζεται από παράγοντες του 

βακτηρίου, οι αριθµοί αυτών περιορίζονται από τον ξενιστή. Από εξελικτική σκοπιά 

φαίνεται ότι το βακτήριο εξελίσσεται στο να προκαλεί χαµηλότερα επίπεδα 

ασυµβατότητας, εφόσον έχει εξασφαλίσει τη µετάδοσή του.  
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

Στελέχη µυγών και βακτηρίων. Τα στελέχη των βακτηρίων και οι αντίστοιχοι 

ξενιστές τους αναφέρονται αναλυτικά στο κεφάλαιο 4. Η ονοµατολογία είναι βάσει 

του Zhou et al. (1998). Τα επίπεδα κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας, είναι µε 

βάση προηγούµενες γενετικές µελέτες (βλ. Κεφάλαιο 4).   

Ανοσοϊστοχηµεία εµβρύων. Έµβρυα από µηδέν έως πέντε ωρών συλλέγονταν από 

µύγες, οι οποίες αφήνονταν να γεννήσουν τα αυγά τους σε µικρά πιατάκια, που 

περιείχαν χυµό µήλου και άγαρ (βλ. Κεφάλαιο 2 για λεπτοµέρειες). Μετά τη 

αποχοριοποίηση ακολουθούσε ξέπλυµα των αυγών µε Triton wash solution, 

αποµάκρυνση των βιττελινικών µεµβρανών και µονιµοποίηση των εµβρύων µε 

ισχυρή ανάδευση σε γυάλινα δοχεία που περιείχαν ίσο όγκο µεθανόλης και επτανίου. 

Μετά από συνεχόµενα ξεπλύµατα µε µεθανόλη, ακολουθούσε επαναενυδάτωση των 

εµβρύων µε TBST και µπλοκάρισµα σε 1% BSA. Στη συνέχεια τα έµβρυα 

επωάζονταν µε αντί-WSP αντίσωµα όλη νύχτα σε 40C. Την άλλη µέρα τα έµβρυα 

ξεπλένονταν µε TBST και επωάζονταν µε FITCH-σηµασµένο goat anti-rabbit 

αντίσωµα (Molecular Probes) και RNAase A (2mg/ml) για µία ώρα σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Μετά το ξέπλυµα των εµβρύων ακολουθούσε χρώση των πυρήνων µε 

DAPI (4΄, 6-διάµινο,-2-φαινυλινδόλη) για 3 λεπτά, γρήγορο ξέπλυµα και προσθήκη 

Propidium Iodide (Molecular Probes) για 20 λεπτά. Μετά την αποµάκρυνση του 

προπιδίου ακολουθούσε γρήγορο ξέπλυµα, προσθήκη µίας σταγόνας από ProLong 

antifading mounting medium (Molecular Probes), τοποθέτηση των εµβρύων σε 

αντικειµενοφόρους και κλείσιµο αυτών µε καλυπτρίδες.  

Ανοσοϊστοχηµεία ωοθηκών. Οι ωοθήκες αφαιρούνταν προσεκτικά από τις µύγες µε 

τα κατάλληλα εργαλεία ανατοµίας και µεταφέρονταν µε µία σταγόνα TBST πάνω σε 

αντικειµενοφόρους, όπου οι ιστοί επεξεργάζονταν περαιτέρω µε βελόνες διαµέτρου 

1mm, ώστε να εκτίθενται τα διαφόρων σταδίων γαµετικά κύτταρα. Στη συνέχεια οι 

αντικειµενοφόροι καλύπτονταν µε καλυπτρίδες και βυθίζονταν σε υγρό άζωτο για να 

παγώσουν. Μετά την προσεκτική αποµάκρυνση της καλυπτρίδας µε νυστέρι, οι 

αντικεινοφόροι βυθίζονταν σε παγωµένη αιθανόλη για 3 λεπτά και στη συνέχεια σε 

4% παραφορµαλδεύδη για 12 λεπτά, για να µονιµοποιηθούν. Ακολουθούσαν 

ξεπλύµατα µε TBST, µπλοκάρισµα µε 1% BSA και επώαση όλη νύχτα στους 40C µε 

αντί-WSP αντίσωµα σε αραίωση 1:500. Την επόµενη µέρα οι αντικειµενοφόροι 

ξεπλένονταν µε TBST και επωάζονταν για 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου µε 
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FITCH-σηµασµένο goat anti-rabbit αντίσωµα (Molecular Probes) και RNAase A 

(2mg/ml). Ακολουθούσε χρώση των πυρήνων µε DAPI (4΄, 6-διάµινο,-2-

φαινυλινδόλη) για 3 λεπτά και Propidium Iodide για 20 λεπτά. Μετά από ένα 

γρήγορο ξέπλυµα, την τοποθέτηση µιας σταγόνας ProLong antifading mounting 

medium (Molecular Probes) και το τελικό κλείσιµο µε καλυπτρίδα και βερνίκι νυχιών 

οι αντικειµενοφόροι ήταν έτοιµοι για παρατήρηση. 

Συνεστιακή µικροσκοπία. Τα βακτήρια και οι πυρήνες γίνονταν ορατά µε τη χρήση 

συνεστιακού µικροσκοπίου Leica TCS-NT, µε το λέιζερ κρυπτού/αργού (488nm) για 

την ανίχνευση της Wolbachia και αυτό του ηλίου/νέον (543nm) για την ανίχνευση 

των νουκλεϊινικών οξέων. Επικαλυπτόµενες οπτικές τοµές γίνονταν κατά µήκος του 

Ζ άξονα, ώστε να καλύπτεται όλο το βάθος του ιστού. Οι τοµές αυτές προβάλλονταν 

σε µία τελική εικόνα. Η τελική επεξεργασία των φωτογραφιών έγινε µε τη βοήθεια 

του προγράµµατος Photoshop 6.0 (Adobe). 

Ποσοτικοποίηση των βακτηρίων. Από κάθε στέλεχος φωτογραφήθηκαν 15 πρώιµα 

έµβρυα, από το στάδιο των δύο πυρήνων µέχρι το στάδιο του συγκυτιακού 

βλαστοδέρµατος. Για κάθε αυγό έγιναν 20 οπτικές τοµές κατά µήκος του Ζ άξονα 

πάχους 1 µm. Τα αυγά είχαν πάχος κατά µέσο όρο 20 µm. Στη συνέχεια οι τοµές 

προβλήθηκαν σε µία εικόνα και οι εικόνες αυτές επεξεργάστηκαν µε το πρόγραµµα 

Scion Image. Για κάθε αυγό µετρήθηκε ο συνολικός αριθµός των βακτηρίων 

(φθορίζοντα τετραγωνικά pixels), καθώς και οι αριθµοί στο εµπρόσθιο και στο 

οπίσθιο τµήµα αντίστοιχα. Το συνολικό εµβαδόν των αυγών κυµαίνονταν κατά µέσο 

όρο γύρω από τα 400.000 τετραγωνικά pixels και µετρούνταν περίπου το 1/10 του 

συνολικού εµβαδού, στο εµπρόσθιο και στο οπίσθιο τµήµα αντίστοιχα. Αν σκεφτεί 

κανείς ότι το µέγεθος του pixel είναι 0.5Χ0.5µm και η διάµετρος της Wolbachia 0.5-

1µm, είναι λογικό να υποθέσει, ότι ο αριθµός των φθοριζόντων pixels, αποτελεί µία 

πολύ καλή εκτίµηση του αριθµού των βακτηρίων.    

Στατιστική ανάλυση. Η στατιστική ανάλυση έγινε µε τη βοήθεια του προγράµµατος 

SPSS (version 11). Οι µέσες τιµές των βακτηρίων στον οπίσθιο πόλο των αυγών 

µετασχηµατίστηκαν µε την τετραγωνική τους ρίζα. 
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Βακτηριακό φορτίο. Ανάλυση µε συνεστιακή µικροσκοπία έλαβε χώρα για διάφορα 

στελέχη µολυσµένα µε Wolbachia, χρησιµοποιώντας το ειδικό για τη Wolbachia 

WSP αντίσωµα (Dobson et al. 1999). Η ανάλυση αυτή αποκάλυψε σηµαντικές 

ποσοτικές διαφορές, τόσο µεταξύ των αυγών του ίδιου στελέχους, όσο και µεταξύ 

των στελεχών. Επιπρόσθετα, διαπίστωσε την ύπαρξη διαφορών στον αριθµό των 

βακτηρίων στις διαφορετικές περιοχές του κάθε αυγού. Ένα αντιπροσωπευτικό αυγό 

από το κάθε στέλεχος, φαίνεται στην εικόνα 1. Οι αριθµοί που εκτιµήθηκαν και 

αναλύθηκαν στατιστικά για κάθε στέλεχος παρατίθενται στον πίνακα 1. 

Υπάρχει συσχέτιση µεταξύ του αριθµού των βακτηρίων στα πολικά κύτταρα και 

του ποσοστού των µολυσµένων σπερµατοκύστεων; Η στατιστική ανάλυση 

(παλινδρόµηση, regression), έδειξε σηµαντική θετική συσχέτιση µεταξύ του αριθµού 

των βακτηρίων, που εντοπίζονται στον οπίσθιο πόλο του αυγού και του ποσοστού 

µολυσµένων σπερµατοκύστεων (βλ. Κεφάλαιο 5) (R2=0.349, F=7.507, P=0.016). Η 

συσχέτιση απεικονίζεται γραφικά στην εικόνα 2. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι οι 

διαφορές, οι οποίες παρατηρούνται στα επίπεδα των βακτηρίων στην αρσενική 

γαµετική σειρά ξεκινούν από νωρίς στην ανάπτυξη, µε κάποιες εξαιρέσεις, οι οποίες 

συζητούνται παρακάτω, καθώς και στο επόµενο κεφάλαιο. 
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Eικόνα 1.  Πυκνότητα και κατανοµή της Wolbachia στα στελέχη, τα οποία χρησιµοποιήθηκαν στη 

συγκεκριµένη µελέτη. (α) D. melanogaster yw67C23, (b) D. melanogaster CS, (c) D. melanogaster 

popcorn, (d) D. simulans διαµολυσµένη µε wMel, (e) D. simulans Coffs Harbour, (f) D. yakuba φυσικά 

µολυσµένη, (g) D. teissieri φυσικά µολυσµένη, (h) D. santomea φυσικά µολυσµένη, (i) D. simulans 

Riverside, (j) D. yakuba διαµολυσµένη µε το στέλεχος wRi, (k) D. teissieri διαµολυσµένη µε το 

στέλεχος wRi, (l) D. santomea διαµολυσµένη µε το στέλεχος wRi, (m) D. simulans Noumea, (n) D. 

simulans Watsonville διαµολυσµένη µε το στέλεχος wMa, (o) D. mauritiana φυσικά µολυσµένη, (q) D. 

simulans Kilimanjaro. Tα αυγά είναι προσανατολισµένα µε τον εµπρόθιο πόλο προς τα αριστερά.  

Μπάρα, 100µm. 
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Πίνακας 1. Ποσοτικοποίηση της Wolbachia σε αυγά Drosophila 
 
Wolbachia  numbers in eggsb  ost species  Strain Wolbachiaa 

whole posterior anterior 

. melanogaster  yw67C23 wMel 1,65±0,45 0,13±0,07 0,05±0,02 

. melanogaster  Canton-S wMelCS 2,35±1,25 0,24±0,09 0,09±0,06 

. melanogaster  popcorn  wMelPop 3,75±2,06 0,44±0,25 0,18±0,16 

. simulans  NhaTC* wMel 4,84±2,38 0,84±0,38 0,20±0,26 

. simulans  Coffs Harbour wCof 5,84±3,12 0,47±0,25 0,36±0,30 

. yakuba  SA3, Africa wCof 1,16±1,20 0,40±0,37 0,09±0,11 

. teissieri  Bloomington # 1015 wCof 1,21±0,61 0,57±0,39 0,08±0,08 

. santomea  STO9, Africa wCof 1,19±0,57 0,40±0,17 0,09±0,06 

. simulans  Riverside wRi 9,74±4,34 0,82±0,38 0,69±0,41 

. yakuba  SA3T* wRi 10,36±3,34 0,73±0,36 0,64±0,25 

. teissieri  Bloomington #1015T* wRi 11,06±4,01 0,80±0,40 0,75±0,42 

. santomea  STO9T* wRi 10,60±6,45 0,90±0,51 0,85±0,69 

. simulans  Noumea wNo 4,13±2,20 0,31±0,25 0,92±0,57 

. simulans  Watsonville* wMa 6,12±2,32 0,42±0,27 1,03±0,62 

. mauritiana  Bloomington # 31 wMa 5,15±3,69 0,32±0,24 1,14±0,84 

. simulans  Kilimanjaro wKi 3,03±1,13 0,38±0,30 0,69±0,41 
 

 
a based on wsp gene sequences 
b bacterial density in 15 early eggs of each strain (mean ± s.d. X 104) 
*: transinfected strains 
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Εικόνα 2.  ∆ιάγραµµα, το οποίο δείχνει τη θετική συσχέτιση µεταξύ του αριθµού των βακτηρίων στον 
οπίσθιο πόλο του αυγού, όπου εντοπίζονται τα πολικά κύτταρα και του ποσοστού των µολυσµένων 
σπερµατοκύστεων. 
 

 

Η κατανοµή της Wolbachia στην εµβρυογένεση. Από την παρατήρηση µε το 

συνεστιακό µικροσκόπιο και τη στατιστική ανάλυση προκύπτει ότι τα wRi βακτήρια 

ήταν οµοιόµορφα εξαπλωµένα στο φλοιό του αυγού, τα wMel και τα wCof βακτήρια 

ήταν περισσότερα στον οπίσθιο πόλο του αυγού, όπου σχηµατίζονται τα πολικά 

κύτταρα, τα οποία είναι οι πρόγονοι της κυτταρικής σειράς (Εικ. 3). Τα αυγά τέλος, 

που ήταν µολυσµένα µε τα στελέχη wNo, wMa και wKi, παρουσίασαν µία εντελώς 

διαφορετική εικόνα έχοντας περισσότερα βακτήρια στον εµπρόσθιο πόλο του αυγού. 

Αυτή η κατανοµή παραµένει καθ΄ όλη τη διάρκεια της εµβρυογένεσης, από τα πολύ 

πρώιµα στάδια µέχρι και µετά τη γαστριδίωση (Εικ. 4), υποθέτοντας την απουσία 

κίνησης ή της επιλεκτικής κυτταρικής διαίρεσης. Η κατανοµή της Wolbachia δεν 

αλλάζει όταν ένα στέλεχος µεταφερθεί µε κυτταροπλασµατικές ενέσεις σε έναν άλλο 

ξενιστή, αφήνοντας να εννοηθεί ότι εξαρτάται από βακτηριακούς παράγοντες. Από 

την άλλη πλευρά η βακτηριακή πυκνότητα εξαρτάται και από τον ξενιστή, µια και για 

παράδειγµα το wMel πολλαπλασιάζεται περισσότερο αν µεταφερθεί στη D. simulans, 

γεγονός που συµφωνεί και µε προηγούµενες µελέτες (Boyle et al. 1993, McGraw et 

al. 2002, Poinsot et al. 1998). Τα αποτελέσµατα συνοψίζονται στην εικόνα 5.  
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Εικόνα 3.  Η κατανοµή της Wolbachia σε έµβρυα Drosophila, στο στάδιο του συγκυτιακού 

βλαστοδέρµατος (µιτωτικοί κύκλοι 10-13). ). a, D. simulans αυγό φυσικά µολυσµένο µε wRi βακτήρια. 

b, Μεγενθυµένο το πίσω µέρος του αυγού, όπου σχηµατίζονται τα πολικά κύτταρα. c, Βακτήρια του 

wCof-like στελέχους συγκεντρώνονται κυρίως στο πίσω µέρος ενός D. teissieri αυγού. d, το πολικό 

πλάσµα συγκεντρώνει τα περισσότερα βακτήρια σε σχέση µε το υπόλοιπο αυγό. e, Σε ένα D. simulans 

αυγό διαµολυσµένο µε το wMa στέλεχος, τα περισσότερα αυγά είναι συγκεντρωµένα στο εµπρόσθιο 

τµήµα του αυγού. f, Λίγα βακτήρια είναι διάσπαρτα στο πολικό πλάσµα. Τα βακτήρια φαίνονται 

κιτρινοπράσινα, ενώ οι πυρήνες του αυγού κόκκινοι. Τα αυγά είναι προσανατολισµένα µε το 

εµπρόσθιο µέρος αριστερά. Μπάρες: a, c, e, 100µm; b, d, f, 20µm. 
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Εικόνα 4.  Η κατανοµή της Wolbachia είναι συντηρηµένη κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης . a, Τα 

wRi βακτήρια είναι οµοιόµορφα κατανεµηµένα σε ένα διαµολυσµένο D. simulans µη γονιµοποηµένο 

αυγό. b, το πρότυπο κατανοµής παραµένει το ίδιο και µετά τη γαστριδίωση. c, τα wCof-like βακτήρια 

είναι συγκεντρωµένα στο πολικό πλάσµα σε ένα φυσικά µολυσµένο D. teissieri µη γονιµοποιηµένο 

αυγό. d, Βακτήρια του ίδιου στελέχους µεταναστεύουν µαζί µε τα πολικά κύτταρα στο εσωτερικό του 

αυγού, όπου µετέπειτα θα σχηµατιστούν οι γονάδες e, Ένα D. simulans αυγό µολυσµένο µε το 

στέλεχος wKi σε προβλαστοδερµικό στάδιο (µιτωτικός κύκλος 6), όπου τα βακτήρια είναι 

περισσότερα στο εµπρόσθιο τµήµα. f, Ένα όψιµο αυγό του ίδιου στελέχους, µε αρκετά βακτήρια στο 

µελλοντικό κεφάλι. Τα αυγά είναι προσανατολισµένα µε το εµπρόσθιο τµήµα (µελλοντικό κεφάλι) 

προς τα αριστερά. Μπάρα, 100µm. 
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Εικόνα 5. Φυλογένεια του βακτηρίου βασισµένη στις αλληλουχίες του wsp γονιδίου και βακτηριακή 

κατανοµή. Παρουσιάζονται τα στελέχη της Wolbachia και οι ξενιστές που αναλύθηκαν σε αυτή τη 

µελέτη. Τα wRi βακτήρια είναι οµοιόµορφα κατανεµηµένα στο φλοιό του αυγού, ενώ τα wMel και 

wCof βακτήρια είναι συγκεντρωµένα στο οπίσθιο µέρος, όπου εντοπίζονται τα πολικά κύτταρα. Τα 

βακτήρια, τα οποία ανήκουν στη Β οµάδα, συγκεντρώνονται στο εµπρόσθιο τµήµα. Η συµπεριφορά 

του βακτηρίου δεν αλλάζει, αν µεταφερθεί µε κυτταροπλασµατικές ενέσεις σε έναν άλλο ξενιστή. 

 

 

Η φυλογένεση της Wolbachia και η κατανοµή της. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το 

γεγονός ότι η συγκέντρωση της Wolbachia στα γαµετικά κύτταρα της µύγας, είχε 

αναφερθεί στη βιβλιογραφία, για τη D. melanogaster CS (Hadfield and Axton 1999), 

τη σφήκα Nasonia (Breeuwer and Werren 1990), µερικά είδη Trichogramma 

(Stouthamer 1993) και την Aphytis (Zchori-Fein et al. 1998), τα οποία είναι 

µολυσµένα και µε βακτηριακά στελέχη που ανήκουν στην Α οµάδα των βακτηρίων. 

H D. simulans Riverside επιδεικνύει µία οµοιόµορφη κατανοµή στο φλοιό του αυγού, 

όπως είχαν παρατηρήσει επίσης οι (Boyle et al. 1993, O'Neill and Karr 1990). 

Επιπρόσθετα, όταν τα wRi βακτήρια µεταφέρθηκαν στη D. melanogaster ενώ έπεσαν 

οι αριθµοί, η κατανοµή παρέµεινε η ίδια, υπονοώντας ότι η βακτηριακή πυκνότητα 

είναι υπό τον έλεγχο του ξενιστή, ενώ η κατανοµή καθορίζεται από το βακτηριακό 

στέλεχος (Boyle et al. 1993). Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι το κουνούπι Aedes 

polynesiensis, το οποίο είναι µολυσµένο µε βακτήρια που ανήκουν στη Β οµάδα, 

παρουσιάζει συγκέντρωση αυτών στην εµπρόσθια πλευρά του αυγού (Wright 1981), 

δίπλα στη µικροπύλη από όπου εισέρχεται το σπέρµα, όπως και στα υπόλοιπα 
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στελέχη αυτής της οµάδας που εξετάστηκαν στην παρούσα µελέτη. Η κατάταξη της 

Wolbachia των αρθροπόδων στις οµάδες Α και Β, είναι βασισµένη στην αλληλουχία 

του wsp γονιδίου. Φαίνεται ότι η αυτή φυλογένεια µπορεί να προβλέψει τη 

βακτηριακή κατανοµή. Θα ήταν άξιο έρευνας εάν αυτή η βακτηριακή κατανοµή 

εξαρτάται από το wsp γονίδιο, µια και η συγκεκριµένη φυλογένεια είναι βασισµένη 

κυρίως σε αυτό.   

Χωρικές διαφορές και διάσωση. H βακτηριακή κατανοµή και πυκνότητα στο αυγό 

θα µπορούσε να σχετίζεται απευθείας µε την ικανότητα ενός βακτηρίου να σώζει το 

φαινότυπο της ασυµβατότητας, µόνο που η συσχέτιση αυτή δεν έχει εξεταστεί 

συστηµατικά ακόµη. Αν σκεφτεί κανείς ότι το σπέρµα εισέρχεται στο αυγό από µία 

µικροπύλη που βρίσκεται στο εµπρόσθιο µέρος του αυγού, τότε η Wolbachia θα 

µπορούσε να ασκεί τη δράση της διάσωσης της τροποποίησης του σπέρµατος στην 

εγγύς περιοχή. Κατά αυτόν τον τρόπο, χωρικές διαφορές στους αριθµούς των 

βακτηρίων θα µπορούσαν να παίζουν ρόλο στο µηχανισµό της διάσωσης της 

ασυµβατότητας.    

H Wolbachia κατά τη διάρκεια της ωογένεσης. Για να ελεγχθεί η πιθανότητα η 

κατανοµή της Wolbachia στα αυγά της µύγας να καθορίζεται µητρικά, εξετάστηκαν 

ωοθήκες από τα µολυσµένα στελέχη, µε τη βοήθεια συνεστιακής µικροσκοπίας. 

Όπως δείχνεται στην εικόνα 6, τα βακτήρια ήταν άφθονα στις ωοθήκες των µυγών, 

ειδικά των πρώιµων σταδίων (στάδια 4-6). Σε αυτά τα στάδια λεπτοµερείς περιγραφές 

ήταν αδύνατες λόγω του πυκνού πακεταρίσµατος των βακτηρίων.  Για αυτό το λόγο 

ακολούθησε εστίαση στα στάδια 8-11, όπου τα βακτήρια ήταν εξαπλωµένα, πιθανά 

λόγω απουσίας βακτηριακού πολλαπλασιασµού µε αντίστοιχη αύξηση του 

κυτταρικού όγκου. Μετά από αυτά τα στάδια το βακτήριο ήταν αδύνατο να 

παρακολουθηθεί και πάλι, µια και ο σχηµατισµός της βιτελλινικής µεµβράνης, 

εµπόδιζε την είσοδο του αντισώµατος στα αναπτυσσόµενα ωοκύτταρα. Τα wRi 

βακτήρια ήταν κατανεµηµένα κυρίως σε ένα λεπτό στρώµα, κάτω από τα 

θυλακοκύτταρα, τα οποία καλύπτουν το αυγό, ενώ απουσίαζαν σχεδόν από τη µέση 

του, όπου βρίσκονται τα τροφοκύτταρα. Τα wMel και τα wCof βακτήρια ήταν 

παρόντα, τόσο γύρω από τα θυλακοκύτταρα, όσο και γύρω από τα τροφοκύτταρα. 

Επίσης παρατηρήθηκε µία συγκέντρωση αυτών στο πίσω µέρος του σχηµατιζόµενου 

ωοκυττάρου, όπου αρχίζει να σχηµατίζεται το πολικό πλάσµα. Τέλος τα βακτήρια 

wNo, wMa και wKi, ήταν διάσπαρτα και αυτά γύρω από τα τροφοκύτταρα και τα 

θυλακοκύτταρα, αλλά στο σχηµατιζόµενο ωοκύτταρο, συγκεντρώνονταν στην 
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εµπρόσθια παρυφή. Κατά αυτόν τον τρόπο, η ανάλυση αυτή δείχνει καθαρά ότι η 

κατανοµή της Wolbachia, κατά την ανάπτυξη της ∆ροσόφιλας, καθορίζεται όχι 

αργότερα από τα στάδια 8-10 της ωογένεσης και παραµένει η ίδια µέχρι τα τελευταία 

στάδια της εµβρυογένεσης. Όσον αφορά στη βακτηριακή ποσότητα, η Wolbachia 

φαίνεται να πολλαπλασιάζεται αρκετά στα αρχικά στάδια της ωογένεσης, σταµατά µε 

το που αρχίζει η βιτελλογένεση και µάλλον ξαναρχίζει µε χαµηλό ρυθµό, πριν την 

εναπόθεση των αυγών.   

 

 
 
Εικόνα 6. H κατανοµή της Wolbachia εγκαθιδρύεται κατά τη διάρκεια της ωογένεσης, όταν αρχίζει να 

σχηµατίζεται το ωοκύτταρο (στάδια 8-10). a-c, Τα wRi βακτήρια (πράσινα) συγκεντρώνονται στην 

κάτω πλευρά των θυλακοκυτάρων but they και όχι γύρω από τα τροφοκύτταρα κατά τη διάρκεια της 

ωογένεσης της D. simulans. d-f, Τα wMel βακτήρια είναι διάσπαρτα τόσο γύρω από τα 

θυλακοκύτταρα, όσο και από τα τροφοκύτταρα και συγκεντρώνονται στο οπίσθιο τµήµα του 

αναπτυσσόµενου ωοκυττάρου, κατά τη διάρκεια της ωογένεσης της D. melanogaster (βέλος). g-i, Τα 

wNo βακτήρια ενώ παρουσιάζουν την ίδια κατανοµή όσον αφορά τα θυλακοκύτταρα και τα 

τροφοκύτταρα, συγκεντρώνονται στο εµπρόσθιο τµήµα του αναπτυσσόµενου ωοκυττάρου (βέλη), 

κατά τη διάρκεια της ωογένεσης της D. simulans. Μπάρα, 30µm. 



Wolbachia, ωογένεση και εµβρυογένεση στη Drosophila 102 

Wolbachia: εναλλακτικό φορτίο για τον κυτταροσκελετό; Η αναγνώριση των 

παραγόντων που είναι απαραίτητοι για την συγκέντρωση των βακτηρίων οµοιόµορφα 

στο φλοιό, στον εµπρόσθιο ή στον οπίσθιο πόλο του αυγού, θα βοηθούσε σηµαντικά 

στην κατανόηση των αλληλεπιδράσεων παρασίτου-ξενιστή. Εντυπωσιακή είναι η 

οµοιότητα που δείχνει η κατανοµή της Wolbachia µε κάποια µητρικά mRNA της 

µύγας. Για παράδειγµα, η κατανοµή των wMel βακτηρίων, µοιάζει µε αυτή του oscar 

mRNA, ενώ τα wNo βακτήρια συνεντοπίζονται µε το bicoid mRNA (St Johnston 

2001). Τα συγκεκριµένα µετάγραφα βασίζονται για τη µετακίνησή τους σε 

πρωτεΐνες-κινητήρες, που έχουν σχέση µε µικροσωληνίσκους (Saxton 2001). 

Πρόσφατη µελέτη δε, έδειξε ότι ο ίδιος µηχανισµός είναι υπεύθυνος για τη µεταφορά 

των µητρικών RNA στο ωοκύτταρο και την εναπόθεση αυτών στη ακραία (apical) 

πλευρά του αυγού (Bullock and Ish-Horowicz 2001).  Στο παρελθόν έχει δειχθεί 

καθαρά ότι η Wolbachia, σχετίζεται µε τους αστρικούς µικροσωληνίσκους (Callaini 

et al. 1994, Kose and Karr 1995),  οι οποίοι µαζί µε άλλα κυτταροσκελετικά στοιχεία 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στη διαµερισµατοποίηση και στον εντοπισµό των µητρικών 

µεταγράφων του εµβρύου, που αρχίζει να κυτταροποιείται. Τα διαφορετικά στελέχη 

Wolbachia, θα µπορούσαν να προβάλλουν στην επιφάνεια τους διαφορετικές 

πρωτεΐνες, που έχουν διαφορετική συγγένεια για πρωτεΐνες κινητήρες του 

κυτταροσκελετού. Μια καλή υποψηφιότητα για τέτοιου είδους αλληλεπιδράσεις, 

είναι αυτή της WSP (Wolbachia surface protein) πρωτεΐνης , η οποία εκτός του ότι 

βρίσκεται σε αφθονία στην εξωτερική µεµβράνη του βακτηρίου, υπόκειται σε θετική 

επιλογή στα παράσιτα (Jiggins et al. 2002).  

Εξελικτικές προεκτάσεις. Η θεωρία προτείνει (Turelli 1994) ότι τα επίπεδα της 

ασυµβατότητας (CI levels), η αποτελεσµατικότητα της µητρικής µετάδοσης 

(transmission efficiency) και το κόστος αρµοστικότητας (fitness cost), είναι οι τρεις 

παράγοντες-κλειδιά που καθορίζουν την εξέλιξη των διαφόρων βακτηριακών τύπων, 

που σχετίζονται µε την ασυµβατότητα και µπορεί να συνδέονται µέσω της 

βακτηριακής πυκνότητας. Αν αυτοί οι παράγοντες δεν αλληλεπιδρούν µεταξύ τους, η 

συνεξέλιξη παρασίτου-ξενιστή αναµένεται να οδηγήσει σε χαµηλά επίπεδα 

ασυµβατότητας, χαµηλό κόστος αρµοστικότητας και υψηλή µητρική κληρονόµηση, 

συνεπώς σε χαµηλούς αριθµούς στην αρσενική γαµετική σειρά, υψηλούς αριθµούς 

στη θηλυκή γαµετική σειρά και περιορισµένη ολική πυκνότητα στο σώµα της µύγας.  
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Οι παρατηρήσεις αυτής της µελέτης είναι σύµφωνες µε το συγκεκριµένο 

µοντέλο, αν υποθέσει κανείς ότι η D. yakuba, η D. teissieri και η D. santomea 

αποτελούν τις πιο αρχέγονες µολύνσεις, µια και τα βακτήρια αυτά έχουν τους 

χαµηλότερους συνολικούς αριθµούς, στοχεύουν στη γαµετική σειρά µε τα 

περισσότερα βακτήρια να είναι συγκεντρωµένα στα πολικά κύτταρα, εξασφαλίζοντας 

έτσι τη µετάδοσή τους. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι ενώ ο αριθµός των 

βακτηρίων στα πολικά κύτταρα είναι αρκετός για να πολλαπλασιαστούν 

ικανοποιητικά στις ωοθήκες, δεν είναι αρκετός για τους όρχεις (ή υπάρχει καταστολή 

από τον ξενιστή) και εποµένως δεν προκαλούν ΚΑ. Τα βακτήρια wMel επίσης 

παρουσιάζουν τις ίδιες ιδιότητες στο φυσικό τους ξενιστή D.melanogaster, ενώ όταν 

µεταφέρθηκαν στη D. simulans, προκάλεσαν ΚΑ, µια και αυξήθηκαν οι συνολικοί 

αριθµοί και τα βακτήρια πολλαπλασιάστηκαν επιτυχώς και στους όρχεις.  Η µόλυνση 

της D. simulans Coffs Harbour µε τα βακτήρια wCof φαίνεται να αποτελεί µία 

ιδιαίτερη περίπτωση, µια και από τον αριθµό των βακτηρίων στα πολικά κύτταρα θα 

περίµενε κανείς να µη µολύνουν ικανοποιητικά τις σπερµατοκύστεις. Αυτό ίσως να 

οφείλεται στο γεγονός, ότι τα βακτήρια αυτά έχασαν την ικανότητα να προκαλούν 

ΚΑ, σε κάποια φάση της εξέλιξή τους, πριν ολοκληρωθούν οι διαδικασίες 

καταστολής του πολλαπλασιασµού του βακτηρίου από τον ξενιστή και στόχευσης 

στα πολικά κύτταρα στη συνέχεια από το βακτήριο. Η µόλυνση µε wRi βακτήρια 

φαίνεται να είναι πρόσφατη σχετικά, µια και παρουσιάζει υψηλό ρυθµό 

πολλαπλασιασµού, υψηλά επίπεδα ΚΑ και ατελή µητρική κληρονόµηση, στη φύση 

τουλάχιστο (Turelli 1995). Ένα πιθανό σενάριο, θα µπορούσε να είναι το εξής: ένα 

βακτήριο, που έχει την ικανότητα να επάγει ασυµβατότητα εισβάλει σε ένα ξενιστή. 

Ο ξενιστής στη συνέχεια αναπτύσσει µηχανισµούς καταστολής του βακτηριακού 

πολλαπλασιασµού και τέλος το βακτήριο για να επιβιώσει, στοχεύει στη γαµετική 

σειρά. Αν σε κάποια στιγµή το βακτήριο χάσει (ή δεν έχει) την ικανότητα να 

προκαλεί ΚΑ, υπόκειται σε διαφορετικές εξελικτικές πιέσεις και η τύχη του είναι 

διαφορετική.  

Η εκπληκτική διαπίστωση της συγκέντρωσης των βακτηρίων στον εµπρόσθιο 

πόλο του αυγού, χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση. Η συγκέντρωσή τους στο 

αναπτυσσόµενο κεφάλι του εµβρύου, υπονοεί την συναρπαστική πιθανότητα 

εµπλοκής της Wolbachia στη συµπεριφορά της µύγας (Sokolowski 2001). Πρόσφατη 

µελέτη έδειξε ότι οι µικροσωληνίσκοι του κυτταροσκελετού κατά τη διάρκεια της 

εµβρυογένεσης της  ∆ροσόφιλας σχετίζονται µε έναν φαινότυπο, που έχει να κάνει µε 
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τη συµπεριφορά της προνύµφης (Dettman et al. 2001), γεγονός που κάνει αυτή την 

υπόθεση ελκυστική στο να ελεγχθεί. Αποµένει να αποδειχθεί αν αυτά τα βακτήρια 

είναι ωφέλιµα για τους ξενιστές τους, έχοντας αναπτύξει µια αµοιβαία συµβιωτική 

σχέση, ή αν αυτές οι µολύνσεις είναι προσωρινές λόγω της ατελούς µετάδοσής τους, 

της απουσίας ασυµβατότητας και ίσως και κάποιου σχετικού κόστους 

αρµοστικότητας. Τα πειράµατα ανοσοφθορισµού των αυγών έδειξαν σχεδόν τέλεια 

µητρική κληρονόµηση για όλα τα στελέχη, που εξετάστηκαν σε αυτή τη µελέτη 

(>99%). Παρόλα αυτά, δεδοµένα του εργαστηρίου υποστηρίζουν τη δεύτερη 

υπόθεση, µια και αυτές οι µολύνσεις χάνονται συχνά από τα stocks των στελεχών και 

χρειάζεται επιλογή για να κρατηθούν (τα πειράµατα ανοσοφθορισµού γίνονταν σε 

µύγες που προέρχονταν από επιλεγµένες για τη µόλυνση σειρές). 
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6 Wolbachia και κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα: µοντέλα και 

δεδοµένα 

 
Στο έκτο και τελευταίο κεφάλαιο της διατριβής αυτής γίνεται µία γενική επισκόπηση του φαινοµένου 

της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας. Τα δεδοµένα της παρούσας µελέτης εξετάζονται κάτω από 

το πρίσµα των θεωρητικών µοντέλων, που έχουν προταθεί για να εξηγήσουν το µηχανισµό αυτής, 

καθώς και τη συν-εξέλιξη ξενιστή-παρασίτου. Τέλος, συζητούνται ενδιαφέροντα ερωτήµατα, που 

µένουν αναπάντητα και πιθανές κατευθύνσεις για τη λύση τους.  

 

Θεωρητικά. Η Wolbachia είναι ένα υποχρεωτικά ενδοκυττάριο βακτήριο, που τις 

περισσότερες φορές προκαλεί στα αρθρόποδα ένα είδος αναπαραγωγικής 

αποµόνωσης, την κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα (ανασκόπηση στα Charlat et al. 

2002, Stouthamer et al. 1999). Στην πιο απλή της µορφή είναι η εµβρυϊκή 

θνησιµότητα, που  προκαλείται από τη διασταύρωση ενός µολυσµένου αρσενικού µε 

ένα µη µολυσµένο θηλυκό. Αντίθετα, τα µολυσµένα θηλυκά παράγουν βιώσιµους 

απογόνους µε όποιο αρσενικό και αν διασταυρωθούν. Συνεπώς, οι µολυσµένες 

θηλυκές µύγες παράγουν κατά µέσο όρο περισσότερους απογόνους. Αυτό έχει ως 

αποτέλεσµα τη ραγδαία εξάπλωση του βακτηρίου σε έναν πληθυσµό, µια και αυτό 

κληρονοµείται µητρικά.  

 O µηχανισµός µε τον οποίο η Wolbachia προκαλεί κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα παραµένει ακόµα άγνωστος. Κατά γενική οµολογία, τα βακτήρια µε 

κάποιο τρόπο τροποποιούν το σπέρµα και αν αυτή τροποποίηση δεν εξουδετερωθεί 

από τα αντίστοιχα βακτήρια του αυγού, το έµβρυο αποβάλλεται. Η αποβολή αυτή 

συµβαίνει λόγω της µη σωστής συµπεριφοράς των πατρικών χρωµοσωµάτων στην 

πρώτη µιτωτική διαίρεση µετά τη γονιµοποίηση (Callaini et al. 1997, Lassy and Karr 

1996, Tram and Sullivan 2002). Το πιο πιθανό είναι ότι η τροποποίηση λαµβάνει 

χώρα κατά τη διάρκεια της σπερµατογένεσης, µια και το ώριµο σπέρµα είναι 

απαλλαγµένο από τα βακτήρια. Αυτές οι ιδέες σχηµατοποιήθηκαν και 

παρουσιάστηκαν πρώτη φορά από το Werren (1997), ως το µοντέλο τροποποίησης-

διάσωσης (modification-rescue), το οποίο περιλαµβάνει δύο λειτουργίες: τη 

λειτουργία mod που δρα στο σπέρµα και τη λειτουργία resc, η οποία συµβαίνει στο 

αυγό και αποκαθιστά τη σωστή συµπεριφορά των χρωµοσωµάτων και κατ’ επέκταση 
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την ανάπτυξη του εµβρύου. Με βάση αυτό το µοντέλο και γενετικά δεδοµένα τα 

βακτηριακά στελέχη που έχουν βρεθεί µέχρι σήµερα έχουν καταταχθεί σε τρεις 

κατηγορίες: mod+resc+, που είναι και τα περισσότερα, mod-resc- (Giordano et al. 

1995, Hoffmann et al. 1996) και mod-resc+ (Bourtzis et al. 1998, Mercot and Poinsot 

1998). Τα στελέχη mod+resc_ παρόλο που έχουν προβλεφθεί θεωρητικά, δεν έχουν 

βρεθεί µέχρι σήµερα στη φύση (Charlat et al. 2001). Το µοντέλο αυτό είναι χρήσιµο 

ως σύλληψη για τη µελέτη του φαινοµένου, δεν προσφέρει όµως επιπλέον 

πληροφορίες για το µηχανισµό της ασυµβατότητας. Τρία µοντέλα έχουν περιγραφεί 

για αυτό το σκοπό µέχρι σήµερα, τα οποία πηγάζουν από εµπειρικά δεδοµένα και 

περιγράφονται στο Poinsot et al. (2003). Το πρώτο από αυτά αναφέρεται ως µοντέλο 

κλειδιού-κλειδαριάς (lock and key), σύµφωνα µε το οποίο τα βακτήρια παράγουν ένα 

µόριο και «κλειδώνουν» κάποιο συστατικό του πυρήνα του σπέρµατος, το οποίο θα 

πρέπει να «ανοιχθεί» από το αντίστοιχο κλειδί που φέρουν τα βακτήρια στο αυγό 

(Breeuwer 1990, Werren 1997). Το δεύτερο από αυτά αναφέρεται ως µοντέλο του 

νεροχύτη (sink model) και σύµφωνα µε αυτό η Wolbachia αποµακρύνει κάποιο 

συστατικό του σπέρµατος καθώς αυτό ωριµάζει, το οποίο του το επιστρέφουν τα 

βακτήρια που υπάρχουν στο αυγό (Kose and Karr 1995). Τέλος, σύµφωνα µε το 

µοντέλο αργής κίνησης (slow motion) η Wolbachia παράγει έναν παράγοντα κατά τη 

διάρκεια της σπερµατογένεσης, ο οποίος έχει ως αποτέλεσµα την καθυστερηµένη 

είσοδο των πατρικών χρωµοσωµάτων στην πρώτη µιτωτική διαίρεση µετά τη 

γονιµοποίηση, το µη συγχρονισµό µε τα µητρικά και την αποβολή των εµβρύων, σε 

µία ασύµβατη διασταύρωση. Στην περίπτωση που τα αντίστοιχα βακτήρια υπάρχουν 

στο αυγό, τα µητρικά χρωµοσώµατα είναι εξίσου καθυστερηµένα λόγω της δράσης 

του ίδιου παράγοντα, οπότε συγχρονίζονται µε τα πατρικά και η ανάπτυξη προχωρά 

κανονικά (Callaini et al. 1997, Tram and Sullivan 2002). Βάσει πειραµατικών 

δεδοµένων, συµπεριλαµβανοµένης και αυτής της διατριβής δεν µπορεί να απορριφθεί 

κανένα από αυτά. Αναλυτικότερα, τα δεδοµένα που υπάρχουν µέχρι στιγµής είναι τα 

εξής: τα µολυσµένα αυγά είτε µε ένα είτε µε παραπάνω στελέχη είναι απολύτως 

συµβατά µε το σπέρµα από τα µη µολυσµένα αρσενικά, γεγονός που υποδεικνύει ότι 

τα βακτήρια στο αυγό δε βλάπτουν το «κανονικό» σπέρµα.  Η τροποποίηση και η 

διάσωση συµβαίνουν µε ειδικό τρόπο, δηλαδή ένα στέλεχος είναι απολύτως συµβατό 

µόνο µε τον εαυτό του (µερικές εξαιρέσεις συζητούνται παρακάτω). Αυτό είναι 

κυρίως εµφανές στην περίπτωση της αµφίδροµης (bi-directional) ασυµβατότητας, 

όπου ένα µολυσµένο αρσενικό µε ένα συγκεκριµένο στέλεχος, είναι ασύµβατο µε ένα 

 



Μοντέλα και δεδοµένα 109 

θηλυκό µολυσµένο µε διαφορετικό στέλεχος (O'Neill and Karr 1990). Μολαταύτα, 

δύο διαφορετικά στελέχη µπορούν να είναι µερικώς συµβατά, όπως για παράδειγµα 

το wMel µε το wRi. Αναλυτικότερα έχει βρεθεί ότι διαµολυσµένα D. simulans 

θηλυκά µε wMel, σώζουν µερικώς την ασυµβατότητα µολυσµένων αρσενικών µε το 

στέλεχος wRi, ενώ θηλυκά D. simulans µολυσµένα µε wRi σώζουν πλήρως την 

ασυµβατότητα των µολυσµένων αρσενικών µε wMel (Poinsot et al. 1998), παρόλο 

που τα δύο στελέχη απέχουν µεταξύ τους φυλογενετικά (Zhou et al. 1998). Σπέρµα 

από µολυσµένα αρσενικά  µε δύο ή τρία στελέχη είναι συµβατά µόνο µε θηλυκά που 

είναι µολυσµένα µε τα αντίστοιχα στελέχη. Κατά συνέπεια µολυσµένα θηλυκά µε 

τρία στελέχη για παράδειγµα, είναι συµβατά µε όλα τα αρσενικά του πληθυσµού 

(µολυσµένα µε κανένα, ένα, δύο ή και τα τρία στελέχη ταυτόχρονα) (Mercot et al. 

1995, Perrot-Minnot et al. 1996, Rousset et al. 1999, Sinkins et al. 1995b). Τέλος, 

φαίνεται ότι οι λειτουργίες mod και resc είναι ανεξάρτητες, µια και έχουν περιγραφεί 

στελέχη mod-resc+, τα οποία παρόλο που δεν επάγουν ασυµβατότητα, σώζουν την 

ασυµβατότητα, η οποία επάγεται από συγγενικά τους, µε βάση το wsp γονίδιο, 

στελέχη (Bourtzis et al. 1998, Mercot and Poinsot 1998). Τα δεδοµένα αυτά ωστόσο 

θα µπορούσαν να εξηγηθούν διαφορετικά (βλ. παρακάτω). Το µοντέλο κλειδιού-

κλειδαριάς προβλέπει την ύπαρξη δύο ανεξάρτητων µοριακών µηχανισµών για τις 

λειτουργίες mod και resc. Κατ’ επέκταση, είναι υπεύθυνα για αυτές διαφορετικά 

βακτηριακά γονίδια. Αντίθετα, τα µοντέλα του νεροχύτη και της αργής κίνησης 

υποστηρίζουν ότι ο ίδιος βακτηριακός παράγοντας θα µπορούσε να είναι υπεύθυνος 

και για τις δύο λειτουργίες. Ο παράγοντας (-ες) αυτός µπορεί να έχει διαφορετική 

δοµή για κάθε στέλεχος, έχοντας ως αποτέλεσµα την ειδικότητα στην αλληλεπίδραση 

των λειτουργιών mod και resc και την αµφίδροµη ασυµβατότητα. Αν όντως τα 

στελέχη mod+resc- υπάρχουν, τότε το ποιο φειδωλό µοντέλο είναι αυτό του κλειδιού-

κλειδαριάς, αφού για τα άλλα δύο πρέπει να γίνει µία επιπλέον παραδοχή, αυτή της 

φυλο-ειδικής έκφρασης του παράγοντα (ων). 

 Τα τρία µοντέλα, εκτός από την ποιοτική ειδικότητα (διαφορετική δοµή του 

παράγοντα) ανάµεσα στα διαφορετικά στελέχη, υπονοούν και ποσοτικές διαφορές 

στο µόριο(α) που είναι υπεύθυνο για τις λειτουργίες mod-resc. Πράγµατι, η έκφραση 

της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας, έχει δειχθεί αρκετές φορές στο παρελθόν 

να επηρεάζεται από τους αριθµούς των βακτηρίων (Binnington 1989, Bourtzis et al. 

1996, Boyle et al. 1993, Breeuwer 1993, Bressac 1993, Clark et al. 2002, Giordano et 

al. 1995, Hoffmann 1986, McGraw et al. 2002, Noda et al. 2001, Poinsot et al. 1998, 
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Sinkins et al. 1995a, Solignac 1994), έχοντας θετική συσχέτιση. Σε µερικές 

περιπτώσεις όµως, υπήρχαν εξαιρέσεις: η D. simulans Coffs Harbor στην οποία δεν 

παρατηρείται ασυµβατότητα, δεν έχει λιγότερα βακτήρια από στελέχη της D. 

melanogaster (Hoffmann et al. 1996), στα οποία κάποιες φορές τα επίπεδα 

ασυµβατότητας είναι ανιχνεύσιµα. Επίσης, το διαµολυσµένο στέλεχος DSW(Ma), 

παρόλο που δεν εκφράζει ασυµβατότητα, δεν έχει λιγότερα βακτήρια από άλλα 

στελέχη στα οποία παρατηρούνται υψηλά επίπεδα (Giordano et al. 1995). 

 Στο σηµείο αυτό αξίζει να αναφερθεί το γενικότερο πρόβληµα, που υπάρχει 

στον καθορισµό των στελεχών. Μέχρι σήµερα ένα βακτηριακό στέλεχος θα 

«βαπτισθεί» µε όνοµα wHost και θα αντιµετωπίζεται ως διαφορετικό από τα 

υπόλοιπα, αν έχει διαφορές στην αλληλουχία του 16S rDNA ή του wsp γονιδίου ή αν 

εκφράζει διαφορετικά επίπεδα ασυµβατότητας. Τα επίπεδα ασυµβατότητας όµως 

εµπλέκουν τον κίνδυνο να είναι διαφορετικά, όχι λόγω του ίδιου του βακτηριακού 

στελέχους, αλλά του γενετικού υπόβαθρου του ξενιστή (Boyle et al. 1993, Poinsot et 

al. 1998) ή περιβαλλοντικών παραγόντων, όπως η θερµοκρασία (Hoffmann 1986), το 

περιβάλλον που µεγαλώνουν οι προνύµφες (συνθήκες υπερπληθυσµού) (Sinkins et al. 

1995b), η ηλικία (Reynolds and Hoffmann 2002) και η προ-συζευκτική ιστορία (Karr 

et al. 1998) του αρσενικού, τα οποία έχουν δειχθεί να επηρεάζουν τα επίπεδα 

ασυµβατότητας µέσω του βακτηριακού φορτίου. Επιπλέον τα πειράµατα µέτρησης 

ασυµβατότητας (CI assays) σε κάθε εργαστήριο διαφέρουν και δεν είναι αυστηρά 

στον έλεγχο περιβαλλοντικών παραγόντων, όπως η ηλικία του αρσενικού και η 

θερµοκρασία, µε αποτέλεσµα πολλές φορές διαφορές στα επίπεδα της 

ασυµβατότητας να είναι απλά τεχνητά προϊόντα των µεθοδολογιών (Weeks et al. 

2002).   

Συζήτηση των δεδοµένων. Τα στελέχη που εξετάστηκαν στην παρούσα µελέτη είναι 

τα εξής: από την Α οµάδα, το wMel σε τέσσερα διαφορετικά γενετικά υπόβαθρα 

ξενιστή (δύο είδη), το wCof (ή wAu, όπως αναφέρεται σε µερικές µελέτες), τρία 

wCof-like στελέχη σε τρία διαφορετικά είδη ξενιστή αντίστοιχα, το wRi σε τέσσερα 

διαφορετικά είδη ξενιστή και τρία βακτηριακά στελέχη από τη Β οµάδα (wNo, wMa, 

wKi) σε δύο είδη ξενιστή. Πρέπει να αναφερθεί το γεγονός ότι τα στελέχη wMel και 

wCof έχουν την ίδια αλληλουχία 16S rDNA (James and Ballard 2000) και 5 

νουκλεοτίδια διαφορά στο wsp γονίδιο (Zhou et al. 1998), ενώ το wRi είναι 

διαφορετικό από αυτά  κατά 9,7% (Poinsot et al. 1998). Τα υπόλοιπα 3 στελέχη τα 

οποία ανήκουν στην οµάδα Β έχουν και τα τρία την ίδια αλληλουχία wsp. Η 
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αλληλουχία του 16S rDNA του wNo διαφέρει κατά ένα νουκλεοτίδιο από τα άλλα 

δύο (James et al. 2002). Με βάση τη λεπτοµερή ανάλυση πυκνότητας και κατανοµής 

των βακτηρίων στα γαµετικά κύτταρα των ξενιστών βγαίνουν διάφορα ενδιαφέροντα 

συµπεράσµατα για την ταυτοποίηση των στελεχών και κατ’ επέκταση το µηχανισµό 

της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας.  

 Όσον αφορά στα wMel στελέχη, βάσει προηγούµενων εργασιών το wMelyw 

στέλεχος θεωρούνταν mod+resc+ µια και επάγει χαµηλά επίπεδα ασυµβατότητας 

(Bourtzis et al. 1996). Το wMelCS στέλεχος θεωρούνταν mod-resc+, µια και δεν 

επάγει ανιχνεύσιµα επίπεδα ασυµβατότητας, αλλά σώζει την ασυµβατότητα που 

προκαλεί το wMelyw (Bourtzis et al. 1998). To wMel popcorn στέλεχος αποτελεί µία 

ιδιαίτερη περίπτωση, µια και δεν προκαλεί ασυµβατότητα, αλλά κάτω από 

συγκεκριµένες συνθήκες πολλαπλασιάζεται ανεξέλεγκτα στο νευρικό σύστηµα της 

ενήλικης µύγας και τη σκοτώνει στο µισό περίπου του χρόνου ζωής της (Min and 

Benzer 1997). Παρόλα αυτά, όταν µεταφέρθηκε µε κυτταροπλασµατικές ενέσεις στη 

D. simulans προκάλεσε υψηλά επίπεδα ασυµβατότητας (McGraw et al. 2001), όπως 

και το wMel (Poinsot et al. 1998). Επίσης, έχει δειχθεί ότι το στέλεχος wMelCS 

επάγει χαµηλά επίπεδα ασυµβατότητας, όταν τα αρσενικά που διασταυρώνονται είναι 

πολύ νεαρά (Reynolds and Hoffmann 2002). Στην παρούσα διατριβή, τα τρία αυτά 

στελέχη στο φυσικό τους ξενιστή D. melanogaster παρουσιάζουν την ίδια 

συµπεριφορά όσον αφορά στον αριθµό και στην κατανοµή των βακτηρίων στα αυγά 

και στους όρχεις (οπίσθια κατανοµή και χαµηλά επίπεδα µόλυνσης στα αυγά και 

στους όρχεις). Επιπλέον το wMel στέλεχος, το οποίο µεταφέρθηκε µε 

κυτταροπλασµατικές ενέσεις στη D. simulans, παρουσιάζει την ίδια κατανοµή, αλλά 

οι αριθµοί είναι αισθητά ανεβασµένοι. Βάσει των παραπάνω, όλα τα wMel στελέχη, 

θα µπορούσαν να θεωρηθούν mod+resc+. Οι διαφορές που παρατηρούνται στην 

ασυµβατότητα θα µπορούσαν να αποδοθούν σε διαφορές στον πολλαπλασιασµό του 

βακτηρίου, λόγω του γενετικού υπόβαθρου του ξενιστή.   

 Το wCof είναι ένα αρκετά αινιγµατικό στέλεχος, µια και δεν ήταν σίγουρο στο 

παρελθόν για το αν πρόκειται για διαφορετικό στέλεχος από αυτά της D. 

melanogaster (wMel).  Μέχρι σήµερα θεωρείται mod-resc- στέλεχος, µια και ούτε 

προκαλεί, ούτε σώζει την ασυµβατότητα άλλων στελεχών, όπως το wRi (James and 

Ballard 2000). Στην µελέτη αυτή επιβεβαιώνεται η mod- φύση του βακτηρίου, µια και 

δεν προκαλεί ασυµβατότητα, ενώ µολύνει σε σχετικά υψηλά επίπεδα αυγά και 

σπερµατοκύστεις. Ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα τρία υπόλοιπα στελέχη, που έχουν 
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σχεδόν την ίδια wsp αλληλουχία µε το wCof και µολύνουν τις D. yakuba, D. teissieri 

και D. santomea αντίστοιχα. Τα στελέχη αυτά παρουσιάζουν χαµηλά επίπεδα 

µόλυνσης, τόσο στα αυγά, όσο και στους όρχεις και δεν προκαλούν ασυµβατότητα. 

Αναµένεται η µεταφορά τους µε κυτταροπλασµατικές ενέσεις σε έναν ξενιστή που 

επιτρέπει τον πολλαπλασιασµό τους για να διαπιστωθεί η mod φύση τους. Πρόσφατα 

δεδοµένα δείχνουν ότι τα στελέχη αυτά έχουν την ικανότητα να σώζουν την 

ασυµβατότητα που προκαλείται από το wRi στους αντίστοιχους διαµολυσµένους 

ξενιστές, είναι δηλαδή resc+ (Zabalou et al. submitted). H ισχυρή καταστολή του 

πολλαπλασιασµού των βακτηρίων στους όρχεις των ξενιστών και η υψηλή 

συγκέντρωση τους στα πολικά κύτταρα υποθέτει τη mod+ φύση τους, σε αντίθεση µε 

το wCof στέλεχος.  

 To wRi αποτελεί το στέλεχος αναφοράς λόγω των υψηλών επιπέδων 

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας, που προκαλεί στον ξενιστή του. Το στέλεχος 

αυτό µεταφέρθηκε στο παρελθόν µε κυτταροπλασµατικές ενέσεις στη D. 

melanogaster, όπου τα επίπεδα ασυµβατότητας µειώθηκαν αισθητά, ίσως λόγω 

καταστολής του πολλαπλασιασµού, αλλά αυξήθηκαν σηµαντικά στη συνέχεια µε 

επιλογή σε κάθε γενιά (Boyle et al. 1993). Αντίθετα η µεταφορά του στους ξενιστές 

D. yakuba, D. teissieri και D. santomea,  µε κυτταροπλασµατικές ενέσεις προκάλεσε 

από την αρχή υψηλά επίπεδα ασυµβατότητας. Στην παρούσα µελέτη δείχθηκε ότι το 

συγκεκριµένο στέλεχος µολύνει τους παραπάνω ξενιστές µε τα υψηλότερα επίπεδα, 

τόσο στα αυγά όσο και τους όρχεις. Θα ήταν ενδιαφέρον να αποδειχθεί η σχέση του 

στελέχους αυτού µε τα wMel και τα wCof-like βακτήρια, αν πρόκειται δηλαδή για το 

ίδιο ή διαφορετικά στελέχη, όσον αφορά στο γονίδιο(α) που προκαλεί ασυµβατότητα, 

παρόλο που τα wsp γονίδια τους απέχουν µεταξύ τους. Σε αυτήν την περίπτωση οι 

διαφορές που παρατηρούνται στα επίπεδα ασυµβατότητας θα µπορούσαν να 

οφείλονται στο βακτηριακό φορτίο των όρχεων, το οποίο ελέγχεται µεταξύ άλλων και 

από τον ξενιστή.  

Το ξεδιάλυµα των σχέσεων των στελεχών της Β-οµάδας χρειάζεται αρκετή 

µελέτη ακόµα. Το στέλεχος wNo έχει αποµονωθεί στο εργαστήριο (Mercot et al. 

1995) από στοχαστικό χάσιµο διπλών µολύνσεων µε το wHa D. simulans µυγών και 

στη φύση (James et al. 2002). Τα επίπεδα ασυµβατότητας που προκαλεί είναι αρκετά 

ποικίλα και κυµαίνονται από πολύ χαµηλά (5.5%-15.2%) (James et al. 2002) έως 

ενδιάµεσα (48,7%) (Mercot 1995). Το γεγονός αυτό µπορεί να οφείλεται σε διαφορές 

του γενετικού υπόβαθρου των ξενιστών ή στο ότι το συγκεκριµένο στέλεχος 
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προκαλεί ποικίλα επίπεδα ασυµβατότητας. Πράγµατι, στην παρούσα µελέτη 

παρατηρήθηκε αρκετή ποικιλοµορφία στα επίπεδα µόλυνσης των σπερµατοκύστεων. 

Το wMa αποµονώθηκε αρχικά από D. mauritiana µύγες και στη συνέχεια 

µεταφέρθηκε µε κυτταροπλασµατικές ενέσεις σε D. simulans. Και στις δύο 

περιπτώσεις δεν εξέφρασε ανιχνεύσιµα επίπεδα ασυµβατότητας (Giordano et al. 

1995). Από την άλλη πλευρά φυσικά µολυσµένες µύγες D. simulans από τη 

Μαδαγασκάρη µολυσµένες µε το στέλεχος wMa, προκαλούν από µη ανιχνεύσιµα έως 

ενδιάµεσα επίπεδα ασυµβατότητας (James and Ballard 2000). Τέλος το στέλεχος wKi 

από D. simulans µύγες αποµονώθηκε από φυσικούς πληθυσµούς στο όρος 

Κιλιµάντζαρο και θεωρήθηκε ως mod-resc+, µια και δεν προκαλεί ανιχνεύσιµα 

επίπεδα ασυµβατότητας αλλά διασώζει την ασυµβατότητα που προκαλεί το στέλεχος 

wNo (Mercot and Poinsot 1998), όπως και το διαµολυσµένο DSW(Ma) (Bourtzis et 

al. 1998). Το αν τα στελέχη αυτά αποτελούν το ίδιο ή διαφορετικά στελέχη υπήρξε 

αντικείµενο έντονης συζήτησης στο παρελθόν (Mercot and Poinsot 1998, James and 

Ballard  2000, James et al. 2002, Charlat et al. 2003, Poinsot et al. 2003). Τα 

πειραµατικά δεδοµένα αυτής της διατριβής υποστηρίζουν τη mod-(resc-) φύση του 

στελέχους που αποµονώθηκε από φυσικούς πληθυσµούς της D. mauritiana. 

Επιπλέον, η διάσωση της ασυµβατότητας των αρσενικών wΝο από τα διαµολυσµένα 

DSW(Ma) θηλυκά, µπορεί να οφείλεται στην ετερογένεια των αρσενικών, δηλαδή 

στη µη επαγωγή ασυµβατότητας. Τo στέλεχος wKi θα µπορούσε επίσης να ανήκει 

στην ίδια κατηγορία µε τα wNo και wMa (από τη Μαδαγασκάρη) (James et al. 2002) 

(mod+resc+) και να είναι ετερογενές ως προς την έκφραση της ασυµβατότητας. Τα 

παραπάνω θα µπορούσαν να ελεγχθούν µε τις κατάλληλες κυτταροπλασµατικές 

µεταφορές των εν λόγω στελεχών σε ξενιστές, που θα επιτρέψουν τον επαρκή 

πολλαπλασιασµό τους.  

Συµπερασµατικά, όσον αφορά στο µηχανισµό της ασυµβατότητας, τα αποτελέσµατα 

της διατριβής αυτής υποστηρίζουν τη mod+resc+ φύση των στελεχών wMel και wRi. 

Αποδέχονται ως mod-resc- το βακτηριακό στέλεχος D. simulans Coffs Harbor και ως 

mod- (resc-) το στέλεχος wMa της D. mauritiana. Θεωρούν ετερογενές ως προς την 

έκφραση της ασυµβατότητας το στέλεχος wNo. Αναµένουν µε αγωνία τη µεταφορά 

των wCof-like και του wKi σε ξενιστές που θα επιτρέψουν τον επαρκή 

πολλαπλασιασµό τους για την ασφαλή κατάταξή τους σε mod+resc+ ή mod-resc+. 

Τολµούν δε, να προβλέψουν όσον αφορά στο µηχανισµό της ασυµβατότητας την 

ουσιαστική ύπαρξη δύο στελεχών (mod+resc+), ενός από την Α οµάδα (wMel, wCof-
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like, wRi) και ενός από τη Β οµάδα (wNo, και ίσως wMa, wKi στη D. simulans) τα 

οποία είναι αµφίδροµα ασύµβατα µεταξύ τους (Mercot 1995, Poinsot 1998) και των 

µεταλλαγών τους (mod-resc-), που προκαλούν χάσιµο της λειτουργίας του παράγοντα 

mod-resc (loss of function mutants), τα στελέχη που µολύνουν τη D. simulans Coffs 

Harbor και τη D. Mauritiana, αντίστοιχα. Οι επιµέρους διαφορές που παρατηρούνται 

στα επίπεδα ασυµβατότητας οφείλονται πιθανά σε διαφορές στο βακτηριακό φορτίο, 

που ρυθµίζονται συν τοις άλλοις από τον ξενιστή.     

Πώς όµως συν-εξελίσσονται οι διαφορετικοί τύποι Wolbachia και οι ξενιστές 

τους; Θεωρητικά και εµπειρικά δεδοµένα (Caspari 1959, Fine 1978, Hoffmann 1997, 

Turelli and Hoffmann 1995) έχουν δείξει ότι η εξάπλωση της Wolbachia καθώς και η 

παραµονή της µετά την εισβολή σε µη µολυσµένους πληθυσµούς, µπορεί να γίνουν 

ποιο κατανοητές αν λάβει κανείς υπόψη του, τρεις παράγοντες: i) τα επίπεδα της 

ασυµβατότητας (το ποσοστό των αυγών, που δεν εκκολάπτονται) (CI levels) ii) τα 

ποσοστά µητρικής κληρονόµησης του βακτηρίου (transmission efficiency) και iii) αν 

υπάρχουν τυχόν θετικές ή αρνητικές επιπτώσεις της µόλυνσης στη γενική φυσική 

κατάσταση του ξενιστή (fitness effect). Βασικά, υψηλά επίπεδα ασυµβατότητας, 

υψηλή µητρική µετάδοση και χαµηλό κόστος αρµοστικότητας αναµένεται να 

οδηγήσουν σε επιτυχή διατήρηση του βακτηρίου σε ένα πληθυσµό. Ο Turelli (1994) 

προσπάθησε να αναλύσει τις εξελικτικές πιέσεις που δέχονται τόσο ο ξενιστής όσο 

και το βακτήριο σε σχέση µε αυτές τις παραµέτρους. Συµπέρανε ότι οι παράγοντες 

του ξενιστή και του βακτηρίου, επιλέγονται όταν αυξάνουν τη µητρική µετάδοση του 

βακτηρίου και µειώνουν το κόστος του ξενιστή. Οι προβλέψεις όσον αφορούν στα 

επίπεδα της ασυµβατότητας είναι πιο περίπλοκες. Εάν η µόλυνση δεν έχει 

εγκαθιδρυθεί, αναµένεται να αναπτυχθούν παράγοντες του ξενιστή που µειώνουν τα 

επίπεδα της ασυµβατότητας, διότι η ασυµβατότητα µειώνει το συνολικό αριθµό των 

αυγών που εκκολάπτονται. Από την οπτική γωνία του βακτηρίου, τα επίπεδα 

ασυµβατότητας είναι ουδέτερα. Αυτό ενώ φαίνεται ενστικτωδώς λάθος, έχει λογική 

αν σκεφτεί κανείς  ότι η ασυµβατότητα εκφράζεται από βακτηριακούς παράγοντες 

µόνο στα αρσενικά. Οπότε οποιαδήποτε αυξοµείωση στα επίπεδα είναι ουδέτερη, µια 

και το βακτήριο µεταδίδεται µόνο από τα θηλυκά (Prout 1994). Έτσι, υποτέθηκε ότι 

µια µακροχρόνια σχέση µεταξύ της Wolbachia και του ξενιστή της θα οδηγούσε σε 

µειωµένα επίπεδα ασυµβατότητας, ειδικά αν αυτά συνδέονται µε την πυκνότητα των 

βακτηρίων και έχουν κάποιο φυσιολογικό κόστος (Turelli 1994). Τέτοια στελέχη 

βρέθηκαν τελικά σε φυσικούς πληθυσµούς (Giordano et al. 1995, Hoffmann et al. 
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1996), τα οποία δεν εκφράζουν ασυµβατότητα. Θεωρητικά µοντέλα προβλέπουν το 

χάσιµο τέτοιων µολύνσεων, εάν η µητρική τους µετάδοση δεν είναι τέλεια ή εάν τα 

βακτήρια δεν βελτιώνουν έστω και λίγο τη φυσική κατάσταση του ξενιστή 

(Hoffmann et al. 1996). Τέλος, ο Turelli (1994) πρότεινε για πρώτη φορά τη σύνδεση 

των τριών παραπάνω παραγόντων µε τη βακτηριακή πυκνότητα: η επιλογή στα 

επίπεδα ασυµβατότητας και η αποτελεσµατικότητα της µητρικής µετάδοσης ευνοούν 

την αύξηση των αριθµών, ενώ το φυσικό κόστος µάλλον ευνοεί τη µείωση (εάν 

φυσικά τα βακτήρια δεν προσφέρουν κάποιο όφελος στους ξενιστές τους, Andersson 

and Kurland 1999). Είναι λογικό να υποθέσει κανείς ότι τα επίπεδα ασυµβατότητας 

είναι συνδεδεµένα µε την αρσενική γαµετική σειρά,  η µητρική µετάδοση µε τη 

θηλυκή και η φυσική κατάσταση µε τους συνολικούς αριθµούς (Charlat et al. 2002).    

 Τα δεδοµένα της παρούσας διατριβής συµφωνούν µε τα παραπάνω θεωρητικά 

µοντέλα. Αναλυτικότερα, θεωρούν ως αρχαιότερη µόλυνση αυτή των D. yakuba, D. 

teissieri και D. santomea, γιατί τα στελέχη αυτά έχουν το χαµηλότερο αριθµό 

βακτηρίων, µε τα περισσότερα από αυτά συγκεντρωµένα στα πολικά κύτταρα και δεν 

εκφράζουν ασυµβατότητα, λόγω της απουσίας µολυσµένων σπερµατοκύστεων. 

Επίσης παρουσιάζουν τέλεια µητρική κληρονόµηση (Charlat in prep, παρούσα 

µελέτη), γεγονός που δείχνει ότι ο αριθµός των βακτηρίων που υπάρχουν στα πολικά 

κύτταρα είναι αρκετός για να µολύνει επαρκώς όλα τα ωοκύτταρα, ενώ στους όρχεις 

πιθανά να υπάρχει καταστολή του πολλαπλασιασµού από τον ξενιστή. Επίσης αρκετά 

αρχέγονη παρουσιάζεται και η µόλυνση της D. melanogaster. Η µετάδοση της είναι 

τέλεια στο εργαστήριο (παρούσα µελέτη) και όχι τελείως πιστή στο πεδίο (Hoffmann 

et al. 1998). Επιπρόσθετα, είναι αποδεδειγµένο ότι τα συγκεκριµένα στελέχη δεν 

έχουν χάσει την ικανότητα να προκαλούν ασυµβατότητα. Όσον αφορά τη µόλυνση 

της D. simulans Coffs Harbor ίσως είναι η αρχαιότερη της D. simulans. Πιο 

συγκεκριµένα, το στέλεχος αυτό µάλλον έχασε την ικανότητα να προκαλεί 

ασυµβατότητα, πριν ολοκληρωθούν οι διαδικασίες της καταστολής του 

πολλαπλασιασµού του βακτηρίου από τον ξενιστή και της υψηλής συγκέντρωσης στα 

πολικά κύτταρα από το βακτήριο. Η µητρική του µετάδοση είναι σχεδόν τέλεια 

(Hoffmann et al. 1996, παρούσα µελέτη). Η µόλυνση της D. simulans Riverside 

µάλλον είναι η πιο πρόσφατη από όλες, µια και έχει τους υψηλότερους αριθµούς στα 

αυγά και στις σπερµατοκύστεις και επάγει τα υψηλότερα επίπεδα ασυµβατότητας. 

Όσον αφορά στη µητρική της κληρονόµηση ενώ στο εργαστήριο είναι σχεδόν τέλεια, 

στη φύση παρουσιάζεται ατελής (παρούσα µελέτη, Turelli and Hoffmann 1995). Στη 
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Β οµάδα τα υπάρχοντα δεδοµένα είναι πιο πολύπλοκα. Η µόλυνση της D. mαuritiana 

πιθανά έχασε την ικανότητα της να προκαλεί ασυµβατότητα, οπότε δεν υπήρχαν 

εξελικτικές πιέσεις από τον ξενιστή για µείωση των αριθµών στους όρχεις. Από την 

άλλη πλευρά, τα στελέχη της D. simulans Noumea και Kilimanjaro, έχουν 

περιορισµένο αριθµό µολυσµένων σπερµατοκύστεων, γεγονός που υποδεικνύει ότι 

προκαλούν ασυµβατότητα. Η περίεργη συγκέντρωση των συγκεκριµένων βακτηρίων 

στον εµπρόσθιο πόλο των αυγών και στο κεφάλι των ανεπτυγµένων εµβρύων 

χρειάζεται περαιτέρω διερεύνηση. Αν δεν επηρεάζουν θετικά τη συµπεριφορά των 

µυγών, τα στελέχη αυτά αναµένεται να χαθούν. Στο εργαστήριο φαίνεται να έχουν 

σχεδόν τέλεια µητρική κληρονόµηση από επιλεγµένες σειρές όµως (παρούσα 

µελέτη), ενώ έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία ατελής µητρική κληρονόµηση για το 

wNo (Mercot 1995).  

∆εδοµένα από µιτοχονδριακό DNA υποστηρίζουν τις παραπάνω υποθέσεις. 

Πιο συγκεκριµένα, στη D. melanogaster µολυσµένοι πληθυσµοί έχουν βρεθεί σε όλα 

τα µέρη κατανοµής του είδους και δεν υπάρχει συσχέτιση της µόλυνσης µε κάποιο 

mtDNA απλότυπο. Τα δεδοµένα αυτά υπονοούν ότι η µόλυνση συνέβη µια φορά 

αρκετά νωρίς στην εξέλιξη του είδους (Solignac et al. 1994). Η ίδια βιβλιογραφική 

αναφορά θεωρεί πιο πιθανή την ανεξάρτητη µόλυνση της D. simulans από το ίδιο 

βακτήριο. Η µόλυνση των ειδών D. yakuba, D. teissieri και D. santomea είναι 

πιθανώς εξίσου αρχέγονη και ίσως προέρχεται από ένα µοναδικό γεγονός µόλυνσης 

που συνέβη πριν το διαχωρισµό των ειδών αυτών από τη D. melanogaster.  Υπάρχουν 

αρκετά δεδοµένα που υποστηρίζουν ότι η wCof (ή wAu) είναι η πιο αρχαία µόλυνση 

της D. simulans, όπως η παρουσία του σε αρχαίους πληθυσµούς από το Καµερούν 

(Charlat et al. 2003) και τη Μαδαγασκάρη (James and Ballard 2000). Η wRi µόλυνση 

θεωρείται σχετικά πρόσφατη και παρακολουθήθηκε ζωντανά να εξαπλώνεται στη 

φύση (Turelli et al. 1992, Turelli and Hoffmann 1991). Επίσης σύµφωνα µε 

µιτοχονδριακά δεδοµένα, υπήρξε µία πρόσφατη διείσδυση (introgression) 

κυτταροπλάσµατος από τη D. simulans στη D. mauritiana, η οποία επέτρεψε τη 

µεταφορά µιτοχονδρίων και Wolbachia. Όσον αφορά στους µιτοχονδριακούς 

απλότυπους της D. simulans, οι µολύνσεις wRi και wAu σχετίζονται µε τον απλότυπο 

siII, η wNo και wHa σχετίζονται µε τον απλότυπο siI και οι µολύνσεις τέλος wMa και 

wKi µε τον απλότυπο siIII (Charlat et al. 2003, James and Ballard 2000). H στενή 

σχέση µεταξύ των µιτοχονδριακών τύπων και των στελεχών Wolbachia είναι 

αναµενόµενη, αν σκεφτεί κανείς ότι και τα δύο κληρονοµούνται από το 
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κυτταρόπλασµα της µητέρας. Παρόλα αυτά µπορεί να υπάρχουν κάποιες εξαιρέσεις 

λόγω δυνητικής πατρικής διαρροής, οριζόντιας µεταφοράς, µετανάστευσης, ή 

µόλυνσης των σειρών των µυγών (line contamination) (Turelli and Hoffmann 1995). 

Εν κατακλείδι, η δυσκολία του καθορισµού των βακτηριακών στελεχών έχει 

επιπτώσεις ταξινοµικές  και εξελικτικές. Μελλοντικές µελέτες, όπως η παρούσα, θα 

µπορούσαν να προσφέρουν σηµαντικές πληροφορίες για το κατά πόσο οι διαφορές 

που παρατηρούνται µεταξύ των στελεχών στην έκφραση της ασυµβατότητας και στη 

συχνότητα των µολύνσεων που παρατηρούνται στη φύση, σχετίζονται µε διαφορές 

στη βακτηριακή πυκνότητα.   

Ανακεφαλαιώνοντας,  τα δεδοµένα της διατριβής αυτής υπογραµµίζουν τη σηµασία 

της πυκνότητας και της κατανοµής των βακτηρίων στη γαµετική σειρά του ξενιστή 

στην έκφραση των φαινοτύπων που σχετίζονται µε την κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα. Υποστηρίζουν την ύπαρξη ενός παράγοντα τροποποίησης-διάσωσης, 

ο οποίος διαφέρει ποσοτικά και ποιοτικά µεταξύ των στελεχών. Παρέχουν ενδείξεις 

για την εξάρτηση του πολλαπλασιασµού του βακτηρίου από το γενετικό υπόβαθρο 

του ξενιστή (ποσοτικές διαφορές). Συγκαταλέγουν ανάµεσα στις χαρακτηριστικές 

ιδιότητες ενός στελέχους, ανεξάρτητα από τον ξενιστή, την ικανότητα του να 

προκαλεί ή όχι ασυµβατότητα, (mod-resc)+ ή (mod-resc)- και την κατανοµή του 

(εµπρόσθια-οπίσθια-οµοιόµορφη) (ποιοτικές διαφορές). Αποδεικνύουν την ισχυρή 

θετική συσχέτιση της ποσότητας των βακτηρίων στους όρχεις εκφρασµένη ως 

ποσοστό πολύ µολυσµένων σπερµατοκύστεων, η οποία εγκαθιδρύεται αρκετά νωρίς 

στην ανάπτυξη  µε τα επίπεδα ασυµβατότητας. Υποδεικνύουν την ανάπτυξη 

καταστολής του πολλαπλασιασµού συγκεκριµένων στελεχών από ορισµένους 

ξενιστές. Προτείνουν την αναλυτικότερη µελέτη της σχέσης της βακτηριακής 

ποσότητας στα αυγά και της διάσωσης, καθώς και της µητρικής µετάδοσης. Πιο 

συγκεκριµένα, ενδιαφέρον θα είχε η σύγκριση του πολλαπλασιασµού του βακτηρίου 

στους όρχεις και τις ωοθήκες, ο οποίος φαίνεται να εξαρτάται από τον αριθµό των 

αρχικών βακτηρίων στα πολικά κύτταρα, αλλά µε διαφορετικό τρόπο στο καθένα 

(thresholds). Επίσης, η εξάρτηση της κατανοµής των βακτηρίων από το 

κυτταροσκελετικό σύστηµα που µεταφέρει τα µητρικά mRNAs στο αυγό και οι 

επιπτώσεις των βακτηρίων της οµάδας Β στη συµπεριφορά των µυγών αποτελούν δύο 

αξιοπερίεργες υποθέσεις, που αξίζει να ελεγχθούν, µια και µπορεί να παίζουν βασικό 

ρόλο στην συν-εξέλιξη ξενιστή-παρασίτου. 
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 Τέλος, το µοντέλο mod-resc, µπορεί να προσέφερε πολλά στη µελέτη του 

φαινοµένου της ασυµβατότητας, αλλά µερικές φορές περιέπλεξε τα δεδοµένα, όσον 

αφορά στη διαλεύκανση του µηχανισµού. Αναµένονται µε αγωνία τα αποτελέσµατα 

από την εργασία προσδιορισµού της αλληλουχίας του γονιδιώµατος της Wolbachia, 

για να έρθει σε αντιπαράθεση το δυσανάλογο σε µέγεθος θεωρητικό οικοδόµηµα µε 

τα πειραµατικά δεδοµένα. Η λύση του γρίφου της ασυµβατότητας, ο οποίος 

«ταλαιπωρεί» τους επιστήµονες εδώ και µισό αιώνα, είναι µάλλον κοντά. 
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