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Περίληψη 

Η κληρονόμηση του γενετικού υλικού των μιτοχονδρίων (mtDNA) γίνεται στην 
πλειονότητα των ειδών μητρικά. Μια ερμηνεία στο πλεονέκτημα της μητρικής 
κληρονόμησης του mtDNA είναι ο περιορισμός της εξάπλωσης «εγωιστικών» 
μεταλλάξεων στον πληθυσμό. Παρά τους ποικίλους μηχανισμούς παρεμπόδισης της 
πατρικής διαρροής του mtDNA, το φαινόμενο της διαρροής και της μιτοχονδριακής 
ετεροπλασμίας αναφέρεται ολοένα και συχνότερα στη βιβλιογραφία. Με βάση την 
επικρατούσα υπόθεση η κατάσταση της ετεροπλασμίας δίνει την δυνατότητα να 
συμβεί ανασυνδυασμός μεταξύ διαφορετικών mtDNA. Ο ανασυνδυασμός στο 
mtDNA μπορεί να έχει σημαντικές εξελικτικές συνέπειες, καθώς πολύ χαμηλής 
συχνότητας ανασυνδυασμός θα επαρκούσε για να αντιστρέψει τις συνέπειες της 
συνεχούς συσσώρευσης επιβλαβών μεταλλαγών εξ' αιτίας της τυχαίας γενετικής 
παρέκκλισης (Muller'sRatchet).  

Στην παρούσα εργασία διερευνήσαμε κατά πόσο τα φαινόμενα της πατρικής 
διαρροής του mtDNA και της μητρικής κληρονόμησης της ετεροπλασμίας 
αποτελούν στοχαστικές διαδικασίες ή επηρεάζονται σημαντικά από γενετικούς 
παράγοντες. Με σκοπό να απαντήσαμε τα ερωτήματα μας, πραγματοποιήσαμε μια 
σειρά διαειδικών διασταυρώσεων σε δύο διαδοχικές γενιές σε είδη του γένους 
Drosophila.  

Τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι η διαρροή του πατρικού mtDNA σχετίζεται 
σημαντικά με παράγοντες όπως το φύλο, η οικογένεια, η ηλικία και η ετεροπλασμία 
της μητέρας. Επίσης παρατηρήσαμε ότι η μητρική κληρονόμηση της μιτοχονδριακής 
ετεροπλασμίας επηρεάζεται σημαντικά από την οικογένεια που προέρχονται οι 
απόγονοι.  

Συμπεραίνουμε ότι οι διαφορές στα επίπεδα πατρικής διαρροής και κληρονόμησης 
της ετεροπλασμίας μεταξύ των ατόμων και των οικογενειών δηλώνουν ότι τα 
φαινόμενα αυτά επηρεάζονται από εξειδικευμένους, άγνωστους προς το παρόν 
γενετικούς μηχανισμούς. 
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Εισαγωγή 

Μιτοχόνδρια 

Δομή και λειτουργία 

Τα μιτοχόνδρια είναι κυτταρικά οργανίδια και συναντώνται στους περισσότερους 
ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Το κάθε μιτοχόνδριο περιέχει DNA (μιτοχονδριακό 
DNA, mtDNA)  το οποίο οργανώνεται σε πολλά αντίγραφα του ενός, συνήθως 
κυκλικού, χρωμοσώματος.  Ο αριθμός των μιτοχονδρίων, το μέγεθος, το σχήμα και 
η κατανομή τους στο κύτταρο μπορεί να διαφέρει ανάλογα τον οργανισμό ή τον 
κυτταρικό τύπο στον οποίο βρίσκονται. Το μέγεθος τους κυμαίνεται συνήθως από 
0,75-3μm σε διάμετρο (Wiemerslage and Lee 2016), το σχήμα τους ενώ συνήθως 
είναι  επίμηκες, σφαιρικό ή ωοειδές και μπορεί να κυμαίνεται από μεμονωμένες 
δομές έως και σωληνοειδή δίκτυα (Bereiter-Hahn and Vöth 1994; Anesti and 
Scorrano 2006; Campello and Scorrano 2010). Τέλος ο αριθμός τους και η κατανομή 
τους είναι μεγαλύτερη σε κύτταρα/κυτταρικές περιοχές όπου οι ενεργειακές 
ανάγκες είναι μεγαλύτερες (Anesti and Scorrano 2006; Bereiter-Hahn and Vöth 
1994). Η ποικιλομορφία και η δυναμική που παρουσιάζουν τα μιτοχόνδρια πιθανά 
να αντικατοπτρίζει την πλειονότητα των λειτουργιών και των διαδικασιών στις 
οποίες εμπλέκονται. Η εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων διαθέτει τα 
σύμπλοκα της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, μια διαδικασία που παράγει το 
μεγαλύτερο μέρος της ενέργειας (ATP) στο κυττάρου (Formosa and Ryan 2018). 
Εκτός όμως από την παραγωγή ενέργειας, τα μιτοχόνδρια εμπλέκονται σε αρκετές 
άλλες διεργασίες. Πρόσφατα, αυξανόμενα στοιχεία δείχνουν ότι τα μιτοχόνδρια 
μπορούν να λειτουργήσουν ως κόμβος σε σηματοδοτικά μονοπάτια που ελέγχουν  
την κυτταρική διαφοροποίηση και ανάπτυξη (Noguchi and Kasahara 2018), επίσης, 
έχει διαπιστωθεί ότι τα μιτοχόνδρια παίζουν ενεργό ρόλο στη ρύθμιση των 
διάφορων φάσεων του κυτταρικού κύκλου με την ρύθμιση διάφορων κυκλινών 
(Mitra et al. 2009; Finkel and Hwang 2009). Επιπλέον, τα μιτοχόνδρια συμμετέχουν 
στην ενεργοποίηση της απόπτωσης σε κύτταρα θηλαστικών (Wang and Youle 2009) 
και σε πολλές άλλες λειτουργίες.  

Η δυσλειτουργία των μιτοχονδρίων έχει συνδεθεί με πληθώρα ασθενειών στον 
άνθρωπο (μιτοχονδριακές ασθένειες). Υπάρχουν ενδείξεις για συσχέτιση της 
μιτοχονδριακής δυσλειτουργίας με φαινοτύπους πρώιμης γήρανσης (Bratic and 
Larsson 2013), και με άλλες ασθένειες όπως μιτοχονδριακή εγκεφαλοπάθεια, η 
γαλακτική οξέωση, εγκεφαλικά επεισόδια (MELAS), μυοκλονική επιληψία (MERRF) 
και πολλές κοινές εκφυλιστικές διαταραχές, συμπεριλαμβανομένου του 
νευροεκφυλισμού (James B. Stewart and Chinnery 2015; Hahn and Zuryn 2018). 
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Προέλευση 

Η επικρατέστερη θεωρία για την προέλευση των μιτοχονδρίων είναι η 
ενδοσυμβιωτική θεωρία (Margulis 1981), σύμφωνα με την οποία τα μιτοχόνδρια 
ήταν αρχικά προκαρυωτικά κύτταρα, ικανά να εφαρμόσουν οξειδωτικούς 
μηχανισμούς (αερόβια αναπνοή) οι οποίοι ήταν αδύνατοι για τα ευκαρυωτικά 
κύτταρα (Margulis and Sagan 1986). Τα προκαρυωτικά κύτταρα κατέληξαν μέσα στα 
ευκαρυωτικά , όπου αντί να υποστούν πέψη από το ξενιστή τους μετατράπηκαν σε 
ενδοσυμβιώτες (Margulis and Sagan 1986). Η μετάβαση που μετέτρεψε αυτά τα 
προγονικά βακτηρία (πρώτο-μιτοχόνδρια) στα σημερινά μιτοχόνδρια υπήρξε 
θεμελιώδης στην εξέλιξη της ζωής (Lane and Martin 2010). Σύμφωνα με την 
τρέχουσα συναίνεση, το γεγονός αυτό συνέβη μόνο μία φορά, τουλάχιστον πριν 
από 1,5 δισεκατομμύριο χρόνια, και ακολούθησε διαφορετικές εξελικτικές πορείες 
που κατέληξαν από τροποποιημένες μορφές οργανιδίων προσαρμοσμένων σε 
αναερόβιες συνθήκες (M. Muller et al. 2012; Mentel et al. 2014) μέχρι τα 
λειτουργικά αλλά και πολύ διαφορετικά μιτοχόνδρια των φυτών και των ζώων. Οι 
πρώτες μοριακές ενδείξεις που δηλώνουν ότι τα μιτοχόνδρια είναι υπολείμματα 
ενός α-πρωτεοβακτηρίου εμφανίστηκαν στα τέλη της δεκαετίας του '80 με 
φυλογενετικές αναλύσεις γονιδίων ριβοσωμικού RNA (Yang et al. 1985; M W Gray 
et al. 1989). Μεταγενέστερες αναλύσεις γονιδίων που κωδικοποιούν συστατικά της 
αναπνευστικής αλυσίδας στα μιτοχόνδρια καθώς και φυλογενετικές προσεγγίσεις 
έδωσαν πρόσθετη υποστήριξη στην προέλευση των βακτηρίων από τα α 
πρωτεοβακτήρια (S. G. E. Anderssonetal. 1998; Sicheritz-Pontén, Kurland, 
andAndersson 1998; MWGray, Burger, andLang 1999; G. E. Anderssonetal. 2003; 
Brochier-Armanet, Talla, andGribaldo 2009; Sousaetal. 2012; Burgeretal. 2013; 
DegliEspostietal. 2014). Επιπλέον στοιχεία για την βακτηριακή προέλευση των 
μιτοχονδρίων αποτελούν: η παρουσία του λιπιδίου καρδιολιπίνη αποκλειστικά στις 
βακτηριακές μεμβράνες και στις εσωτερικές μιτοχονδριακές μεμβράνες 
(Mileykovskaya and Dowhan 2009), η ύπαρξη πορινών τόσο στην εξωτερική 
μεμβράνη των μιτοχονδρίων όσο και στη μεμβράνη των βακτηρίων (Zeth and Thein 
2010), η κυτταρική διαίρεση με τον μηχανισμό της διχοτόμησης κοινή στα βακτήρια 
και τα μιτοχόνδρια (Kuroiwa et al. 2006) και τέλος η μεταφορά γονιδίων από τον 
ενδοσυμβιώτη στον ξενιστή κατά την ενδοσυμβίωση (Keeling and Archibald 2008), 
που στην περίπτωση των μιτοχονδρίων ισχύει, αφού η πλειοψηφία των 
απαραίτητων για τη λειτουργία τους πρωτεϊνών βρίσκεται στον πυρήνα (Berg and 
Kurland 2000). 
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Χαρακτηριστικά του μιτοχονδριακού DNA (mtDNA), κληρονόμηση 
και ετεροπλασμία 

Το μιτοχονδριακό DNA 

Όπως προαναφέρθηκε το μιτοχονδριακό DNA (mtDNA) είναι το γενετικό υλικό των 
μιτοχονδρίων. Στα θηλαστικά η δομή και η οργάνωση του mtDNA είναι αρκετά 
συντηρημένη (Wolstenholme 1992; Taanman 1999). Όσον αφορά την δομή, το 
mtDNA είναι ένα κυκλικό μόριο περίπου 16,6 kb (Kasamatsu and Vinograd 1974), 
στο οποίο κωδικοποιούνται συνολικά 22 γονίδια tRNA, τα γονίδια που 
κωδικοποιούν τα δύο είδη rRNA (12S και 16S) και τα 13 πρωτεϊνικά γονίδια. Όλα τα 
13 πρωτεϊνικά προϊόντα είναι συστατικά των ενζυμικών συμπλεγμάτων ενζύμων 
του μηχανισμού της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (Taanman 1999). Εκτός από τις 
κωδικές περιοχές υπάρχει και μια ρυθμιστική περιοχή D-loop η οποία έχει εξελιχθεί 
ως η κύρια θέση ελέγχου στην έκφραση του mtDNA, καθώς περιέχει την θέση 
έναρξης της αντιγραφής και τους κύριους εκκινητές για μεταγραφή (Kasamatsu and 
Vinograd 1974; Taanman 1999). Επίσης το mtDNA των θηλαστικών είναι αρκετά 
συμπαγές στην οργάνωσή του καθώς τα γονίδια στερούνται ιντρονίων, οι 
διαγονιδιακές περιοχές απουσιάζουν ή περιορίζονται σε λίγες βάσεις και τα μόρια 
rRNA και tRNA είναι ασυνήθιστα μικρά (Wolstenholme 1992). Μερικά από τα 
πρωτεϊνικά γονίδια αλληλεπικαλύπτονται και, σε πολλές περιπτώσεις, μέρος των 
τερματικών κωδικονίων δεν κωδικοποιούνται αλλά παράγονται μετά την 
μεταγραφή με πολυαδενυλίωση των mRNAs (Ojala, Montoya, and Attardi 1981; 
Taanman 1999). Το mtDNA έχει αλληλουχιθεί σε ένα μεγάλο αριθμό ειδών, με 
πρώτο το ανθρώπινο από τους Anderson et al. 1981.  Στην Εικόνα 1 φαίνεται η 
χαρτογράφηση του ανθρώπινου mtDNA (Taanman 1999). 

 

Εικόνα 1: Χάρτης του ανθρώπινου μιτοχονδριακού 
γονιδιώματος (16 569 bp) 

Σύμφωνα με την ενδοσυμβιωτική θεωρία τα μιτοχόνδρια προήλθαν από ένα α-
πρωτεοβακτήριο που περιείχε 3000-5000 γονίδια (Boussau et al. 2004). Κατά την 
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εξελικτική του πορεία το γονιδίωμα αυτό έχασε μεγάλο μέρος του, ενώ ένα άλλο 
μέρος μεταφέρθηκε στον πυρήνα του ευκαρυώτη, με αποτέλεσμα να υπάρχει 
σημαντική μείωση στον αριθμό των γονιδίων στα σημερινά μιτοχόνδρια (Ballard 
and Rand 2005) ο οποίος κυμαίνεται από 97 πρωτεϊνικά γονίδια στο πρωτόζωο 
Reclinoma samericana (Berg and Kurland 2000) μέχρι μόλις 3 πρωτεϊνικά γονίδια 
στο παράσιτο της ελονοσίας Plasmodium falciparum (Ballard and Rand 2005). Στους 
ζωικούς οργανισμούς για την ολοκλήρωση οποιασδήποτε βιοχημικής διεργασίας 
στο μιτοχόνδριο, συμπεριλαμβανομένων των διαδικασιών της αντιγραφής, της 
μεταγραφής και της μετάφρασης, είναι απαραίτητη η παρουσία ενζύμων που 
κωδικοποιούνται από τον πυρήνα, όπως είναι το κυτόχρωμα c και οι DNA 
πολυμεράσες. Γι' αυτό τον λόγο υπάρχει μια συνεργασία μεταξύ των ενδογενών 
μιτοχονδριακών γονιδίων και των γονιδίων που κωδικοποιούνται από τον πυρήνα, 
τα οποία μπορεί είτε να προέρχονται από μιτοχονδριακά γονίδια που 
μεταφέρθηκαν στον πυρήνα κατά τη διάρκεια της εξέλιξης είτε να αποτελούν 
πυρηνικά γονίδια του ευκαρυώτη που έχουν αποκτήσει σηματοδοτικό ρόλο στα 
μιτοχόνδρια και σχετίζονται με λειτουργίες που απέκτησε κατά την συμβίωση του 
με τον ευκαρυώτη (Rand, Haney, and Fry 2004). 

Το mtDNA χρησιμοποιείται ευρέως σε μελέτες πληθυσμιακής γενετικής, 
φυλογεωγραφίας και φυλογενετικής. Για τέτοιου είδους μελέτες το mtDNA 
αποτελεί ένα αρκετά πρακτικό δείκτη καθώς προσφέρει ένα σύνολο ορθόλογων 
γονιδίων με ελάχιστο ή καθόλου ανασυνδυασμό και ταχεία εξέλιξη (Ballard and 
Rand 2005). Προϋπόθεση σε αυτές τις μελέτες είναι ότι οι συχνότητες απλοτύπων 
καθορίζονται πρωτίστως από την μετανάστευση και την τυχαία γενετική παρέκκλιση 
και ότι η ενδοειδική ποικιλομορφία είναι ουδέτερη (Ballard and Rand 2005). 

Kληρονόμηση και ετεροπλασμία 

Η κληρονόμηση των μιτοχονδρίων και κατά συνέπεια του μιτοχονδριακού 
γονιδιώματος, στους οργανισμούς με φυλετική αναπαραγωγή δεν ακολουθεί την 
κλασική Μεντελική κληρονομικότητα, αλλά συμβαίνει στο μεγαλύτερο ποσοστό των 
ειδών από τον ένα γονέα, που συνήθως είναι η μητέρα (Dawid and Blackler 1972; 
Giles et al. 1980; Shitara et al. 1998; C W Birky 1995). Στους φυλετικά 
αναπαραγόμενους οργανισμούς,  παρόλη την παρουσία μιτοχονδρίων στο 
σπερματοζωάριο, υπάρχουν μηχανισμοί οι οποίοι παρεμποδίζουν την πατρική 
κληρονόμησή τους (Shitara et al. 1998; M. Sato and Sato 2013). Τέτοιοι μηχανισμοί,  
ανάλογα με το αν δρουν πριν την γονιμοποίηση (κατά τον σχηματισμό των γαμετών) 
ή κατά τη διάρκεια/μετά την γονιμοποίηση ονομάζονται προζυγωτικοί ή 
μεταζυγωτικοί αντίστοιχα (C W Birky 1995). Όσον αφορά τους προζυγωτικούς 
μηχανισμούς μια περίπτωση είναι η ενεργητική εξάλειψη των μιτοχονδρίων από το 
σπερματοζωάριο κατά την σπερματογένεση. Χαρακτηριστικό παράδειγμα είναι ο 
μηχανισμός παρεμπόδισης της κληρονόμησης του πατρικού mtDNA στη D. 
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melanogaster (DeLuca and O’Farrell 2012) καθώς και σε θηλαστικά όπου έχει 
δειχθεί η αποβολή πατρικού mtDNA σε υπολειμματικά σώματα στο στάδιο των 
σπερματίδων (Hecht et al. 1984; Breucker, Schäfer, and Holstein 1985). Μία δεύτερη 
περίπτωση προζυγωτικού μηχανισμού που δρα παθητικά για τον περιορισμό του 
mtDNA είναι η αραίωση των πατρικών μιτοχονδρίων μέσα στο ωάριο (dilution 
hypothesis) (Wolff and Gemmell 2008). Λόγω της διαφοράς στο μέγεθος μεταξύ του 
ωαρίου και του σπερματοζωαρίου (ανισογαμία) ο αριθμός των μιτοχονδρίων στο 
σπέρμα είναι πολύ μικρότερος από αυτόν στο ωάριο με αποτέλεσμα να υπάρχουν 
πολύ λιγότερα μόρια πατρικού mtDNA στο ζυγωτό σε σχέση με τον αριθμό 
μητρικών μορίων mtDNA (Wolff and Gemmell 2008). To mtDNA υφίσταται και μια 
δεύτερη αραίωση λόγω της στενωπού (bottleneck) από την οποία διέρχεται στα 
αρχικά στάδια της εμβρυογένεσης, κατά τα οποία ο αριθμός των μιτοχονδριακών 
αντιγράφων παραμένει σταθερός, ενώ τα κύτταρα διαιρούνται συνεχώς (Wolff and 
Gemmell 2008). Έτσι, τα τυχόν υπάρχοντα πατρικής προέλευσης μόρια είναι 
δύσκολο να εντοπιστούν, καθώς θα έχουν εγκαθιδρυθεί τυχαία σε ένα μόνο μικρό 
μέρος των κυττάρων (C W Birky 1995). 

Όσον αφορά τους μεταζυγωτικούς μηχανισμούς διακρίνουμε αρχικά τους 
μηχανισμούς που δρουν κατά την διάρκεια της γονιμοποίησης, οι οποίοι 
παρεμποδίζουν τα πατρικά μιτοχόνδρια να εισέλθουν στο ωάριο (Ursprung, 
Heinrich and Schabtach 1965; Yanagimachi et al. 1983; Xu 2005). Τέλος διακρίνουμε 
τους μηχανισμούς οι οποίοι δρουν μετά την γονιμοποίηση οι οποίοι περιλαμβάνουν 
την στοχευμένη αναγνώριση και καταστροφή των πατρικών μιτοχονδρίων. Ο 
μεγαλύτερος αριθμός μηχανισμών παρεμπόδισης  που έχει βρεθεί αποτελεί 
τέτοιους μεταζυγωτικούς μηχανισμούς οι οποίοι εμφανίζουν μεγάλη ποικιλομορφία 
στην βιοχημική τους βάση (Hiraoka and Hirao 1988; Shalgi et al. 1994; Kaneda et al. 
1995; Cummins, Wakayama, and Yanagimachi 1997; P Sutovsky et al. 1999; P 
Sutovsky et al. 2000; P. Sutovsky 2002; Nishimura et al. 2002; Moriyama and Kawano 
2003; Peter Sutovsky et al. 2004; Nishimura et al. 2006; Al Rawi et al. 2011; M. Sato 
and Sato 2011; Chan and Schon 2012; Song et al. 2016; Wen et al. 2016) 

Παρόλα αυτά μιτοχονδριακή ετεροπλασμία, δηλαδή ύπαρξη παραπάνω του ενός 
τύπων mtDNA σε ένα άτομο, μπορεί να προκύψει σε μεμονωμένα άτομα (Barr, 
Neiman, and Taylor 2005). Η συνύπαρξη δύο ή περισσότερων τύπων mtDNA σε ένα 
άτομο μπορεί να συμβεί με τρεις τρόπους. Ένας από αυτούς είναι οι σωματικές 
μεταλλαγές που μπορούν να συμβούν στο mtDNA ενός ομοπλασμικού ατόμου κατά 
τη διάρκεια της ζωής του (Hauswirth and Laipis 1982; Abbott et al. 2005; Parr et al. 
2006). Επειδή το κάθε άτομο περιλαμβάνει τεράστιο αριθμό mtDNA τα οποία 
προκύπτουν από αντιγραφή, και επειδή οι μηχανισμοί επιδιόρθωσης του mtDNA 
δεν είναι τόσο αυστηροί όσο αυτοί του πυρηνικού, μπορούν να υπάρξουν 
σωματικές μεταλλαγές στο mtDNA με αποτέλεσμα το κάθε άτομο να φέρει μεγάλο 
αριθμό ελαφρώς διαφορετικών mtDNA μορίων. Επομένως, παρά την ύπαρξη 
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μηχανισμών που είναι ικανοί να περιορίσουν τη μιτοχονδριακή ποικιλομορφία κατά 
την ωογένεση (Bergstrom and Pritchard 1998; C William Birky 2001), έχουν 
αναφερθεί περιπτώσεις που μεμονωμένα άτομα φέρουν παραπάνω του ενός τύπου 
mtDNA, οι οποίοι προέκυψαν από ενδογενείς κυτταρικούς μηχανισμούς. 

 Ένας άλλος τρόπος να προκύψει  μιτοχονδριακά ετεροπλασμικό άτομο είναι μέσω 
διαρροής πατρικών μιτοχονδρίων στο ωάριο κατά την γονιμοποίηση (Wagner et al. 
1991; Kvist et al. 2003; Sherengul, Kondo, and Matsuura 2006). Από τις μελέτες 
φαίνεται ότι η πατρική διαρροή συμβαίνει σε ένα μεγάλο εύρος ειδών σε φυσικούς, 
ακόμα και εργαστηριακούς πληθυσμούς, οι οποίοι εκτός από φυτά περιλαμβάνουν 
και ζώα όπως έντομα, ψάρια, δίθυρα και θηλαστικά. ( Zouros, Freeman,  aO. Ball, 
etal. 1992; Meusel&Moritz 1993; Kitagawaetal. 2002; Hattorietal. 2002; 
Fontaineetal. 2007; Wolff&Gemmell 2008; Paduan&Ribolla 2008; Pearletal. 2009; 
Nunesetal. 2013; Morganetal. 2013), επίσης, έχει παρατηρηθεί σε ενδοειδικές και 
διαειδικές διασταυρώσεις (Kondo et al. 1990; Dokianakis and Ladoukakis 2014). 
Παρόλο που οι μηχανισμοί αποτροπής της κληρονόμησης του πατρικού mtDNA δεν 
είναι πλήρως κατανοητοί, εικάζεται ότι οφείλεται στην αδυναμία των μηχανισμών 
του ωαρίου να αναγνωρίσουν το πατρικό μιτοχόνδριο και να το καταστρέψουν ή να 
αποτρέψουν την είσοδό του στο ωάριο (Kaneda et al. 1995; Kitagawa, Takumi, and 
Nakamura 2002; James 2007). Τέλος, μιτοχονδριακά ετεροπλασμικό άτομο μπορεί 
να προκύψει από την γονιμοποίηση ενός ήδη ετεροπλασμικού ωαρίου. 

Μία αξιοσημείωτη εξαίρεση στον κανόνα της μονογονεϊκής κληρονόμησης αποτελεί 
η διπλή μονογονεϊκή κληρονόμηση (DUI), που εμφανίζεται μόνο σε μερικά είδη 
δίθυρων (Zouros, Ball, et al. 1994). Σε αυτή, τα αρσενικά άτομα εμφανίζονται 
υποχρεωτικά ετεροπλασμικά (Zouros, Oberhauser Ball, et al. 1994). Συγκεκριμένα, 
το μητρικής προέλευσης μιτοχονδριακό μόριο DNA, «F» και το πατρικής 
προέλευσης μιτοχονδριακό μόριο DNA, «Μ» μεταβιβάζονται σε δύο ξεχωριστές 
γενεαλογικές γραμμές. Τα θηλυκά μεταφέρουν τα μιτοχόνδρια τους, τα οποία 
φέρουν τα F μόρια, σε θηλυκούς και αρσενικούς απογόνους, ενώ τα αρσενικά 
μεταφέρουν τα μιτοχόνδρια τους, τα οποία φέρουν τα Μ μόρια,  μόνο σε 
αρσενικούς απογόνους (Zouros et al. 1992). Αυτό έχει ως συνέπεια τα αρσενικά 
άτομα να είναι ετεροπλασμικά ενώ τα θηλυκά άτομα ομοπλασμικά. Στους 
σωματικούς ιστούς των αρσενικών ατόμων κυριαρχεί το F μόριο, ενώ απουσιάζει 
στο σπέρμα. Αντίθετα στους ιστούς των γονάδων και στους γαμέτες φαίνεται να 
υπάρχει αποκλειστικά το Μ μόριο. Στα θηλυκά άτομα όλοι οι ιστοί περιέχουν το F 
μόριο (Zouros et al. 1992). 
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Εξέλιξη του μιτοχονδριακού DNA 

Μητρική (Μονογονεϊκή) κληρονόμηση 

Όπως προαναφέρθηκε στους οργανισμούς με φυλετική αναπαραγωγή η 
μεταβίβαση του μιτοχονδριακού πραγματοποιείται στις περισσότερες περιπτώσεις 
από τον ένα γονέα. Αυτός ο γονέας είναι σχεδόν πάντα η μητέρα, ενώ υπάρχουν και 
ελάχιστες εξαιρέσεις όπου έχουμε αποκλειστική πατρική κληρονόμηση (Neale, 
Marshall, and Sederoff 1989; Chat, Chalak, and Petit 1999).Η καθολικότητα της 
μονογονεϊκής κληρονόμησης δηλώνει ότι υπάρχει κάποιος σοβαρός εξελικτικός 
λόγος για την ύπαρξη της, ο οποίος ακόμα παραμένει άγνωστος (Hadjivasiliou et al. 
2013; Mishra and Chan 2014; Christie, Schaerf, and Beekman 2015).  

Μια υπόθεση που εξηγεί το πλεονέκτημα της μονογονεϊκής κληρονόμησης είναι 
εκείνη του εγωιστικού DNA. Με βάση αυτή την θεωρία , εάν κάποια μετάλλαξη 
αυξήσει τον ρυθμό αντιγραφής του mtDNA και ταυτόχρονα μειώσει την 
λειτουργικότητα του (εγωιστικό DNA), τότε η μειωμένη αρμοστικότητα του mtDNA 
θα είναι εις βάρος της αρμοστικότητας του κυττάρου και του οργανισμού (Cosmides 
and Tooby 1981; Hastings 1992). Έτσι τα πυρηνικά και τα μιτοχονδριακά 
γονιδιώματα βρίσκονται δυνητικά σε σύγκρουση συμφερόντων αρμοστικότητας. Η 
μονογονεϊκή κληρονόμηση προέκυψε επειδή η αμφιγονεϊκή κληρονόμηση θα 
διευκόλυνε την εξάπλωση τέτοιων εγωιστικών mtDNA (Law and Hutson 1992; 
Hadjivasiliou et al. 2013; Cosmides and Tooby 1981; Hastings 1992). 

Μία δεύτερη θεωρία προτείνει ότι η μονογονεϊκή κληρονόμηση διευκολύνει την 
δράση της φυσικής επιλογής στην απομάκρυνση των επιβλαβών μεταλλάξεων. 
Μέσω της μονογονεϊκής κληρονόμησης μειώνεται η ποικιλομορφία του mtDNA 
εντός των κυττάρων, αλλά αυξάνει η ποικιλομορφία μεταξύ των κυττάρων, 
επιτρέποντας την δράση της αρνητικής επιλογής έναντι των κυττάρων με αυξημένο 
μεταλλακτικό φορτίο (Bergstrom and Pritchard 1998; Hadjivasiliou et al. 2013). 
Καθοριστική για την αυξημένη διακυτταρική ποικιλομορφία είναι η δράση της 
στενωπού κατά την ωογένεση, η οποία πρέπει να είναι αρκετά "σφιχτή" 
(Radzvilavicius, Kokko, and Christie 2017). Μέσω αυτού του διαχωρισμού των 
mtDNA και της μονογονεϊκής κληρονομικότητας προβλέπεται η αποτροπή του 
εκφυλισμού του mtDNA (λόγο του Muller's ratchet) , χωρίς να είναι απαραίτητος ο 
ανασυνδυασμός (βλέπε παρακάτω) (Radzvilavicius, Kokko, and Christie 2017). 

Μία τρίτη υπόθεση υποστηρίζει ότι, επειδή τα σύμπλοκα της οξειδωτικής 
φωσφορυλίωσης αποτελούνται από αλληλεπιδρώντα πολυπεπτίδια που 
κωδικοποιούνται από τον πυρήνα και από τα μιτοχόνδρια, η μονογονεϊκή 
κληρονόμηση θα βελτιστοποιεί την προσαρμογή του μηχανισμού διατηρώντας 
συνδυασμούς μιτοχονδριακών και πυρηνικών γονιδίων που έχουν συνεξελιχθεί 
(Hadjivasiliou et al. 2012; Hill 2016; Wernick et al. 2019; Hadjivasiliou et al. 2013). 
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Σύμφωνα με τους Hadjivasiliou et al. (2012) η μονογονεϊκή κληρονόμηση του 
mtDNA μαζί με την στενωπό που υφίσταται το mtDNA βελτιώνουν την συν-
προσαρμογή των μιτοχονδριακών και πυρηνικών γονιδίων αυξάνοντας έτσι την 
αρμοστικότητα. Στην συνέχεια η επιλογή υπέρ της  συν-προσαρμογής των 
μιτοχονδριακών και πυρηνικών γονιδίων ευνοεί την εξέλιξη δύο διαφορετικών 
συζευκτικών τύπων ή δύο φύλων, στα φυλετικά είδη (Hadjivasiliou et al. 2012). 

Muller's ratchet 

Εξ' αιτίας της (συνήθως) αφυλετικής κληρονόμησης του μιτοχονδρίου, το mtDNA 
δεν θα πρέπει να ανασυνδυάζεται κι επομένως θα πρέπει να είναι επιρρεπές στη 
συσσώρευση επιβλαβών μεταλλαγών εξαιτίας της τυχαίας γενετικής παρέκκλισης, 
φαινόμενο γνωστό ως  "Muller's ratchet" (H. J. Muller 1964). Με αυτόν τον τρόπο η 
απουσία ανασυνδυασμού μπορεί σε εξελικτικό χρόνο να οδηγήσει στη συνεχή 
μείωση της αρμοστικότητας και τελικά στον εκφυλισμό του mtDNA (Haigh 1978). 
Όπως προτάθηκε από τον Muller (1964) ο μηχανισμός αυτός ίσως να είναι η αιτία 
που η φυλετική αναπαραγωγή είναι πιο ευνοϊκή και έχει επικρατήσει έναντι της 
αφυλετικής. Οι επιπτώσεις αυτού του μηχανισμού είναι πιο έντονες σε πληθυσμούς 
με μικρό δραστικό πληθυσμιακό  μέγεθος (Ne)  όπου η δράση της τυχαίας γενετικής 
παρέκκλισης γίνεται εντονότερη και η δράση της επιλογής ασθενέστερη σε σχέση 
με τους πληθυσμούς με μεγαλύτερο δραστικό μέγεθος (Haigh 1978; Santiago and 
Caballero 2016). Συγκρίσεις μεταξύ φυλετικών και αφυλετικών ευκαρυωτικών 
γονιδιωμάτων από ίδια είδη έχουν τεκμηριώσει τον παραπάνω μηχανισμό, καθώς 
φαίνεται ότι στα αφυλετικά γονιδιώματα υπάρχουν περισσότερες επιβλαβείς 
μεταλλάξεις σε σχέση με τα φυλετικά (Pamilo, Nei, and Li 1987; Normark and Moran 
2000; Charlesworth and Wright 2001; Bruggeman et al. 2003; Neiman et al. 2010; 
Paland and Lynch 2015). Αντίστοιχες συγκριτικές μελέτες που πραγματοποιηθήκαν 
μεταξύ των μιτοχονδριακών γονιδίων και των πυρηνικών έδειξαν ότι τα 
μιτοχονδριακά γονιδιώματα των ζώων συσσωρεύουν επιβλαβείς μεταλλάξεις με 
ταχύτερο ρυθμό από ότι τα πυρηνικά (Lynch 1996; Lynch 1997; Lynch and Blanchard 
1998) . 

 Ένας τρόπος να αποφευχθεί η συνεχής εκφυλισμός των γονιδιωμάτων λόγο του 
Muller's ratchet, είναι μέσω ευνοϊκών μεταλλάξεων οι οποίες θα αντισταθμίσουν τις 
αρνητικές και θα επαναφέρουν τους αρχικούς απλοτύπους (Howe and Denver 
2008). Ένας άλλος τρόπος να αντισταθμιστεί η συσσώρευση των αρνητικών 
μεταλλαγών είναι μέσω του ανασυνδυασμού (Felsenstein and Yokoyama 1976; Barr, 
Neiman, and Taylor 2005). Εξαιτίας του ανασυνδυασμού δύο "γονεϊκών"  
γονιδιωμάτων, τα οποία φέρουν  διαφορετικές επιβλαβείς μεταλλάξεις,  μπορεί να 
παραχθεί ένα νέο γονιδίωμα το οποίο να φέρει λιγότερες μεταλλάξεις σε σχέση με 
τα γονεϊκά. Τέλος ο ανασυνδυασμός με έμμεσο τρόπο, αποτρέπει την συνεχή 
μείωση του δραστικού πληθυσμιακού μεγέθους ή οποία συμβαίνει λόγο έντονης 
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αρνητικής επιλογής όταν υπάρχουν πολλές επιβλαβείς μεταλλάξεις (Ohta and 
Kimura 1971). Η μονογονεϊκή κληρονόμηση δεν επιτρέπει να έρθουν στο προσκήνιο 
οι ευνοϊκές συνέπειες του ανασυνδυασμού διότι δεν συνυπάρχουν δύο 
διαφορετικά μόρια mtDNA στο ίδιο άτομο. 
 

Πατρική διαρροή 

Με τον όρο διαρροή ορίζεται η περιστασιακή μεταβίβαση πατρικού mtDNA στους 
απογόνους παράλληλα με τη μεταβίβαση του μητρικού. Κατά συνέπεια η διαρροή 
είναι μια σημαντική πηγή ετεροπλασμίας.  Όπως προαναφέραμε, η πατρική 
διαρροή mtDNA  έχει παρατηρηθεί σε αρκετά είδη. Δεν υπάρχουν ακόμα δεδομένα 
που αφορούν το ποσοστό της διαρροής, δηλαδή πόσο από το ολικό mtDNA, κατά 
την διαρροή αντιστοιχεί στον κάθε γονέα, καθώς επίσης δεν υπάρχουν στοιχεία για 
την έκταση της διαρροής στην φύση καθώς ο αριθμός των ειδών στα οποία 
παρατηρήθηκε ετεροπλασμία εξ' αιτίας διαρροής παραμένει χαμηλός, σε σύγκριση 
με τον αριθμό ειδών, των οποίων αλληλουχίες για το mtDNA έχουν κατατεθεί στο 
GenBank (Ladoukakis and Zouros 2017). Σύμφωνα με την μέχρι τώρα βιβλιογραφία, 
η πατρική διαρροή θεωρείται ένα φαινόμενο τυχαίο, το οποίο συμβαίνει όταν για 
κάποιο λόγο οι μηχανισμοί της μονογονεϊκής κληρονόμησης δεν λειτουργούν 
αποτελεσματικά (Ladoukakis and Zouros 2017). Έτσι η πιθανότητα να συμβεί 
διαρροή είναι μεγαλύτερη όσο αυξάνεται η γενετική απόσταση μεταξύ των γονέων. 
Αυτό συμβαίνει εξ' αιτίας της κατάρρευσης του μηχανισμού αναγνώρισης των 
πατρικών μιτοχονδρίων από το ωάριο λόγο ασυμβατότητας (Ladoukakis and Zouros 
2017). Η υπόθεση αυτή υποδηλώνει ότι η διαρροή και κατά συνέπεια η 
ετεροπλασμία θα είναι πιο συχνή σε διαειδικές διασταυρώσεις παρά σε ενδοειδικές 
(Kondo et al., 1990; Dokianakis and Ladoukakis, 2014; Radojicic et al., 2015). Οι 
μηχανισμοί που μέχρι τώρα ελέγχουν την μητρική κληρονόμηση και αποτρέπουν 
την πατρική διαρροή είναι πολυπληθείς (K. Sato and Sato 2017), το οποίο δηλώνει 
ότι η πατρική διαρροή είναι ένα συνεχώς εξελισσόμενο φαινόμενο (Radzvilavicius, 
Lane, and Pomiankowski 2017).Αυτή η κατάσταση, της συνεχούς "εφεύρεσης" νέων 
μηχανισμών παρεμπόδισης της διαρροής ερμηνεύεται μέσω του ανταγωνισμού 
μεταξύ των φύλων (sexual conflict), όπου υπάρχει ανταγωνισμός ανάμεσα στην 
μητρικό και πατρικό έλεγχο κληρονόμησης των μιτοχονδρίων(Radzvilavicius, Lane, 
and Pomiankowski 2017). Μία άλλη άποψη είναι ότι η διαρροή μπορεί να βρίσκεται 
υπό τον έλεγχο της φυσικής επιλογής (Dokianakis and Ladoukakis 2014; 
Radzvilavicius, Lane, and Pomiankowski 2017) 

Ετεροπλασμία 

Οι επιπτώσεις που μπορεί να έχει η ετεροπλασμία, δηλαδή η συνύπαρξη 
διαφορετικών μιτότυπων, σε ένα άτομο ποικίλουν. Σε αρκετές περιπτώσεις η 
ετεροπλασμία έχει συσχετισθεί με ασθένειες στον άνθρωπο (James B. Stewart and 
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Chinnery 2015). Οι αρνητικές επιπτώσεις της ετεροπλασμίας έχουν φανεί και σε 
πειράματα που έχουν γίνει σε ποντίκια (Sharpley et al. 2012). Συγκεκριμένα, τα 
άτομα έφεραν δύο διαφορετικούς μιτότυπους σε αναλογία 1:1, οι οποίοι δεν 
έφεραν μεταλλαγές και φαίνονταν λειτουργικοί όταν βρίσκονταν σε κατάσταση 
ομοπλασμίας με δεδομένο πυρηνικό υπόβαθρο. Ωστόσο, τα ετεροπλασμικά  ζώα 
εμφάνισαν μεταβολικές, συμπεριφορικές και νοητικές διαταραχές. Αντίθετα, έχουν 
αναφερθεί και περιπτώσεις όπου η κατάσταση της ετεροπλασμίας είναι ευνοϊκή και 
επιλέγεται έναντι της ομοπλασμίας. Χαρακτηριστικό παράδειγμα στην Drosophila 
melanogaster όπου φτιάχτηκαν ετεροπλασμικές γραμμές  με δύο μιτότυπους, 
καθένας από τους οποίους έφερε μια διαφορετική επιβλαβή μεταλλαγή. Τα άτομα 
αυτά διατηρούσαν σταθερά και τους δύο μιτότυπους καθώς ο ένας μιτότυπος 
αντιστάθμιζε τη λειτουργική αδυναμία του άλλου (Ma, Xu, and O’Farrell 2014).  

Ανασυνδυασμός 

Ο ανασυνδυασμός στο mtDNA, είναι γνωστό από παλιά ότι συμβαίνει σε φυτά, 
μύκητες, και  πρώτιστα (Stern and Palmer 1984; Taylor 1986; Michael W. Gray 1989). 
Αντίθετα στα ζώα θεωρούνταν ότι το mtDNA δεν ανασυνδυάζεται, γεγονός που 
στηρίχθηκε στην θεωρία της μητρικής κληρονόμησης και της ομοπλασμίας (WILSON 
et al. 1985). Η άποψη αυτή εξακολούθησε να υποστηρίζεται  λόγο  έλλειψης 
ενδείξεων ανασυνδυασμού, όπως η αδυναμία ανίχνευσης ανασυνδυασμένων 
απλοτύπων σε τεχνητές ετεροπλασμικές γραμμές (Elson et al. 2001; Berlin, Smith, 
and Ellegren 2004).Πειραματικά δεδομένα παρ' όλα αυτά έδειξαν ότι τα ζωικά 
μιτοχόνδρια διαθέτουν όλο το ενζυματικό υπόβαθρο για ανασυνδυασμό 
(Thyagarajan, Padua, and Campbell 1996), και πρώτη άμεση απόδειξη 
ανασυνδυασμένου ζωικού mtDNA ήταν στα μύδια (E D Ladoukakis and Zouros 
2001). Αργότερα ακολούθησαν και άλλες έρευνες όπου εντοπίζονταν 
ανασυνδυασμός ζωικού mtDNA σε πολλά είδη (E D Ladoukakis and Zouros 2001; 
Gwenaël Piganeau, Gardner, and Eyre-Walker 2004; G Piganeau and Eyre-Walker 
2004; Tsaousis et al. 2005;Guo et al. 2006; Ciborowski et al. 2007; Ujvari et al. 2007; 
Hoolahan et al. 2012), συμπεριλαμβανομένων του ανθρώπου (Kraytsberg et al. 
2004) και της Drosophila (Ma and O’Farrell 2015). Η δυσκολία ανίχνευσης 
ανασυνδυασμού έγκειται στην σπανιότητα του φαινομένου,  καθώς και στο ότι τα 
ανασυνδυασμένα μόρια μπορεί να "χαθούν" κατά τον τυχαίο διαχωρισμό τους στα 
θυγατρικά κύτταρα και να μην περάσουν στην γαμετική σειρά, ενώ ακόμα και αν 
κληροδοτηθούν είναι δύσκολο να εντοπιστούν μεταξύ των άλλων συχνών 
απλοτύπων (Ma and O’Farrell 2015). Γι' αυτό τον λόγο, οι τεχνικές αλληλούχισης 
επόμενης γενιάς (NGS) αποτελούν ένα ισχυρό εργαλείο για την ανίχνευση 
ανασυνδυασμένων mtDNA, δεδομένης της ικανότητάς τους να ανιχνεύουν DNA σε 
πολύ μικρές ποσότητες (Ladoukakis and Zouros 2017). 
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Ο ανασυνδυασμός στο mtDNA μπορεί να έχει σημαντικές εξελικτικές συνέπειες. Το 
mtDNA δεδομένου του αυξημένου μεταλλακτικού ρυθμού και του μικρού 
δραστικού πληθυσμιακού μεγέθους του είναι επιρρεπές στη συσσώρευση 
επιβλαβών μεταλλάξεων (LOEWE 2006). Παρ’ όλα αυτά όμως το mtDNA δεν έχει 
καταρρεύσει εδώ και 1,5 δισεκατομμύρια χρόνια, όταν ξεκίνησε η εξελικτική του 
ιστορία (Lang, Gray, and Burger 1999). Το γεγονός ότι το mtDNA δεν έχει 
καταρρεύσει μπορεί να οφείλεται στον ανασυνδυασμό. Είναι γνωστό ότι ακόμη και 
πολύ χαμηλός ρυθμός ανασυνδυασμού θα επαρκούσε για να αντιστρέψει τις 
συνέπειες του Muller's Ratchet (Gordo and Charlesworth 2000; Neiman and Taylor 
2009). 

Συνοψίζοντας,  το mtDNA αφενός χρειάζεται τη μονογονεϊκή κληρονόμηση για να 
εμποδίσει την εξάπλωση επιβλαβών εγωιστικών μεταλλαγών, και αφετέρου 
χρειάζεται  κάποιον μηχανισμό που θα το αποτρέψει από τη συσσώρευση 
επιβλαβών μεταλλαγών εξ' αιτίας της τυχαίας γενετικής παρέκκλισης (Muller's 
Ratchet). Ένας τρόπος να συμβεί αυτό είναι μέσω της μη εκτεταμένης διαρροής 
πατρικού mtDNA στους απογόνους, η οποία θα επιτρέψει στον ανασυνδυασμό να 
συμβεί. Ένας εναλλακτικός τρόπος με τον οποίο μπορούν να αναστέλλονται οι 
συνέπειες του Muller's Ratchet είναι μέσω της δράσης της στενωπού κατά την 
ωογένεση. Η αυξημένη διακυτταρική ποικιλομορφία που μπορεί να προκύψει από 
μία «σφιχτή» στενωπό επιτρέπει στην επιλογή να δράσει αυστηρά μεταξύ των 
ωαρίων, αφαιρώντας εκείνα που φέρουν επιβλαβείς μεταλλάξεις στο mtDNA χωρίς 
την επέμβαση του ανασυνδυασμού. 

Σχετικά με το υπό μελέτη γένος Drosophila 

Στην Drosophila ανιχνεύθηκε για πρώτη φορά πατρική διαρροή mtDNA σε 
πληθυσμούς Drosophila simulans. Η διαρροή αυτή είχε προκύψει από διαειδικό 
υβριδισμό με Drosophila mauritiana (Satta et al. 1988; Matsuura, Fukuda, and 
Chigusa 1991). Ο υβριδισμός μεταξύ των Drosophila simulans και Drosophila 
mauritiana είναι δυνατός καθώς τα 2 είδη έχουν μικρή γενετική απόσταση και 
διαχωρίστηκαν πριν από περίπου 250 χιλιάδες χρόνια (McDermott and Kliman 
2008). Αργότερα πατρική διαρροή παρατηρήθηκε σε αφρικανικούς πληθυσμούς 
Drosophila simulans, οι οποίοι ήταν ποικιλόμορφοι για τους μιτοχονδριακούς 
απλοτύπους siI και siIII. Από το σύνολο των ατόμων περίπου το 6% ήταν 
ετεροπλασμικά και για τους δύο απλοτύπους. Τα άτομα αυτά προέκυψαν από 
ενδοειδική διαρροή mtDNA (Dean et al. 2003). Αργότερα από τους Nunes et al. 
(2013)  παρατηρήθηκε εκτεταμένη διαρροή πατρικού mtDNA σε φυσικούς 
πληθυσμούς της Drosophila melanogaster, όπου το ποσοστό των ατόμων που 
έφεραν παραπάνω από έναν μιτότυπους ήταν τουλάχιστον 14%. 
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Παράλληλα έχει περιγραφεί βιοχημικά ο μηχανισμός παρεμπόδισης της πατρικής 
διαρροής του mtDNA στην Drosophila melanogaster από τους (DeLuca and O’Farrell 
2012). Σύμφωνα με αυτόν τον μηχανισμό το πατρικό mtDNA περιορίζεται 
δραματικά στο στάδιο στης σπερματογένεσης, καταλήγοντας σε σπερματοζωάρια 
με ένα μεγάλο μιτοχόνδριο, αποτέλεσμα της σύντηξης μιτοχονδρίων, το οποίο δεν 
φέρει ανιχνεύσιμο mtDNA. Το γεγονός ότι έχει παρατηρηθεί διαρροή στο ίδιο είδος, 
δηλώνει ότι υπάρχει ενδοειδική ποικιλομορφία όσον αφορά την αυστηρότητα του 
μηχανισμού, η οποία επιτρέπει την περιστασιακή διαρροή και κατά συνέπεια την 
ετεροπλασμία. Ένα άλλο αξιοσημείωτο εύρημα σε διαειδικές διασταυρώσεις 
Drosophila melanogaster species subgroup, είναι ότι παρατηρήθηκε διαφορά στη 
συχνότητα διαρροής μεταξύ αρσενικών και θηλυκών (Dokianakis and Ladoukakis 
2014). Πιο συγκεκριμένα, το ποσοστό αρσενικών με διαρροή ήταν πολύ μεγαλύτερο 
σε σχέση με αυτό των θηλυκών, υποδηλώνοντας ότι η διαρροή πατρικού mtDNA 
μπορεί να μην είναι μια στοχαστική διαδικασία, αλλά να υπόκειται σε κάποιου 
είδους γενετικό έλεγχο. 

Όσον αφορά τη δυναμική της ετεροπλασμίας στον χρόνο, οι Sherengul et al. (2006) 
θέλοντας να διαπιστώσουν αν η διαρροή κληροδοτείται στην επόμενη γενιά, 
επαναδιασταύρωσαν γόνιμα υβρίδια Drosophila με τα πατρικά τους στελέχη. 
Παρατήρησαν ότι το  πατρικό μόριο mtDNA της F1 γενιάς παρατηρήθηκε σε 
περίπου 60% των διασταυρώσεων της F2 γενιάς. Σε τεχνητές ετεροπλασμικές 
γραμμές του είδους D.simulans, όπου φτιάχτηκαν άτομα τα οποία έφεραν τους 
απλοτύπους siII και siIII, παρατηρήθηκε, μέσω της επόμενης γενιάς, ότι κατά την 
κληρονόμηση των δύο αυτών μορίων ασκούνταν πάντα επιλογή κατά του 
απλοτύπου siIII και υπέρ του απλοτύπου siII (de Stordeur et al. 1989) .Σε μια πιο 
πρόσφατη αντίστοιχη έρευνα στην D. melanogaster, όπου δημιουργήθηκαν 
ετεροπλασμικές γραμμές που μεταδίδουν δύο μιτοχονδριακούς γονότυπους, 
παρατηρήθηκε έντονα η δράση της επιλογής (Ma, Xu, and O’Farrell 2014). 
Συγκεκριμένα σε συνθήκες αυξημένης θερμοκρασίας η επιλογή έδρασε ενάντια των 
μορίων που έφεραν μεταλλάξεις, οι οποίες καθιστούσαν την κυτοχρωμική οξειδάση 
ευαίσθητη στην θερμοκρασία. Παράλληλα η επιλογή διατήρησε σταθερή 
ετεροπλασμία μεταξύ δυο γονιδιωμάτων τα οποία έφεραν αντισταθμιστικές 
αρνητικές μεταλλάξεις. 

Σκοπός της εργασίας 

Η διαρροή πατρικού mtDNA είναι ένα φαινόμενο που όπως φαίνεται συμβαίνει 
αρκετά συχνά. Η διαρροή αυτή απαντάται συχνότερα, ή ανιχνεύεται συχνότερα, σε 
περιπτώσεις υβριδισμού. Η ετεροπλασμία που προκύπτει από τη διαρροή έχει 
εξελικτική σημασία για τα μιτοχονδριακά γονιδιώματα, καθώς δίνει την ευκαιρία σε 
έναν μιτότυπο από μια εξελικτική γραμμή να βρεθεί στο ίδιο κύτταρο με έναν 
μιτότυπο από μια άλλη εξελικτική γραμμή και να ανασυνδυαστεί, αναστρέφοντας 
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έτσι τις δυσμενείς συνέπειες του Muller’s Ratchet. Επιπλέον, είναι ένα φαινόμενο 
που έχει βρεθεί να συμβαίνει σε πολλές περιπτώσεις φυσικών πληθυσμών, ενώ έχει 
αποδειχθεί ότι εμφανίζει μεροληψία ως προς το φύλο. Σκοπός της παρούσας 
εργασίας ήταν η μελέτη της πατρικής διαρροής καθώς και της κληρονόμησης της 
μιτοχονδριακής ετεροπλασμίας με σκοπό να προσδιοριστεί αν αυτές συμβαίνουν 
τυχαία ή όχι. Για τη μελέτη των φαινομένων πραγματοποιήθηκαν διαειδικές 
διασταυρώσεις σε άτομα Drosophila για δύο γενιές. Συγκεκριμένα τα ερωτήματα 
που διερευνήθηκαν στο κομμάτι της πατρικής διαρροής αφορούν το κατά πόσο η 
διαρροή σχετίζεται με παράγοντες όπως το φύλο, η οικογένεια από την οποία 
προέρχεται ένα άτομο, οι μιτότυποι που φέρουν οι γονείς,  και η ηλικία και η 
ετεροπλασμική κατάσταση της μητέρας και η γενετική απόσταση των γονέων. Στο 
κομμάτι της κληρονόμησης της ετεροπλασμίας τέθηκαν αντίστοιχα ερωτήματα με 
τα ερωτήματα που φορούν την διαρροή, και συγκεκριμένα κατά πόσο η μεταβίβαση 
δύο διαφορετικών μιτοχονδριακών απλοτύπων από την μητέρα στους απογόνους 
εξαρτάται από το φύλο των απογόνων, από την οικογένεια των ατόμων, την 
ετεροπλασμική κατάσταση και την οικογένεια προέλευσης του θηλυκού γονέα. 
Τέλος διερευνήθηκε το κατά πόσο τα φαινόμενα της διαρροής και της 
κληρονόμησης της ετεροπλασμίας σχετίζονται και με τι τρόπο.  

Υλικά και Μέθοδοι 

Διασταυρώσεις 

Διαειδικές διασταυρώσεις 

Διασταυρώσεις P γενιάς 

Για τη μελέτη της μιτοχονδριακής ετεροπλασμίας πραγματοποιήσαμε μια σειρά από 
διαειδικές διασταυρώσεις. Ο σχεδιασμός των διασταυρώσεων βασίστηκε στις 
αναπαραγωγικές σχέσεις μεταξύ των ειδών του Drosophila melanogaster species 
subgroup (Daniel Lachaise et al. 1986; D Lachaise et al. 2000; LEE and WATANABE 
1987; Cariou et al. 2001; Δοκιανάκης 2011) (Παράρτημα,Πίνακας 21). Στην παρούσα 
εργασία τα άτομα της πατρικής γενιάς (P γενιά) αποτελούνταν από  θηλυκά άτομα 
D.simulans  με αρσενικά άτομα D.mauritiana. Από την συγκεκριμένη διασταύρωση 
είναι γνωστό ότι προκύπτουν γόνιμα θηλυκά υβρίδια και στείρα αρσενικά (LEE and 
WATANABE 1987) τα οποία αποτέλεσαν τα υβρίδια της F1 γενιάς. Συγκεκριμένα 
χρησιμοποιήσαμε 4 διαφορετικά εργαστηριακά στελέχη, καθένα από τα οποία 
έφερε διαφορετικό μιτότυπο με αποτέλεσμα στην πατρική γενιά να έχουμε 
διασταυρώσεις με 4 διαφορετικούς συνδυασμούς μιτότυπων (Τύποι 
διασταύρωσης) (Πίνακας 1). Για κάθε τύπο διασταύρωσης πραγματοποιήσαμε έναν 
αριθμό διασταυρώσεων (Πίνακας 1) τοποθετώντας σε ένα σωλήνα καλλιέργειας ένα 
θηλυκό άτομο (D.simulans) με τρία αρσενικά (D.mauritiana) (Εικόνα 2).   
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Πίνακας 1: Συνδυασμοί μιτότυπων -τύποι διασταυρώσεων- που πραγματοποιήθηκαν στις 
διασταυρώσεις P και της F1 γενιάς. Οι συμβολισμοί si και mau αντιστοιχούν στα είδη D. simulans 
και D. mauritiana αντίστοιχα. Τα σύμβολα Ι και ΙΙ αντιστοιχούν σε παραλλαγές (variants) 
μιτότυπων του ίδιου είδους. 

Τύπος 
Διασταύρωσης 

Μιτότυποι P 
γενιάς ( ♀ x♂) 

Αριθμός 
διασταυρώσεων 

P 
Μιτότυπος ♂backcoss 

Αριθμός 
διασταυρώσεων 

F1 
1 siI x mauI 6 simII 116 
2 siI x mauII 6 simII 179 
3 siII x mauI 9 simI 244 
4 siII x mauII 3 simI 63 
  Σύνολο 24  Σύνολο 602 

 

Διασταυρώσεις F1 γενιάς 
Τα αρσενικά υβρίδια της F1 γενιάς αφού συλλέχθηκαν, διατηρήθηκαν σε απόλυτη 
αιθανόλη, ενώ τα θηλυκά υβρίδια ένα προς ένα επαναδιασταυρώνονταν με 
αρσενικά Drosophila simulans (backcross), τα οποία ήταν μεν simulans όπως και η 
μητέρα της πατρικής γενιάς αλλά διέθεταν μιτότυπο διαφορετικό από αυτήν 
(Πίνακας 1) (Εικόνα 2). Με αυτό τον τρόπο μπορούσαμε στην F2 γενιά να 
διακρίνουμε την ετεροπλασμία που κληροδοτήθηκε από τη μητέρα στους 
απογόνους από τη διαρροή πατρικού mtDNA. Όπως και στις διασταυρώσεις της 
πατρικής γενιάς, έτσι και για τις F1 πραγματοποιήσαμε έναν αριθμό 
διασταυρώσεων (Πίνακας 1), όπου σε κάθε διασταύρωση τοποθετήσαμε σε κάθε 
σωλήνα καλλιέργειας ένα θηλυκό υβρίδιο με τρία αρσενικά D.simulans (Εικόνα 2). 
Οι υβριδικοί απόγονοι των παραπάνω διασταυρώσεων αποτέλεσαν τα άτομα της F2 
γενιάς (Εικόνα 2), οι οποίοι αφού συλλέχθηκαν διατηρήθηκαν σε απόλυτη 
αιθανόλη. 

Διαδικασία και συνθήκες διασταυρώσεων 

Τα στελέχη των ειδών Drosophila διατηρούνταν σε θάλαμο στο εργαστήριο 
Πληθυσμιακής Γενετικής και Εξέλιξης με θερμοκρασία 25οC και φωτοπερίοδο 12h, 
μέσα σε σωλήνες καλλιέργειας κλεισμένους με βαμβάκι. Η τροφή τους 
αποτελούνταν από ένα μείγμα άγαρ, σουκρόζης, μαγιάς και καλαμποκάλευρου 
(Ashburner, Golic, and Hawley 2005). 
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Διασταυρώσεις P γενιάς 

Οι διασταυρώσεις της πατρικής γενιάς (P) πραγματοποιήθηκαν με παρθένα θηλυκά 
ηλικίας 3-5 ημερών και αρσενικά ίδιας ή μεγαλύτερης ηλικίας. Τα παρθένα θηλυκά 
προέκυπταν από το άδειασμα των σωλήνων καλλιέργειας από μύγες, συλλογή 
νεαρών μυγών μέσα σε διάστημα έξι ωρών και προσδιορισμό του φύλου τους. Οι 
διασταυρώσεις έγιναν σε θερμοκρασία 25οC, ενώ σε κάθε σωλήνα τοποθετήσαμε 
ένα θηλυκό άτομο με τρία αρσενικά (μία διασταύρωση), ώστε να εξασφαλιστεί η 
επιτυχής σύζευξη (Εικόνα 2). Οι γονείς αφήνονταν στους σωλήνες μέχρι την 
εμφάνιση pupae (περίπου 15 μέρες) και στη συνέχεια μεταφέρονταν σε άλλους 
σωλήνες, ώστε να μην μπερδευτούν με τους απογόνους. Η μεταφορά αυτή 
πραγματοποιήθηκε από 2 έως 5 φορές για τις διαφορετικές ομάδες γονέων (ένα 
θηλυκό+ τρία αρσενικά). Οι σωλήνες με pupae (F1 γενιά), από τους οποίους είχαν 
αφαιρεθεί οι γονείς, διατηρούνταν σε θάλαμο με σταθερή θερμοκρασία 18 oC. Οι 
απόγονοι (F1 γενιά) αφαιρούνταν το αργότερο κάθε 18 h, και γινόταν 
προσδιορισμός του φύλου τους. Το χρονικό διάστημα των 18 ωρών στην 
θερμοκρασία των 18 oC εξασφαλίζει ότι οι απόγονοι δεν θα έχουν ωριμάσει 
αναπαραγωγικά από την στιγμή της εκκόλαψης του ενηλίκου. Με αυτόν τον τρόπο 
αποφύγαμε την πιθανή σύζευξη των απογόνων μεταξύ τους. Μετά από κάθε 
αφαίρεση των F1 απογόνων και προσδιορισμό του φύλου τους, τοποθετούσαμε τα 
αρσενικά σε απόλυτη αιθανόλη, ενώ διατηρήσαμε τα θηλυκά  σε σωλήνες για 4-6 
μέρες και έπειτα τα χρησιμοποιήσαμε για την επόμενη σειρά διασταυρώσεων.  

Διασταυρώσεις F1 γενιάς 

Επειδή η ετεροπλασμία σε αυτές τις διαειδικές διασταυρώσεις είναι σπάνια στους 
θηλυκούς απόγονους (αντίθετα είναι συχνή στους αρσενικούς), κι επειδή θέλαμε να 
ελέγξουμε την κληρονόμηση της ετεροπλασμίας στην F2 γενιά, διασταυρώσαμε όλα 
τα θηλυκά υβρίδια της F1 γενιάς ένα προς ένα, με αρσενικά D.simulans. Οι 
διαφορετικοί τύποι διασταυρώσεων φαίνονται στον Πίνακα 1. Με αυτό τον τρόπο, 
κρατούσαμε τους απόγονους (F2 γενιά) του κάθε υβριδικού θηλυκού. Μπορούσαμε 
εκ των υστέρων να ελέγξουμε ποια θηλυκά ήταν ετεροπλασμικά και να 
ανιχνεύσουμε την κληρονόμηση της ετεροπλασμίας των θηλυκών στους απογόνους 
τους. Και σε αυτήν την περίπτωση των F1 διασταυρώσεων, το κάθε σωληνάκι 
περιείχε ένα θηλυκό με τρία αρσενικά άτομα (μία διασταύρωση) σε θερμοκρασία 
25οC (Εικόνα 2). Οι γονείς F1 μεταφέρονταν σε δεύτερο σωληνάκι με την εμφάνιση 
pupae (περίπου μετά από 10-15 ημέρες). Στο δεύτερο σωληνάκι οι γονείς 
παρέμεναν για 11 ημέρες και έπειτα αφαιρούνταν. Μετά την αφαίρεση 
τους,διατηρούσαμε τα θηλυκά F1 (μητέρες) σε απόλυτη αιθανόλη. Από τη στιγμή 
εμφάνισης του πρώτου ενηλίκου ατόμου στην F2 γενιά αφαιρούσαμε τους 
απογόνους για 10-15 ημέρες. Η συλλογή τους γίνονταν περίπου κάθε 24 ώρες ενώ 
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οι σωλήνες ανάπτυξης βρίσκονταν σε θερμοκρασία 25οC. Μετά την συλλογή τους 
διατηρούσαμε τα άτομα της F2 γενιάς σε απόλυτη αιθανόλη. 

 

Εικόνα 2: Διαδικασία που ακολουθήθηκε κατά τις διασταυρώσεις στην P και την F1 γενιά. Τα 
σύμβολα για του μιτότυπους siI, maI και siII αποτελούν ενδεικτικά σύμβολα του τύπου 
διασταύρωσης 1 όπως φαίνεται στον Πίνακας 1. 

 

Εξαγωγή ολικού DNA 

Η εξαγωγή ολικού DNA πραγματοποιήθηκε για κάθε άτομο χωριστά (single fly 
extraction) με βάση το πρωτόκολλο των O’Neill et al. 1992  (STE extraction method). 
Επειδή τα άτομα ήταν διατηρημένα στην αιθανόλη, πριν την εξαγωγή 
τοποθετήσαμε την κάθε μύγα σε 50μl TE buffer (10mM Tris-ClpH 8.0, 1mM EDTA, 
αποστειρωμένο nano-pure H2O) για 16-17 ώρες στους 4οC με σκοπό να 
απομακρυνθεί η αιθανόλη. 

Πρωτόκολλο εξαγωγής DNA με την μέθοδο STE 

Προσθήκη 50μl Squishing buffer (10 mMTris-Cl pH 8.2, 1 mM EDTA, 25 mM NaCl) 
στον ιστό σε 1,5μl Eppendorf tube 

• ομογενοποίηση του ιστού με pestle 
• προσθήκη 2μl Proteinase K (20mg/ μl) 
• Επώαση στους 55οC για 1-3 ώρες 
• Επώαση στους 95οCγια 2-5' 
• Φυγοκέντρηση για 5' (13.000 rpm) 



 23 

Σε όλα τα υβρίδια από τα οποία πραγματοποιήθηκε εξαγωγή ολικού DNA, ελέγξαμε 
την επιτυχία της εξαγωγής μέσω PCR με τους εκκινητές που πολλαπλασίαζαν το 
μητρικό mtDNA. 

Έλεγχος ετεροπλασμίας με αντιδράσεις PCR 

Μετά την εξαγωγή ολικού DNA, ελέγξαμε τα υβρίδια F1 και F2 για την ύπαρξη των 
μητρικών και πατρικών απλοτύπων με την μέθοδο αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυμεράσης (PCR) με την χρήση ειδικών, για τον κάθε μιτότυπο, εκκινητών. Οι 
περισσότεροι εκκινητές που χρησιμοποιήσαμε υπήρχαν στο εργαστήριο 
πληθυσμιακής Γενετικής και Εξέλιξης και είχαν σχεδιαστεί και χρησιμοποιηθεί σε 
παλαιότερες εργασίες (Παράρτημα, Πίνακας 22) 

Κάθε αντίδραση PCR πραγματοποιούταν σε όγκο 15 μl και  περιείχε 1 μl από το 
διάλυμα εξαγωγής (το οποίο περιέχει και DNA), 0,4μΜ από το κάθε εκκινητή,  
1.5mM MgCl2 για τα ζεύγη εκκινητών 1-4 (Παράρτημα, Πίνακας 22) και 2mM MgCl2 

για το ζεύγος εκκινητών 5 (Παράρτημα, Πίνακας 22). 0.2 mM dNTPs, 0,4μΜ BSA, 
1U/μl Taq DNA Polymerase, 1x Taq Buffer και αποστειρωμένο nano-pure H2O. Τα 
προϊόντα των αντιδράσεων οπτικοποιήθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης 1% w/v με 
χρώση βρωμιούχου αιθιδίου (EtBr). 

Πριν της διεξαγωγή αντιδράσεων PCR στα δείγματα πραγματοποιήσαμε μια σειρά 
αντιδράσεων PCR για κάθε ζεύγος εκκινητών, με σκοπό να εντοπίσουμε τις 
κατάλληλες συνθήκες στις οποίες οι εκκινητές πολλαπλασίαζαν το επιθυμητό 
προϊόν έναντι του μη επιθυμητού. Οι παράμετροι που μεταβάλλαμε ήταν η 
θερμοκρασία υβριδοποίησης, η συγκέντρωση MgCl2, και οι χρόνοι υβριδοποίησης 
και επιμήκυνσης του προϊόντος. Οι έλεγχοι για τις κατάλληλες συνθήκες 
πραγματοποιήθηκαν σε άτομα των γονικών στελεχών και οι βέλτιστες συνθήκες που 
επιλέχθηκαν για κάθε ζεύγος φαίνονται στον Πίνακας 23 (Παράρτημα). 

Για δύο ζεύγη εκκινητών MaII_1699_F/MaurI_2531_R και 
MaII_1819_F/MaurI_2531_R, προκειμένου να επιτευχθεί ειδικότητα ως προς τους 
maI και maII μιτότυπους αντίστοιχα, εφαρμόσαμε την μέθοδο touch-down PCR 
(Don et al. 1991; Wu et al. 2005). Ιδιαίτερο χαρακτηριστικό αυτής της τεχνικής είναι 
η σταδιακή μείωση της θερμοκρασίας υβριδοποίησης των εκκινητών στο 
υπόστρωμα ανά κύκλο, με αφετηρία μία θερμοκρασία μεγαλύτερη από τη 
θερμοκρασία τήξης των εκκινητών (Παράρτημα Πίνακας 23) .Στη συνέχεια, η 
θερμοκρασία υβριδοποίησης φτάνει σε ένα σημείο μικρότερο της θερμοκρασίας 
τήξης των εκκινητών και παραμένει σταθερή για έναν αριθμό κύκλων. Η προσέγγιση 
αυτή εμποδίζει την ενίσχυση ανεπιθύμητων προϊόντων, καθώς υπάρχει μεγαλύτερη 
αυστηρότητα στην εκθετική φάση της αντίδρασης που είναι και η πιο σημαντική για 
τον επιλεκτικό πολλαπλασιασμό του επιθυμητού προϊόντος. Η ρύθμιση των 
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παραμέτρων για το συγκεκριμένο τύπο PCR βασίστηκε στο πρωτόκολλο των (Korbie 
and Mattick 2008; Μ.-Ε. Παρακατσελάκη 2016). 

PCR σε F1 υβρίδια: 

Αρχικά πραγματοποιήσαμε αντιδράσεις PCR σε θηλυκά και αρσενικά άτομα της F1 
γενιάς για την ανίχνευση των μητρικών και πατρικών απλοτύπων. Η ανίχνευση του 
μητρικού απλοτύπου δηλώνει την σωστή εξαγωγή DNA, καθώς και το ότι οι 
διασταυρώσεις διεκπεραιώθηκαν σωστά. Η ανίχνευση του πατρικού μιτότυπου 
δηλώνει την ύπαρξη ετεροπλασμίας μέσω διαρροής. Συνολικά εξετάστηκαν όλα τα 
θηλυκά άτομα F1 και ένα δείγμα αρσενικών. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν  
για κάθε τύπο διασταύρωσης φαίνονται στον Πίνακα 2. 

Πίνακας 2: Ζεύγη εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για τους διαφορετικούς τύπους 
διασταυρώσεων σε θηλυκά και αρσενικά υβρίδια F1 για την ανίχνευση μητρικών και πατρικών 
μιτότυπων. 

Τύπος 
Διασταύρωσης 

(♀ x ♂) 
Εκκινητές για μητρικό mtDNA Εκκινητές για πατρικό mtDNA 

1 (siI x maI) 
SiI_1737_F/ SiI_2531_R 

(ανιχνεύει siI) 

MaII_1819_F/ MaurI_2531_R 
(ανιχνεύει maII) 

2 (siI x maII) 
MaII_1699_F/ MaurI_2531_R 

(ανιχνεύει maII) 
3 (siΙI x maI) SiIΙ_1737_F/ SiΙI_2531_R 

(ανιχνεύει siIΙ) 
SiI_1737_F/ MaurI_2531_R 
(ανιχνεύει maI και maII) 4 (siII x maII) 

 

PCRσε F2 υβρίδια: 

Αφού χαρακτηρίσαμε τα θηλυκά της F1 γενιάς σαν ετεροπλασμικά ή ομοπλασμικά, 
πραγματοποιήσαμε αντιδράσεις PCR σε ένα δείγμα υβριδίων της F2 γενιάς. Το 
δείγμα αυτό δεν ήταν τυχαίο αλλά τα άτομα που εξετάσαμε προέρχονταν από 
θηλυκά F1 τα οποία είχαν χαρακτηρισθεί σαν ετεροπλασμικά ή από θηλυκά F1 που 
στην ύπαρξη του πατρικού μιτότυπου είχαν χαρακτηρισθεί σαν ομοπλασμικά αλλά 
προέρχονταν από οικογένειες στις οποίες παρατηρούνταν μεγάλη συχνότητα 
διαρροής πατρικού mtDNA. Στα υβρίδια F2 εξετάσαμε τα άτομα για την ύπαρξη 
τριών διαφορετικών μιτότυπων μέσω PCR. Αρχικά ανιχνεύσαμε το συχνό μιτότυπο 
της μητέρας τους (mtDNA που είχε προέλθει από το P θηλυκό), ώστε να 
επιβεβαιωθεί ότι οι διασταυρώσεις και η εξαγωγή DNA έγιναν σωστά. Έπειτα 
ελέγξαμε για τον σπάνιο μιτότυπο της μητέρας (mtDNA που είχε διαρρεύσει από το 
P αρσενικό), ώστε να εξεταστεί το ενδεχόμενο κληρονόμησης της ετεροπλασμίας. 
Τέλος ελέγξαμε την ύπαρξη του πατρικού μιτότυπου, ώστε να εξεταστεί το 
ενδεχόμενο διαρροής πατρικού mtDNA. Εξετάσαμε 10 θηλυκά και 10 αρσενικά 
άτομα από κάθε οικογένεια (απόγονοι F2 που προέρχονταν από ένα F1 υβρίδια, 
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Εικόνα 2), για 19 οικογένειες που είχαν προέλθει από ετεροπλασμικά F1 θηλυκά και 
για 20 οικογένειες που είχαν προέλθει από ομοπλασμικά F1 θηλυκά. Όλες οι 
οικογένειες προέρχονταν από τους τύπους διασταύρωσης 1 και 2 (Πίνακας 1). Οι 
εκκινητές που χρησιμοποιήσαμε για κάθε τύπο διασταύρωσης φαίνονται στον 
Πίνακα 3. 
 

Πίνακας 3: Ζεύγη εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για τους διαφορετικούς τύπους διασταυρώσεων σε θηλυκά και αρσενικά 
υβρίδια F2 για την ανίχνευση των δύο μητρικών και του ενός πατρικού μιτότυπου. 

Τύπος 
Διασταύρωσης 

F1 Διασταύρωση 
Εκκινητές για 

συχνό μητρικό 
mtDNA 

Εκκινητές για σπάνιο μητρικό 
mtDNA 

Εκκινητές για πατρικό  
mtDNA 

1 ♀ (siI / maI) x ♂ siII 
SiI_1737_F/ 
SiI_2531_R 

(ανιχνεύει siI) 

MaII_1819_F/ MaurI_2531_R 
and 

SiI_1737_F/ MaurI_2531_R 
(ανιχνεύουν maI) SiIΙ_1737_F/ SiΙI_2531_R 

(ανιχνεύειsiII) 

2 ♀ (siIxmaII) x ♂ siII 

MaII_1699_F/ MaurI_2531_R 
and 

SiI_1737_F/ MaurI_2531_R 
(ανιχνεύουν maII) 

 
 
 

Σύνοψη διασταυρώσεων και μιτότυπων που ανιχνεύθηκαν 

Συνοψίζοντας, πραγματοποιήσαμε υβριδικές διασταυρώσεις σε άτομα Drosophila 
για δύο γενιές. Η πατρική γενιά (P) αποτελούνταν από θηλυκά άτομα D.simulans και 
αρσενικά άτομα D.mauritiana (Εικόνα 3, μπλε πλαίσιο (Cross)). Κάθε διασταύρωση 
αποτελούνταν από ένα θηλυκό και τρία αρσενικά άτομα για να εξασφαλίσουμε την 
επιτυχή σύζευξη. Για τους απογόνους που προέκυψαν από κάθε διασταυρωση δεν 
μπορούμε με βεβαιότητα να πούμε ότι προέκυψαν από την σύζευξη του θηλυκού 
με ένα αρσενικό άτομο καθώς η πολυανδρία είναι μια συμπεριφορά που 
παρατηρείται στην D.simulans (Ala-Honkola and Manier 2016) Η πατρική γενιά ήταν 
ομοπλασμική για τους απλοτύπους si και ma (Εικόνα 3, μπλε πλαίσιο (mtDNA)). Από 
τις διασταυρώσεις της P γενιάς προέκυψαν τα υβρίδια της F1 γενιάς. Στα υβρίδια 
αυτά αναμέναμε να συμβεί πατρική διαρροή στο μεγαλύτερο ποσοστό των 
αρσενικών υβριδίων και σε ένα μικρό ποσοστό των θηλυκών (Εικόνα 3, (F1 
generation hybrids)), καθώς οι ίδιες διασταυρώσεις είχαν πραγματοποιηθεί από 
τους Dokianakis & Ladoukakis(2014). Αυτό σημαίνει ότι τα αρσενικά θα είχαν δύο 
μιτότυπους si και ma, ενώ τα περισσότερα θηλυκά θα έφεραν μόνο τον μητρικό 
μιτότυπο si, και ένα μικρό ποσοστό των θηλυκών θα έφερε και τον μιτότυπο ma. 
Όλα τα αρσενικά F1 αποθηκεύτηκαν σε απόλυτη αιθανόλη και όλα τα θηλυκά F1 
επαναδιασταυρώθηκαν με αρσενικά D.simulans (Εικόνα 3, πράσινο πλαίσιο (Cross)), 
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τα οποία έφεραν διαφορετικό μιτότυπο si από εκείνο που έφεραν τα F1 υβρίδια 
(συνολικά 602 διασταυρώσεις) (Εικόνα 3, πράσινο πλαίσιο(mtDNA)). Και σε αυτήν 
την περίπτωση κάθε διασταύρωση αποτελούνταν από ένα θηλυκό F1 και τρία 
αρσενικά D.simulans με σκοπό να εξασφαλίσουμε την επιτυχή σύζευξη. Από τις 
διασταυρώσεις αυτές προέκυψε η υβριδική γενιά F2 την οποία συλλέξαμε και 
αποθηκεύσαμε σε απόλυτη αιθανόλη. 

Μετά το πέρας των διασταυρώσεων ελέγξαμε τα υβρίδια της F1 γενιάς για διαρροή 
πατρικού mtDNA (συνολικά ελέγξαμε 731 άτομα). Ο έλεγχος έγινε με αντιδράσεις 
PCR, όπου στα ετεροπλασμικά άτομα ενισχύονταν ο μητρικός μιτότυπος si και ο 
πατρικός μιτότυπος ma, ενώ αντίθετα στα ομοπλασμικά άτομα ενισχύονταν μόνο ο 
μητρικός μιτότυπος si. Όπως αναμενόταν ένα μικρό ποσοστό των θηλυκών F1 
υβριδίων έφερε τον πατρικό μιτότυπο ma μαζί με τον μητρικό si. Αφού 
καταγράψαμε τα ετεροπλασμικά υβρίδια στην F1 γενιά, παρατηρήσαμε ότι η 
ετεροπλασμία στα θηλυκά ήταν συχνότερη σε κάποιες οικογένειες σε σχέση με 
κάποιες άλλες (δες αποτελέσματα). Από τις οικογένειες εκείνες που εμφάνιζαν 
υψηλά ποσοστά διαρροής στα θηλυκά επιλέξαμε την F2 γενιά. Οι οικογένειες F2 
προέρχονταν από ετεροπλασμικά και ομοπλασμικά F1 θηλυκά , τα οποία ανήκαν 
όλα σε οικογένειες με υψηλά ποσοστά ετεροπλασμίας. Ο λόγος για τον οποίο 
επιλέξαμε τις οικογένειες της F2 με τέτοιο τρόπο, είναι επειδή υποθέσαμε ότι η 
διαρροή σε πολλά φαινομενικά ομοπλασμικά F1 θηλυκά θα μπορούσε να είναι 
υπαρκτή αλλά μη ανιχνεύσιμη, εξαιτίας χαμηλών συχνοτήτων του ma μιτότυπου. 
Με αυτόν τον τρόπο θα μπορούσαμε να εντοπίσουμε τον σπάνιο μιτότυπο ma στην 
F1 γενιά μέσω κληρονόμησής του στην F2.  

Στα υβρίδια της F2 γενιάς ελέγξαμε για διαρροή πατρικού mtDNA και για 
κληρονόμηση μητρικής ετεροπλασμίας (Εικόνα 3, (F2 Generation (hybrids)) 
(συνολικά ελέγξαμε 780 άτομα). Ο έλεγχος έγινε επίσης με αντιδράσεις PCR, όπου 
στα ετεροπλασμικά άτομα λόγω διαρροής ενισχύονταν μαζί με τον μητρικό 
μιτότυπο siκαι ο πατρικός μιτότυπος si, ενώ στα ετεροπλασμικά άτομα λόγω 
κληρονόμησης ενισχύονταν ο σπάνιος μητρικός μιτότυπος ma (Εικόνα 3, (F2 
Generation (hybrids)). 
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P Generation

Cross
D. simulans D. mauritiana

F1 Generation (hybrids)

Cross
Hybrids
sim/mau

D. simulans

F2 Generation (hybrids)

mtDNA

sim mau

F1 Generation (hybrids)

mtDNA

sim

F2 Generation (hybrids)

 
Εικόνα 3: Σύνοψη διασταυρώσεων που πραγματοποιήθηκαν στις 2 γενιές και μιτότυποι των 
γονέων και των απογόνων. Τα δύο αριστερά πλαίσια δηλώνουν τις διασταυρώσεις της P γενιάς 
(μπλε πλαίσιο) και της F1 γενιάς (πράσινο πλαίσιο). Σε κάθε πλαίσιο φαίνονται ο αριθμός, το 
φύλο και τα είδη των ατόμων που διασταυρώθηκαν σε κάθε περίπτωση. Τα δεξιά πλαίσια 
δηλώνουν τους μιτοχονδριακούς απλοτύπους που αντιστοιχούν στα άτομα που δείχνουν τα βέλη 
από την αριστερή στήλη. Στην P γενιά (μπλε πλαίσιο) είχαμε ομοπλασμικά θηλυκά για τον 
μιτότυποsi και ομοπλασμικά αρσενικά για τον μιτότυπο ma. Στην F1 γενιά (Λευκό πλαίσιο (F1 
Generation (hybrids)) είχαμε ετεροπλασμικά αρσενικά και θηλυκά υβρίδια si/mau, και θηλυκά 
υβρίδια ομοπλασμικά si. Στις διασταυρώσεις τηςF1 (πράσινο πλαίσιο)γενιάς είχαμε ομοπλασμικά 
και ετεροπλασμικά F1 θηλυκά υβρίδια να διασταυρώνονται με ομοπλασμικά αρσενικά για τον 
μιτότυποsi. Τέλος στην F2 γενιά (Λευκό πλαίσιο (F2 Generation (hybrids)) είχαμε αρσενικά και 
θηλυκά ομοπλασμικά με τον μιτότυποsi (μητρικός μιτότυπος), ετεροπλασμικά λόγο κληρονόμησης 
με τους μιτότυπουςsiκαι mau (μητρικοί μιτότυποι) , ετεροπλασμικά λόγο διαρροής με δυο 
διαφορετικούς μιτότυπουςsi (ένας μητρικός και ένας πατρικός μιτότυπος) και  τριπλασμικά με 
τους δύο διακριτούς si μιτότυπους (μητρικός και πατρικός) και τον ma μιτότυπο (σπάνιος 
μητρικός). 

Στατιστική ανάλυση 

Μετά το πέρας των αντιδράσεων PCR, αναλύσαμε στατιστικά τα δεδομένα που 
προέκυψαν. Στα υβρίδια της F1 γενεάς εξετάσαμε το κατά πόσο η διαρροή 
πατρικού mtDNA σχετίζεται με το φύλο των ατόμων, την οικογένεια των ατόμων, 
τους μιτότυπους που φέρουν οι γονείς (τύπος διασταύρωσης), και την ηλικία της 
μητέρας. Στα υβρίδια της F2 γενιάς πραγματοποιήσαμε τριών τύπων έλεγχους. 
Αρχικά, όπως και στην F1 γενιά, μελετήσαμε το φαινόμενο της διαρροής, και 
συγκεκριμένα ελέγξαμε εάν επηρεάζεται από το φύλο των ατόμων, από την 
οικογένεια των ατόμων, από την ετεροπλασμική κατάσταση των μητέρων,  την 
οικογένεια προέλευσης των μητέρων, καθώς και την γενετική απόσταση των 
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γονέων. Έχει διατυπωθεί η υπόθεση ότι όσο μεγαλύτερη είναι η γενετική απόσταση 
των γονέων τόσο πιθανότερο είναι να συμβεί πατρική διαρροή (Rokas, Ladoukakis, 
and Zouros 2003). Σε δεύτερη φάση εξετάσαμε το φαινόμενο της κληρονομήσιμης 
ετεροπλασμίας, όπου μελετήσαμε εάν σχετίζεται με τους ίδιους παράγοντες που 
ελέγχθηκαν στην πατρική διαρροή. Τέλος εξετάστηκε αν τα φαινόμενα της πατρικής 
διαρροής και την μητρικής κληρονόμησης της ετεροπλασμίας συσχετίζονται. 

Για τη στατιστική ανάλυση των δεδομένων χρησιμοποιήσαμε τη γλώσσα 
προγραμματισμού R (version 3.5.2). Τα περισσότερα δεδομένα είχαν τη μορφή 
παρουσία/απουσία ετεροπλασμίας σε άτομα ή σε οικογένειες ατόμων για τα 
φαινόμενα της διαρροής και της κληρονόμησης ετεροπλασμίας χωριστά. Σε κάθε 
περίπτωση η παρουσία/απουσία ετεροπλασμίας συσχετιζόταν με διάφορες 
παραμέτρους των ατόμων (φύλο, οικογένεια, ηλικία μητέρας, ετεροπλασμική 
κατάσταση μητέρας, οικογένεια προέλευσης μητέρας και γενετική απόσταση των 
γονέων) ή των οικογενειών (τύπος διασταύρωσης, ετεροπλασμική κατάσταση 
μητέρας και οικογένεια προέλευσης μητέρας) αντίστοιχα. Εκτός από τα δεδομένα 
παρουσίας/απουσίας ετεροπλασμίας, είχαμε και δεδομένα ποσοστού 
ετεροπλασμίας σε οικογένειες (μόνο στις F2 οικογένειες) για τα φαινόμενα της 
διαρροής και της κληρονόμησης ετεροπλασμίας χωριστά. Τα δεδομένα αυτά τα 
συσχετίσαμε με τον παράγοντα «ετεροπλασμική κατάσταση μητέρας». 

Για τον έλεγχο των παραπάνω υποθέσεων, όταν τα δεδομένα είχαν την μορφή 
συχνοτήτων ετεροπλασμίας (παρουσία/απουσία), εφαρμόσαμε το στατιστικό τεστ 
χ2 (Pearson's chi-square) (Dytham 2011; Nayak and Hazra 2011). Σε περιπτώσεις 
όπου η προσέγγιση χ2 δεν ήταν αξιόπιστη, επειδή είχαμε πολύ ασύμμετρες τιμές 
στους πίνακες ή μικρά δείγματα, εξετάσαμε τα δεδομένα επιπλέον με το στατιστικό 
τεστ: Fisher's exact test (Kang and Ahn 2008) είτε κάναμε χ2 τεστ με προσομοιωμένη 
τιμή p-value χρησιμοποιώντας την μέθοδο της επανάληψης με μετάθεση 
(permutations) με 1000 επαναλήψεις. Στις περιπτώσεις που είχαμε αριθμητικά 
δεδομένα ποσοστού ετεροπλασμίας σε οικογένειες αρχικά κάναμε έλεγχο για την 
κανονικότητα των δεδομένων (Shapiro-Wilk normality test) (Dytham 2011) και για 
την ομοιογένεια των διασπορών  (Levene'sTest for Homogeneity of Variance) 
(Dytham 2011). Έπειτα λόγω της μη κανονικής κατανομής των δεδομένων 
εφαρμόσαμε μη παραμετρικούς ελέγχους (Wilcoxon rank sum test και Kruskal-
Wallisrank sum test) (Dytham 2011) για να ελέγξουμε κατά πόσο υπάρχουν 
διαφορές στα ποσοστά της ετεροπλασμίας μεταξύ των οικογενειών σε σχέση με τον 
παράγοντα «ετεροπλασμία στην μητέρα». Το επίπεδο σημαντικότητας σε όλους 
τους στατιστικούς ελέγχους ορίστηκε στο 0,05 (5%). 
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Αποτελέσματα 

Γενικές παρατηρήσεις 

Συνολικά στην πατρική γενιά κάναμε τέσσερις τύπους διασταυρώσεων, 
διασταυρώνοντας άτομα με διαφορετικούς μιτότυπους (Πίνακας 1). Για κάθε έναν 
τύπο διασταύρωσης πραγματοποιήσαμε έναν αριθμό διασταυρώσεων , ο οποίος 
ήταν αρχικά ίδιος για όλους τους τύπους διασταυρώσεων (10 διασταυρώσεις). Κάθε 
μια διασταύρωση αποτελούνταν από ένα θηλυκό και 3 αρσενικά άτομα. Πρέπει να 
τονιστεί ότι επρόκειτο για διαειδικές διασταυρώσεις οι οποίες δεν είναι εύκολα 
επιτυχείς. Στο τέλος ο αριθμός των επιτυχών διασταυρώσεων ανά τύπο 
διασταύρωσης κυμαινόταν από 3-9  (Πίνακας 1, Αριθμός  διασταυρώσεων P) 

Τα άτομα της F1 γενιάς κατατάχθηκαν σε οικογένειες. Με τον όρο «οικογένεια» 
εννοούμε την μητέρα με τα τρία αρσενικά και τους απογόνους τους. Για 
παράδειγμα, στη διασταύρωση τύπου Ι (Πίνακας 1) (siIxmaI), είχαμε 6 πατρικά 
θηλυκά δηλαδή 6 οικογένειες. Οι απόγονοι F2 (που προέρχονταν από τα θηλυκά F1) 
κατατάχθηκαν επίσης σε οικογένειες, όπου η κάθε οικογένεια περιλάμβανε το F1 
θηλυκό, τα 3 αρσενικά με τα οποία διασταυρώθηκε και τους F2 απογόνους τους.  

Συνολικά, για όλους τους τύπους διασταυρώσεων είχαμε 24 οικογένειες στην 
πατρική γενιά (Πίνακας 1). Το σύνολο των ατόμων που ελέγχθηκαν για διαρροή 
πατρικού mtDNA ήταν 129 αρσενικά και 602 θηλυκά υβρίδια F1. Ενώ από τα 
αρσενικά ελέγξαμε ένα δείγμα του συνόλου, στα θηλυκά ελέγξαμε το σύνολο των 
ατόμων που παράχθηκαν στην F1. Τα θηλυκά ελέγχθηκαν για ετεροπλασμία, αφού 
πρώτα είχαν διασταυρωθεί ανάδρομα (backcross) και είχαν δώσει απογόνους. Όλα 
τα αρσενικά που ελέγχθηκαν (100%) ήταν ετεροπλασμικά αλλά μόνο το 5,3% των 
θηλυκών (Εικόνα 4, Leaked F1). Τα ετεροπλασμικά θηλυκά περιορίζονταν σε 
συνολικά 5 οικογένειες, από τις οποίες μία έδωσε 19 ετεροπλασμικά από τα 41 
θηλυκά (οικογένεια 24Β), μια άλλη έδωσε 9 ετεροπλασμικά θηλυκά από τα 66 
(οικογένεια 22Ε), δύο οικογένειες έδωσαν 1 ετεροπλασμικό θηλυκό η κάθε μία και 
τέλος μία οικογένεια έδωσε 2 (Εικόνα 4, Leaked F1). Υπενθυμίζουμε ότι είχαμε και 
τους απογόνους των θηλυκών της F1. Για να ελέγξουμε την κληρονόμηση της 
ετεροπλασμίας από τη μάνα και τη διαρροή πατρικού mtDNA χρησιμοποιήσαμε τις 
δύο οικογένειες που έδωσαν μεγάλο αριθμό ετεροπλασμικών θηλυκών υβριδίων 
(οικογένειες 24Β και 22Ε). Πήραμε 10 τυχαία θηλυκά από τα 19 ετεροπλασμικά 
θηλυκά της οικογένειας 24Β της πατρικής γενιάς, (Εικόνα 4, πράσινα πλαίσια Α),και 
άλλα 10 ομοπλασμικά θηλυκά της ίδιας οικογένειας (Εικόνα 4, πράσινα πλαίσια Β). 
Από καθένα από αυτά ελέγξαμε 20 απόγονους (F2 υβρίδια, 10 αρσενικούς και 10 
θηλυκούς) τόσο για την παρουσία σε αυτά της ετεροπλασμίας της μητέρας τους όσο 
και διαρροής πατρικού mtDNA από τον πατέρα τους (Εικόνα 4). Ομοίως πράξαμε 
και για τη δεύτερη ετεροπλασμική οικογένεια (οικογένεια 22Ε). Σε αυτήν, 
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μελετήσαμε την κληρονόμηση της ετεροπλασμίας και της πατρικής διαρροής στους 
απογόνους των 9 ετεροπλασμικών και 10 ομοπλασμικών θηλυκών F1 (Εικόνα 4), 
πράσινα πλαίσια C,D). Οι απόγονοι F2 του κάθε θηλυκού που ελέγχθηκαν ήταν 10 
αρσενικά και 10 θηλυκά άτομα . 

Στην F2 γενιά συνολικά εξετάστηκαν 780 άτομα για την ύπαρξη τριών απλοτύπων: 
των δύο μητρικών si και ma καθώς και του πατρικού si. Το σύνολο των F2 ατόμων 
έφεραν τον μιτότυπο si, ο οποίος ήταν ο κύριος μητρικός μιτότυπος. Επιπλέον, 56 
άτομα έφεραν τον σπάνιο εκτός από τον κοινό μητρικό μιτότυπο ma και 70 άτομα 
έφεραν τον πατρικό μιτότυπο si μαζί με τον κύριο μητρικό μιτότυπο. Ο «κοινός 
μητρικός μιτότυπος» ονομάστηκε έτσι διότι, όπως φαινόταν σε πηκτώματα 
αγαρόζης, η ποσότητά του στα άτομα ήταν πολύ περισσότερη σε σχέση με τις 
ποσότητες αυτών του μητρικού ma και του πατρικού si. 
 

simI x mauI simI x mauII simIIx mauII simII x mauI
P 
crosses

5 41 34Num of 
F1 2

33 66 1 613 19 74 11 14 381 34 16 6
49

30

25
27

26

31

919 21 1Leaked F1

(simI*mauII) x simII
(Heteroplasmic)

(simI*mauII) x simII
(Homoplasmic)

(simI*mauI) x simII
(Heteroplasmic)

(simI*mauI) x simII
(Homoplasmic)F1 

crosses

10 males and 10 females from each cross
(F2 generation)

Cross types

Β

Α

C

D

 

Εικόνα 4: Αριθμός διασταυρώσεων στην P και στην F1 γενιά (μπλε και πράσινα πλαίσια 
αντίστοιχα). Με μαύρα γράμματα στα πλαίσια απεικονίζεται ο αριθμός των θηλυκών που 
προέκυψαν στην F1 γενιά από κάθε οικογένεια, ενώ με κόκκινα ο αριθμός των ετεροπλασμικών 
θηλυκών από κάθε οικογένεια. Πάνω από τα  μπλε και πράσινα πλαίσια  φαίνονται οι μιτότυποι 
των γονέων που διασταυρώθηκαν σε κάθε περίπτωση. 
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Διαρροή πατρικού mtDNA 

F1 υβρίδια: 

Φύλο 

Στα υβρίδια της F1 γενιάς ελέγξαμε 129 αρσενικά και 602 θηλυκά για την ύπαρξη 
ετεροπλασμίας που προέρχεται από τη διαρροή πατρικού mtDNA. Το 100% των 
αρσενικών και το 5,3% των θηλυκών ήταν ετεροπλασμικά. Η διαφορά αυτή είναι 
στατιστικά σημαντική (Πίνακας 4). 

Πίνακας 4: Συχνότητα ετεροπλασμίας σε θηλυκά και αρσενικά F1 υβρίδια και τιμές 
σημαντικότητας για τον έλεγχο της συσχέτισης φύλου-διαρροής 

LEAKAGE Heteroplasmic 
(From Leakage) Homoplasmic 

SEX 
Females 32 570 
Males 129 0 

Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction (P-value< 2.2e-16) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value< 2.2e-16) 

 
 

Οικογένεια 

Ένας δεύτερος παράγοντας τον οποίο ελέγξαμε αν σχετίζεται με τη διαρροή είναι ο 
παράγοντας της οικογένειας. Σε κάθε διασταύρωση είχαμε ένα θηλυκό με τρία 
αρσενικά άτομα,οπότε με τον παράγοντα οικογένεια αναφερόμαστε περισσότερο 
στην επίδραση της μητέρας. Η υπόθεση που ελέγχθηκε σε αυτήν την περίπτωση 
είναι εάν η διαρροή είναι ένα φαινόμενο που συμβαίνει τυχαία στα άτομα ή 
καθορίζεται από την οικογένεια. Η συγκεκριμένη ανάλυση καθώς και οι υπόλοιπες 
που αφορούν την F1 γενιά έγιναν μόνο για τα θηλυκά υβρίδια F1 καθώς στα 
αρσενικά το ποσοστό ετεροπλασμίας είναι 100%. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η 
διαρροή δεν κατανέμεται τυχαία μεταξύ των οικογενειών άλλα εξαρτάται από την 
οικογένεια από την οποία προέρχονται τα άτομα (Πίνακας 5, Γράφημα 1). 
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Πίνακας 5: Αριθμός ετεροπλασμικών (δεύτερη στήλη) και ομοπλασμικών (τρίτη στήλη) θηλυκών 
ατόμων F1 ανά οικογένεια πατρικής γενιάς (πρώτη στήλη). Στη βάση του πίνακα φαίνεται η 
στατιστική ανάλυση που δείχνει ότι η ετεροπλασμία δεν κατανέμεται τυχαία. Οι χρωματικές 
διαβαθμίσεις δηλώνουν τις ομαδοποιήσεις που προέκυψαν από τους Post-hocελέγχους. 

 HETEROPLASMY Heteroplasmic 
Females(From Leakage) Homoplasmic Females 

FAMILY(mother) 
22E 9 57 
22F 0 1 
22G 0 13 
22H 0 19 
22I 0 6 
22J 0 74 
23C 0 11 
23D 0 14 
23E 0 38 
24A 0 5 
24B 19 22 
24C 0 2 
24D 0 33 
24E 1 33 
24F 1 0 
25A 0 34 
25B 0 16 
25C 0 6 
25D 0 49 
25E 0 30 
25F 2 23 
25G 0 27 
25H 0 26 
25J 0 31 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (1000 replicates) (P-value = 9.999e-05) 
Fisher's Exact Test for Count Data with simulated p-value ( 2000 replicates) (P-value = 0.0004998) 
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Γράφημα 1: Ποσοστό ετεροπλασμικών θηλυκών υβριδίων F1 λόγο διαρροής ανά οικογένεια 
πατρικής γενιάς. 

Οι εκ των υστέρων (post-hoc) έλεγχοι δεν έδωσαν σαφή εικόνα για την 
ομαδοποίηση των οικογενειών εξαιτίας της ανισοκατανομής των ατόμων ανά 
οικογένεια. Εξαίρεση αποτελούν τρείς οικογένειες οι οποίες συνιστούν από μόνες 
τους διακριτές ομάδες. Συγκεκριμένα η οικογένεια 24Β η οποία φέρει ένα σχετικά 
μέτριο αριθμό ατόμων (41) με το εύρος του αριθμού των θηλυκών στις F1  
οικογένειες (1-74 άτομα) με ποσοστό σε ετεροπλασμικά άτομα 46%. (Πίνακας 5). 
Έπειτα η οικογένεια 22J η οποία έχει τα περισσότερα θηλυκά σε σχέση με τις 
υπόλοιπες οικογένειες (74) με κανένα ετεροπλασμικό άτομο, και τέλος η οικογένεια 
22Ε η οποία έχει και αυτή υψηλό αριθμό ατόμων (66) σε σχέση με το εύρος του 
αριθμού των θηλυκών στις F1 οικογένειες (1-74 άτομα) με μικρότερο ποσοστό 
ετεροπλασμικών θηλυκών (14%), απ' ότι η οικογένεια 24Β. 

Τύπος διασταύρωσης 

Κατά την πειραματική διαδικασία στην πατρική γενιά είχαμε οικογένειες από 4 
διαφορετικούς τύπους διασταύρωσης, που ο κάθε τύπος αποτελούνταν από 
διαφορετικό συνδυασμό απλοτύπων των ίδιων ειδών (Πίνακας 1). Γι' αυτό τον λόγο 
διερευνήσαμε το ερώτημα εάν οι μιτότυποι των γονέων επηρεάζουν την διαρροή. Η 
μηδενική υπόθεση ήταν ότι οι διαφορετικοί τύποι διασταύρωσης δεν σχετίζονται με 
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το ποσοστό των ετεροπλασμικών οικογενειών. Ο έλεγχος της παραπάνω υπόθεσης 
έγινε σε επίπεδο ετεροπλασμικών οικογενειών και όχι ετεροπλασμικών ατόμων, 
καθώς προηγουμένως δείξαμε ότι η πατρική διαρροή σχετίζεται σημαντικά με την 
οικογένεια κι αν κάναμε τον έλεγχο σε επίπεδο ατόμων, θα συμπεριλαμβάναμε και 
την επίδραση της οικογένειας. Επίσης μεταξύ των οικογενειών υπάρχει 
ανισοκατανομή στον αριθμό των ατόμων. Οι έλεγχοι που κάναμε δεν δείχνουν 
σημαντική διαφορά στον αριθμό των ετεροπλασμικών οικογενειών μεταξύ των 
τεσσάρων τύπων διασταύρωσης (Πίνακας 6) κι επομένως οι οικογένειες όλων των 
τύπων μπορούν να αντιμετωπιστούν συνολικά. 
 

Πίνακας 6: Συχνότητα οικογενειών με διαρροή στους 4 τύπους διασταύρωσης και τιμές 
σημαντικότητας για τον έλεγχο της συσχέτισης τύπος διασταύρωσης- οικογένειες με διαρροή 

CROSS TYPE(Fem*Mal) SiI*MaI SiI*MaII SiII*MaI SiII*MaII 
LEAKAGE 
Leaked Families 2 1 1 0 
Non Leaked Families 4 5 8 3 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (1000 repicates) (P-value= 0.7946) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value= 0.7866) 

 

Ηλικία μητέρας 

Ένας παράγοντας που εξετάσαμε ήταν κατά πόσο η πατρική διαρροή επηρεάζεται 
από την ηλικία της μητέρας. Οι οικογένειες 22Ε και 24Α έδωσαν 9 και 19 
ετεροπλασμικά θηλυκά άτομα αντίστοιχα (Πίνακας 5), αριθμός ικανός για μια 
τέτοιου είδους ανάλυση. Η ηλικία των μητέρων χωρίστηκε σε τέσσερις κλάσεις: 
πολύ νεαρή, νεαρή , μέση και μεγάλη. Οι κατηγορίες αυτές προέκυψαν ως εξής:  
Όπως προαναφέραμε, οι γονείς (P γενιά) αφήνονταν στους σωλήνες μέχρι την 
εμφάνιση pupae, ενώ στη συνέχεια μεταφέρονταν σε άλλους σωλήνες, ώστε να μην 
μπερδευτούν με τους απογόνους. Επομένως θεωρήσαμε ότι οι απόγονοι που 
γεννήθηκαν από το πρώτο σωλήνα προέρχονταν από πολύ νεαρή μητέρα, οι 
απόγονοι της πρώτης μεταφοράς προέρχονταν από νεαρή μητέρα , οι απόγονοι της 
δεύτερης μεταφοράς από μητέρα μέσης ηλικίας και οι απόγονοι της τρίτης 
μεταφοράς από ηλικιωμένη μητέρα. 

Στην οικογένεια 22Ε δεν παρατηρήσαμε σημαντική συσχέτιση των ατόμων με 
διαρροή σε σχέση με την ηλικία της μητέρας (Πίνακας 7). Στην οικογένεια 24Β όμως, 
παρατηρήσαμε ισχυρή θετική συσχέτιση του ποσοστού των ετεροπλασμικών 
ατόμων με την ηλικιακή κλάση της μητέρας (Πίνακας 8). Το γεγονός ότι δεν 
παρατηρήσαμε συσχέτιση στην οικογένεια 22Ε μπορεί να οφείλεται στον μικρό 
αριθμό θηλυκών υβριδίων με αποτέλεσμα ο έλεγχος να μην έχει αρκετή ισχύ. 
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Πίνακας 7: Διαρροή σε θηλυκά F1 υβρίδια της οικογένειας 22Ε για διαφορετικές ηλικίες της 
μητέρας  και τιμές σημαντικότητας για τον έλεγχο της συσχέτισης ηλικία μητέρας-διαρροή. 

LEAKAGE HeteroplasmicF1Females Homoplasmic F1 Females 
MOTHER'S AGE 
Very young 3 10 
Young 3 17 
Moderate 3 27 
Old 0 3 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (10000 replicates) (P-value=0.5979) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value= 0.6521) 

 
Πίνακας 8:Διαρροή σε θηλυκά F1 υβρίδια της οικογένειας 24Β για διαφορετικές ηλικίες της 
μητέρας  και τιμές σημαντικότητας για τον έλεγχο της συσχέτισης ηλικία μητέρας-διαρροή. 

LEAKAGE Heteroplasmic F1 Females Homoplasmic F1 Females 
MOTHER'S AGE 
Very young 0 6 
Young 5 12 
Moderate 9 4 
Old 5 0 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (10000 replicates) (P-value= 0.0006999) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value= 0.0005615) 

 

F2 υβρίδια: 

Στα υβρίδια F2 ελέγξαμε δύο παράγοντες που καθορίζουν την ετεροπλασμία των 
ατόμων. Α. Την πατρική διαρροή στους απόγονους της F1 γενιάς (δλδ. Τα άτομα της 
F2). Β. Την κληροδότηση της ετεροπλασμίας από τη μητέρα στους απογόνους της. 

Φύλο 

Παρόμοια με τα υβρίδια της F1 γενιάς, τα υβρίδια της F2 γενιάς εξετάστηκαν αν 
παρουσιάζουν διαφορές στα επίπεδα της διαρροής μεταξύ των φύλων. Στα F2 
υβρίδια φάνηκε ότι το φύλο δεν σχετίζεται με την διαρροή, καθώς δεν υπάρχει 
στατιστικά σημαντική διαφορά στην συχνότητα διαρροής μεταξύ θηλυκών και 
αρσενικών υβριδίων F2 (Πίνακας 9). 

Πίνακας 9: Συχνότητα ετεροπλασμίας λόγο διαρροής σε θηλυκά και αρσενικά F2 υβρίδια και τιμές 
σημαντικότητας για τον έλεγχο της συσχέτισης φύλου-διαρροής 

LEAKAGE Heteroplasmic 
(From Leakage) Homoplasmic 

SEX 
Females 36 354 
Males 34 356 

Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction (P-value= 0.9003) 
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Οικογένεια 

Όπως και στα υβρίδια της F1, ελέγξαμε την επίδραση της οικογένειας στην πατρική 
διαρροή του mtDNA. Στις οικογένειες των F2 υβριδίων συνυπολογίστηκαν μαζί τα 
αρσενικά και τα θηλυκά άτομα , καθώς προηγουμένως δείξαμε ότι το φύλο είναι 
ένας παράγοντας που δεν επηρεάζει την διαρροή (Πίνακας 9).  

Συνολικά στην F2 γενιά είχαμε 39 οικογένειες. Οι 19 οικογένειες προέρχονταν από 
τα 9 ετεροπλασμικά και από 10 ομοπλασμικά θηλυκά, υβρίδια της F1, απόγονοι του 
θηλυκού 22Ε. Οι υπόλοιπες 20 F2 οικογένειες (10 από ετεροπλασμικές μάνες και 10 
από ομοπλασμικές)προέρχονταν από θηλυκό 24Β. Αντίστοιχα με την F1 τα 
αποτελέσματα έδειξαν ότι η διαρροή δεν συμβαίνει τυχαία στα άτομα άλλα 
εξαρτάται από την οικογένεια (Πίνακας 10, Γράφημα 2). 
Πίνακας 10:Αριθμός ετεροπλασμικών (δεύτερη στήλη) και ομοπλασμικών (τρίτη στήλη) ατόμων F2 
ανά οικογένεια πατρικής γενιάς (πρώτη στήλη). Στη βάση του πίνακα φαίνεται η στατιστική 
ανάλυση που δείχνει ότι η ετεροπλασμία δεν κατανέμεται τυχαία. Οι χρωματικές διαβαθμίσεις 
δηλώνουν τις ομαδοποιήσεις που προέκυψαν από τους Post-hocελέγχους. 

 HETEROPLASMY Heteroplasmic 
Individuals(From Leakage) Homoplasmic Individuals 

FAMILY(mother) 
22E1.F8 0 20 

22E1.F12 0 20 
22E2.F3 0 20 
22E2.F6 0 20 

22E2.F11 0 20 
22E3.F1 0 20 

22E2.F13 0 20 
22E3.F3 0 20 
22E3.F8 18 2 
22E1.F3 0 20 

22E1.F10 15 5 
22E2.F1 4 16 
22E2.F4 0 20 
22E2.F7 0 20 

22E2.F10 10 10 
22E2.F15 5 15 
22E3.F2 0 20 
22E3.F7 0 20 

22E2.F23 0 20 
24B2.F6 0 20 
24B2.F9 0 20 
24B3.F5 0 20 

24B3.F12 0 20 
24B3.F15 0 20 
24B4.F1 0 20 
24B4.F2 0 20 
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24B4.F3 0 20 
24B4.F4 0 20 
24B4.F5 0 20 
24B1.F1 0 20 
24B1.F4 0 20 
24B1.F5 0 20 
24B1.F6 1 19 
24B2.F1 7 13 
24B2.F7 6 14 

24B2.F11 3 17 
24B2.F15 0 20 
24B3.F1 0 20 
24B3.F7 1 19 
Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (1000 replicates) (P-value = 9.999e-05) 

Fisher's Exact Test for Count Data with simulated p-value ( 2000 replicates) (P-value = 0.0004998) 

 

 

Γράφημα 2: Ποσοστό ετεροπλασμικών υβριδίων F2 λόγο διαρροής ανά οικογένεια. 

 

 

Λόγω της ισοκατανομής των ατόμων εντός των οικογενειών, αναπαραστήσαμε την 
κατανομή της διαρροής που εμφανίζουν οι οικογένειες μας (Γράφημα 4 
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(Παράρτημα)) και συμπεράναμε ότι ο μέσος όρος της διαρροής στις οικογένειες 
είναι εξαιρετικά χαμηλός (mean= 0.08974359), παρόλο που παρατηρήθηκε μεγάλο 
εύρος στο ποσοστό της ετεροπλασμίας μεταξύ των οικογενειών (min = 0 (κανένα 
άτομο με διαρροή από τα 20) και max=0.9 (18 άτομα με διαρροή από τα 20)) 
(Γράφημα 4 (Παράρτημα), Πίνακας 10 ). 

Έπειτα πραγματοποιήσαμε εκ των υστέρων (Post-Hoc) ελέγχους με σκοπό να 
διερευνήσουμε τον τρόπο με τον οποίο ομαδοποιούνται οι διάφορες οικογένειες, 
όσον αφορά την συχνότητα ετεροπλασμίας που παρουσιάζουν. Σε σχέση με την F1 
γενιά οι ομαδοποιήσεις ήταν περισσότερο ξεκάθαρες εξαιτίας του ίδιου αριθμού 
ατόμων που είχαμε σε κάθε οικογένεια. Από το Post-Hoc test φάνηκαν να 
ομαδοποιούνται όλες οι ομοπλασμικές οικογένειες μαζί. Οι οικογένειες 22Ε3.F8 και 
22Ε1.F10 αποτέλεσαν μια άλλη ομάδα λόγο της υψηλού ποσοστού διαρροής 
(Πίνακας 10), και η οικογένεια 22Ε2.F10 μία χωριστή ομάδα από μόνη της  καθώς 
είχε 0,5 ποσοστό διαρροής (Πίνακας 10). Οι υπόλοιπες οικογένειες με μικρότερα 
ποσοστά διαρροής κατατάχθηκαν σε μια χωριστή κατηγορία. 

 

 

 

Ετεροπλασμική κατάσταση της μητέρας 

Το επόμενο ερώτημα που διερευνήσαμε ήταν εάν η πατρική διαρροή που 
παρατηρείται στους απογόνους εξαρτάται από το αν η μητέρα είναι ήδη 
ετεροπλασμική ή όχι. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η ετεροπλασμία της μητέρας 
επηρεάζει σημαντικά την διαρροή πατρικού mtDNA στους απογόνους της. 
Συγκεκριμένα παρατηρήσαμε ότι οι απόγονοι F2 που προέρχονταν από 
ετεροπλασμικές μητέρες είχαν μικρότερη πιθανότητα να εμφανίσουν διαρροή 
πατρικού mtDNA σε σχέση με αυτούς που προέρχονταν από ομοπλασμικές μητέρες. 

 Το συμπέρασμα αυτό προέκυψε από τρεις διαφορετικές προσεγγίσεις. Ειδικότερα, 
οι ομοπλασμικές μητέρες έδωσαν στην F2 γενιά σημαντικά περισσότερα άτομα με 
διαρροή πατρικού mtDNA, περισσότερες οικογένειες με διαρροή και μεγαλύτερη 
μέση συχνότητα διαρροής εντός των οικογενειών (Πίνακας 11). 
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Πίνακας11: (Α):Αριθμός οικογενειών με και χωρίς πατρική διαρροή που προέκυψαν από 
ομοπλασμικές και ετεροπλασμικές μητέρες.  (Β) Αριθμός ατόμων με και χωρίς πατρική διαρροή 
που προέκυψαν από ομοπλασμικές και ετεροπλασμικές μητέρες. (C): Μέση συχνότητα διαρροής 
πατρικούmtDNAσε οικογένειες που προέκυψαν από ετεροπλασμικές και ομοπλασμικές μητέρες. 
Για κάθε επίπεδο ανάλυσης της συσχέτισης: ετεροπλασμία μητέρας- κληρονομούμενη 
ετεροπλασμία((A),(B),(C)) αναγράφονται οι τιμές σημαντικότητας . 

HETEROPLASMY OF MOTHER Heteroplasmic 
Mother 

Homoplasmic 
Mother LEAKAGE IN FAMILIES (A) 

Leaked families 1 9 
Non leaked families 18 11 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (10000 replicates) (P-value =  0.007399) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value =  0.008362) 

LEAKAGE IN INDIVIDUALS (B)   
Leaked individuals 18 52 
Non leaked individuals 362 348 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (10000 replicates) (P-value =  9.999e-05) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value =  4.943e-05) 

MEAN FAMILY HETEROPLASMY(C)   
Mean Family Frequency of Leakage 0.047 0.953 

Wilcoxon rank sum test with continuity correction (P-value =  0.009847) 
Kruskal-Wallis rank sum test  (P-value =   0.009337) 

 

 

Οικογένεια προέλευσης της μητέρας 

Οι οικογένειες από την F2 γενιά που επιλέξαμε να μελετήσουμε αποτελούνταν από 
F1 μητέρες οι οποίες προέρχονταν από δύο διαφορετικές πατρικές οικογένειες 
(Εικόνα 4). Συγκεκριμένα, οι F1 μητέρες προέρχονταν από τις πατρικές 
διασταυρώσεις 22Ε και 24Β. Το ερώτημα που θέσαμε ήταν εάν η πατρική διαρροή 
που παρατηρείται στους απογόνους εξαρτάται από το αν η μητέρα προέρχεται από 
διαφορετική πατρική οικογένεια. Η μία μηδενική υπόθεση ήταν ότι δεν υπάρχει 
στατιστικά σημαντική διαφορά στον αριθμό των οικογενειών με πατρική διαρροή 
μεταξύ των μητέρων με διαφορετική προέλευση, ενώ η δεύτερη ήταν ότι δεν 
υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στον αριθμό ατόμων με πατρική διαρροή 
μεταξύ των μητέρων με διαφορετική προέλευση (Πίνακας 12). Οι στατιστικοί 
έλεγχοι έδειξαν ότι υπάρχει διαφορά μόνο στον αριθμό ατόμων με διαρροή 
(Πίνακας 12, Β), και όχι στον αριθμό οικογενειών με διαρροή (Πίνακας 12, Α) μεταξύ 
των μητέρων με διαφορετική προέλευση. Η διαφορά αυτή θα μπορούσε να 
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ερμηνευθεί λόγω του ότι υπάρχει διαφοροποίηση στα επίπεδα διαρροής μεταξύ 
οικογενειών (βλέπε αποτελέσματα F2 υβρίδια : Οικογένεια, Πίνακας 10). 

Πίνακας 12:Αριθμός οικογενειών με και χωρίς πατρική διαρροή που προέκυψαν από μητέρες με 
οικογένεια προέλευσης 22Ε και 24Β.  (Β) Αριθμός ατόμων με και χωρίς πατρική διαρροή που 
προέκυψαν από μητέρες με οικογένεια προέλευσης 22Ε και 24Β. 

FAMILY OF THE MOTHER 
22E 24B 

LEAKAGE IN FAMILIES (A) 
Leaked families 5 5 
Non leaked families 14 15 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (10000 replicates) (P-value = 1 ) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value = 1 ) 

LEAKAGE IN INDIVIDUALS (B)   
Leaked individuals 52 18 
Non leaked individuals 328 382 

Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction (P-value =1.298e-05  ) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value = 7.853e-06 ) 

Γενετική απόσταση των γονέων (διαφορές μεταξύ F1 και F2 υβριδίων) 

Τα υβρίδια της F1 γενιάς, προέκυψαν από την διασταύρωση δύο διακριτών ειδών 
(D.simulans και D.mauritiana), ενώ τα υβρίδια της F2 γενιάς προέκυψαν από τη 
διασταύρωση υβριδίων simulans/mauritiana και καθαρών ατόμων D.simulans. Αυτό 
σημαίνει ότι το πυρηνικό γονιδίωμα των υβριδίων της F1 γενιάς αποτελούνταν από 
50% από το γονιδίωμα του κάθε γονικού είδους, ενώ τα υβρίδια της F2 είχαν κατά 
75% από το γονιδίωμα της simulans και κατά 25% το γονιδίωμα της mauritiana. 
Επομένως, η γενετική απόσταση των γονέων που έδωσαν την F1 γενιά είναι 
μεγαλύτερη σε σχέση με την γενετική απόσταση των γονέων που έδωσαν την F2 
γενιά. Ένας παράγοντας που εξετάσαμε στην επίδραση της διαρροής είναι η 
γενετική απόσταση των γονέων. Συγκεκριμένα ερευνήσαμε εάν υπάρχουν 
στατιστικά σημαντικές διαφορές στη συχνότητα διαρροής μεταξύ των F1 και F2 
υβριδίων στο σύνολο των ατόμων, στο σύνολο των θηλυκών ατόμων και στο σύνολο 
των αρσενικών ατόμων (Πίνακας 13). Οι στατιστικοί έλεγχοι έδειξαν ότι υπάρχει 
σημαντική διαφορά στα επίπεδα διαρροής μεταξύ F1 καιF2 υβριδίων, μεταξύ 
θηλυκών F1 καιF2 υβριδίων και μεταξύ αρσενικών F1 καιF2 υβριδίων. Ειδικότερα η 
διαρροή να είναι μεγαλύτερη στην F1 γενιά όταν εξετάσαμε το σύνολο των ατόμων 
(22% ετεροπλασμία στην F1 και 9% ετεροπλασμία στην F2) (Πίνακας 13, (Α)) και 
όταν εξετάσαμε μόνο τα αρσενικά άτομα (100% ετεροπλασμία στην F1 9% 
ετεροπλασμία F2) (Πίνακας 13, (Β)). Αντίθετα στην περίπτωση που εξετάσαμε μόνο 
τα θηλυκά, παρατηρήσαμε ότι στην F2 (9% των θηλυκών ήταν ετεροπλασμικά) γενιά 
είχαμε παραπάνω διαρροή απ'ότι στην F1 γενιά (5% των θηλυκών ήταν 
ετεροπλασμικά) (Πίνακας 13, (C)). 
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Πίνακας 13:(A) Συχνότητα διαρροής στα F1 και F2 υβρίδια. (B) Συχνότητα διαρροής στα αρσενικά F1 
και F2 υβρίδια. (C)Συχνότητα διαρροής στα θηλυκά F1 και F2υβρίδια. Για κάθε ανάλυση 
συσχέτισης διαρροής -γενιά υβριδίων οι στατιστικοί έλεγχο αναγράφονται οι στατιστικοί έλεγχοι 
και οι τιμές σημαντικότητας  

HYBRID GENERATION 
F1 F2 

LEAKAGE IN MALES AND FEMALES (A) 
Leaked 161 70 
Nonleaked 570 710 

Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction (P-value = 3.104e-12) 
LEAKAGE IN MALES (B)   
Leaked 129 34 
Nonleaked 0 356 

Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction (P-value = 2.2e-16) 
LEAKAGE IN FEMALES(C)   
Leaked 32 36 
Nonleaked 570 354 

Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction (P-value = 0.02413) 

Συγκεντρωτικός πίνακας 

Συνοψίζοντας, μελετήσαμε το φαινόμενο της πατρικής διαρροής του 
μιτοχονδριακού DNA στα υβρίδια F1 και F2, και ελέγξαμε κατά πόσο το φαινόμενο 
της διαρροής σχετίζεται με το φύλο, την ηλικία της μητέρας, τους μιτότυπους των 
γονέων, την οικογένεια (επίδραση της μητέρας), την ετεροπλασμική κατάσταση της 
μητέρας, και την καταγωγή της μητέρας. Στον Πίνακα 14 συνοψίζονται όλα τα 
αποτελέσματα που αφορούν την πατρική διαρροή. Καταρχάς, παρατηρούμε ότι το 
φύλο είναι ένας παράγοντας που καθορίζει σε πολύ μεγάλο ποσοστό το φαινόμενο 
της διαρροής στα υβρίδια της F1 γενιάς ενώ, στην F2 φαινόμενο της διαρροής 
"συμπεριφέρεται" με τον ίδιο τρόπο και στα δύο φύλα. Δεύτερον η ηλικία της 
μητέρας είναι ένας παράγοντας που μπορεί να επηρεάσει το φαινόμενο της 
διαρροής. Από τις δύο οικογένειες F1 που εξετάσαμε, στην μία (24Β) παρατηρήσαμε 
ότι η συχνότητα ετεροπλασμίας στα θηλυκά αυξάνει σημαντικά με την αύξηση στην 
ηλικία της μητέρας. Το γεγονός ότι δεν παρατηρήσαμε στην δεύτερη οικογένεια 
(22Ε) κάποια συσχέτιση μπορεί να οφείλεται στον μικρό αριθμό θηλυκών. Τρίτον, ο 
παράγοντας της οικογένειας φαίνεται να επηρεάζει σημαντικά τα ποσοστά πατρικής 
διαρροής mtDNAκαι στις 2 γενιές υβριδίων. Στην F1 γενιά μόνο στα θηλυκά υβρίδια, 
ενώ στην F2 γενιά και στα δύο φύλα, καθώς και στις δύο γενιές υβριδίων 
παρατηρούμε σημαντική ανισοκατανομή των ατόμων με διαρροή μεταξύ των 
οικογενειών. Όπως εξηγήσαμε με τον παράγοντα οικογένεια αναφερόμαστε στην 
επίδραση της μητέρας, εφόσον κάθε οικογένεια προέκυψε από ένα θηλυκό με τρία 
αρσενικά άτομα. Επιπλέον ο τύπoς διασταύρωσης των οικογενειών της F1 γενιάς, 
δεν επηρεάζει σημαντικά το ποσοστό των οικογενειών F1 που εμφανίζουν διαρροή. 
Μια ακόμη παρατήρηση είναι ότι η ετεροπλασμική κατάσταση της μητέρας, δηλαδή 
το αν η μητέρα θα είναι ετεροπλασμική ή όχι επηρεάζει σημαντικά το φαινόμενο 
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της διαρροής στους απογόνους. Το συμπέρασμα αυτό προέκυψε από τα υβρίδια 
της F2 γενιάς, όπου παρατηρήσαμε ότι από τα ομοπλασμικά F1 θηλυκά υβρίδια 
προέκυψαν περισσότερα F2 άτομα με διαρροή, περισσότερες οικογένειες με 
διαρροή, οικογένειες με υψηλότερο μέσο ποσοστό διαρροής σε σχέση με τα 
ετεροπλασμικά F1 θηλυκά υβρίδια. Τέλος παρατηρήσαμε ότι η οικογένεια 
καταγωγής της μητέρας μπορεί να επηρεάσει σημαντικά μόνο των αριθμό των 
ατόμων που θα έχουν διαρροή, αλλά όχι τον αριθμό των οικογενειών με διαρροή. Η 
παρατήρηση αυτή συμφωνεί με το γεγονός ότι το φαινόμενο της διαρροής 
καθορίζεται σημαντικά από την οικογένεια, άραF2 οικογένειες με μητέρες κοινής 
προέλευσης έχουν κοινά πρότυπα διαρροής μεταξύ τους. 

Πίνακας 14: Συνολικός πίνακας με παράγοντες που μελετήθηκαν σε σχέση με την διαρροή 
πατρικού mtDNA, μαζί με τους στατιστικούς ελέγχους και τις τιμές σημαντικότητας. Με κόκκινα 
γράμματα αναγράφονται οι τιμές σημαντικότητας που είναι μικρότερες από α=0,05 

Παράγοντας Γενιά Στατιστικό τεστ (τιμή στατιστικού) P-value 

Φύλο 
F1 

Chi-square test (549.07) < 2.2e-16 
Fisher's Exact Test < 2.2e-16 

F2 Chi-squared test (0.015694) 0.9003 

Ηλικία της μητέρας 
F1 (22E οικογένεια) 

simulated chi-squared test (1.8259) 0.5979 
Fisher's Exact Test 0.6521 

F1 (24Β οικογένεια) 
simulated chi-squared test (15.67) 0.0006999 

Fisher's Exact Test 0.0005615 

Οικογένεια 
F1 (μόνο θηλυκά) 

Simulated chi-squared test (189.16) 9.999e-05 
Simulated Fisher's Exact Test 0.0004998 

F2 
Simulated chi-squared test (404.19) 9.999e-05 

Simulated Fisher's Exact Test 0.0004998 

Μιτότυποι των γονέων F1 
Simulated chi-squared test (2) 0.7946 

Fisher's Exact Test 0.7866 

Ετεροπλασμία της μητέρας 

F2 (Διαρροή σε 
οικογένειες) 

Simulated chi-squared test (8.0693) 0.007399 
Fisher's Exact Test 0.008362 

F2 (Διαρροή σε 
άτομα) 

Simulated chi-squared test (16.288) 9.999e-05 
Fisher's Exact Test 4.943e-05 

F2 (Μέση διαρροή 
στις οικογένειες) 

Wilcoxon rank sum test (119) 0.009847 
Kruskal-Wallis rank sum test  (6.7571) 0.009337 

Οικογένεια προέλευσης της 
μητέρας 

F2 (Διαρροή σε 
οικογένειες) 

Simulated chi-squared test (0.0088475) 1 
Fisher's Exact Test 1 

F2 (Διαρροή σε 
άτομα) 

Simulated chi-squared test (19.013) 1.298e-05 
Fisher's Exact Test 7.853e-06 

Γενετική απόσταση των 
γονέων(Διαφορές μεταξύ F1 

και F2 υβριδίων)  

F1-F2 
(όλα τα άτομα) 

Chi-square test(48.622) 3.104e-12 

F1-F2 
(μεταξύ αρσενικών) 

Chi-square test(370.71) 2.2e-16 

F1-F2 
(μεταξύ θηλυκών) 

Chi-square test(5.0852) 0.02413 
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Κληρονόμηση ετεροπλασμίας 

F2 υβρίδια: 

Η κληρονόμηση της ετεροπλασμίας μελετήθηκε στην F2 γενιά καθώς αυτή 
προέκυψε από διασταύρωση F1 υβριδικών (D. simulans x D. mauritiana) θηλυκών 
με αρσενικά D.simulans. Τα υβρίδια F2 που μελετήσαμε προέρχονταν από 
ετεροπλασμικά F1 και από ομοπλασμικά F1 θηλυκά τα οποία ήταν αδέρφια με τα 
ετεροπλασμικά. Τα ετεροπλασμικά υβρίδια F1 διαθέτουν ένα συχνό μιτότυπο siI τον 
οποίο κληρονόμησαν από την μητέρα τους (D.simulans) και έναν σπάνιο μιτότυπο 
maI ή maII (ανάλογα αν προέρχονται από την οικογένεια 24B ή 22E αντίστοιχα), τον 
οποίο κληρονόμησαν από τον πατέρα τους (D. mauritiana).Ειδικότερα, 
διερευνήσαμε εάν η μεταβίβαση της ετεροπλασμίας στην F2 γενιά (η μεταβίβαση 
των μιτότυπων siI μαζί με τον maI ή maII) σχετίζεται με διάφορους παράγοντες οι 
οποίοι είναι: 

 

 

Φύλο 

Στα υβρίδια της F2 γενιάς ελέγξαμε αν το φύλο των ατόμων παίζει ρόλο στην 
κληρονόμηση της ετεροπλασμίας από τη μητέρα τους. Φάνηκε ότι το φύλο δεν 
σχετίζεται με την κληρονόμηση της ετεροπλασμίας, καθώς δεν υπάρχει στατιστικά 
σημαντική διαφορά στην συχνότητα ετεροπλασμίας (λόγο κληρονόμησης) μεταξύ 
θηλυκών και αρσενικών υβριδίων F2 (Πίνακας 15). 
 

 

Πίνακας 15: Συχνότητα ετεροπλασμίας λόγο μητρικής κληρονόμησης σε θηλυκά και αρσενικά F2 
υβρίδια και τιμές σημαντικότητας για τον έλεγχο της συσχέτισης φύλου-διαρροής 

INHERITED HETEROPLASMY Heteroplasmic 
individuals 

Homoplasmic 
individuals SEX 

Females 31 359 
Males 25 365 

Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction (P-value =  0.488) 
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Οικογένεια 

Προηγουμένως είδαμε ότι η οικογένεια είναι καθοριστικός παράγοντας για την 
πατρική διαρροή του mtDNA, καθώς παρατηρήθηκε σημαντική διακύμανση στα 
ποσοστά διαρροής μεταξύ των οικογενειών. Το ερώτημα που εξετάσαμε ήταν κατά 
πόσο υπάρχει σημαντική διαφορά μεταξύ των οικογενειών στο ποσοστό 
κληρονομούμενης ετεροπλασμίας. Όπως προαναφέραμε επειδή κάθε οικογένεια 
προέκυπτε την διασταύρωση ενός θηλυκού με το πολύ τρία αρσενικά άτομα, με τον 
παράγοντα οικογένεια αναφερόμαστε περισσότερο στην επίδραση της μητέρας. Οι 
αναλύσεις έδειξαν ότι υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στα επίπεδα της 
κληρονομούμενης ετεροπλασμίας μεταξύ των οικογενειών (Πίνακας 16, Γράφημα 
3), το οποίο σημαίνει ότι η ετεροπλασμία δεν κληρονομείται το ίδιο σε όλες τις 
οικογένειες. 
 

Πίνακας 16 : Αριθμός ετεροπλασμικών (δεύτερη στήλη) και ομοπλασμικών (τρίτη στήλη) ατόμων 
F2 ανά οικογένεια πατρικής γενιάς (πρώτη στήλη), για ετεροπλασμία που προέκυψε από 
κληρονόμηση. Στη βάση του πίνακα φαίνεται η στατιστική ανάλυση που δείχνει ότι η 
ετεροπλασμία δεν κατανέμεται τυχαία. Οι χρωματικές διαβαθμίσεις δηλώνουν τις ομαδοποιήσεις 
που προέκυψαν από τους Post-hocελέγχους. 

INHERITED 
HETEROPLASMY 

Individuals with  inherited 
heteroplasmy 

Homoplasmic 
Individuals 

FAMILY(mother) 
22E1.F8 3 17 

22E1.F12 0 20 
22E2.F3 2 18 
22E2.F6 0 20 

22E2.F11 6 14 
22E3.F1 0 20 

22E2.F13 7 13 
22E3.F3 3 17 
22E3.F8 10 10 
22E1.F3 6 14 

22E1.F10 0 20 
22E2.F1 0 20 
22E2.F4 0 20 
22E2.F7 0 20 

22E2.F10 0 20 
22E2.F15 3 17 
22E3.F2 0 20 
22E3.F7 0 20 

22E2.F23 2 18 
24B2.F6 0 20 
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24B2.F9 0 20 
24B3.F5 0 20 

24B3.F12 0 20 
24B3.F15 0 20 
24B4.F1 3 17 
24B4.F2 0 20 
24B4.F3 0 20 
24B4.F4 0 20 
24B4.F5 0 20 
24B1.F1 4 16 
24B1.F4 5 15 
24B1.F5 0 20 
24B1.F6 0 20 
24B2.F1 1 19 
24B2.F7 0 20 

24B2.F11 1 19 
24B2.F15 0 20 
24B3.F1 0 20 
24B3.F7 0 20 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (1000 replicates) (P-value =9.999e-05) 
Fisher's Exact Test for Count Data with simulated p-value ( 2000 replicates) (P-value =0.0004998) 

 

 

Γράφημα 3: Ποσοστό ετεροπλασμικών υβριδίων F2 λόγο κληρονόμησης εντός των οικογενειών 
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Έπειτα πραγματοποιήσαμε εκ των υστέρων (Post-Hoc) ελέγχους με σκοπό να 
διερευνήσουμε τον τρόπο με τον οποίο ομαδοποιούνται οι διάφορες οικογένειες, 
όσον αφορά την συχνότητα της ετεροπλασμίας που παρουσιάζουν. Μια διακριτή 
κατηγορία αποτελούν οι οικογένειες οι οποίες έχουν 0 συχνότητα ετεροπλασμίας 
(Πίνακας 16, Γράφημα 3), το οποίο σημαίνει ότι τα θηλυκά F1 υβρίδια δεν 
κληροδότησαν σε κανέναν F2 απόγονο τον σπάνιο μιτότυπο (maΙ/maII) παρά μόνο 
τον συχνό siI. Μια δεύτερη κατηγορία αποτελεί η οικογένεια 22Ε3.F7 από μόνη της 
η οποία είχε το μεγαλύτερο ποσοστό κληρονόμησης του μιτότυπου ma (50% των 
απογόνων) (Πίνακας 16, Γράφημα 3). Στις υπόλοιπες οικογένειες με μικρότερες 
συχνότητες η ομαδοποίηση δεν ήταν αρκετά σαφής (Πίνακας 16, Γράφημα 3). 

Εξ αιτίας της ισοκατανομής των ατόμων εντός των οικογενειών, αναπαραστήσαμε 
την κατανομή της κληρονομήσιμης ετεροπλασμίας που εμφανίζουν οι οικογένειες 
(Πίνακας 16, Γράφημα 5 (Παράρτημα)). Φαίνεται ότι η μέση κληρονομούμενη 
ετεροπλασμία ανά οικογένεια είναι εξαιρετικά χαμηλή (mean= 0.07179487), με 
εύρος min = 0 (κανένα ετεροπλασμικό άτομο από τα 20) και max=0,5 (10 
ετεροπλασμικά άτομα  από τα 20) (Πίνακας 16, Γράφημα 5 (Παράρτημα)). 
 

Ετεροπλασμική κατάσταση της μητέρας 

Κάποια από τα θηλυκά της F1, που αποτέλεσαν τις μητέρες για τα υβρίδια της F2 , 
ήταν ετεροπλασμικά και τα υπόλοιπα ομοπλασμικά. Τα ετεροπλασμικά και 
ομοπλασμικά F1 θηλυκά των οποίων οι οικογένειες μελετήθηκαν ήταν αδέρφια 
(ανήκαν στην ίδια οικογένεια F1), και προέρχονταν από δύο οικογένειες της F1 
γενιάς. Στην F2 γενιά παρατηρήσαμε μεταβίβαση της ετεροπλασμίας τόσο από τις 
μητέρες που ήταν ετεροπλασμικές όσο και από αυτές που εμφανιζόταν 
ομοπλασμικές. Αυτό δείχνει ότι τουλάχιστον κάποια από τα άτομα που 
καταγράψαμε στην F1 ως ομοπλασμικά, περιείχαν τον σπάνιο μιτότυπο της μητέρας 
(ma), σε επίπεδα μη ανιχνεύσιμα με την PCR. Η ετεροπλασμικότητα αυτών των 
θηλυκών εντοπίστηκε μέσω των απογόνων τους. Επομένως οι ομοπλασμικές F1 
μητέρες θεωρήθηκαν ως μητέρες με καθόλου ή ελάχιστη ετεροπλασμία, ενώ οι 
ετεροπλασμικές F1 μητέρες θεωρήθηκαν ότι έχουν παραπάνω ποσοστό του 
σπάνιου μιτότυπου σε σχέση με τις ομοπλασμικές.  

Ελέγξαμε στατιστικά αν οι ετεροπλασμικές μητέρες κληροδοτούν σε μεγαλύτερο 
βαθμό την ετεροπλασμία τους σε σχέση με τις ομοπλασμικές και βρήκαμε ότι δεν 
υπάρχει διαφορά. Η παρατήρηση αυτή έγινε σε τρία διαφορετικά επίπεδα καθώς οι 
οικογένειες από ομοπλασμικές και ετεροπλασμικές μητέρες δεν έδωσαν σημαντικά 
διαφορετικό αριθμό ατόμων με κληρονομούμενη ετεροπλασμία στην F2 ούτε 
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σημαντικά διαφορετικό αριθμό οικογενειών με ετεροπλασμία ούτε διαφορετική 
μέση συχνότητα ετεροπλασμίας στις οικογένειες (Πίνακας 17).  

 
Πίνακας 17:(Α)Αριθμός οικογενειών με και χωρίς μητρική κληρονόμηση ετεροπλασμίας που 
προέκυψαν από ομοπλασμικές και ετεροπλασμικές μητέρες. (Β) Αριθμός ατόμων με και χωρίς 
μητρική κληρονόμηση ετεροπλασμίας που προέκυψαν από ομοπλασμικές και ετεροπλασμικές 
μητέρες. (C): Μέση συχνότητα μητρικής κληρονόμησης ετεροπλασμίας σε οικογένειες που 
προέκυψαν από ετεροπλασμικές και ομοπλασμικές μητέρες. Για κάθε επίπεδο ανάλυσης της 
συσχέτισης: ετεροπλασμία μητέρας- κληρονομούμενη ετεροπλασμία((A),(B),(C)) αναγράφονται οι 
τιμές σημαντικότητας . 

HETEROPLASMY OF MOTHER Heteroplasmic 
mothers 

Homoplasmic 
Mothers HETEROPASMY IN FAMILIES (A) 

Families with inherited heteroplasmy 7 7 
Families with homoplasmy 12 13 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (10000 replicates) (P-value =  1) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value =  1) 

HETEROLASMY IN INDIVIDUALS (B)   
Individuals with inherited heteroplasmy 34 22 
Individuals with homoplasmy 346 378 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (10000 replicates) (P-value =  0.07249) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value =  0.07133) 

MEAN FAMILY HETEROPLASMY(C)   
Mean Family Frequency of inherited heteroplasmy 0.08947368 0.055 

Wilcoxon rank sum test with continuity correction (P-value =  0.6942) 
Kruskal-Wallis rank sum test  (P-value =  0.6822) 

 

Οικογένεια προέλευση της μητέρας 

Από οικογένειες F2 που επιλέξαμε να αναλύσουμε, κάποιες από τις μητέρες (F1) 
των οικογενειών αυτών προέρχονταν από την πατρική διασταύρωση 22Ε και οι 
υπόλοιπες από την πατρική διασταύρωση 24Β. Όπως και στην περίπτωση της 
διαρροής του πατρικού mtDNA έτσι και στην περίπτωση της κληρονομήσιμης 
ετεροπλασμίας διερευνήσαμε αν η οικογένεια προέλευσης της μητέρας σχετίζεται 
με τη μεταβίβαση της ετεροπλασμίας στους απογόνους της. Το ερώτημα αυτό το 
διερευνήσαμε σε δύο διαφορετικά επίπεδα: α) κατά πόσο η προέλευση της μητέρας 
επηρεάζει τον αριθμό των οικογενειών με ετεροπλασμία λόγο κληρονόμησης και β) 
κατά πόσο επηρεάζει τον αριθμό ατόμων στα οποία θα μεταβιβάσουν την 
ετεροπλασμία. Οι αναλύσεις έδειξαν ότι η διαφορετική προέλευση της μητέρας 
μπορεί να επηρεάσει την κληρονόμηση της ετεροπλασμίας μόνο σε επίπεδο 
ατόμων (Πίνακας 18 Β) και όχι σε επίπεδο οικογενειών. Συγκεκριμένα, τα F1 θηλυκά 
που προέρχονται από την οικογένεια 22Ε μεταβιβάσαν τον σπάνιο μιτότυπο (maΙΙ) 
σε περισσότερα F2 άτομα απ΄ ότι τα θηλυκά που προέρχονται από την οικογένεια 
24Β. 
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Πίνακας 18: Αριθμός οικογενειών με και χωρίς μητρική ετεροπλασμία που προέκυψαν από 
μητέρες με οικογένεια προέλευσης 22Ε και 24Β. (Β) Αριθμός ατόμων με και χωρίς μητρική 
ετεροπλασμία που προέκυψαν από μητέρες με οικογένεια προέλευσης 22Ε και 24Β. 

FAMILY OF THE MOTHER 
22E 24B 

HETEROPASMY IN FAMILIES (A) 
Families with inherited heteroplasmy 9 5 
Families with homoplasmy 10 15 

Pearson's Chi-squared test with simulated p-value (10000 replicates) (P-value = 0.1949 ) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value = 0.1908 ) 

HETEROLASMY IN INDIVIDUALS (B)   
Individuals with inherited heteroplasmy 42 14 
Individuals with homoplasmy 338 386 

Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction (P-value =7.966e-05) 
Fisher's Exact Test for Count Data (P-value =4.288e-05) 

 

Συγκεντρωτικός πίνακας 

Συνοψίζοντας, μελετήσαμε το φαινόμενο κληρονόμησης της μιτοχονδριακής 
ετεροπλασμίας στα υβρίδια F2, και ελέγξαμε κατά πόσο το φαινόμενο της διαρροής 
σχετίζεται με το φύλο, την οικογένεια (επίδραση της μητέρας), την ετεροπλασμική 
κατάσταση της μητέρας, και την καταγωγή της μητέρας. Στον Πίνακα 19 
συνοψίζονται τα αποτελέσματα που αφορούν την κληρονόμησης της 
μιτοχονδριακής ετεροπλασμίας. Αρχικά παρατηρήσαμε ότι το φύλο είναι ένας 
παράγοντας που δεν καθορίζει το φαινόμενο της μεταβίβασης της ετεροπλασμίας. 
Δεύτερον, όπως και στην πατρική διαρροή έτσι και στην μεταβίβαση της 
ετεροπλασμίας, η οικογένεια, (επίδραση της μητέρας), σχετίζεται σημαντικά με τη 
μεταβίβαση της ετεροπλασμίας, καθώς οι αναλύσεις δείχνουν να υπάρχει 
ετερογένεια στα ποσοστά ετεροπλασμίας μεταξύ των οικογενειών. Τρίτον η 
ετεροπλασμική κατάσταση των μητέρων, δηλαδή εάν οι F1 μητέρες διέθεταν 
καθόλου - ελάχιστη ετεροπλασμία ή περισσότερη ετεροπλασμία, δεν επηρέασε 
σημαντικά την μεταβίβαση της ετεροπλασμίας στην επόμενη γενιά. Τέλος, όσον 
αφορά τον παράγοντα της προέλευσης της μητέρας , τα θηλυκάF1 και από τις δύο 
πατρικές οικογένειες προέλευσης έδωσαν στατιστικά τον ίδιο αριθμό οικογενειών 
με κληρονόμηση ετεροπλασμίας, αλλά οι F1 μητέρες που προέρχονταν από την 
οικογένεια 22Ε μεταβίβασαν την ετεροπλασμία τους σε περισσότερα F2 άτομα απ΄ 
ότι τα θηλυκά που προέρχονταν από την 24Β. Παρόμοια αποτελέσματα είχαμε και 
στην περίπτωση, όπου συσχετίσαμε την πατρική διαρροή με την προέλευση της 
μητέρας. 
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Πίνακας 19: Συνολικός πίνακας με παράγοντες που μελετήθηκαν σε σχέση με την κληρονομήσιμη 
ετεροπλασμία, μαζί με τα στατιστικά τεστ και τις τιμές σημαντικότητας. Με κόκκινο χρώμα 
αναγράφονται οι τιμές σημαντικότητας που είναι μικρότερες από α=0,05 

Παράγοντας Γενιά Στατιστικό τεστ(τιμή στατιστικού) P-value 
Φύλο F2 Chi-squaredtest (0.015694) 0,488 

Οικογένεια F2 
simulated chi-squared test (107,76) 9.999e-05 

simulated Fisher's Exact Test 0,0004998 

Ετεροπλασμία της μητέρας 

F2 (Διαρροή σε 
οικογένειες) 

simulated chi-squared test (0.014368) 1 
Fisher's Exact Test 1 

F2 (Διαρροή σε 
άτομα) 

simulated chi-squared test (3.4753) 0.07249 
Fisher's Exact Test 0.07133 

F2 (Μέση διαρροή 
στις οικογένειες) 

Wilcoxon rank sum test (202.5) 0.6942 
Kruskal-Wallis rank sum test  (0.16771) 0.6822 

Οικογένεια προέλευσης της 
μητέρας 

F2 (Διαρροή σε 
οικογένειες) 

simulated chi-squared test (2.1186) 0.1949 
Fisher's Exact Test 0.1908 

F2 (Διαρροή σε 
άτομα) 

simulated chi-squared test (15.566) 7.966e-05 
Fisher's Exact Test 4.288e-05 

 

Συσχέτιση κληρονομούμενης μητρικής ετεροπλασμίας και πατρικής 
διαρροής mtDNA 

Το τελευταίο ερώτημα που μελετήσαμε είναι εάν υπάρχει συσχέτιση μεταξύ των 
φαινόμενων της μητρικής κληρονόμησης της ετεροπλασμίας και της πατρικής 
διαρροής του mtDNA. Η μελέτη έγινε στα υβρίδια της F2 γενιάς όπου μπορούσαν να 
συμβούν και οι δύο αυτές διαδικασίες. Το ερώτημα αυτό το προσεγγίσαμε σε 
επίπεδο ατόμων και οικογενειών. Ο πρώτος τρόπος με τον οποίο προσεγγίσαμε τη 
συσχέτιση της μητρικής ετεροπλασμίας και της πατρικής διαρροής ήταν σε επίπεδο 
οικογενειών, εφόσον από τα προηγούμενα αποτελέσματα φαίνεται ότι και τα δύο 
αυτά φαινόμενα σχετίζονται με την οικογένεια. Συγκεκριμένα το ερώτημα που 
θέσαμε ήταν εάν μια οικογένεια που περιείχε τουλάχιστον ένα απόγονο με 
ετεροπλασμία κληρονομημένη από την μητέρα του, έχει μεγαλύτερες ή μικρότερες 
πιθανότητες να εμφανίσει πατρική διαρροή μιτοχονδριακού DNA (έστω και σε ένα 
άτομο από τα 20), σε σχέση με μία οικογένεια η οποία δεν εμφανίζει ετεροπλασμία 
λόγο κληρονόμησης (όλα τα άτομα της κληρονόμησαν έναν μιτότυπο από την 
μητέρα τους. Τα αποτελέσματα της ανάλυσης X2 έδειξαν ότι υπάρχει δεν σημαντική 
συσχέτιση των δύο αυτών φαινομένων σε επίπεδο οικογενειών (Πίνακας 20). 

Στην συνέχεια μελετήσαμε την συσχέτιση των δύο αυτών φαινομένων σε επίπεδο 
ατόμων. Συγκεκριμένα το ερώτημα που θέσαμε ήταν κατά πόσο ένα άτομο 
(ανεξάρτητα από την οικογένεια που προέρχεται) που έχει κληρονομήσει δύο 
μιτότυπους από τη μητέρα του έχει μεγαλύτερή ή μικρότερη πιθανότητα να 
αποκτήσει πατρική διαρροή σε σχέση με ένα άτομο που έχει κληρονομήσει μόνο 
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ένα μιτότυπο από την μητέρα του. Για τον έλεγχο αυτό αφαιρέσαμε τα άτομα 
εκείνα από τις οικογένειες οι οποίες δεν εμφάνιζαν ούτε το φαινόμενο της διαρροής 
ούτε της κληρονόμησης της ετεροπλασμίας. Με την αφαίρεση αυτή κρατήσαμε τα 
άτομα τα οποία ανήκαν σε οικογένειες οι οποίες εμφάνιζαν τουλάχιστον ένα από τα 
δύο φαινόμενα (μητρική κληρονόμηση και διαρροή), ώστε να μπορέσουμε να τα 
συσχετίσουμε. Τα αποτελέσματα της ανάλυσης X2 έδειξαν ότι τα δύο αυτά 
φαινόμενα δεν συσχετίζονται σε επίπεδο ατόμων (Πίνακας 20). 

Στην περίπτωση που δεν αφαιρέσαμε τα άτομα από τις οικογένειες οι οποίες δεν 
εμφάνιζαν ούτε τη διαρροή ούτε κληρονόμηση της ετεροπλασμίας, τα 
αποτελέσματα της ανάλυσης X2 έδειξαν ότι υπάρχει σημαντική συσχέτιση των δύο 
αυτών φαινομένων (Πίνακας 20). Ειδικότερα φαίνεται ότι τα δύο αυτά φαινόμενα 
σχετίζονται θετικά, δηλαδή τα άτομα τα οποία έχουν κληρονομήσει δύο μιτότυπους 
από την μητέρα τους έχουν μεγαλύτερη πιθανότητα να κληρονομήσουν και ένα 
τρίτο μιτότυπο από τον πατέρα τους σε σχέση με τα άτομα που έχουν κληρονομήσει 
μόνο έναν μητρικό μιτότυπο. Το αποτέλεσμα αυτό συμβαίνει διότι τα άτομα που 
δεν αφαιρέθηκαν αυξάνουν σημαντικά την κατηγορία των ατόμων που είναι 
ομοπλασμικά (λόγο μη διαρροής του πατρικού mtDNA, και μη κληρονόμησης του 
μητρικού mtDNA). 

 
Πίνακας 20: (A)Συχνότητα πατρικής διαρροής mtDNA σε ετεροπλασμικές και ομοπλασμικές F2 
οικογένειες (λόγο κληρονόμησης) (B)Συχνότητα πατρικής διαρροής mtDNA σε ετεροπλασμικά και 
ομοπλασμικά F2 άτομα (λόγο κληρονόμησης), μόνο για τα άτομα που ανήκουν σε οικογένειες οι 
οποίες εκδηλώνουν τουλάχιστον το ένα από τα φαινόμενα της διαρροής και της κληρονόμησης 
(C).Συχνότητα πατρικής διαρροής mtDNA σε ετεροπλασμικά και ομοπλασμικά F2 άτομα (λόγο 
κληρονόμησης) για όλα τα F2 άτομα. Για κάθε ανάλυση αναγράφονται τα στατιστικά τεστ και οι 
τιμές σημαντικότητας. Με κόκκινο χρώμα αναγράφονται οι τιμές σημαντικότητας που είναι 
μικρότερες από α=0,05 

 INHERITED HETEROPLASMY 

LEAKAGE 

(Α) Heteroplasmic Familes Homoplasmic families 
Leaked families 4 6 

Non-leakedfamilies 10 19 
Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction(1.2898e-30)(P-value=1) 

(Β) Heteroplasmic individuals Homoplasmic individuals 
Leaked Individuals 10 46 

Non-leakedindividuals 60 285 
Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction(5.2695e-31)(P-value=1) 

(C) Heteroplasmic individuals Homoplasmic individuals 
Leaked Individuals 10 46 

Non-leakedindividuals 60 664 
Pearson's Chi-squared test with Yates' continuity correction(4.7148)(P-value=0.0299) 
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Συζήτηση 

Μέθοδος PCR για ανίχνευση ετεροπλασμίας 

Στην παρούσα εργασία η μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση 
ετεροπλασμίας είναι η PCR. Υπάρχουν ενδείξεις ότι η ποσότητα του σπάνιου 
μιτότυπου που έπρεπε να ανιχνευθεί, ήταν αρκετά χαμηλή σε σχέση με τον συχνό 
μιτότυπο κι επομένως ο εντοπισμός της ετεροπλασμίας επηρεάζεται από τη 
διακριτική ικανότητα των εκκινητών. Ο προσδιορισμός της διακριτικής ικανότητας 
των εκκινητών της παρούσας εργασίας είχε πραγματοποιηθεί στο παρελθόν (Μ.-Ε. 
Ε. Παρακατσελάκη 2016) ο οποίος επιτρέποντας μας να καθορίσουμε την ελάχιστη 
σπάνιου mtDNA που μπορεί να ανιχνευθεί παρουσία του συχνού mtDNA, μας 
βοηθάει να εκτιμήσουμε  ποια είναι η πιθανότητα να υπάρχει κάποιο 
ετεροπλασμικό άτομο και να μην έγινε δυνατός ο εντοπισμός του. Το ζεύγος 
maI_1819F/maurI_2531R έχει μικρή διακριτική ικανότητα, αφού ανιχνεύει πατρικό 
mtDNA μέχρι την αραίωση 10-2. Από τη μια πλευρά μπορεί να αποτελεί 
μειονέκτημα, διότι η πιθανότητα αποτυχίας εντοπισμού κάποιου ετεροπλασμικού 
ατόμου με πολύ ελάχιστα ποσοστά ετεροπλασμίας είναι μεγάλη. Από τη άλλη όμως, 
η εύρεση ετεροπλασμικών ατόμων με το συγκεκριμένο ζεύγος, οδηγεί στο 
συμπέρασμα ότι το σπάνιο mtDNA βρίσκεται σε αρκετά μεγάλες ποσότητες σε αυτά 
τα άτομα. Με το συγκεκριμένο ζεύγος στην F1 γενιά εκτός από τα αρσενικά άτομα 
με διαρροή (maI πατρικός μιτότυπος) εντοπίστηκαν 19 θηλυκά της οικογένειας 24Β, 
1 θηλυκό από την οικογένεια 24Ε και ένα θηλυκό από την οικογένεια 24F, ενώ στην 
F2 γενιά εντοπίστηκαν όλα εκείνα τα άτομα που είχαν κληρονομήσει τον σπάνιο 
μιτότυπο maI από την μητέρα τους μαζί με τον συχνό siI. Το ζεύγος 
maII_1699F/maurI_2531R έχει αρκετά καλύτερο όριο ανίχνευσης, καθώς 
καταφέρνει να ενισχύσει πατρικό mtDNA σε αραίωση 10-5 (Μ.-Ε. Ε. Παρακατσελάκη 
2016). Την καλύτερη διακριτική ικανότητα είχε το ζεύγος simI_1737F/maurI_2531R, 
το οποίο ανιχνεύει το μιτότυπο mauII στην αραίωση 10-5 και το μιτότυπο maI στην 
αραίωση 10-8 (Μ.-Ε. Ε. Παρακατσελάκη 2016). Έτσι, η πιθανότητα να υπήρχε κάποιο 
ετεροπλασμικό άτομο στους απογόνους των διασταυρώσεων που 
χρησιμοποιήθηκαν τα δύο παραπάνω ζεύγη εκκινητών και να μην εντοπίστηκε είναι 
αρκετά μικρότερη σε σχέση με το ζεύγος maI_1819F/maurI_2531R. Αυτό δείχνει, ότι 
αν υπάρχουν ετεροπλασμικά άτομα που δεν εντοπίστηκαν με τα δύο παραπάνω 
ζεύγη τότε αυτά φέρουν απειροελάχιστα ποσά του σπάνιου μιτότυπου. Με το 
ζεύγος maII_1699F/maurI_2531R στην F1 γενιά εντοπίστηκαν ετεροπλασμικά 
αρσενικά (maII μιτότυπος) και 9 ετεροπλασμικά θηλυκά της οικογένειας 22E, ενώ 
στην F2 γενιά εντοπίστηκαν όλα εκείνα τα άτομα που είχαν κληρονομήσει τον 
σπάνιο μιτότυπο maII από την μητέρα τους μαζί με τον συχνό siI. Τέλος με το ζεύγος 
simI_1737F/maurI_2531R στην F1 εκτός από αρσενικά ετεροπλασμικά (maI και maII 
μιτότυπος) εντοπίστηκαν δυο ετεροπλασμικά θηλυκά από την οικογένεια 25F, ενώ 
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στην F2 το ζεύγος χρησιμοποιήθηκε σε κάποια άτομα στα οποία είχε συμβεί 
διαρροή ώστε να εντοπιστεί ο σπάνιος μιτότυπος της μητέρας. 

Στα αρσενικά άτομα της F1 γενιάς το πατρικό mtDNA που προέκυψε λόγω διαρροής 
εντοπιζόταν πάντα με την πρώτη PCR και πάντα έδινε "ισχυρό σήμα" στο πήκτωμα 
αγαρόζης, οπότε δεν τίθεται θέμα στο εντοπισμό της διαρροής. Αντίθετα στα 
θηλυκά υβρίδια της F1 γενιάς υπήρξαν άτομα τα οποία ενώ φάνηκαν να είναι 
ομοπλασμικά, αποδείχτηκαν ετεροπλασμικά μέσω των απογόνων τους. Με άλλα 
λόγια, δεν καταφέραμε να πολλαπλασιάσουμε τον σπάνιο μιτότυπο στα ίδια τα F1 
θηλυκά, αλλά τον πολλαπλασιάσαμε στους απογόνους τους, στους οποίους 
προφανώς τον είχαν κληροδοτήσει. Αντίστοιχα και στην F2 γενιά δεν μπορεί να 
εκτιμηθεί το ποσοστό των ατόμων που διέθεταν ένα σπάνιο μιτότυπο αλλά δεν 
καταφέραμε να τον ανιχνεύσουμε. Μια λύση στον εντοπισμό των σπάνιων 
απλοτύπων που βρίσκονται σε ποσότητες χαμηλότερες του ορίου ανίχνευσης των 
εκκινητών είναι οι τεχνικές αλληλούχισης νέας γενιάς (NGS).Οι τεχνικές αυτές 
αποτελούν είναι ένα ισχυρό εργαλείο στο κομμάτι της ετεροπλασμίας επειδή έχουν 
την ικανότητα να ανιχνεύουν μόρια που εμφανίζονται σε πολύ μικρές ποσότητες 
μέσα από μία ομάδα πολλών μορίων DNA (Ladoukakis and Zouros 2017), και 
παράλληλα δίνουν την δυνατότητα ακριβής ποσοτικοποίησης (Robin et al. 2016). 

Πατρική Διαρροή mtDNA 

Φύλο 

 Ο πρώτος σημαντικός παράγοντας που σχετίζεται με την πατρική διαρροή του 
mtDNA είναι το φύλο. Στα υβρίδια της F1 γενιάς, τα οποία προέκυψαν από την 
διασταύρωση των ειδών D. simulans και D. mauritiana παρατηρήθηκε μεγάλη 
μεροληψία ως προς το φύλο , με την συχνότητα διαρροής να είναι 100% στα 
αρσενικά και 5,3% στα θηλυκά. Αντίθετα στα υβρίδια της F2 γενιάς τα οποία 
προέκυψαν από την διασταύρωση υβριδίων D.simulans /D.mauritiana με D 
.simulans το ποσοστό της διαρροής υπολογίστηκε στο 0,09 χωρίς να υπάρχει 
σημαντική διαφορά μεταξύ των φύλων. 

Η διαρροή αυτή είναι πραγματική, καθώς σε όλες τις PCR χρησιμοποιούνταν οι 
κατάλληλοι αρνητικοί και θετικοί μάρτυρες, με τους οποίους ήταν δυνατό να 
διαπιστώνεται κάθε φορά ότι οι εκκινητές πολλαπλασίαζαν μόνο το πατρικό mtDNA 
και όχι το μητρικό. Μία περίπτωση, στην οποία η ετεροπλασμία που διαπιστώνεται 
σε κάποια άτομα θα μπορούσε να είναι πλασματική, είναι οι εκκινητές να 
πολλαπλασιάζουν κάποιο NUMT, δηλαδή κάποιο πυρηνικό αντίγραφο του mtDNA. 
Ωστόσο, αυτό δεν είναι δυνατό να συμβαίνει, καθώς εφόσον πρόκειται για 
πυρηνική περιοχή, η αλληλουχία θα ενισχυόταν σε όλα τα άτομα. 
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Η αδυναμία ανίχνευσης διαρροής στα θηλυκά στην F1 θα μπορούσε να οφείλεται 
σε αδυναμία πολλαπλασιασμού του επιθυμητού υποστρώματος λόγω παρουσίας 
αναστολέων. Ωστόσο, κάτι τέτοιο είναι αδύνατο, καθώς για όλα τα άτομα, γινόταν 
PCR και για τον μητρικό μιτότυπο. Έτσι, η παρουσία πιθανών αναστολέων της PCR 
θα διαπιστωνόταν σε αυτό το στάδιο, αφού δε θα παραγόταν προϊόν. Ωστόσο, σε 
όλα τα θηλυκά που εξετάστηκαν ο μητρικός μιτότυπος ενισχύθηκε με επιτυχία, ενώ 
βρέθηκαν και κάποια ετεροπλασμικά θηλυκά, γεγονός που καθιστά την απουσία 
του πατρικού μιτότυπου από τα θηλυκά και τη male-biased διαρροή πραγματικά 
γεγονότα, και όχι γεγονότα που προέκυψαν λόγω τεχνικών λόγων. 

Τα αποτελέσματα της διαρροής στην F1 γενιά συμφωνούν με τα αποτελέσματα των 
(Μ.-Ε. Παρακατσελάκη 2016; Dokianakis and Ladoukakis 2014), οι οποίοι 
παρατήρησαν διαφορές στην συχνότητα διαρροής μεταξύ των δύο φύλων και σε 
άλλες διαειδικές διασταυρώσεις Drosophila. Αντίστοιχες μελέτες με τη χρήση 
παρόμοιων μεθόδων για τον υπολογισμό ποσοστών διαρροής σε διαειδικές 
διασταυρώσεις έχουν γίνει και από τους  (Kondo, Matsuura, and Chigusa 1992; 
Sherengul, Kondo, and Matsuura 2006), με τη διαφορά ότι τα αποτελέσματα δεν 
ποσοτικοποιούνταν σε επίπεδο ατόμου ή φύλου. Οι (Rokas, Ladoukakis, and Zouros 
2003) πρότειναν ένα μοντέλο σχετικά με το βαθμό της διαρροής του πατρικού 
mtDNA. Το μοντέλο προτείνει ότι η διαρροή θα πρέπει να είναι υψηλότερη μεταξύ 
των δια-ειδικών διασταυρώσεων σε σχέση με τις ενδοειδικές και ότι η συχνότητα 
διαρροής θα πρέπει να αυξάνει με την γενετική απόκλιση των υβριδικών ειδών. Τα 
αποτελέσματα της παρούσας συμφωνούν με την δεύτερη πρόβλεψη του μοντέλου 
καθώς η συχνότητα διαρροής στην F2 γενιά είναι πολύ μικρότερη σε σχέση με την 
συχνότητα διαρροής στην F1, όπου οι γονείς που έδωσαν την F2 γενιά είναι έχουν 
μικρότερη γενετική απόκλιση σε σχέση με τους γονείς που έδωσαν την F1 γενιά. Η 
διαφορά που παρατηρήσαμε μεταξύ των δύο φύλων δείχνει ότι σε μία υβριδική 
διασταύρωση, ο μηχανισμός που εμποδίζει τη διαρροή του πατρικού mtDNA όντως 
καταρρέει αλλά επηρεάζει δυσανάλογα τα δύο φύλα. Υποδεικνύει ότι η διαρροή 
πατρικού mtDNA μπορεί να μην είναι στοχαστικό αποτέλεσμα ενός μηχανισμού ο 
οποίος είναι επιρρεπής σε σφάλματα, αλλά μάλλον, είναι υπό πολύπλοκο γενετικό 
έλεγχο. 

Γενετική απόσταση των γονέων 

Στην F2 γενιά παρόλο που παρατηρήσαμε διαρροή, το πρότυπο της δεν 
συμφωνούσε με το πρότυπο της F1 γενιάς. Στην F1 υπήρξαν έντονες διαφορές 
μεταξύ των φύλων με τα αρσενικά να εμφανίζουν 100% διαρροή και τα θηλυκά  να 
εμφανίζουν περίπου 5%. Αντίθετα στην F2 παρατηρήσαμε ίδιο ποσοστό διαρροής 
και στα 2 φύλα (9%). Οι διαφορές στα επίπεδα της διαρροής που παρατηρήσαμε 
μεταξύ των F1 και F2 υβριδίων ήταν στατιστικά σημαντικές στο σύνολο των 
υβριδίων, με την F1 γενιά να έχει συνολικά περισσότερα ετεροπλασμικά άτομα από 
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την F2 .Όταν όμως εξετάσαμε το κάθε φύλο χωριστά παρατηρήσαμε ότι υπάρχει 
στατιστικά σημαντική μείωση στην διαρροή στα αρσενικά υβρίδια από την F1 στην 
F2 γενιά, και στατιστικά σημαντική αύξηση στην διαρροή στα θηλυκά υβρίδια από 
την F1 στην F2 γενιά. Συμπεραίνουμε ότι η διαφορά που είδαμε στο σύνολο των 
ατόμων οφείλεται στην επίδραση των αρσενικών.  

Η διαφορά που παρατηρήσαμε στα αρσενικά άτομα ερμηνεύεται στο ότι τα 
πυρηνικά υπόβαθρα των γονέων της F2 γενιάς έχουν μικρότερη γενετική απόσταση 
σε σχέση με τα πυρηνικά υπόβαθρα των γονέων της F1 γενιάς, με αποτέλεσμα στην 
F2 γενιά ο μηχανισμός παρεμπόδισης της διαρροής να δρα πιο αποτελεσματικά. 
Στην P γενιά, οι γονείς αποτελούσαν δύο διακριτά είδη (D.simulans και 
D.mauritiana), με αποτέλεσμα το πυρηνικό γονιδίωμα των F1 υβριδίων να 
συνίσταται από τα γονιδιώματα simulans και mauritiana σε με ίση αναλογία από το 
κάθε γονιδίωμα Κατά τον σχηματισμό της F2 γενιάς οι γονείς αποτελούνταν από 
υβρίδια simulans/mauritiana και καθαρά είδη D.simulans. Αυτό έχει σαν 
αποτέλεσμα τα F2 υβρίδια να έχουν ένα πυρηνικό γονιδίωμα, που συνίσταται από 
τα γονιδιώματα simulans και mauritiana σε αναλογία 75% και 25% αντίστοιχα. Όσον 
αφορά την διαφορά που παρατηρήσαμε στα θηλυκά άτομα, δεν είναι δυνατόν να 
την ερμηνεύσουμε.  

Οικογένεια 

Στο φαινόμενο της διαρροής του πατρικού mtDNA παρατηρήσαμε να υπάρχει 
διακύμανση στο ποσοστό της διαρροής μεταξύ των οικογενειών. Η παρατήρηση 
αυτή ισχύει για τα υβρίδια της γενιάς F1 (μονό θηλυκά) και για τα υβρίδια της 
γενιάς F2. Αυτό το εύρημα είναι μια ισχυρή ένδειξη ότι το φαινόμενο της διαρροής 
ελέγχεται γενετικά και δεν συμβαίνει πάντα τυχαία ή σε σπάνιες περιπτώσεις 
κατάρρευσης των μηχανισμών παρεμπόδισης της. Κατά την διάρκεια της 
πειραματικής εκτέλεσης των διασταυρώσεων σε έναν σωλήνα τοποθετούνταν ένα 
θηλυκό άτομο με 3 αρσενικά, ώστε να εξασφαλιστεί η επιτυχής σύζευξη. Γι' αυτό 
τον λόγο δεν μπορούμε να γνωρίζουμε εάν οι απόγονοι μιας διασταύρωσης 
προέκυψαν από ένα ή περισσότερα αρσενικά. Οπότε στην επίδραση της 
οικογένειας δεν μπορούμε να πούμε εάν καθοριστικό ρόλο στην διαρροή 
διαδραματίζει το αρσενικό ή το θηλυκό άτομο, ή ο μοναδικός συνδυασμός τους. Για 
να ελεγχθεί αυτή η υπόθεση θα μπορούσαν να επαναληφθούν παρόμοιες 
διασταυρώσεις έχοντας σε κάθε οικογένεια για γονείς, μονό ένα αρσενικό με ένα 
θηλυκό άτομο, καθώς επίσης και διασταυρώσεις όπου θα έχουμε πολλές 
οικογένειες οι οποίες θα προκύπτουν από της σύζευξη του ίδιου αρσενικού ατόμου 
με διαφορετικά θηλυκά. 

Το γεγονός ότι υπάρχει ποικιλομορφία στα ποσοστά διαρροής μεταξύ των 
οικογενειών, οδηγεί στην υπόθεση ότι είναι ένα επιλεκτικό φαινόμενο. 
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Προϋπόθεση για να δράση η φυσική επιλογή σε κάποιον χαρακτήρα, είναι να 
υπάρχει γενετική ποικιλομορφία σε αυτόν τον χαρακτήρα, η οποία θα 
αντικατοπτρίζεται σε φαινοτυπική ποικιλομορφία. Εάν θεωρήσουμε ότι η πατρική 
διαρροή συμβαίνει τακτικά σε χαμηλές συχνότητες για να αποφευχθεί εκφυλισμός 
του μιτοχονδριακού γονιδιώματος, τότε η επιλογή θα πρέπει να δράσει με τέτοιο 
τρόπο ώστε κάθε φορά να επιλέγονται οι οικογένειες που θα δίνουν χαμηλές 
συχνότητες διαρροής. Η επιλογή τέτοιων οικογενειών θα διασφαλίζει σε μεγάλο 
βαθμό την μητρική κληρονόμηση και την αποτροπή εξάπλωσης εγωιστικών mtDNA, 
άλλα ταυτόχρονα θα δίνει την δυνατότητα να συμβεί ανασυνδυασμός. 

Η παρατήρηση στα υβρίδια της F2 γενιάς όπου το ποσοστό διαρροής διαφέρει 
μεταξύ των οικογενειών των οποίων οι μητέρες είχαν διαφορετική καταγωγή, 
πιθανά να σχετίζεται με τον παράγοντα "οικογένεια" της F1 γενιάς. Στις οικογένειες 
της F2 γενιάς είχαμε F1 θηλυκά που προέρχονταν από 2 διαφορετικές πατρικές 
οικογένειες, πράγμα που σημαίνει ότι η διαφορετική καταγωγή , άρα και το 
διαφορετικό γενετικό υπόβαθρο αντικατοπτρίστηκε σε διαφορές στα ποσοστά 
διαρροής. 

Ηλικία της μητέρας 

Στην παρούσα εργασία μελετήσαμε σε δύο οικογένειες της F1 γενιάς (22Ε, 24Β) την 
επίδραση της ηλικίας της  μητέρας στο ποσοστό των ετεροπλασμικών ατόμων που 
δίνει. Σε μία από αυτές τις οικογένειες , στην 24Β, στην οποία είχαμε και 
μεγαλύτερο δείγμα ατόμων, παρατηρήσαμε σημαντική αύξηση των 
ετεροπλασμικών θηλυκών εξαιτίας διαρροής με την αύξηση της ηλικίας της 
μητέρας. Αντίθετα στην 22Ε οικογένεια, οπού είχαμε μικρότερο δείγμα θηλυκών 
απογόνων δεν παρατηρήσαμε σημαντικές διαφορές. Είναι γνωστό ότι η ηλικία μια 
ήδη ετεροπλασμικής μητέρας επιδρά στα ποσοστά της ετεροπλασμίας που η ίδια 
κληροδοτεί στους απογόνους της. Συγκεκριμένα με βάση τους Kann et al. (1998) 
ετεροπλασμικά θηλυκά Drosophila melanogaster έδιναν απογόνους με μεγαλύτερα 
ποσοστά ετεροπλασμίας όσο αύξανε η ηλικία των θηλυκών. Επιπλέον στον 
άνθρωπο έχει βρεθεί να υπάρχει θετική συσχέτιση μεταξύ του ποσοστού της 
ετεροπλασμίας στο παιδί και την ηλικία της μητέρας κατά την γονιμοποίηση το 
οποίο αποδίδεται στην γήρανσης των ωοκυττάρων (Rebolledo-Jaramilloetal. 
2014).Επίσης υπάρχουν αρκετές μελέτες που συσχετίζουν την ηλικία ενός ατόμου 
με τον αριθμό μιτοχονδριακών αντιγράφων που αυτό φέρει. Πιο συγκεκριμένα, 
υπάρχουν μελέτες που υποστηρίζουν ότι με την αύξηση της ηλικίας, τα 
μιτοχονδριακά αντίγραφα μειώνονται (van Leeuwen et al. 2014; Mengel-From et al. 
2014; Ding et al. 2015). Προς το παρόν δεν υπάρχει επαρκής βιβλιογραφία σχετικά 
με την επιρροή που έχει η ηλικία της μητέρας στα ποσοστά διαρροής που θα έχουν 
οι απόγονοί της. Μια ερμηνεία μου θα μπορούσε να δοθεί για την οικογένεια 24Β 
στα - είναι ότι όσο γηραιότερο είναι ένα άτομο , τόσο περισσότερες μεταλλάξεις θα 
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έχει συσσωρεύσει στο γονιδίωμα του. Επομένως τα γονίδια που ρυθμίζουν την 
παρεμπόδιση της πατρικής διαρροής έχουν μεγαλύτερες πιθανότητες να έχουν 
υποστεί μεταλλαγές σε ένα ηλικιωμένο θηλυκό σε σχέση με ένα νεαρό, με 
αποτέλεσμα να προκύπτουν ολοένα και περισσότεροι ετεροπλασμικοί απόγονοι με 
την αύξηση της ηλικίας της μητέρας. 

Ετεροπλασμική κατάσταση της μητέρας. 

Στην F2 γενιά έγινε συσχέτιση της συχνότητας διαρροής με την ετεροπλασμική 
κατάσταση της μητέρας. Όπως ήδη περιγράψαμε οι οικογένειες της F2 γενιάς 
προέρχονταν από μητέρες F1 οι οποίες είχαν από καθόλου-ελάχιστη ετεροπλασμία, 
και από μητέρες  F1 με λίγη ετεροπλασμία. Αυτό που μας έδειξαν τα αποτελέσματα 
είναι ότι υπάρχει διαφορά στην ποσότητα διαρροής ανάλογα με την ετεροπλασμική 
κατάσταση της μητέρας, και συγκεκριμένα στις οικογένειες των οποίων η μητέρα 
είχε από καθόλου-ελάχιστη ετεροπλασμία συνέβαινε διαρροή σε μεγαλύτερο 
βαθμό απ' ότι στις οικογένειες των οποίων η μητέρα είχε παραπάνω ετεροπλασμία. 
Βιβλιογραφικά δεν υπάρχουν στοιχεία τα οποία θα μπορούσαν να ερμηνεύσουν μια 
τέτοια παρατήρηση. Έχουμε ήδη παρατηρήσει ότι η πατρική διαρροή του mtDNA 
επηρεάζεται σημαντικά από γενετικούς παράγοντες καθώς, παρατηρήσαμε 
διαφορές μεταξύ των φύλων και μεταξύ των οικογενειών. Η παρατήρηση, ότι η 
ετεροπλασμική κατάσταση ενός θηλυκού σχετίζεται με την διαρροή στους 
απογόνους του ενισχύει την υπόθεση ότι η διαρροή καθορίζεται από γενετικούς 
μηχανισμούς και, πιθανά, οι ίδιοι μηχανισμοί που συνέβαλαν στην διαρροή των 
μητέρων, άρα και στην ετεροπλασμική τους κατάστασης, συνέβαλαν και στην 
διαρροή των απογόνων τους. 

Κληρονόμηση ετεροπλασμίας 

Είναι γνωστό ότι τα μιτοχόνδρια "περνάνε" από μια φάση στενωπού στα πρώτα 
στάδια της εμβρυογένεσης (Pikó andTaylor 1987; Creeetal. 2008), και μια δεύτερη 
στενωπό κατά την φάση της ωογένεσης (BergstromandPritchard 1998; 
CoxandSpradling 2003). Η διαδικασία της στενωπού είναι από μόνη της μία τυχαία 
διαδικασία η οποία μπορεί να δράσει συνδυαστικά με την επιλογή. Για να έχουμε 
την μεταβίβαση ενός σπάνιου μιτοχονδριακού απλοτύπου από ένα θηλυκό στα 
αυγά του θα πρέπει έστω τυχαία ο μιτότυπος αυτός να μην χάθηκε. Δεν μπορούμε 
να έχουμε εκτίμηση του μεγέθους της στενωπού που υπέστησαν οι ma μιτότυποι 
στα F1 υβρίδια. Σε μία εργασία που πραγματοποιήθηκε σε βατράχια του γένους 
Pelophylax (Εργ. Πληθυσμιακής Γενετικής και Εξέλιξης- Μη δημοσιευμένα 
αποτελέσματα), παρατηρήθηκε η δράση της επιλογής από τα ετεροπλασμικά 
θηλυκά στα αυγά τους. Συγκεκριμένα ετεροπλασμικά θηλυκά με απειροελάχιστα 
ποσοστά ετεροπλασμίας, μεταβίβαζαν τον σπάνιο μιτότυπο σε σχεδόν όλα τα αυγά 
τους. Εκτός από τα βατράχια , η δράση της επιλογής στην μεταβίβαση της 
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ετεροπλασμίας από το θηλυκό στους απογόνους έχει εντοπιστεί και στα ποντίκια 
(James Bruce Stewart et al. 2008; Burr, Pezet, and Chinnery 2018) 

Τα αποτελέσματά μας δείχνουν ότι η ετεροπλασμία της F2 γενιάς που προέκυψε 
από το θηλυκό στους απογόνους επηρεάζεται σημαντικά από την οικογένεια , και 
δεν επηρεάζεται σημαντικά από το ποσοστό ετεροπλασμίας της μητέρας. Το 
αναμενόμενο αποτέλεσμα εάν η μεταβίβαση ήταν τυχαία θα ήταν να έχουμε 
περισσότερους ετεροπλασμικούς απογόνους στις οικογένειες όπου οι μητέρες 
έφεραν περισσότερη ετεροπλασμία. Το αποτέλεσμα αυτό υποδεικνύει ότι πιθανά 
να υπάρχει να υπάρχει κάποιας μορφή επιλογής , προζυγωτική  ή μετά ζυγωτική η 
οποία να ενισχύει τον σπάνιο μιτότυπο ma σε συγκεκριμένες οικογένειες , και να 
τον εξαφανίζει από άλλες, ανεξάρτητα από την ετεροπλασμική κατάσταση της 
μητέρας. Επομένως η διαφοροποίηση που παρατηρούμε στις οικογένειες θα 
οφείλεται σε διαφορετική συνεργασία πυρήνα-mtDNA (mito-nuclear interactions). 

Συσχέτιση πατρικής διαρροής mtDNA και μητρικής κληρονόμησης 
ετεροπλασμίας 

Τα αποτελέσματα των αναλύσεων δείξανε ότι πιθανά δεν υπάρχει κάποια 
συσχέτιση μεταξύ των φαινομένων της πατρικής διαρροής και της μητρικής 
κληρονόμησης της ετεροπλασμίας, ούτε σε επίπεδο ατόμων ούτε σε επίπεδο 
οικογενειών. Με άλλα λόγια ένα άτομο/οικογένεια που εμφανίζει ετεροπλασμία 
λόγω κληρονόμησης έχει ίδιες πιθανότητες να εμφανίσει και ετεροπλασμία λόγο 
διαρροής με ένα άτομο/οικογένεια που δεν έχει κληρονομήσει ετεροπλασμία από 
την μητέρα του. Παρατηρούμε ότι παρόλο που και τα δυο αυτά φαινόμενα φαίνεται 
να καθορίζονται γενετικά (η οικογένεια παίζει σημαντικό ρόλο) είναι ανεξάρτητα 
μεταξύ τους, και πιθανά να ρυθμίζονται από διαφορετικούς γενετικούς παράγοντες. 
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Παράρτημα 

Πίνακας 21: Οι αναπαραγωγικές σχέσεις μεταξύ ειδών του Drosophila melanogaster species 
subgroup 

♂ 

♀ 
D. 

melanogaster 
D. simulans D. mauritiana D. sechellia 

D. 
teissieri 

D. 
yakuba 

D. 
santomea 

D. 
melanogaster 

- 
Sterile 

females 
No males 

Sterile 
females 

No males 

Sterile 
females 

No males 
FAIL FAIL FAIL 

D. simulans 
No females 

Sterile males 
- 

Fertile 
females 

Sterile males 

Fertile 
females 

Sterile males 
FAIL FAIL 

Sterile 
females 

No males 

D. mauritiana 
No females 

Sterile males 

Fertile 
females 
Sterile 
males 

- 
Fertile 

females 
Sterile males 

FAIL FAIL FAIL 

D. sechellia 
No females 

Sterile males 
FAIL 

Fertile 
females 

Sterile males 
- FAIL FAIL FAIL 

D. teissieri FAIL FAIL 
Sterile 

females and 
males 

FAIL - FAIL FAIL 

D. yakuba FAIL FAIL 
Sterile 

females and 
males 

FAIL FAIL - 

Fertile 
females 
Sterile 
males 

D. santomea FAIL FAIL 
Sterile 

females and 
males 

FAIL FAIL 

Fertile 
females 
Sterile 
males 

- 

 

Πίνακας 22: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις PCR, αλληλουχία των εκκινητών, 
μήκος πολλαπλασιαζόμενης αλληλουχίας , καθώς και μιτοχονδρικός απλότυπος που ενισχύει το 
κάθε ζεύγος 

 
Ζεύγος 

εκκινητών 

Αλληλουχία 
Forward (5'-3') 
Reverse(5'-3') 

Μήκος 
πολλαπλασιαζόμε
νης αλληλουχίας 

(bp) 

Μιτοχονδριακός 
Απλότυπος 

Αναφορά 

1 
SiI_1737_F TCCTGATATAGCATTTCCA 

795 SimI (Dokianakis & Ladoukakis 2014) 
SiI_2531_R GTTAATCCTCCTACTGTG 

2 
SiII_1737_F CCCTGATATAGCATTCCCG 

795 SimII Παρούσα μελέτη 
SiII_2531_R GTTAACCCCCCTACTGTA 

3 
MaII_1699_F GGTGGATTTGGAAATTGATTG 

824 MauII, MauI, SimII 
(Dokianakis&Ladoukakis 2014; 
Μ.-Ε. Παρακατσελάκη 2016) MaurI_2531_R GTTAAACCTCCTACTGTA 

4 
MaII_1819_F AGAATAGTTGAAAATGGGGCTGGG 

712 MauI, MauII , SimII 
(Dokianakis&Ladoukakis 2014; 
Μ.-Ε. Παρακατσελάκη 2016) MaurI_2531_R CATGATGCAAAAGGTACGAG 

5 
SiI_1737_F TCCTGATATAGCATTTCCA 

795 MauI, MauII 
(Dokianakis&Ladoukakis 2014; 
Μ.-Ε. Παρακατσελάκη 2016) MaurI_2531_R CATGATGCAAAAGGTACGAG 
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Πίνακας23: ΣυνθήκεςPCRγια τα διαφορετικά ζεύγη εκκινητών 
SiI_1737_F/ SiI_2531_R 

Βήματα Θερμοκρασία Διάρκεια Κύκλοι 
Αρχική αποδιάταξη 94oC 5 min 1 

Αποδιάταξη 94oC 30 sec 
33 Υβριδοποίηση 55oC 17 sec 

Επέκταση 72oC 1 min 
Τελικη επέκταση 72oC 5 min 1 

SiΙI_1737_F/ SiΙI_2531_R 
Βήματα Θερμοκρασία Διάρκεια Κύκλοι 

Αρχική αποδιάταξη 94oC 5 min 1 
Αποδιάταξη 94oC 15 sec 

35 Υβριδοποίηση 58oC 20 sec 
Επέκταση 72oC 40 sec 

Τελικη επέκταση 72oC 5 min 1 
MaII_1699_F/MaurI_2531_RκαιMaII_1819_F/MaurI_2531_R 

Βήματα Θερμοκρασία Διάρκεια Κύκλοι 
Αρχική αποδιάταξη 94oC 4 min 1 

Αποδιάταξη 94oC 30 sec 
13 

*(-1 oC/κύκλο)  
Υβριδοποίηση 62oC* 20 sec 

Επέκταση 72oC 1min 
Αρχική αποδιάταξη 94oC 30 sec 

29 Αποδιάταξη 47oC 20 sec 
Υβριδοποίηση 72oC 1min 

Επέκταση 72oC 5 min 1 
SiI_1737_F/ MaurI_2531_R 

Βήματα Θερμοκρασία Διάρκεια Κύκλοι 
Αρχική αποδιάταξη 95oC 2 min 1 

Αποδιάταξη 95oC 20 sec 
40 Υβριδοποίηση 58oC 18 sec 

Επέκταση 72oC 1 min 
Τελικη επέκταση 72oC 5 min 1 
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Γράφημα 4:Κατανομή ετεροπλασμίας λόγο διαρροής στις οικογένειες των F2 υβριδίων 

 

 

Γράφημα 5: Κατανομή ποσοστού ετεροπλασμίας λόγο κληρονόμησης στις οικογένειες των F2 
υβριδίων 
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