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Περίληψη 

Στα ζώα η κληρονόμηση του μιτοχονδριακού DNA (mtDNA) είναι μητρική, δηλαδή όλοι οι 

απόγονοι φέρουν μόνο το μητρικό μιτοχονδριακό απλότυπο, ή αλλιώς μιτότυπο. Ως αποτέλεσμα 

της μητρικής κληρονόμησης του mtDNA, όλοι οι απόγονοι αναμένεται να φέρουν ένα μόνο 

μιτότυπο, μια κατάσταση που ονομάζεται ομοπλασμία. Ωστόσο, είναι αρκετά συχνή η 

παρατήρηση ατόμων που φέρουν παραπάνω από έναν μιτότυπους, είναι δηλαδή 

ετεροπλασμικοί. Η ετεροπλασμία μπορεί να προκύψει με δύο διαφορετικούς τρόπους. Ο 

πρώτος είναι μέσω μεταλλαγών που συμβαίνουν στο mtDNA. Ο δεύτερος είναι μέσω 

περιστασιακής κληρονόμησης του mtDNA από τον αρσενικό γονέα, ταυτόχρονα με την 

κληρονόμηση του μητρικού mtDNA, ένα φαινόμενο που ορίζεται ως διαρροή πατρικού mtDNA. 

Η μελέτη της διαρροής του πατρικού mtDNA παρουσιάζει ιδιαίτερο ενδιαφέρον, καθώς μπορεί 

να έχει σημαντικό αντίκτυπο στην αρμοστικότητα του mtDNA, αλλά και γενικότερα στην εξέλιξή 

του. Πιο συγκεκριμένα, λόγω του αφυλετικού τρόπου μεταβίβασής του το mtDNA συσσωρεύει 

γρηγορότερα μεταλλαγές σε σχέση με το πυρηνικό DNA (nDNA), παρ’ όλα αυτά το mtDNA 

παραμένει λειτουργικό. Η διαρροή μπορεί να συμβάλλει στη διατήρηση της λειτουργικότητας 

του mtDNA, καθώς η συνύπαρξη δύο διαφορετικών μιτότυπων μέσα σε ένα άτομο δημιουργεί 

τις κατάλληλες προϋποθέσεις για ανασυνδυασμό, ο οποίος αναστρέφει τη συσσώρευση 

επιβλαβών μεταλλαγών σε αυτό. Συνεπώς, η μελέτη της διαρροής και των προτύπων που τη 

χαρακτηρίζουν κρίνεται ιδιαίτερα σημαντική. 

Στην πρώτη ενότητα πειραμάτων της διατριβής αυτής, χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη 

της ετεροπλασμίας χιμαιρικές γραμμές Drosophila, που δηλαδή έφεραν nDNA από το είδος D. 

simulans και mtDNA από το είδος D. melanogaster. Οι γραμμές, που έχουν ένα συγκεκριμένο 

πυρηνικό υπόβαθρο, βρέθηκαν μετά από μία διαδικασία αντικατάστασης του mtDNA τους να 

είναι ετεροπλασμικές (si και mel μιτότυποι), ενώ γραμμές με άλλα πυρηνικά υπόβαθρα ήταν 

ομοπλασμικές για το μιτότυπο που εισάχθηκε. Μετά από μια σειρά πειραμάτων φάνηκε ότι η 

εμφάνιση του μιτότυπου mel στα άτομα σχετιζόταν με το Χ χρωμόσωμα της γραμμής DGRP-820, 

και μάλιστα με την περιοχή που ορίζεται από τους φαινοτυπικούς δείκτες f και mal. Ωστόσο, το 

γεγονός ότι από τις χιμαιρικές και ετεροπλασμικές γραμμές φαινόταν να διαρρέει πάντα μόνο ο 

μιτότυπος mel, και όχι ο μιτότυπος si, οδήγησε στην υπόθεση ότι τα παρατηρούμενα πρότυπα 



4 

 

δεν οφείλονται σε πραγματική ετεροπλασμία, αλλά σε τμήμα του mtDNA που έχει εντεθεί στο 

nDNA (Nuclear Mitochondrial, NUMT). Για την επίλυση αυτού του ζητήματος σχεδιάστηκε μία 

σειρά διαφορετικών πειραμάτων. Τελικά, φάνηκε ότι τα παρατηρούμενα πρότυπα οφείλονται 

σε μια ένθεση NUMT σε μια περιοχή μεγέθους 3,15Mb, μεταξύ των δεικτών f και mal του Χ 

χρωμοσώματος. Υπολογίστηκε ότι η ένθεση που βρέθηκε είναι τουλάχιστον 16225bp, γεγονός 

που το καθιστά το μεγαλύτερου μεγέθους NUMT που έχει βρεθεί για το είδος D. melanogaster. 

Τέλος, συμπεράναμε ότι επειδή NUMTs απαντώνται ολοένα και πιο συχνά στα γονιδιώματα, 

δεδομένα ετεροπλασμίας πρέπει να αναλύονται με προσοχή προκειμένου να αποφεύγεται η 

σύγχυση πραγματικής ετεροπλασμίας και πλασματικής ετεροπλασμίας λόγω NUMT. 

Στην επόμενη ενότητα πειραμάτων, έγινε προσπάθεια να ανιχνευθεί το NUMT που 

αναφέρεται παραπάνω στο πλήρως αλληλουχημένο γονιδίωμα της γραμμής DGRP-820 με μια 

βιοπληροφορική προσέγγιση. Ειδικότερα, χρησιμοποιήθηκαν δεδομένα αλληλούχησης της 

γραμμής DGRP-820 κατατεθειμμένα σε βάση δεδομένων με σκοπό την αναζήτηση χιμαιρικών 

αναγνωσμάτων που ένα μέρος τους στοιχίζεται στο Χ χρωμόσωμα και ένα άλλο μέρος τους 

στοιχίζεται στο mtDNA. Τέτοια αναγνώσματα αναμένεται να αντιστοιχούν στα άκρα της ένθεσης 

που αναζητείται. Για την ανάλυση χρησιμοποιήθηκαν τα αχαρτογράφητα αναγνώσματα που 

προέκυψαν μετά από στοίχιση με γονιδίωμα αναφοράς. Σε αυτά τα αναγνώσματα εφαρμόστηκε 

ο αλγόριθμος BLAST, ώστε να βρεθούν εκείνα που έχουν ομοιότητες και με το Χ χρωμόσωμα και 

με το mtDNA. Στα αποτελέσματα που προέκυψαν εφαρμόστηκαν φίλτρα προκειμένου να 

χαρακτηριστούν ζεύγη χιμαιρικών αναγνωσμάτων που θα αντιστοιχούσαν στα άκρα της 

ένθεσης. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν, ωστόσο, δεν ήταν δυνατό να περιοριστούν σε 

σημαντικό βαθμό ώστε να προκύψουν αναγνώσματα που θα είχαν τα χαρακτηριστικά που 

αναμένεται να έχουν όντας στα άκρα της ένθεσης. Επιπλέον, θετικός μάρτυρας που αναλύθηκε 

παράλληλα με τα άλλα αναγνώσματα, έδειξε ότι πιθανότατα τα χιμαιρικά αναγνώσματα που 

αντιστοιχούν στην ένθεση απορρίπτονται σε κάποιο σημείο της ανάλυσης. Υποθέτουμε ότι 

κύριος υπαίτιος για την αποτυχία της μεθόδου είναι το πολύ μικρό μέγεθος των αναγνωσμάτων 

που χρησιμοποιήθηκαν σε συνδυασμό με το μεγάλο μέγεθος της ένθεσης. 

Στην τελευταία ενότητα πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν μύγες Drosophila συλλεγμένες 

από φυσικό πληθυσμό προκειμένου να διαπιστώσουμε αν υπάρχουν διαφορές στη συχνότητα 
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που παρατηρείται διαρροή λόγω του διαφορετικού υπόβαθρού που έχουν οι μύγες. Για το 

σκοπό αυτό κατασκευάστηκαν ισοθηλυκές γραμμές του είδους D. simulans, θηλυκά από τις 

οποίες διασταυρώθηκαν με αρσενικά άτομα του εργαστηριακού είδους D. mauritiana. 

Συνολικά, ελέγχθηκαν για ετεροπλασμία 2292 άτομα που προέρχονταν από 15 ισοθηλυκές 

γραμμές. Από τη στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων προέκυψε ότι στα αρσενικά από τρεις 

ισοθηλυκές γραμμές απαντάται διαρροή με μεγαλύτερη συχνότητα σε σχέση με κάποιες άλλες 

γραμμές. Αντίστοιχη διαφορά παρατηρήθηκε και μετά την ανάλυση της συχνότητας της 

διαρροής αυτή τη φορά στο σύνολο των απογόνων. Επιπλέον, στους απογόνους που 

προέρχονταν από δύο συγκεκριμένες ισοθηλυκές γραμμές δεν παρατηρήθηκε διαφορά στα 

ποσοστά ετεροπλασμίας μεταξύ θυληκών και αρσενικών, όπως αναμενόταν από προηγούμενες 

μελέτες. Από τα αποτελέσματα συμπεράναμε ότι η διαρροή πατρικού mtDNA σχετίζεται άμεσα 

με τα διαφορετικά πυρηνικά υπόβαθρα των ισοθηλυκών γραμμών D. simulans, υποδεικνύοντας 

ότι η διαρροή δεν είναι ένα τυχαίο γεγονός που προκύπτει από την αποτυχία των μηχανισμών 

που αποκλείουν την κληρονόμηση του πατρικού mtDNA, αλλά μια διαδικασία που ελέγχεται 

από το nDNA. 

 

Λέξεις-κλειδιά 

μιτοχονδριακό DNA, ένθεση, ετεροπλασμία, αμφιγονεϊκή κληρονόμηση, Drosophila 

melanogaster 
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Abstract 

In animals, mtDNA is maternally transmitted, therefore all progeny carries one single 

mitochondrial haplotype, or otherwise mitotype. As a result, all progeny is expected to carry only 

one mitotype, a condition described as homoplasmy. However, more and more individuals are 

found to carry more than one mitotypes, namely they are heteroplasmic. Heteroplasmy can 

emerge in two different ways. The first one is due to mutations. The second one is due to 

circumstancial transmission of paternal mtDNA, along with the inheritance of maternal mtDNA, 

which is described by the term ‘paternal leakage’. Studying paternal leakage is interesting, since 

it can have great impact on mtDNA fitness and on its evolution, in general. Specifically, mtDNA 

accumulates deleterious mutations faster compared to nDNA, because of its asexual mode of 

transmission, however mtDNA remains functional. Leakage may contribute to mtDNA’s 

preservation, since when two mitotypes are co-existing in an individual, recombination between 

the different mtDNA molecules may occur. In turn, the detrimental accumulation of mutations 

can be mitigated. Consequently, studying heteroplasmy and its pattern is of great significance. 

In the first set of experiments, we used chimeric Drosophila lines that possess nDNA from D. 

melanogaster and mtDNA from D. simulans, to study heteroplasmy. The lines used carry a specific 

nuclear background (DGRP-820) and have been found to be heteroplasmic after replacing their 

original mtDNA with mtDNA from D. simulans. On the contrary, other lines that did not carry this 

particular nuclear background were homoplasmic for the inserted mitotype. After the first series 

of experiments, we deduced that the emergence of the mel mitotype from the DGRP-820 line 

was associated with the X chromosome, and specifically with the region between the phenotypic 

markers f and mal. However, the fact that only the mel mitotype leaked to the next generation 

from the heteroplasmic lines, and not the si mitotype, led to the hypothesis the observed 

patterns were not due to true heteroplasmy, but due to a mtDNA fragment embedded in the 

nDNA (Nuclear Mitochondrial, NUMT). In order to resolve this issue, we designed another set of 

experiments and found that there is a large NUMT embedded in a 3.15Mb region of the X 

chromosome, between f and mal markers. We estimated that the NUMT should be at least 

16225bp in size, which is the largest NUMT found in the D. melanogaster species. Given the 
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abundance of NUMTs among genomes, heteroplasmy data should be handled with caution, so 

they are not interpreted as heteroplasmy, while they are truly NUMTs. 

In the next set of experiments, we tried to resolve the problem that arose with heteroplasmy 

in chimeric lines, using a bioinformatic approach. Specifically, whole-genome sequencing data 

were used in order to detect the presence of chimeril reads that align in both the mtDNA and the 

X chromosome. For the analysis, we used reads that were flagged as unmapped after mapping 

with a reference genome and we performed a BLAST search in order to find reads with similarities 

with the X chromosome and the mtDNA. Several filters were applied, so that we could detect 

pairs of reads that correspond to the junctions of the NUMT. However, BLAST hits were hard to 

reduce even after filtering and, furthermore, positive control showed that reads that correspond 

to the junctions are probably eliminated during the filtering process. We assumed that the major 

cause for the inability to detect chimeric reads is the relatively short reads that were used, 

compared to the large size of the NUMT that we were trying to locate. 

In the last set of experiments, we used Drosophila collected from a wild population to assess 

if paternal leakage happens with a different frequency, dependent on the nuclear genome. For 

this purpose, we constructed isofemale lines of D. simulans and we crossed females from these 

lines with D. mauritiana males. In total, we analysed 2292 individuals for the presence of the 

paternal mtDNA, which came from 15 different isofemale lines. Statistical analysis of the results 

showed that paternal leakage is more frequently detected in males from three specific lines 

compared to the other lines. A similar difference was detected when analysing all progeny, 

regardless of sex. Interestingly, we found two lines where there was no difference in leakage 

detected between males and females, opposed to what was expected from previous studies. We 

deduced that paternal leakage is associated with the nuclear background of the D. simulans lines, 

suggesting that leakage does not happen randomly due to failure of mechanisms that eliminate 

paternal mtDNA from transmitting to the next generation, but it is a process cotrolled by the 

nDNA. 

Keywords 

mtDNA, NUMT, heteroplasmy, biparental transmission, Drosophila melanogaster 
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1 Εισαγωγή1 

1.1 Το μιτοχόνδριο και η προέλευσή του 

Τα μιτοχόνδρια είναι κυτταρικά οργανίδια, των οποίων η διάμετρος κυμαίνεται από 0,5 έως 

1μm. Η κύρια λειτουργία τους είναι η παραγωγή της απαραίτητης ενέργειας για τη λειτουργία 

των κυττάρων. Αυτό γίνεται μέσω της διαδικασίας της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (Oxidative 

Phosphorylation, OXPHOS), η οποία έχει ως τελικό αποτέλεσμα την παραγωγή τριφωσφορικής 

αδενοσίνης (ATP) (Campbell 2006). Εκτός από την παραγωγή ενέργειας, συμμετέχουν σε 

πληθώρα άλλων διεργασιών, όπως είναι η απόπτωση, η γήρανση και η σηματοδότηση του 

ασβεστίου, των ελεύθερων ριζών οξυγόνου και του ανοσοποιητικού (Tait and Green 2012; Jang 

et al. 2018; Modesti et al. 2021). Τέλος, τα μιτοχόνδρια εμπλέκονται σε πολλές ανθρώπινες 

ασθένειες, όπως μυοπάθειες και μιτοχονδριακές διαταραχές (McBride et al. 2006). 

Η θεωρία που επικρατεί μέχρι σήμερα, όσον αφορά την προέλευση των μιτοχονδρίων, είναι 

η ενδοσυμβιωτική θεωρία, η οποία διατυπώθηκε για πρώτη φορά το 1967 (Sagan 1967). 

Σύμφωνα με αυτή τη θεωρία, τα μιτοχόνδρια είναι αποτέλεσμα της συμβίωσης ενός α-

πρωτεοβακτηρίου με ένα αναερόβιο κύτταρο-ξενιστή, ο οποίος σήμερα πιστεύεται ότι ήταν 

κάποιο αρχαιοβακτήριο (Martin et al. 2015). Αυτό το α-πρωτεοβακτήριο θεωρείται ότι ήταν ένα 

αερόβιο και κινητικό βακτήριο και έφερε τριχίδια και πρωτεΐνες στην επιφάνειά του για 

αλληλεπίδραση με κύτταρα-ξενιστές και με το περιβάλλον του. Επιπλέον, υπολογίζεται ότι 

περιείχε από 3000 έως 5000 γονίδια (Boussau et al. 2004). Με την ενσωμάτωσή τους, τα 

βακτήρια προσέφεραν νέες ιδιότητες στον ξενιστή τους, ενώ τα ίδια επωφελήθηκαν από 

κάποιες λειτουργίες του κυττάρου-ξενιστή, με αποτέλεσμα τη δημιουργία των ευκαρυωτικών 

κυττάρων. 

 
1 Μέρος του κεφαλαίου έχει δημοσιευθεί. 

Parakatselaki, M.-E., & Ladoukakis, E. D. (2021). mtDNA Heteroplasmy: Origin, Detection, Significance, 

and Evolutionary Consequences. Life 2021, Vol. 11, Page 633, 11(7), 633. https://doi.org/10.3390/LIFE11070633 
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1.2 Το μιτοχονδριακό DNA 

Τα μιτοχόνδρια περιέχουν το δικό τους γενετικό υλικό, το μιτοχονδριακό DNA (mtDNA). Το 

mtDNA των ζώων είναι συνήθως ένα κυκλικό και δίκλωνο μόριο DNA, με μέγεθος που συνήθως 

κυμαίνεται από 16 έως 20kb (Garesse and Kaguni 2005). Ωστόσο, έχουν καταγραφεί και 

μεγαλύτερα μεγέθη, όπως για παράδειγμα σε κάποια κολεόπτερα του γένους Pissodes, όπου το 

μέγεθος του mtDNA τους φτάνει τα 36kb (Boyce et al. 1989). Ως προς τη δομή, απαντώνται και 

πιο σπάνιες καταστάσεις, όπου το mtDNA είναι είτε διασπασμένο σε μικρότερα κυκλικά μόρια 

(Watanabe et al. 1999; Armstrong et al. 2000; Gibson et al. 2007; Shao et al. 2009; Cameron et 

al. 2011), είτε είναι ένα ευθύγραμμο μόριο (Nosek et al. 1998; Burger et al. 2003; Stampar et al. 

2019). Ιδιαίτερο χαρακτηριστικό του mtDNA είναι ότι δε φέρει ιντρόνια, ενώ φέρει μόνο 

ελάχιστες διαγονιδιακές περιοχές, των οποίων το μήκος περιορίζεται σε μερικές βάσεις 

(Taanman 1999). 

Στη συνηθέστερη μορφή του, ένα μόριο mtDNA αποτελείται από 37 γονίδια, εκ των οποίων 

τα 22 κωδικοποιούν tRNAs, τα δύο κωδικοποιούν rRNAs και τα άλλα 13 κωδικοποιούν μερικές 

από τις απαραίτητες πρωτεΐνες για τη μεταφορά ηλεκτρονίων και την οξειδωτική 

φωσφορυλίωση. Η σύνθεση των μιτοχονδριακών πρωτεϊνών πραγματοποιείται μέσα στα ίδια 

τα μιτοχόνδρια από τα ριβοσώματα που αυτά διαθέτουν. Οι πρωτεΐνες που συντίθενται μέσα 

στα μιτοχόνδρια είναι οι τρεις υπομονάδες της κυτοχρωμικής οξειδάσης CoxI, CoxII και CoxIII, το 

κυτόχρωμα Β (CytB), οι ATP συνθάσες 6 και 8 (ATPase 6 και ATPase 8) και οι υπομονάδες της 

αφυδρογονάσης του NADH (ND1 έως ND6 και ND4L) (Mwinyi et al. 2009). 

Για την ολοκλήρωση όλων των βιοχημικών διεργασιών στο μιτοχόνδριο, 

συμπεριλαμβανομένων των διαδικασιών της αντιγραφής, της μεταγραφής και της μετάφρασης, 

είναι αναγκαία η παρουσία ενζύμων που κωδικοποιούνται από τον πυρήνα, όπως είναι το 

κυτόχρωμα C (CytC) και οι DNA πολυμεράσες. Τα πυρηνικά γονίδια που χρειάζονται για τη 

λειτουργία του μιτοχονδρίου είναι είτε γονίδια μιτοχονδριακής προέλευσης που έχουν 

μεταφερθεί στον πυρήνα, είτε πυρηνικά γονίδια που δε βρίσκονταν ποτέ στο μιτοχόνδριο και 

εκφράζονται σε μιτοχονδριακούς στόχους (Ballard and Rand 2005). 
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1.3 Η κληρονόμηση του mtDNA 

Γενικά, η κληρονόμηση του mtDNA ακολουθεί μη μεντελικά πρότυπα. Στην περίπτωση των 

ζώων, η κληρονόμηση του mtDNA είναι μητρική, δηλαδή τα μιτοχόνδρια των απογόνων 

προέρχονται μόνο από τη μητέρα (Dawid and Blackler 1972). Η μητρική κληρονόμηση ή SMI 

(Strictly Maternal Inheritance) αποτελεί τον κανόνα και οι γνωστές εξαιρέσεις είναι λίγες. Η 

μητρική κληρονόμηση του mtDNA εξασφαλίζεται μέσω μηχανισμών που αποτρέπουν τη 

μεταβίβαση του πατρικού mtDNA στην επόμενη γενιά και διακρίνονται ανάλογα με το αν δρουν 

πριν ή μετά τη γονιμοποίηση (Birky 1995; Sato and Sato 2013). Απόρροια της μητρικής 

κληρονόμησης του mtDNA είναι ότι όλοι οι απόγονοι φέρουν έναν μόνο μιτότυπο, μια 

κατάσταση που ονομάζεται ομοπλασμία. Αντιθέτως, η κατάσταση κατά την οποία σε έναν 

οργανισμό βρίσκονται δύο ή περισσότεροι μιτότυποι, ονομάζεται ετεροπλασμία (Rokas et al. 

2003). Για να προκύψει ένα ετεροπλασμικό άτομο πρέπει είτε να γίνουν νέες μεταλλαγές, είτε 

να κληροδοτηθούν οι μιτότυποι και των δύο γονέων (Rokas et al. 2003; Nunes et al. 2013). 

Οι υποθέσεις για το λόγο που το mtDNA κληρονομείται μονογονεϊκά είναι αρκετές. Γενικά, 

υπάρχουν αρκετές πειραματικές και θεωρητικές προσεγγίσεις που δείχνουν ότι η μονογονεϊκή 

κληρονόμηση αυξάνει την αρμοστικότητα, ενώ λόγω αυτών έχει προταθεί ότι η ανισογαμία και 

η εξέλιξη των φύλων έχει συμβεί για την εξασφάλιση της μονογονεϊκής κληρονόμησης. Mια 

διαφορετική υπόθεση είναι ότι μέσω της μονογονεϊκής κληρονόμησης αποφεύγονται οι 

επιβλαβείς συνέπειες που προκύπτουν από την συνύπαρξη διαφορετικών μιτότυπων. 

Συγκεκριμένα, έχει δειχθεί ότι η ετεροπλασμία επηρεάζει τις κυτταρικές λειτουργίες 

προκαλώντας δυσλειτουργία σε επίπεδο οργανισμού (Sharpley et al. 2012; Nissanka and Moraes 

2020; Lechuga-Vieco et al. 2022). Μια άλλη υπόθεση για τη διατήρηση της μονογονεϊκής 

κληρονόμησης είναι ότι η ετεροπλασμία μειώνει τη διαφοροποίηση μεταξύ των ωοκυττάρων, 

ενώ αυξάνει τον κίνδυνο μεταβίβασης επιβλαβών μιτοχονδριακών μεταλλαγών σε 

συγκεκριμένους ιστούς, επειδή μειώνεται η αποτελεσματικότητα της επιλογής (Radzvilavicius et 

al. 2016). Επιπρόσθετα, υπόθεση  που στηρίζεται σε μαθηματικά μοντέλα υποδεικνύει ότι η 

συνεργασία μεταξύ mtDNA και πυρηνικού DNA (nDNA) βελτιώνεται όταν το mtDNA 

μεταβιβάζεται μόνο από τον ένα γονέα (Hadjivasiliou et al. 2012). Άλλες υποθέσεις για τη 

μονογονεϊκή κληρονόμηση του mtDNA περιλαμβάνουν την αποφυγή εξάπλωσης εγωιστικών 
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μεταλλαγών που απειλούν την αρμοστικότητα του πληθυσμού (Hoekstra 2000), καθώς και την 

αποφυγή των κατεστραμμένων από τις ενεργές ρίζες οξυγόνου (Reactive Oxygen Species, ROS) 

που παράγονται κατά τη σπερματογένεση και κατά τη μετακίνηση του σπερματοζωαρίου προς 

το ωάριο (Sato and Sato 2011). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει και η περίπτωση ενός ειδικού τρόπου κληρονόμησης του 

mtDNA που ονομάζεται διπλή μονογονεϊκή κληρονόμηση (Doubly Uniparental Inheritance, DUI) 

(Skibinski et al. 1994; Zouros et al. 1994). Στη διπλή μονογονεϊκή κληρονόμηση, το σπέρμα είναι 

ομοπλασμικό για έναν μιτοχονδριακό απλότυπο, ή αλλιώς μιτότυπο, ο οποίος ονομάζεται Μ, 

ενώ τα ωάρια είναι ομοπλασμικά για τον μητρικό μιτότυπο, που ονομάζεται F (Venetis et al. 

2006). Κατά τη γονιμοποίηση και την ανάπτυξη του εμβρύου, ο F μιτότυπος είναι εκείνος που 

απαντάται στους σωματικούς ιστούς και των δύο φύλων, καθώς επίσης και στα κύτταρα της 

γαμετικής σειράς των θηλυκών ατόμων. Η παρουσία του Μ μιτότυπου περιορίζεται στη 

γαμετική σειρά των αρσενικών ατόμων, το οποίο έχει ως αποτέλεσμα τα αρσενικά να φέρουν 

το μιτότυπο F στο σώμα τους και το μιτότυπο Μ στα γαμετικά τους κύτταρα. Ο διαχωρισμός 

αυτός δεν είναι πολύ αυστηρός καθώς υπάρχουν περιπτώσεις όπου ο Μ μιτότυπος έχει βρεθεί 

στα σωματικά κύτταρα. Η περίπτωση αυτή ετεροπλασμίας που παρατηρείται στα δίθυρα είναι 

αποτέλεσμα της ύπαρξης δύο διακριτών γραμμών κληρονόμησης mtDNA μέσα στο ίδιο είδος, 

μία μέσω του αυγού και μία μέσω του σπέρματος. Συνεπώς, η παρουσία πατρικού mtDNA σε 

αρσενικά δίθυρα οφείλεται σε πατρική κληρονόμηση του Μ μιτότυπου μόνο στα αρσενικά. 

Ωστόσο, υπάρχουν σπάνιες περιπτώσεις όπου έχει καταγραφεί μεταβίβαση πατρικού mtDNA 

και σε θηλυκά άτομα διθύρων (Zouros 2013). 

1.4 Μηχανισμοί εξάλειψης του πατρικού mtDNA 

Υπάρχουν δύο τύποι μηχανισμών περιορισμού του πατρικού mtDNA στα ζώα: οι 

προζυγωτικοί και οι μεταζυγωτικοί. Οι προζυγωτικοί μηχανισμοί δρουν πριν τη γονιμοποίηση 

και σχετίζονται με τη διαδικασία της δημιουργίας των σπερματοζωαρίων. Στη Drosophila, η 

εξάλειψη του πατρικού mtDNA ξεκινάει κατά τη διαδικασία της σπερματογένεσης (Εικόνα 1. 1), 

και συγκεκριμένα στο στάδιο ανάπτυξης των σπερματίδων, με δύο διαφορετικούς τρόπους. Ο 

πρώτος τρόπος είναι μέσω της δράσης μιας ενδονουκλεάσης G, η οποία δρα κατά την κυτταρική 
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αναδιάταξη, όπου διαμορφώνονται οι ουρές των σπερματίδων. Κατά τη διάρκεια της 

διαδικασίας αυτής εξαλείφεται προοδευτικά το mtDNA από το κεφάλι προς την ουρά των 

σπερματίδων. Ο δεύτερος τρόπος δρα σε επόμενη φάση της ωρίμανσης του σπερματοζωαρίου, 

κατά την οποία το mtDNA αποβάλλεται σε σωματίδια με απόβλητα της διαδικασίας ωρίμανσης 

που βρίσκονται κοντά στην ουρά (DeLuca and O’Farrell 2012). Επιπλέον, έχει βρεθεί ότι και η 

mtDNA πολυμεράση γ σχετίζεται με την αφαίρεση του mtDNA από το σπέρμα της Drosophila 

(Yu et al. 2017). Η διαδικασία αυτή καταλήγει σε ώριμο σπέρμα που περιέχει μόνο ένα έως δύο 

αντίγραφα mtDNA (DeLuca and O’Farrell 2012). Η παρουσία μικρής ποσότητας μόνο mtDNA στο 

σπέρμα σε σχέση με τα ωοκύτταρα έχει περιγραφεί και για άλλα είδη, όπως είναι ο βασιλικός 

σολομός (Wolff and Gemmell 2008). 

Η πλειοψηφία των μηχανισμών που έχουν βρεθεί και μελετηθεί είναι μεταζυγωτικοί (Chan 

and Schon 2012), δρουν δηλαδή μετά τη γονιμοποίηση και αφού έχει σχηματιστεί το ζυγωτό. Οι 

Sutovsky et al. (1999) παρατήρησαν ότι σε γονιμοποιημένα αυγά πρωτευόντων και αγελάδας τα 

μιτοχόνδρια των σπερματοζωαρίων «σημαίνονται» με ουμπικουιτίνη για να καταστραφούν από 

τα πρωτεασώματα που την αναγνωρίζουν. Επίσης, έχουν χαρακτηριστεί στα θηλαστικά και 

κάποιοι παράγοντες αυτοφαγίας που συνεργάζονται με παράγοντες του παραπάνω συστήματος 

για τη μιτοφαγία των μιτοχονδρίων του σπέρματος (Song et al. 2016). Αντίστοιχος μηχανισμός 

με σήμανση ουμπικουιτίνης κατά τη σπερματογένεση έχει παρατηρηθεί, επίσης, στα καβούρια 

(Hou et al. 2017; Xu et al. 2017), αλλά και στους νηματώδεις Phascolosoma esculenta (Hou et al. 

2018) και Caenorhabditis elegans (Molina et al. 2019). Επιπρόσθετα, στο ψάρι του είδους Oryzias 

latipes συμβαίνει ενζυματική πέψη του mtDNA πριν την καταστροφή των μιτοχονδρίων 

(Nishimura et al. 2006). Δύο ανεξάρτητες μελέτες (Al Rawi et al. 2011; Sato and Sato 2011) 

υποδεικνύουν ένα μονοπάτι αυτοφαγίας ως υπεύθυνο για την αποικοδόμηση των πατρικών 

μιτοχονδρίων από τα λυσοσώματα σε πρώιμα έμβρυα του C. elegans. Αργότερα, οι Zhou et al. 

(2016) ταυτοποίησαν τη μιτοχονδριακή ενδονουκλεάση G CPS-6, ως υπεύθυνη για την 

καταστροφή των πατρικών μιτοχονδρίων στο ζυγωτό. Ένας άλλος τρόπος περιορισμού του 

mtDNA του σπέρματος είναι η μεταγραφική του απενεργοποίηση, ένας μηχανισμός που έχει 

παρατηρηθεί σε ένα πρώιμο αναπτυξιακό στάδιο ψαριών της οικογένειας Cyprinidae, ενώ η 

εξάλειψή του γινόταν σε μεταγενέστερο αναπτυξιακό στάδιο (Wen et al. 2016). 
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Τέλος, έχει περιγραφεί και ένας μεταζυγωτικός μηχανισμός που δρα για την αφαίρεση των 

πατρικών μιτοχονδρίων από το σπέρμα στη Drosophila (Politi et al. 2014). Ειδικότερα, σωματίδια 

που λειτουργούν αντίστοιχα με εκείνα που συμμετέχουν σε αυτοφαγικά μονοπάτια συνδέονται 

με την ουρά του σπερματοζωαρίου και επάγουν την αποσταθεροποίηση της κυτταρικής του 

μεμβράνης. Στη συνέχεια, τα πατρικά μιτοχόνδρια διαχωρίζονται από το αξόνημα και 

απομονώνονται από αυτοφαγοσώματα έως ότου καταστραφούν στα λυσοσώματα. Επιπλέον, οι 

ερευνητές παρέχουν στοιχεία και για τη συμμετοχή του μονοπατιού της ουμπικουιτίνης στην 

παραπάνω διαδικασία (Εικόνα 1. 1). 

 

Εικόνα 1. 1: Μηχανισμοί για την εξάλειψη του πατρικού mtDNA στη Drosophila. Αρχικά, το mtDNA αφαιρείται 

στη φάση ωρίμανσης των σπερματίδων κατά τη σπερματογένεση, όπου στο τέλος το mtDNA συγκεντρώνεται 

σε σωματίδια με απόβλητα της διαδικασίας (DeLuca & O’Farrell 2012). Στη συνέχεια, τα μιτοχόνδρια 

δεσμεύονται από ειδικά σωματίδια στο στάδιο του ζυγωτού και μεταφέρονται στα λυσοσώματα για την 

καταστροφή τους (Politi et al. 2014). 



17 

 

1.5 Αρμοστικότητα του mtDNA 

Γενικά, η άποψη που επικρατούσε έως πρόσφατα είναι ότι το mtDNA των ζώων δεν 

ανασυνδυάζεται, ως επακόλουθο του μονογονεϊκού τρόπου κληρονόμησής του (Rokas et al. 

2003), σε αντίθεση με το mtDNA των φυτών, των μυκήτων και των πρώτιστων, το οποίο 

υπόκειται σε ανασυνδυασμό (Gillham 1994). 

Στην αφυλετική αναπαραγωγή, την οποία πρακτικά ακολουθεί και το mtDNA, αντίγραφα των 

πατρικών γονιδιωμάτων μεταβιβάζονται στα θυγατρικά κύτταρα. Με δεδομένο αριθμό 

επιβλαβών μεταλλαγών στα γονιδιώματα ενός πληθυσμού, τα θυγατρικά μόρια που 

προέρχονται από αυτά θα περιέχουν τουλάχιστον τον ίδιο αριθμό μεταλλαγών, αφού είναι 

κλώνοι των πατρικών, ή και περισσότερες ανάλογα με τον μεταλλακτικό ρυθμό. Συνεπώς, μετά 

από κάποιες διαδοχικές γενιές ο πληθυσμός θα έχει συσσωρεύσει επιβλαβείς μεταλλαγές, οι 

οποίες μπορεί να οδηγήσουν στην κατάρρευσή του. Το φαινόμενο αυτό δε μπορεί να 

αναστραφεί σε μη ανασυνδυαζόμενες εξελικτικές γραμμές, γιατί είναι αδύνατο να προκύψει 

μία γενιά με λιγότερες επιβλαβείς μεταλλαγές από την προηγούμενη (Muller 1964). Η 

παρατήρηση αυτή ονομάστηκε Muller’s Ratchet από τον Felsenstein (1974). Συγκριτικές μελέτες 

που έχουν γίνει σε γονιδιώματα φυτών, ζώων και μυκήτων έχουν δείξει ότι τα μιτοχονδριακά 

γονιδιώματα συσσωρεύουν επιβλαβείς μεταλλαγές με μεγαλύτερο ρυθμό σε σχέση με τα 

πυρηνικά γονιδιώματα (Lynch 1997; Lynch and Blanchard 1998; Neiman and Taylor 2009). Παρ’ 

όλα αυτά, το mtDNA παραμένει υγιές και λειτουργικό (Rand 2001). Επιπλέον, η δράση της 

επιλογής είναι ισχυρή στο μόριο, όπως υποδεικνύεται και από την πολύ μικρή τιμή που έχει ο 

λόγος μη συνώνυμων μεταλλαγών προς τις συνώνυμες μεταλλαγές (dN/dS ratio), κυρίως στα 

ζώα (Soares et al. 2013). Η κατάσταση αυτή συχνά περιγράφεται από τον όρο «μιτοχονδριακό 

παράδοξο» (Loewe 2006). 

Υπάρχουν θεωρίες που έχουν διατυπωθεί για να εξηγήσουν τον τρόπο που το mtDNA 

παραμένει λειτουργικό παρά τον αφυλετικό τρόπο αναπαραγωγής του (Loewe 2006). Αρχικά, 

έχει υποτεθεί ότι το Muller’s Ratchet είναι μια αργή διαδικασία, τόσο που υπάρχει επαρκής 

χρόνος ώστε να προκύψουν αντισταθμιστικές μεταλλαγές (compensatory mutations) που θα 

προσαρμόζουν τη μοριακή δομή και θα αναιρούν την επίδραση των συσσωρευμένων 

επιβλαβών μεταλλαγών (Kern and Kondrashov 2004; Birky 2008). Οι αντισταθμιστικές αυτές 
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μεταλλαγές μπορεί να συμβαίνουν και στα πυρηνικά γονίδια που συμμετέχουν στα 

μιτοχονδριακά σύμπλοκα, όπως έχει βρεθεί ότι συμβαίνει σε πρωτεύοντα (Osada and Akashi 

2012). Επιπλέον, το mtDNA μπορεί να αποφεύγει την κατάρρευσή του λόγω της στενωπού από 

την οποία διέρχεται, δηλαδή λόγω δραματικής μείωσης του αριθμού αντιγράφων του, κατά την 

ωογένεση (Rebolledo-Jaramillo et al. 2014). Η στενωπός αυτή αυξάνει τη διαφοροποίηση μεταξύ 

των κυττάρων και, άρα, την αποτελεσματικότητα με την οποία η επιλογή αφαιρεί τις επιβλαβείς 

μεταλλαγές (Radzvilavicius et al. 2016). Τέλος, ένας άλλος τρόπος που μπορεί να αναστρέψει τις 

επιβλαβείς συνέπειες του Muller’s Ratchet είναι τα σπάνια γεγονότα ανασυνδυασμού του 

mtDNA. 

Γενικά, η άποψη ότι το mtDNA δεν ανασυνδυάζεται έχει πλέον ανατραπεί, καθώς η 

αναλυτικότερη μελέτη ζωικών μιτοχονδριακών γονιδιωμάτων έχει αναδείξει υπογραφές 

ανασυνδυασμού, υποδηλώνοντας την ιδιαίτερη σημασία που μπορεί να έχει η περιστασιακή 

μεταβίβαση πατρικού mtDNA στην εξέλιξη του mtDNA (Camus et al. 2022). Άλλωστε, οι 

ενζυματικοί μηχανισμοί που είναι απαραίτητοι για τον ανασυνδυασμό έχουν βρεθεί στα 

μιτοχόνδρια (White et al. 2008), ενώ είναι γνωστό ότι τα μιτοχόνδρια είναι δυνατό να 

συντηχθούν (Cortese 1999). Πιο συγκεκριμένα, ανασυνδυασμένοι μιτότυποι έχουν ανιχνευθεί 

σε αρκετά ζώα που ακολουθούν την κλασική μητρική κληρονόμηση, όπως είναι τα ψάρια 

(Hoarau et al. 2002; Guo et al. 2006; Ciborowski et al. 2007), οι νηματώδεις (Lunt and Hyman 

1997; Hoolahan et al. 2012), οι σαύρες (Ujvari et al. 2007), το καρκινοειδές Dapnhia obtusa (Ye 

et al. 2022) και ο άνθρωπος (Kraytsberg et al. 2004; Dahal et al. 2018). Μάλιστα, οι Dahal et al. 

(2018) τονίζουν τη μεγάλη αξία του ομόλογου ανασυνδυασμού για τη συντήρηση της 

σταθερότητας του μιτοχονδριακού γονιδιώματος. Τέλος, ανασυνδυασμένα μόρια έχουν βρεθεί 

και στα δίθυρα του είδους Mytilus galloprovinciallis (Ladoukakis and Zouros 2001), στα οποία το 

mtDNA μεταβιβάζεται με διπλή μονογονεϊκή κληρονόμηση. 

Η ανίχνευση ανασυνδυασμένων μορίων έχει γίνει και για τη Drosophila, το οποίο κατέστη 

δυνατό μέσω κατασκευής τεχνητών ετεροπλασμικών γραμμών και άσκησης επιλογής που θα 

ευνοούσε την ύπαρξη ενός ανασυνδυασμένου μορίου (Ma and O’Farrell 2015). Ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι το ανασυνδυασμένο μόριο έγινε το μοναδικό ή το 
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κυρίαρχο μόριο στους απογόνους. Πρόκειται για την πρώτη αναφορά ανασυνδυασμού στο 

mtDNA της Drosophila. 

Οι εξελικτικές συνέπειες και τα οφέλη που προκύπτουν από τον ανασυνδυασμό του mtDNA 

είναι μεγάλης σημασίας. Ο ανασυνδυασμός αποτελεί ένα φραγμό κατά της συσσώρευσης 

επιβλαβών μεταλλαγών (White et al. 2008), ενώ ευνοεί την εμφάνιση ωφέλιμων μεταλλαγών 

και την απομάκρυνση των επιβλαβών μεταλλαγών, χωρίζοντας ουσιαστικά τις μεταλλαγές από 

τα πυρηνικά υπόβαθρά τους (Neiman and Taylor 2009). Οι Charlesworth et al. (1993) 

υπολόγισαν ότι χρειάζεται ένα γεγονός ανασυνδυασμού ανά χρωμόσωμα και ανά γενιά (10-5 

γεγονότα/τόπο/γενιά) για έναν πληθυσμό με 100 διπλοειδή άτομα και με ένα χρωμόσωμα με 

1000 γενετικούς τόπους. Η ετεροπλασμία μπορεί να δημιουργήσει τις κατάλληλες 

προϋποθέσεις για να έχει όφελος ο ανασυνδυασμός, που είναι το να υπάρχουν τουλάχιστον 

δύο μιτότυποι διαφορετικοί μεταξύ τους. Ωστόσο, όπως θα περιγραφεί και παρακάτω, η 

εκτεταμένη ετεροπλασμία προκαλεί σε γενικές γραμμές προβλήματα στους οργανισμούς που 

τη φέρουν. Συνεπώς, ένας τρόπος ώστε το mtDNA να επωφελείται του ανασυνδυασμού και να 

αποφεύγει τις επιβλαβείς συνέπειες της ετεροπλασμίας θα μπορούσε να αποτελεί η 

περιστασιακή μεταβίβαση πατρικού mtDNA στο ζυγωτό και η εμφάνιση ετεροπλασμίας σε 

μικρή συχνότητα. 

1.6 Πηγές ετεροπλασμίας mtDNA 

Η ετεροπλασμία σε ένα άτομο μπορεί να προκύψει με δύο διαφορετικούς τρόπους. Ο 

πρώτος είναι από μεταλλαγές που συμβαίνουν σε σωματικά ή γαμετικά κύτταρα κατά τη 

διάρκεια ζωής ενός ατόμου. Ο δεύτερος τρόπος είναι μέσω της περιστασιακής μεταβίβασης 

πατρικού mtDNA στο ζυγωτό κατά τη γονιμοποίηση, ένα φαινόμενο που ονομάζεται διαρροή 

πατρικού mtDNA. Ωοκύτταρα στα οποία υπάρχει ήδη ετεροπλασμία με έναν από τους δύο 

παραπάνω τρόπους μπορούν επίσης να οδηγήσουν σε ετεροπλασμικά άτομα, ένα φαινόμενο 

που ονομάζεται μητρική κληρονόμηση της ετεροπλασμίας. Μητρική κληρονόμηση της 

ετεροπλασμίας έχει παρατηρηθεί σε πληθώρα οργανισμών, όπως είναι τα καρκινοειδή (Doublet 

et al. 2008), η Drosophila (Polovina et al. 2020), οι μέλισσες Amphylaeus morosus (Davies et al. 



20 

 

2022), τα μυρμήγκια της οικογένειας Formicidae (Meza-Lázaro et al. 2018), οι κάβουρες Maja 

brachydactyla (Rodríguez-Pena et al. 2020) και ο άνθρωπος (Li et al. 2016). 

1.6.1 Ετεροπλασμία λόγω μεταλλαγών 

Η χρήση νέας γενιάς τεχνικών αλληλούχησης (Next Generation Sequencing, NGS) 

αποκάλυψαν ότι η ετεροπλασμία λόγω μεταλλαγών είναι ένα πολύ κοινό φαινόμενο στον 

ανθρώπινο πληθυσμό (Payne et al. 2013; Ye et al. 2014; Stewart and Chinnery 2021). Ο 

υψηλότερος μεταλλακτικός ρυθμός που απαντάται στο ζωικό mtDNA, σε συνδυασμό με τον 

τεράστιο αριθμό αντιγράφων mtDNA σε σχέση με το nDNA, οδηγεί στη δημιουργία 

διαφορετικών μιτοχονδριακών απλότυπων, οι οποίοι θα συνυπάρχουν με τον πιο κοινό, μητρικό 

απλότυπο. Αυτοί οι απλότυποι αναμένεται να διαφέρουν σε ένα ή περισσότερα νουκλεοτίδια 

(Single Nucleotide Polymorphisms, SNPs) και να απαντώνται σε πολύ χαμηλή συχνότητα (Payne 

et al. 2013; Li et al. 2015a). Πράγματι, μια λεπτομερής μελέτη σε ανθρώπους έδειξε ότι όλα 

σχεδόν τα άτομα ήταν ετεροπλασμικά για διαφορετικούς απλότυπους, οι οποίοι βρίσκονταν σε 

πολύ χαμηλή συχνότητα (1,5%) (Payne et al. 2013). 

Οι μεταλλαγές στο mtDNA, οι οποίες αυξάνονται σε αριθμό με την αύξηση της ηλικίας 

(Arbeithuber et al. 2022), προκύπτουν κυρίως για δύο διαφορετικούς λόγους. Πρώτον, το 

mtDNA βρίσκεται πολύ κοντά στην εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη, από την οποία 

προέρχονται κυρίως οι ROS, χωρίς να έχει τη δυνατότητα να προστατευτεί, σε αντίθεση με το 

nDNA στο οποίο δρουν οι ιστόνες και πληθώρα επιδιορθωτικών μηχανισμών (Ames et al. 1995; 

Duran et al. 2011). Ο δεύτερος λόγος, που αποτελεί και την κυριότερη πηγή μεταλλαγών, είναι 

τα λάθη που συμβαίνουν κατά την αντιγραφή του mtDNA, η οποία συμβαίνει και αρκετά 

συχνότερα σε σχέση με το nDNA (Kauppila et al. 2017; Hood et al. 2019). Η σταθερή συσσώρευση 

μεταλλαγών προκαλεί μείωση στην αποδοτικότητα με την οποία παράγεται ATP και οδηγεί στην 

«γήρανση» των μιτοχονδρίων (Monaghan and Metcalfe 2019). Εκτεταμένη ετεροπλασμία λόγω 

μεταλλαγών έχει παρατηρηθεί τόσο σε σωματικά κύτταρα (Ames et al. 1995; Li et al. 2015a; 

Palozzi et al. 2018), όσο και σε κύτταρα της γαμετικής σειράς και των δύο φύλων (Aitken 2017; 

Floros et al. 2018; Woods et al. 2018; Ma et al. 2020). 
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1.6.2 Ετεροπλασμία λόγω διαρροής πατρικού mtDNA 

Διαρροή πατρικού mtDNA παράλληλα με τη μεταβίβαση του μητρικού mtDNA έχει πλέον 

παρατηρηθεί για πολυάριθμα είδη ζώων. Οι πρώτες αναφορές σχετικά με το φαινόμενο ήταν 

από μελέτες υβριδισμού μεταξύ ειδών ή υποειδών ζώων, καθώς σε αυτές τις περιπτώσεις οι 

μηχανισμοί που αποκλείουν τη μεταβίβαση του πατρικού mtDNA είναι λιγότερο 

αποτελεσματικοί, γεγονός που σημαίνει ότι η διαρροή συμβαίνει συχνότερα. Η πλειοψηφία των 

μελετών, στις οποίες έχει παρατηρηθεί διαρροή σε υβρίδια διαφόρων ζώων, αφορούν κυρίως 

έντομα, όπως είναι οι πεταλούδες του γένους Heliothis (Lansman et al. 1983), η Drosophila 

(Kondo et al. 1992; Sherengul et al. 2006; Dokianakis and Ladoukakis 2014), οι μέλισσες του 

είδους Apis mellifera (Meusel and Moritz 1993), τα σκαθάρια του γένους Octhebius 

(Mastrantonio et al. 2019b), οι κρότωνες του γένους Rhipicephalus (Mastrantonio et al. 2019a) 

και τα τζιτζίκια του γένους Magicicada (Fontaine et al. 2007). Διαρροή σε υβρίδια έχει 

παρατηρηθεί, επίσης, και σε άλλα ζώα, όπως είναι τα ποντίκια (Gyllensten et al. 1991; Shitara et 

al. 1998), τα ψάρια (Morgan et al. 2013; Wen et al. 2016), καθώς και τα πουλιά (Kvist et al. 2003; 

Gandolfi et al. 2017). Στις περιπτώσεις υβριδισμού, η ανίχνευση πατρικού mtDNA είναι 

ευκολότερη, όχι μόνο επειδή η διαρροή συμβαίνει συχνότερα, αλλά και επειδή ο πατρικός και 

ο μητρικός μιτότυπος είναι διακριτοί, και έτσι καθίσταται απλούστερος ο σχεδιασμός μιας 

διαδικασίας που θα τους ξεχωρίζει. 

Η διαρροή πατρικού mtDNA δεν έχει παρατηρηθεί μόνο σε υβρίδια, αλλά και σε απογόνους 

ενδοειδικών διασταυρώσεων. Ειδικότερα, οι αναφορές για ενδοειδική διαρροή είναι 

πολυάριθμές και αφορούν μεγάλη ποικιλία ζώων, όπως είναι οι σκορπιοί που ανήκουν στα γένη 

Buthus και Mesobuthus (Gantenbein et al. 2005), οι σαύρες του είδους Chlamydosaurus kingii 

(Ujvari et al. 2007), το πρόβατο Ovis aries (Zhao et al. 2004), τα ρακούν του είδους Nyctereutes 

procyonoides (Nisztuk-Pacek et al. 2019), η Drosophila (Dean et al. 2003; Wolff et al. 2012) και ο 

άνθρωπος (Schwartz and Vissing 2002). 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι υπάρχει μικρός αριθμός αναφορών για 

ετεροπλασμία λόγω διαρροής πατρικού mtDNA και σε φυσικούς πληθυσμούς ζώων. Ειδικότερα, 

οι Paduan and Ribolla (2008) ταυτοποίησαν τρία άτομα κουνουπιών Aedes aegypti στη Βραζιλία 

που έφεραν πάνω από έναν διαφορετικούς μιτότυπους, οι οποίοι έχουν προκύψει από διαρροή. 
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Επιπλέον, στα μισά από τα 49 είδη μελισσών του γένους Hylaeus που μελετήθηκαν βρέθηκε 

ετεροπλασμία που διατηρείται σταθερά στον πληθυσμό (Magnacca and Brown 2010). Οι Halley 

et al. (2015) βρήκαν ότι το 25% των ορτυκιών Colinus virginianus που μελετήθηκαν ήταν 

ετεροπλασμικά. Επιπρόσθετα, οι Robison et al. (2015) παρατήρησαν εκτεταμένη ετεροπλασμία 

σε πληθυσμούς κοριών του είδους Cimex lectularius, η οποία οφείλεται σε διαρροή πατρικού 

mtDNA. Συγκεκριμένα για τη D. melanogaster, οι Nunes et al. (2013) έδειξαν ότι η ετεροπλασμία 

απαντάται αρκετά συχνά σε φυσικούς πληθυσμούς, με το ποσοστό των ετεροπλασμικών 

ατόμων να ανέρχεται στο 14%. 

Η διαρροή πατρικού mtDNA μπορεί να ερμηνευθεί ως μια αδυναμία των γενικά αυστηρών 

μηχανισμών που διασφαλίζουν τη μονογονεϊκή κληρονόμηση του mtDNA (Rokas et al. 2003), 

παρόμοια με την αδυναμία των επιδιορθωτικών μηχανισμών να αναιρέσουν κάποιες σωματικές 

μεταλλαγές. Ωστόσο, η συχνότητα με την οποία παρατηρείται πλέον ετεροπλασμία λόγω 

διαρροής πατρικού mtDNA υποδεικνύει ότι πρόκειται περισσότερο για ένα ελεγχόμενο 

φαινόμενο παρά για τυχαιότητα. Είναι πλέον αρκετά δημοφιλής η υπόθεση ότι χαμηλά επίπεδα 

ετεροπλασμίας μπορεί να έχουν και θετική επίδραση στους οργανισμούς και, συνεπώς η 

διαρροή πατρικού mtDNA να διατηρείται ως αποτέλεσμα δράσης της φυσικής επιλογής 

(Radzvilavicius and Johnston 2020). 

Η διαρροή, όπως προαναφέρθηκε, μπορεί να έχει οφέλη για τη διατήρηση της 

αρμοστικότητας του mtDNA, με το να προσφέρει την ευκαιρία στο mtDNA για ανασυνδυασμό, 

ωστόσο η συμβολή της δε σταματάει εκεί. Ένα σημαντικό μειονέκτημα της μονογονεϊκής 

κληρονόμησης του mtDNA είναι η συσσώρευση μεταλλαγών που είναι επιβλαβείς για τα 

αρσενικά, αλλά δεν απομακρύνονται από την επιλογή, γιατί μπορεί να είναι ωφέλιμες ή 

ουδέτερες για τα θηλυκά, φαινόμενο που περιγράφεται από τον όρο «κατάρα της μητέρας» 

(Gemmell et al. 2004), ενώ υπάρχουν και πειραματικές αποδείξεις για την ύπαρξη του 

φαινομένου (Smith et al. 2010; Innocenti et al. 2011; Patel et al. 2016). Μάλιστα, η επίδραση του 

και το κόστος που έχει για την αρμοστικότητα των αρσενικών μπορεί να διαφέρει σημαντικά 

μεταξύ ειδών που χαρακτηρίζονται από διαφορετικές δημογραφικές ιστορίες (Connallon et al. 

2018). Έχει προταθεί ότι η επίδραση τέτοιων επιβλαβών μεταλλαγών μόνο  στα αρσενικά μπορεί 

να εξομαλυνθεί μέσω της διαρροής πατρικού mtDNA, καθώς, δεδομένου ότι προέρχεται από 
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τον πατέρα μπορεί να φέρει ωφέλιμους για αυτά πολυμορφισμούς και να βελτιώνει την 

αρμοστικότητά τους (Kuijper et al. 2015). 

1.7 Επιπτώσεις της ετεροπλασμίας στους οργανισμούς 

Η ετεροπλασμία φαίνεται ότι σε κάποιες περιπτώσεις συμβάλλει θετικά στην αρμοστικότητα 

του mtDNA. Μάλιστα, μια ξεχωριστή περίπτωση περιγράφηκε πρόσφατα σε υβρίδια ψαριών 

από τα γένη Megalobrama και Carassius, όπου η εισαγωγή πατρικών μιτοχονδρίων ανέστρεψε 

την ασυμβατότητα σε υβρίδια ψαριών (Wen et al. 2022). Ωστόσο, η παρουσία της 

ετεροπλασμίας στους οργανισμούς συνδέεται σε γενικές γραμμές συχνά με αρνητικές 

επιπτώσεις. Καταρχήν, είναι γνωστό ότι η εύρυθμη λειτουργία των μιτοχονδρίων βασίζεται στη 

συνεργασία του mtDNA και του nDNA, ενώ οι δύο τύποι γονιδιώματος συνεξελίσσονται 

(Puslednik et al. 2012). Συνεπώς, είναι αναμενόμενο η ετεροπλασμία να οδηγεί και στη 

διάσπαση των βέλτιστων συνδυασμών απλοτύπων μεταξύ μιτοχονδριακών και πυρηνικών 

γονιδιωμάτων, με αποτέλεσμα τη μείωση της αρμοστικότητας του οργανισμού και του 

πληθυσμού (Ellison and Burton 2008; Meiklejohn et al. 2013; Zaidi and Makova 2019). 

Εκτός από την αλληλεπίδραση που φαίνεται να έχουν οι εκάστοτε μιτότυποι με το nDNA, η 

ίδια η συνύπαρξη διαφορετικών μιτότυπων μέσα στο ίδιο κύτταρο έχει συνδεθεί με αρνητικές 

επιπτώσεις στην αρμοστικότητα του οργανισμού, ακόμα και όταν αυτοί δε φέρουν επιβλαβείς 

μεταλλαγές. Αρχικά, είναι πιθανό η συμμετοχή πρωτεϊνών που έχουν κωδικοποιηθεί από δύο 

διαφορετικούς μιτότυπους να παράγει ένα ελαττωματικό μιτοχονδριακό σύμπλοκο, οπότε η 

συνύπαρξη των διαφορετικών μιτότυπων να είναι επιβλαβής (Wallace 2007). Για την 

παρατήρηση των επιπτώσεων της ετεροπλασμίας, οι Sharpley et al. (2012) χρησιμοποίησαν 

ετεροπλασμικά ποντίκια τα οποία έφεραν δύο διαφορετικούς μιτότυπους, οι οποίοι δεν έφεραν 

μεταλλαγές και ήταν λειτουργικοί σε ομοπλασμική κατάσταση με δεδομένο πυρηνικό 

υπόβαθρο. Ωστόσο, τα ζώα που έφεραν και τους δύο μιτότυπους εμφάνισαν μεταβολικές, 

συμπεριφορικές και νοητικές διαταραχές. Αντίστοιχα ήταν και τα αποτελέσματα των Lechuga-

Vieco et al. (2022), οι οποίοι παρατήρησαν ότι ποντίκια που έφεραν δύο μη επιβλαβείς 

μιτότυπους παρουσίαζαν προβλήματα στη λειτουργία της καρδιάς και τους σκελετικούς μύες. 

Μια θεωρία για το λόγο που η ετεροπλασμία είναι επιβλαβής διατυπώθηκε από το Lane (2012), 
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σύμφωνα με την οποία εάν ένα μίγμα «αργών» και «γρήγορων» ως προς τη σύνθεση ATP 

μιτότυπων επαρκούσε για να καλύψει τις ενεργειακές απαιτήσεις κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης, τότε δεν θα υπήρχε λόγος να αυξηθεί η μιτοχονδριακή πυκνότητα σε εκείνο το 

στάδιο. Έτσι, η λειτουργία των νευρώνων του εγκεφάλου, στους οποίους η βιογένεση των 

μιτοχονδρίων είναι περιορισμένη στο ενήλικο στάδιο, επηρεάζεται κάθε φορά που οι 

ενεργειακές απαιτήσεις αυξάνονται εξαιτίας της ανεπαρκούς συνεργασίας των μιτότυπων στο 

συγκεκριμένο στάδιο, προκαλώντας γνωστικές και συμπεριφορικές ανωμαλίες. 

Η ετεροπλασμία που προκύπτει εξαιτίας επιβλαβών μεταλλαγών είναι γνωστό ότι μπορεί να 

προκαλέσει μια ομάδα διαταραχών που σχετίζονται με δυσλειτουργίες στα μιτοχόνδρια, οι 

οποίες ονομάζονται μιτοχονδριακές ασθένειες (Gorman et al. 2016). Η εμφάνιση των ασθενειών 

αυτών εξαιτίας νέων μεταλλαγών στο mtDNA είναι δύσκολο να προβλεφθεί, λόγω του μη 

μεντελικού τρόπου κληρονόμησης του mtDNA (Stewart and Chinnery 2015; Machado et al. 

2020). Το αν όντως θα εμφανιστούν τα συμπτώματα της εκάστοτε ασθένειας εξαρτάται από την 

ποσότητα των μεταλλαγμένων μορίων mtDNA σε σχέση με τα αγρίου τύπου μόρια. Στην 

πλειοψηφία των περιπτώσεων, τα αγρίου τύπου μόρια είναι ικανά να αντισταθμίσουν την 

επιβλαβή δράση των μεταλλαγμένων μορίων mtDNA. Ωστόσο, αν το ποσοστό των τελευταίων 

ξεπεράσει ένα συγκεκριμένο «κατώφλι», τότε τα αγρίου τύπου μόρια δεν είναι ικανά πλέον να 

καλύψουν τις λειτουργικές απαιτήσεις των κυττάρων, με αποτέλεσμα την εμφάνιση ασθενειών 

(Rossignol et al. 2003; Stewart and Chinnery 2021). Το όριο πάνω από το οποίο εμφανίζεται η 

ασθένεια διαφέρει ανά περίπτωση και εξαρτάται κατά κύριο λόγο από τον τύπο της μεταλλαγής 

και τον ιστό, αλλά σε γενικές γραμμές κυμαίνεται από 70% έως 90%. Αυτό σημαίνει ότι οι 

περισσότερες μεταλλαγές έχουν υπολειπόμενο φαινότυπο (Schon et al. 2012; Burr et al. 2018). 

Η συχνότητα των ασθενειών που προκαλούνται από μεταλλαγές στο mtDNA είναι 1:4300 

(Gorman et al. 2015). Τα όργανα που επηρεάζονται περισσότερο είναι εκείνα που βασίζονται σε 

αερόβιο μεταβολισμό, συνεπώς οι μεταλλαγές στο mtDNA σχετίζονται με καρδιαγγειακές, 

νευρολογικές και εκφυλιστικές ασθένειες (Mustafa et al. 2020). Τέλος, ένας ακόμα τρόπος που 

η ετεροπλασμία μπορεί να οδηγήσει σε εμφάνιση ασθενειών περιγράφεται από τους Kopinski 

et al. (2019). Πιο συγκεκριμένα, οι ερευνητές συσχέτισαν την παρουσία επιβλαβών μεταλλαγών 

και τα επίπεδα της ετεροπλασμίας με επιγενετικές αλλαγές στο nDNA, όπως είναι η μεθυλίωση 
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και η ακετυλίωση των ιστονών, ενώ συμπέραναν ότι αυτή η συσχέτιση μπορεί να εξηγήσει την 

πληθώρα φαινότυπων που εμφανίζονται στις μιτοχονδριακές ασθένειες. 

1.8 Επίπεδα μελέτης της ετεροπλασμίας 

Η ετεροπλασμία είναι δυνατό να μελετηθεί σε διαφορετικά ιεραρχικά επίπεδα (Πίνακας 1. 

1). Το πρώτο επίπεδο είναι αυτό του πληθυσμού. Ένας πληθυσμός θεωρείται ετεροπλασμικός 

όταν υπάρχουν άτομα που φέρουν διαφορετικούς μιτότυπους (Dean et al. 2003; Ujvari et al. 

2007). Το επόμενο επίπεδο είναι εκείνο του ατόμου, το οποίο είναι και το περισσότερο 

μελετημένο, καθώς υπάρχει πληθώρα αναφορών (Nunes et al. 2013; Mastrantonio et al. 2019a). 

Σε αυτό το επίπεδο διακρίνονται δύο διαφορετικές περιπτώσεις (Parakatselaki and Ladoukakis 

2021). Η πρώτη περίπτωση είναι οι ιστοί του ατόμου να είναι, επίσης, ετεροπλασμικοί (Polovina 

et al. 2020). Η δεύτερη περίπτωση είναι το άτομο να έχει μεν ομοπλασμικούς ιστούς, αλλά για 

διαφορετικούς μιτότυπους. Η δεύτερη περίπτωση δεν είναι πολύ συνηθισμένη, αλλά 

παρατηρείται στη φύση. Για παράδειγμα, στα αρσενικά δίθυρα που ακολουθούν διπλή 

μονογονεϊκή κληρονόμηση του mtDNA το σπέρμα είναι ομοπλασμικό για το μιτότυπο Μ, ενώ οι 

σωματικοί τους ιστοί είναι ομοπλασμικοί για το μιτότυπο F (Venetis et al. 2006). Δηλαδή, τα 

αρσενικά είναι ετεροπλασμικά στο επίπεδο του ατόμου, αλλά οι ιστοί τους είναι ομοπλασμικοί. 

Αντίστοιχη παρατήρηση έχει γίνει και σε ετεροπλασμικά ποντίκια, όπου ανάλογα τον ιστό 

επιλέγεται διαφορετικός μιτότυπος (Jenuth et al. 1997). Το τρίτο επίπεδο μελέτης της 

ετεροπλασμίας είναι εκείνο του ιστού (Burgstaller et al. 2014; Naue et al. 2015). Πιο 

συγκεκριμένα, ο ιστός μπορεί να φέρει διαφορετικούς μιτότυπους, αλλά τα κύτταρα από τα 

οποία αποτελείται μπορεί να είναι ομοπλασμικά για κάποιον από αυτούς τους μιτότυπους. Το 

επόμενο επίπεδο είναι όταν το κύτταρο είναι ετεροπλασμικό, αλλά τα μιτοχόνδριά του είναι 

ομοπλασμικά για ένα μιτότυπο (Maeda et al. 2020; Jaberi et al. 2020; Lareau et al. 2021). Το 

τελευταίο επίπεδο είναι αυτό της ετεροπλασμίας στο επίπεδο του μιτοχονδρίου (Morris et al. 

2017). Είναι φανερό ότι η παρατήρηση κάποιου ανώτερου επιπέδου ετεροπλασμίας 

προϋποθέτει την ύπαρξη ετεροπλασμίας σε ένα τουλάχιστον από τα κατώτερα επίπεδα 

ετεροπλασμίας (Parakatselaki and Ladoukakis 2021). 
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Πίνακας 1. 1: Επίπεδα ετεροπλασμίας. 

Επίπεδο ετεροπλασμίας Περιγραφή επιπέδου Αναφορές 

Πληθυσμός Άτομα με διαφορετικούς 

μιτότυπους 

(Dean et al. 2003; Ujvari et al. 

2007) 

Άτομο Α) ετεροπλασμικοί ιστοί 

Β) ομοπλασμικοί για 

διαφορετικούς μιτότυπους 

ιστοί 

(Jenuth et al. 1997; Venetis 

et al. 2006; Nunes et al. 

2013; Mastrantonio et al. 

2019a; Polovina et al. 2020) 

Ιστός Κύτταρα με διαφορετικούς 

μιτότυπους 

(Burgstaller et al. 2014; Naue 

et al. 2015) 

Κύτταρο Μιτοχόνδρια με διαφορετικό 

μιτότυπο 

(Maeda et al. 2020; Jaberi et 

al. 2020; Lareau et al. 2021) 

Μιτοχόνδριο Διαφορετικά mtDNA στο ίδιο 

οργανίδιο 

(Morris et al. 2017) 

 

1.9 Δυναμική της ετεροπλασμίας 

1.9.1 Δυναμική της ετεροπλασμίας στα κύτταρα της γαμετικής σειράς 

Τα επίπεδα της ετεροπλασμίας καθορίζονται σε μεγάλο βαθμό από τη στενωπό και τη δράση 

της τυχαίας γενετικής παρέκκλισης στη γαμετική σειρά. Η στενωπός που συμβαίνει κατά την 

ωογένεση παρατηρήθηκε σε αγελάδες και βρέθηκε να είναι κατά κύριο λόγο υπεύθυνη για τις 

μεγάλες διαφορές στα επίπεδα ετεροπλασμίας που παρατηρούνταν στη μητέρα σε σχέση με 

τους απογόνους (Hauswirth and Laipis 1982). Από τότε η δράση της στενωπού έχει επιβεβαιωθεί 

για τα ωοκύτταρα πολλών σπονδυλωτών, όπως είναι τα ποντίκια (Freyer et al. 2012), ο σολομός 

(Wolff et al. 2011) και το ψάρι-ζέβρα (Otten et al. 2016). Στους ανθρώπους, έχει υπολογιστεί ότι 

μετά τη στενωπό ο αριθμός των μορίων mtDNA κυμαίνεται από 30 έως 35 (Rebolledo-Jaramillo 

et al. 2014). Μια επόμενη εκτίμηση υποδεικνύει μια ακόμη εντονότερη στενωπό, με μόνο 9 

μόρια mtDNA κατά μέσο όρο (Li et al. 2015b). 
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Παρόλη την σημασία της παρέκκλισης στα επίπεδα της ετεροπλασμίας της γαμετικής σειράς, 

η επιλογή φαίνεται να είναι η κυρίαρχη δύναμη που καθορίζει τα επίπεδα της ετεροπλασμίας 

(Εικόνα 1. 2). Εκκαθαριστική επιλογή βρέθηκε να δρα για πρώτη φορά σε ποντίκια. Οι Fan et al. 

(2008) παρατήρησαν δραματική μείωση της συχνότητας ενός μιτότυπου που έφερε μεταλλαγή 

αλλαγής πλαισίου στο γονίδιο NAD6, από 47% σε 14% σε δύο διαδοχικές γενιές, και πλήρη 

εξαφάνισή του μετά από λίγες ακόμα γενιές. Μια άλλη ομάδα ερευνητών εισήγαγε μεταλλαγές 

στο mtDNA χρησιμοποιώντας ένα μεταλλαγμένο γονίδιο της μιτοχονδριακής πολυμεράσης γ και 

μελέτησε τη δυναμική τους για έξι γενιές (Stewart et al. 2008). Εκεί, παρατηρήθηκε ότι η 

συχνότητα μη συνώνυμων μεταλλαγών μειωνόταν συγκριτικά με αυτή των συνώνυμων, 

υποδεικνύοντας δράση επιλογής που εμπόδιζε τις επιβλαβείς μεταλλαγές από το να 

μεταβιβαστούν στην επόμενη γενιά. Αποδεικτικά στοιχεία για τη δράση επιλογής εναντίον 

επιβλαβών μεταλλαγών σε ωοκύτταρα ποντικιών παρείχαν και οι Zhang et al. (2021). Εξάλειψη 

επιβλαβών μεταλλαγών έχει, επίσης, παρατηρηθεί και στα ωοκύτταρα της Drosophila μέσω 

εκκαθαριστικής επιλογής που δρα κατά των μεταλλαγμένων μιτότυπων (Ma et al. 2014), αλλά 

και μέσω επιλεκτικής αντιγραφής των αγρίου τύπου μιτότυπων (Hill et al. 2014). 

Εκκαθαριστική επιλογή δρα και στα ανθρώπινα ωοκύτταρα. Αλληλούχηση γονιδιωμάτων 

από 39 μητέρες και τα παιδιά τους έδειξε ότι οι μη συνώνυμες μεταλλαγές μεταβιβάζονταν 

λιγότερο συχνά στην επόμενη γενιά από τις συνώνυμες, υποδεικνύοντας τη δράση επιλογής στα 

ωοκύτταρα (Rebolledo-Jaramillo et al. 2014). Τα ευρήματα αυτά υποστηρίζονται και από μία 

διαφορετική μελέτη (Li et al. 2016), όπου αναφέρεται ότι τα ωοκύτταρα έχουν την ικανότητα να 

αναγνωρίζουν τις επιβλαβείς μεταλλαγές και να τις εμποδίζουν από το να μεταβιβαστούν. 

Τέλος, οι De Fanti et al. (2017) υπέδειξαν ότι η επιλογή κατά των μεταλλαγών γίνεται κατά την 

αποβολή των δύο πρώτων πολικών σωματίων. Αργότερα, βρέθηκε ότι το χρονικό σημείο όπου 

δρα η επιλογή στα ωοκύτταρα είναι τα στάδια Carnegie (Floros et al. 2018). 

Οι μεταλλαγμένοι μιτότυποι μπορεί να βρίσκονται υπό τη δράση της επιλογής είτε στο 

επίπεδο του κυττάρου, είτε στο επίπεδο του μιτοχονδρίου (Rand 2001). Γενικά, είναι γνωστό ότι 

γονίδια που σχετίζονται με τον οξειδωτικό μεταβολισμό, καθώς και με την αντιγραφή και 

μεταγραφή του mtDNA εκφράζονται περισσότερο σε πρώιμα γαμετικά κύτταρα. Έχει προταθεί 

ότι η αλλαγή από οξειδωτικό σε γλυκολυτικό μεταβολισμό σε αυτό το στάδιο, σε συνδυασμό με 
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τη δράση της στενωπού, θέτει το mtDNA υπό τη δράση της επιλογής, το οποίο έχει ως 

αποτέλεσμα την διατήρηση μόνο λειτουργικών μιτότυπων (Floros et al. 2018). Πράγματι, 

υπάρχουν και άλλα στοιχεία που αποδεικνύουν ότι ο διαχωρισμός των μιτότυπων στα κύτταρα 

και η «προτίμηση» σε μιτότυπο εξαρτάται από τη σηματοδότηση των ROS και τη 

λειτουργικότητα του OXPHOS, ενώ η ένταση της επιλογής καθορίζεται σε ένα βαθμό και από το 

πυρηνικό υπόβαθρο (Latorre-Pellicer et al. 2019). 

 

 

Μια άλλη παράμετρος που ενισχύει τη δράση της εκκαθαριστικής επιλογής είναι εκείνη του 

φυσικού διαχωρισμού των μιτότυπων μέσα σε ένα κύτταρο. Συγκεκριμένα, τα μειωμένα 

επίπεδα της πρωτεΐνης Mitofusin, αποτρέπουν τη σύντηξη των μιτοχονδρίων σε πρώιμα στάδια 

της ωογένεσης στη Drosophila. Έτσι, η ελαττωματική λειτουργία των μεταλλαγμένων μιτότυπων 

δεν μπορεί να αντισταθμιστεί από τους λειτουργικούς μιτότυπους, κάνοντας πιο εύκολη την 

απομάκρυνσή τους από την επιλογή (Lieber et al. 2019). 

Εικόνα 1. 2: Η στενωπός από την οποία διέρχεται το mtDNA κατά τη μεταβίβασή του από τα πατρικά (A) στα 

θυγατρικά κύτταρα (A.1-A.4) και η εκκαθαριστική επιλογή είναι οι κύριες δυνάμεις που καθορίζουν τα επίπεδα 

της ετεροπλασμίας στη γαμετική σειρά. Λόγω της στενωπού, τα αντίγραφα του mtDNA μειώνονται δραματικά 

στα θυγατρικά κύτταρα, με αποτέλεσμα να προκύπτουν και κύτταρα τα οποία φέρουν σε μεγαλύτερο ποσοστό 

το μεταλλαγμένο μιτότυπο (A.1 και Α.3). Επειδή στα κύτταρα αυτά δεν επιτελούνται επαρκώς οι 

μιτοχονδριακές λειτουργίες, δρα η εκκαθαριστική επιλογή για την εξάλειψή τους. 
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1.9.2 Δυναμική της ετεροπλασμίας στους σωματικούς ιστούς 

Γενικά, η επιλογή είναι λιγότερο αποτελεσματική στο να απομακρύνει επιβλαβείς 

μεταλλαγές στους σωματικούς ιστούς, ενώ φαίνεται να ακολουθούν ένα πιο ουδέτερο πρότυπο 

κατανομής των διαφορετικών αλληλομόρφων μεταξύ των κυττάρων (Wilton et al. 2018; Palozzi 

et al. 2018). Επιπλέον, οι στενωποί που λαμβάνουν χώρα στους σωματικούς ιστούς είναι 

λιγότερο έντονοι σε σχέση με τους αντίστοιχους της γαμετικής σειράς (Zaidi et al. 2019), ωστόσο 

υπάρχουν και εξαιρέσεις, όπως είναι η έντονη στενωπός από την οποία διέρχεται το mtDNA σε 

ανθρώπινους θύλακες τρίχας (Barrett et al. 2020). Τέτοιου είδους «χαλαροί» στενωποί έχουν ως 

αποτέλεσμα μειωμένη διαφοροποίηση στα επίπεδα της ετεροπλασμίας μεταξύ των κυττάρων. 

Συνεπώς, η κυρίαρχη δύναμη που καθορίζει τα επίπεδα της ετεροπλασμίας στους σωματικούς 

ιστούς είναι η γενετική παρέκκλιση, και όχι η επιλογή (Floros et al. 2018). 

Ωστόσο, υπάρχουν περιπτώσεις, στις οποίες έχει παρατηρηθεί δράση επιλογής κατά ή υπέρ 

της ετεροπλασμίας σε σωματικούς ιστούς. Σε κύτταρα που κάνουν μίτωση, αλλαγές στα επίπεδα 

της ετεροπλασμίας συμβαίνουν εξαιτίας της τυχαίας κατανομής των διαφορετικών 

αλληλομόρφων στο mtDNA στα θυγατρικά κύτταρα, αλλά αν μια μεταλλαγή έχει μεγάλη 

επίδραση στην κυτταρική λειτουργία, τότε η εκκαθαριστική επιλογή θα δράσει για την εξάλειψή 

της. Η περίπτωση αυτή έχει περιγραφεί για τη μεταλλαγή MTTL1 m.3243A>G στο ανθρώπινο 

mtDNA, της οποίας η συχνότητα μειώνεται εκθετικά στο χρόνο στα ερυθρά αιμοσφαίρια 

(Rajasimha et al. 2008). Επιπλέον, ασθενείς με τις επιβλαβείς μεταλλαγές m.3243A>G και 

m.8344A>G βρέθηκαν να έχουν λιγότερο φορτίο στα μιτωτικά γαστρεντερικά επιθηλιακά 

κύτταρα σε σύγκριση με κύτταρα λείου μυ, το οποίο υποδεικνύει δράση επιλογής (Su et al. 

2018). Σε μη μιτωτικά κύτταρα, το mtDNA αντιγράφεται με μη αυστηρό πρότυπο αντιγραφής, 

εξασφαλίζοντας τη διατήρηση των επιπέδων του. Ωστόσο, εξαιτίας του τρόπου αντιγραφής του, 

ένας μεταλλαγμένος μιτότυπος μπορεί να αυξήσει τη συχνότητά του, οδηγώντας σε αλλαγή του 

κυρίαρχου μιτότυπου με την πάροδο του χρόνου (Szczepanowska and Trifunovic 2017), 

κατάσταση που μπορεί να εξηγηθεί και από τη δράση της τυχαίας γενετικής παρέκκλισης (Elson 

et al. 2001; Durham et al. 2006; Baines et al. 2014). 

Ενδείξεις δράσης θετικής επιλογής έχουν, επίσης, βρεθεί για συγκεκριμένους μιτότυπους και 

σε συγκεκριμένους ιστούς (Li et al. 2015b). Πρόσφατη μελέτη χαρακτήρισε βασικούς 
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παράγοντες που επηρεάζουν τη δυναμική της ετεροπλασμίας στους σωματικούς ιστούς. 

Ειδικότερα, φαίνεται ότι η επίδραση που έχουν οι διάφοροι μιτότυποι στη λειτουργία του 

OXPHOS εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τον κυτταρικό τύπο, οδηγώντας σε διαφορετική 

«προτίμηση» σε μιτότυπο και άρα σε διαφορετικά επίπεδα ετεροπλασμίας μεταξύ τους. Τέλος, 

προτείνεται ότι η δυναμική της ετεροπλασμίας καθορίζεται, επίσης, και από την αλληλεπίδραση 

μεταξύ mtDNA και nDNA με διάφορους περιβαλλοντικούς παράγοντες (Lechuga-Vieco et al. 

2020). 

1.10  Τεχνικές ανίχνευσης της ετεροπλασμίας 

Η πρώτη αναφορά για ετεροπλασμία στο mtDNA ήταν στη D. mauritiana, όπου βρέθηκαν 

δύο διαφορετικού μεγέθους αλληλόμορφα μέσω χρήσης περιοριστικών ενζύμων (Solignac et al. 

1983). Σε γενικές γραμμές, η συνηθέστερη μέθοδος ανίχνευσης ετεροπλασμίας πριν την 

εμφάνιση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) ήταν η 

απομόνωση του mtDNA, η πέψη του με περιοριστικά ένζυμα και η οπτικοποίηση του προτύπου 

πέψης με βρωμιούχο αιθίδιο ή με υβριδοποίηση σημασμένων ολιγονουκλεοτιδίων (Harrison et 

al. 1985; Bentzen et al. 1988; Boyce et al. 1989; Buroker et al. 1990). 

Η εφαρμογή της PCR ενίσχυσε την ανίχνευση της ετεροπλασμίας, καθώς συνδυάστηκε με 

πιο ακριβείς τεχνικές για την ταυτοποίηση διαφορών σε επίπεδο αλληλουχίας. Για παράδειγμα, 

η τεχνική που είναι γνωστή ως πολυμορφισμός διαμόρφωσης μονόκλωνου DNA (Single 

Stranded Conformation Polymorphism, SSCP) μπορεί να ανιχνεύσει διαφορά ακόμα και σε ένα 

νουκλεοτίδιο μεταξύ δύο μικρών τμημάτων DNA (Tully et al. 2000; Maté et al. 2007). Άλλες 

μέθοδοι για την ανίχνευση της ετεροπλασμίας που βασίζονται στην PCR είναι η πέψη προϊόντων 

PCR (PCR-RFLP) (El-Schahawi et al. 1997; Ladoukakis et al. 2002), η κλωνοποίηση ενισχυμένων 

με PCR τμημάτων και η αλληλούχησή τους (Nesbø et al. 1998; Ladoukakis and Zouros 2001), 

καθώς και η απευθείας αλληλούχηση ενισχυμένων με PCR τμημάτων και η ανίχνευση κορυφών 

σε χρωματογραφήματα (Rodríguez-Pena et al. 2020). Τέτοιου είδους τεχνικές παραμένουν 

δημοφιλείς, επειδή είναι ακριβείς και μπορούν να εφαρμοστούν ακόμα και σε μικρά 

εργαστήρια. Τέλος, μέθοδοι που βασίζονται στην PCR δεν χρησιμοποιούνται μόνο για την 

ανίχνευση της ετεροπλασμίας, αλλά και για την ποσοτικοποίησή της. Ειδικότερα, η ποσοτική 
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PCR (quantitative PCR, qPCR) έχει χρησιμοποιηθεί σε περιπτώσεις ποσοτικοποίησης της 

ετεροπλασμίας (Bai and Wong 2004; Poe et al. 2007; Nunes et al. 2013). Με βάση την qPCR έχουν 

αναπτυχθεί και χρησιμοποιηθεί ευρέως και πιο σύνθετες μέθοδοι για την ποσοτικοποίηση της 

ετεροπλασμίας, όπως είναι η qPCR με ιχνηθέτες TaqMan (Rong et al. 2018), η ARMS-qPCR (Kang 

et al. 2016; Chin et al. 2018; Duan et al. 2018) και η ddPCR (Hindson et al. 2011; Trifunov et al. 

2018; Maeda et al. 2020). 

Παρά την ευρεία χρήση τους, οι τεχνικές που βασίζονται στην PCR έχουν κάποια 

μειονεκτήματα. Πρώτον, περιορίζονται στη μελέτη μικρών τμημάτων mtDNA, οπότε τυχόν 

διαφορές που υπάρχουν σε παρακείμενες περιοχές δεν ανιχνεύονται. Δεύτερον, είναι πιθανή η 

λανθασμένη εκτίμηση της ποσότητας του καθενός από τα αλληλόμορφα mtDNA, εξαιτίας μη 

ειδικής πρόσδεσης των εκκινητών στο υπόστρωμα. Τρίτον, για όλες τις μεθόδους που 

βασίζονται στην PCR είναι απαραίτητη μερική γνώση της αλληλουχίας DNA που μελετάται. 

Πλέον, έχουν αναπτυχθεί αρκετές μέθοδοι νέας γενιάς αλληλούχησης, οι οποίες έχουν 

επιφέρει μεγάλες αλλαγές στη μελέτη της ετεροπλασμίας, επειδή μπορούν να ανιχνεύουν και 

να ποσοτικοποιούν ακόμα και σπάνια αλληλόμορφα mtDNA χρησιμοποιώντας σύνθετες 

τεχνικές και βιοπληροφορικά εργαλεία (Calabrese et al. 2014; Weissensteiner et al. 2016; 

Marquis et al. 2017; Dierckxsens et al. 2020; Fazzini et al. 2021). Οι μέθοδοι NGS αποκάλυψαν 

το εύρος της ετεροπλασμίας σε επίπεδο ιστού και οργανισμού, έδωσαν στοιχεία για τους 

τρόπους που προκύπτει και ανέδειξαν το ρόλο της στην εμφάνιση μιτοχονδριακών ασθενειών 

και τη γήρανση (Li et al. 2015a; Jaberi et al. 2020; Lareau et al. 2021). Η πλειοψηφία των 

στρατηγικών που εφαρμόζονται είναι η δημιουργία εμπλουτισμένων σε mtDNA βιβλιοθηκών, 

είτε με τεχνικές «αιχμαλώτισης» του mtDNA είτε με τεχνικές που βασίζονται στην PCR, 

ακολουθούμενη από NGS. Στις τεχνικές «αιχμαλώτισης» του mtDNA, βιοτινυλιωμένοι 

μονόκλωνοι ιχνηθέτες DNA, μήκους 300-360 βάσεων, χρησιμοποιούνται ως «δόλωμα» για την 

απομόνωση του mtDNA. Μετά από δύο κύκλους υβριδοποίησης, η βιβλιοθήκη είναι επαρκώς 

εμπλουτισμένη σε mtDNA και λαμβάνει χώρα η αλληλούχηση (He et al. 2010; Zhou et al. 2020). 

Στις τεχνικές που βασίζονται στην PCR, ολόκληρο το mtDNA πολλαπλασιάζεται με εκκινητές 

ειδικά σχεδιασμένους για αυτό (He et al. 2010; Kelly et al. 2017; Mok et al. 2020). Εναλλακτικά, 

μία συγκεκριμένη περιοχή του mtDNA πολλαπλασιάζεται και τα τμήματα που παράγονται 
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αλληλουχούνται (Payne et al. 2013). Τέλος, στοιχεία για την ετεροπλασμία mtDNA μπορούν να 

εξαχθούν και από δεδομένα αλληλούχησης από ολόκληρα γονιδιώματα (whole-genome 

sequencing, WGS) μέσω διαφόρων βιοπληροφορικών εργαλείων (Grandhi et al. 2017; Duan et 

al. 2019). 

Ενδιαφέρον επίσης παρουσιάζουν τα ευρήματα μιας ομάδας ερευνητών, οι οποίοι 

εκμεταλλεύτηκαν τις δυνατότητες της τεχνικής ATAC (Assay for Transposase-Accessible 

Chromatin) σε συνδυασμό με αλληλούχηση (ATAC-seq). Η τεχνική αυτή στοχεύει περιοχές DNA 

που δεν βρίσκονται σε μορφή χρωματίνης, οπότε γενικά χρησιμοποιείται για τη μελέτη 

περιοχών που είναι μεταγραφικά ενεργές. Το mtDNA δεν απαντάται σε μορφή χρωματίνης, 

οπότε οι βιβλιοθήκες που προκύπτουν από την παραπάνω τεχνική είναι αρκετά εμπλουτισμένες 

σε mtDNA. Με αυτή την προσέγγιση, οι ερευνητές κατάφεραν να μελετήσουν τις αλλαγές στην 

ετεροπλασμία σε επίπεδο κυττάρου (Xu et al. 2019). Από τότε, και άλλες ομάδεςέχουν 

χρησιμοποιήσει την παραπάνω τεχνική για τη μελέτη της ετεροπλασμίας (Lareau et al. 2021; 

Marshall and Jones 2021). 

1.11  Ενθέσεις του mtDNA στον πυρήνα 

Μία σημαντική πηγή σφαλμάτων στη μελέτη της ετεροπλασμίας του mtDNA είναι η ένθεση 

μιτοχονδριακών αλληλουχιών στο πυρηνικό DNA (Bensasson et al. 2001). Οι αλληλουχίες αυτές 

ονομάζονται NUMTs (Nuclear Mitochondrial) (Lopez et al. 1994) και παρατηρήθηκαν για πρώτη 

φορά σε ποντίκια (Du and Riley 1967). Τα σφάλματα προκύπτουν από το γεγονός ότι οι εκκινητές 

που χρησιμοποιούνται για τον πολλαπλασιασμό του mtDNA μπορούν να προσδεθούν και στις 

αλληλουχίες του NUMT, λόγω της μεγάλης ομοιότητάς τους με το mtDNA. Έτσι, ενισχύονται και 

τα δύο μόρια, με αποτέλεσμα να δίνεται η ψευδής εντύπωση ότι υπάρχει ετεροπλασμία. 

Τα NUMTs ανακαλύφθηκαν με τη χρήση συμβατικών μεθόδων αλληλούχησης, όπως είναι η 

αλληλούχηση κατά Sanger (Bensasson et al. 2001), οι οποίες θεωρείται ότι ανιχνεύουν με 

μικρότερη συχνότητα NUMTs, καθώς το mtDNA βρίσκεται σε πολύ περισσότερα αντίγραφα σε 

σχέση με το nDNA, συνεπώς είναι λιγότερο πιθανό να ανιχνευθεί σήμα που προέρχεται από 

NUMTs σε χρωματογραφήματα. Ωστόσο, η χρήση πιο μοντέρνων τεχνικών αποκάλυψε ότι η 

παρουσία τους στα γονιδιώματα είναι αρκετά πιο συχνή από ότι πιστευόταν. Γενικά, η 
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ομοιότητα μεταξύ NUMTs και mtDNA προκαλεί αρκετά προβλήματα κατά την επεξεργασία 

τέτοιων δεδομένων αλληλούχησης, όπου μικρού μήκους αλληλουχίες στοιχίζονται με το 

γονιδίωμα αναφοράς (Maude et al. 2019). Πιο συγκεκριμένα, η πραγματική προέλευση των 

αλληλουχιών είναι δύσκολο να χαρακτηριστεί, με αποτέλεσμα την ανίχνευση ψευδών 

αλληλομόρφων mtDNA. Αυτό συμβαίνει είτε επειδή οι αλληλουχίες του NUMT στοιχίζονται 

λανθασμένα στο mtDNA του γονιδιώματος αναφοράς, είτε επειδή τα πραγματικά αλληλόμορφα 

mtDNA δεν ανιχνεύονται λόγω της στοίχισης του mtDNA με αλληλουχίες NUMT (Albayrak et al. 

2016). Επιπλέον, οι αλληλουχίες που αντιστοιχούν στα σημεία εισαγωγής του mtDNA στο nDNA 

είναι χιμαιρικές, αφού αποτελούνται από τμήματα και των δύο τύπων αλληλουχιών, και συχνά 

αφαιρούνται από την εκάστοτε ανάλυση ως τεχνικά σφάλματα που έχουν προκύψει από τη 

διαδικασία της αλληλούχησης (Tu et al. 2015). 

Μια δημοφιλής προσέγγιση για την αποφυγή ανίχνευσης NUMTs είναι η απομόνωση, ο 

εμπλουτισμός και η αλληλούχηση μόνο του mtDNA (Weerts et al. 2018; Duan et al. 2018). 

Ωστόσο, ανεξαρτήτως της μεθόδου που θα εφαρμοστεί πριν τη βιοπληροφορική ανάλυση, η 

επιλογή του γονιδιώματος αναφοράς μπορεί να έχει μεγάλη επίδραση στο πόσα και ποια 

αλληλόμορφα mtDNA θα ανιχνευθούν (Santibanez-Koref et al. 2019). Επιπλέον, η αναλογία 

μεταξύ mtDNA και nDNA διαφέρει σημαντικά μεταξύ διαφορετικών ιστών (Goios et al. 2008; 

Wachsmuth et al. 2016), γεγονός που επηρεάζει και την ποσότητα του nDNA που θα 

εμπλουτιστεί μαζί με το mtDNA (Ring et al. 2018). Τέλος, είναι πιθανό η μεταφορά του mtDNA 

στον πυρήνα να είναι ένα πρόσφατο γεγονός. Αυτό πρακτικά σημαίνει ότι η παρουσία του θα 

είναι περιορισμένη σε μερικά μόνο άτομα του πληθυσμού, άρα το NUMT θα είναι πολυμορφικό, 

γεγονός που κάνει την εύρεσή του ακόμα δυσκολότερη. 

Είναι φανερή η σημασία εργαλείων που μπορούν να διακρίνουν τις αλληλουχίες NUMT από 

την πραγματική ετεροπλασμία. Δεδομένου ότι οι αλληλουχίες από το mtDNA ξεπερνούν κατά 

πολύ σε αριθμό τις αλληλουχίες από το nDNA, η εφαρμογή ενός αυστηρού ορίου όσον αφορά 

τη συχνότητα των αλληλομόρφων που θεωρούνται πραγματικά αλληλόμορφα mtDNA μπορεί 

να βοηθήσει στη διάκριση mtDNA και NUMT (González et al. 2020). Εκτός από αυτό το φίλτρο, 

πολλά βιοπληροφορικά εργαλεία έχουν αναπτυχθεί για να ανιχνεύουν νέα NUMTs ή για να 

αποφεύγουν να συγχέουν τα NUMTs με ετεροπλασμία, καθένα από τα οποία χρησιμοποιεί 



34 

 

διαφορετικές στρατηγικές (Li et al. 2012; Ring et al. 2018; Roth et al. 2019; Smart et al. 2019; 

Laricchia et al. 2022). Για παράδειγμα, το MitoScape (Singh et al. 2021a) είναι ένας machine 

learning αλγόριθμος που μοντελοποιεί τα μοναδικά χαρακτηριστικά του mtDNA για την 

ανίχνευση πραγματικής ετεροπλασμίας, το mtDNA-Server (Weissensteiner et al. 2016) 

περιορίζει την ανίχνευση NUMTs αποκλείοντας περιοχές που βρίσκονται εκατέρωθεν γνωστών 

αλληλουχιών NUMTs, ενώ το MToolBox (Calabrese et al. 2014) αποφεύγει τη λανθασμένη 

στοίχιση των αλληλουχιών NUMTs με την αλληλουχία αναφοράς. Παρά τον αριθμό των 

εργαλείων που υπάρχουν ήδη για τη διάκριση μεταξύ mtDNA και NUMT, η πλειοψηφία αυτών 

είναι αποτελεσματικά μόνο στο ανθρώπινο γονιδίωμα, συνεπώς είναι απαραίτητη η ανάπτυξη 

εργαλείων που θα μπορούν να εφαρμοστούν σε γονιδιώματα περισσότερων ειδών. 

Η ένθεση του mtDNA στον πυρήνα θεωρείται μια εξελικτικά συντηρημένη διαδικασία (Singh 

et al. 2021b). Με τα πρώτα NUMTs που βρέθηκαν στη Drosophila (Richly and Leister 2004) και 

στον άνθρωπο (Mourier et al. 2001) επικράτησε η άποψη ότι τα NUMTs είναι γενικά μικρού 

μεγέθους, κι έτσι αν παρατηρείται ετεροπλασμία σε μεγάλα μιτοχονδριακά τμήματα, τότε κατά 

πάσα πιθανότητα αυτή είναι πραγματική. Παρ’ όλα αυτά, έχουν βρεθεί πλέον NUMTs με 

μέγεθος ακόμα και ίδιο με αυτό του mtDNA σε διάφορους οργανισμούς, όπως είναι η νυχτερίδα 

Myotis lucifugus (Shi et al. 2017), τα σκυλιά (Verscheure et al. 2015), τα γεράκια του γένους Falco 

(Nacer and Raposo do Amaral 2017) και ο άνθρωπος (Wei et al. 2020; Lutz-Bonengel et al. 2021). 

Το μήκος του NUMT και οι διαφορές που φέρει στην αλληλουχία του σε σχέση με το mtDNA 

εξαρτώνται από το πότε έγινε η ένθεση στον πυρήνα, το οποίο σημαίνει ότι τα παλαιότερα 

NUMTs είναι μικρότερα σε μήκος και πιο διαφορετικά σε σχέση με το mtDNA. Ωστόσο, αυτή 

είναι μια υπόθεση που πρέπει να ελεγχθεί. Αν ισχύουν τα παραπάνω, αναμένεται ότι οι πιο 

πρόσφατες ενθέσεις mtDNA στον πυρήνα είναι πιθανό να συγχέονται με ετεροπλασμία του 

mtDNA. 

Τα NUMTs έχουν χαρτογραφηθεί πλέον στα πυρηνικά γονιδιώματα μιας πληθώρας 

οργανισμών, όπως είναι οι άνθρωποι (Ricchetti et al. 2004), τα καρκινοειδή του γένους Daphnia 

(Kowal et al. 2020), τα πτηνά του γένους Parus (Laine et al. 2019), οι σφήκες του σύκου που 

ανήκουν στην υπεροικογένεια Chalcidoidea (Wang et al. 2020), οι πολύποδες του είδους Hydra 

magnipapillata (Song et al. 2013), ο ακανθώδης αστακός του είδους Panulirus japonicus (Chow 
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et al. 2021) και η Drosophila (Rogers and Griffiths-Jones 2012). Πολύ πρόσφατα ταυτοποιήθηκαν 

NUMTs και στο πυρηνικό γονιδίωμα της φώκιας Arctocephalus gazella (Vendrami et al. 2022), 

αλλά και στο γονιδίωμα του κουνελιού (Biró et al. 2022). Στις περισσότερες περιπτώσεις, τα 

NUMTs φέρουν αρκετά χαρακτηριστικά των ψευδογονιδίων, δηλαδή μπορεί να είναι τμήματα 

γονιδίων, να φέρουν κωδικόνια λήξης ή μεταλλαγές αλλαγής πλαισίου, και γενικά αυξημένο 

λόγο dN/dS σε σχέση με τον αντίστοιχο λόγο λειτουργικών μιτοχονδριακών γονιδίων (Baldo et 

al. 2011). 

1.12  Η ετεροπλασμία και το mtDNA ως γενετικός δείκτης 

Η αφυλετική κληρονόμηση του mtDNA αποτελεί το βασικό χαρακτηριστικό του mtDNA που 

το καθιστά κατάλληλο για χρήση ως γενετικό δείκτη (Avise 1994). Η ύπαρξη ετεροπλασμίας 

μπορεί να επηρεάσει την αξιοπιστία του mtDNA ως γενετικό δείκτη με τρεις διαφορετικούς 

τρόπους. Πρώτον, στην περίπτωση που αλληλουχούνται διαφορετικοί μιτότυποι από 

διαφορετικά άτομα, η γενετική διαφοροποίηση μεταξύ τους θα φαινόταν λανθασμένα 

αυξημένη. Για παράδειγμα, έστω ότι υπάρχουν δύο άτομα που φέρουν τους μιτότυπους Α και 

Β. Αν τυχαία στο ένα άτομο ενισχυθεί και αλληλουχηθεί ο μιτότυπος Α και στο άλλο ο μιτότυπος 

Β, τότε η μεταξύ τους σύγκριση θα έδειχνε ότι τα άτομα είναι γενετικά διαφορετικά μεταξύ τους. 

Δεύτερον, η ετεροπλασμία μπορεί να οδηγήσει σε ανασυνδυασμό μεταξύ των διαφορετικών 

μιτότυπων. Ο ανασυνδυασμός αναμένεται να «αλλοιώνει» την εξελικτική ιστορία των 

διαφορετικών τμημάτων του mtDNA, δημιουργώντας θόρυβο στα φυλογενετικά δέντρα που 

κατασκευάζονται βάσει του mtDNA (Schierup and Hein 2000). Τρίτον, ψευδής ετεροπλασμία 

εξαιτίας ύπαρξης NUMTs μπορεί να οδηγήσει σε σύγκριση μεταξύ αλληλουχιών NUMT και 

mtDNA ή μεταξύ αλληλουχιών μόνο από NUMT, το οποίο προφανώς θα οδηγήσει σε 

λανθασμένη εκτίμηση της εξελικτικής ιστορίας των μιτοχονδριακών γραμμών. 

Οι πρώτοι δύο τρόποι δεν αναμένεται να επηρεάζουν σε μεγάλο βαθμό τη χρήση του mtDNA 

ως γενετικό δείκτη, ειδικά σε περιπτώσεις όπου η ετεροπλασμία απαντάται σε χαμηλή 

συχνότητα. Επιπρόσθετα, ο ανασυνδυασμός στο mtDNA παρόλο που έχει παρατηρηθεί να 

συμβαίνει (Piganeau and Eyre-Walker 2004; Tsaousis et al. 2005), είναι ένα σπάνιο γεγονός. 

Ωστόσο, η ύπαρξη NUMTs μπορεί να επηρεάσει σημαντικά τις πληροφορίες που αντλούνται 
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από το mtDNA, καθώς η παρουσία τους είναι εκτεταμένη και μπορούν εύκολα να ενισχυθούν 

και να αλληλουχηθούν. 

Όπως είναι αναμενόμενο, η ανακάλυψη των NUMTs έχει προκαλέσει μια έντονη συζήτηση 

σχετικά με το βαθμό στον οποίο η ύπαρξή τους επηρεάζει τη χρήση μιτοχονδριακών δεικτών σε 

φυλογενετικές μελέτες. Ειδικότερα, υπάρχει πιθανότητα μιτοχονδριακά ψευδογονίδια να 

πολλαπλασιάζονται μαζί με τα πραγματικά μιτοχονδριακά γονίδια, γεγονός που μπορεί να 

οδηγήσει σε λανθασμένες εκτιμήσεις χρόνων απόσχισης μεταξύ ειδών και ενδοειδικής 

ποικιλότητας λόγω διαφορετικών εξελικτικών ρυθμών και τρόπου κληρονόμησης μεταξύ 

mtDNA και nDNA (Bensasson et al. 2001; Hazkani-Covo et al. 2010). Πρόσφατες μελέτες 

υποστηρίζουν ότι ο ρυθμός ένθεσης των NUMTs μπορεί να διαφέρει ανάμεσα στα διάφορα 

τάξα, αλλά γενικά τείνουν να έχουν μεγαλύτερη συχνότητα εμφάνισης σε οικογένειες με 

μεγαλύτερου μεγέθους γονιδιώματα (Kaya and Çıplak 2018; Pereira et al. 2021). 
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2 Μελέτη της ετεροπλασμίας σε χιμαιρικές γραμμές D. 

melanogaster και περιγραφή ενός νέου NUMT2 

2.1 Σκοπός 

Σε ένα πείραμα στο εργαστήριο του David Rand (Brown University, RI, USA) κατασκευάστηκε 

μια σειρά χιμαιρικών γραμμών D. melanogaster, τα οποία έφεραν πυρηνικό γονιδίωμα από ένα 

είδος και μιτοχονδριακό από ένα διαφορετικό είδος, με στόχο τη μελέτη της συνεργασίας 

μεταξύ nDNA και mtDNA. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν 12 γραμμές D. melanogaster από 

την ομάδα γραμμών DGRP (Mackay et al. 2012), στις οποίες ο μιτότυπος αντικαταστάθηκε με 

τρεις μιτότυπους από το είδος D. simulans, τους siI, siII και siIII (Solignac and Monnerot 1986), 

καταλήγοντας σε 36 χιμαιρικές γραμμές D. melanogaster (Mossman et al. 2016). Από αυτές τις 

χιμαιρικές γραμμές, εκείνες που είχαν πυρηνικό γονιδίωμα από τις 11 γραμμές DGRP ήταν 

ομοπλασμικές, έφεραν δηλαδή μόνο το μιτότυπο si που εισάχθηκε και όχι τον αρχικό μιτότυπο 

της D. melanogaster (μιτότυπος mel) που έφεραν. Ωστόσο, τρεις από τις χιμαιρικές γραμμές που 

έφεραν το πυρηνικό γονιδίωμα από τη γραμμή DGRP-820 ήταν ετεροπλασμικές, έφεραν δηλαδή 

και τον αρχικό μιτότυπο mel της DGRP-820, αλλά και το μιτότυπο si που εισάχθηκε. Μάλιστα, οι 

τρεις αυτές γραμμές, οι οποίες θα αναφέρονται ως 820siI, 820siΙΙ και 820siIII, διατηρούσαν 

σταθερά και τους δύο μιτότυπους των πατρικών γραμμών, δηλαδή η ετεροπλασμία φαινόταν 

να μεταβιβάζεται από γενιά σε γενιά. 

Η αλληλούχηση τμήματος του γονιδίου της κυτοχρωμικής οξειδάσης Ι (CoxI) έδειξε ότι η 

αλληλουχία που πολλαπλασιάστηκε (790bp) από τις γραμμές DGRP-820 ήταν κατά 99,5% όμοια 

με την αντίστοιχη αλληλουχία της γραμμής D. melanogaster Canton S. Ειδικότερα, διέφεραν 

μόνο σε δύο συνώνυμες υποκαταστάσεις. Δεδομένου ότι η ετεροπλασμία παρατηρήθηκε μόνο 

στις χιμαιρικές γραμμές με το πυρηνικό υπόβαθρο της γραμμής DGRP-820, υποτέθηκε ότι η 

παρατηρούμενη ετεροπλασμία σχετιζόταν με το συγκεκριμένο πυρηνικό υπόβαθρο. Αυτή η 

 
2 Μέρος των πειραμάτων του κεφαλαίου έχει δημοσιευθεί. 

Parakatselaki, M. E., Zhu, C. T., Rand, D., & Ladoukakis, E. D. (2022). NUMTs Can Imitate Biparental 

Transmission of mtDNA- A Case in Drosophila melanogaster. Genes 2022, Vol. 13, Page 1023, 13(6), 1023. 

https://doi.org/10.3390/GENES13061023 
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παρατήρηση ήταν μοναδική όσον αφορά το είδος D. melanogaster. Από τα παραπάνω 

δεδομένα, φαινόταν ότι το πυρηνικό υπόβαθρο DGRP-820 θα μπορούσε να αποτελέσει ένα 

σπουδαίο εργαλείο για τη μελέτη της ετεροπλασμίας και των προτύπων που τη χαρακτηρίζουν. 

Για τη διερεύνηση αυτής της δυνατότητας η γραμμή αυτή χρησιμοποιήθηκε για την διερεύνηση 

μιας σειράς ερωτημάτων, που ήταν τα εξής: 

• ποιος είναι ο γενετικός τόπος (ή τόποι) που είναι υπεύθυνος για την παρατηρούμενη 

ετεροπλασμία στις χιμαιρικές γραμμές με το πυρηνικό υπόβαθρο DGRP-820 και πού 

βρίσκεται πάνω στο πυρηνικό γονιδίωμα; 

• πώς προέκυψε η ετεροπλασμία στις χιμαιρικές γραμμές με το πυρηνικό υπόβαθρο 

DGRP-820; 

• πώς διατηρείται η ετεροπλασμία στις χιμαιρικές γραμμές με το πυρηνικό υπόβαθρο 

DGRP-820; 

Για την απάντηση των παραπάνω ερωτημάτων έγιναν στοχευμένες διασταυρώσεις, οι 

οποίες έδιναν στοιχεία για ένα ή περισσότερα από τα παραπάνω ερωτήματα. Ανάλογα με τα 

αποτελέσματα που προέκυπταν, σχεδιάζονταν οι επόμενες σειρές διασταυρώσεων. Η κύρια 

μοριακή μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε ήταν η allele-specific PCR, στην οποία 

χρησιμοποιούνταν ζεύγη ειδικών για τον κάθε μιτότυπο εκκινητών. 

2.2 Στελέχη και συνθήκες διασταυρώσεων 

Όλες οι γραμμές που χρησιμοποιήθηκαν στις διασταυρώσεις είχαν πυρηνικό υπόβαθρο από 

το είδος D. melanogaster. Οι γραμμές με πυρηνικό υπόβαθρο DGRP-820 που χρησιμοποιήθηκαν 

στο εργαστήριο ήταν τρεις (Εικόνα 2. 1). Η μία γραμμή που χρησιμοποιήθηκε στην πλειοψηφία 

των περιπτώσεων ήταν ομοπλασμική, είχε συλλεχθεί από τη φύση (Ayroles et al. 2009) και είναι 

εκείνη που χρησιμοποιήθηκε για την κατασκευή των χιμαιρικών γραμμών. Από την παραπάνω 

διαδικασία προέκυψαν δύο χιμαιρικές γραμμές, που ονομάστηκαν 820siI και 820siII, γιατί το 

πυρηνικό τους γονιδίωμα ήταν από τη D. melanogaster και το μιτοχονδριακό τους γονιδίωμα 

ήταν από τη D. simulans. Το καθένα από αυτά έφερε διαφορετικό μιτότυπο του είδους D. 

simulans, τον siI και τον siII, αντίστοιχα (Mossman et al. 2016). Όπως προαναφέρθηκε, οι δύο 
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αυτές γραμμές ήταν ετεροπλασμικές, καθώς εκτός από τον si μιτότυπο που εισάχθηκε, είχαν και 

τον mel μιτότυπο που έφεραν αρχικά. 

Εκτός από τις παραπάνω γραμμές, χρησιμοποιήθηκαν σε διασταυρώσεις και χιμαιρικές 

γραμμές πυρηνικού υπόβαθρου w1118 με μιτότυπους της D. simulans (siI, siII, siIII), μερικές από 

τις οποίες έφεραν χρωμοσώματα-ισορροπιστές (balancer chromosomes, περιγράφονται 

λεπτομερώς στην επόμενη ενότητα). Επιπλέον, χρησιμοποιήθηκε και η γραμμή χαρτογράφησης 

y v f malbz. Τέλος, χρησιμοποιήθηκε και η γραμμή D. melanogaster Oregon R, ως θετικός 

μάρτυρας σε PCR, όχι όμως σε διασταυρώσεις. Όλες οι γραμμές που χρησιμοποιήθηκαν 

φαίνονται αναλυτικά στον Πίνακα 2. 1. 

Πίνακας 2. 1: Λίστα γραμμών που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα ενότητα και οι μιτότυποί τους. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Γραμμές Μιτότυπος 

1 DGRP-820 mel 

2 820siI siI(mel) 

3 820siII siII(mel) 

4 w1118 siI 

5 w1118 siII 

6 w1118 siIII 

7 D. melanogaster Oregon R mel 

8 y v f malbz mel 

9 FM6, B1 mel 

10 w1118;CyO/Sp;TM6B/Dr siI 

11 w1118;CyO/Sp;TM6B/Dr siII 

Εικόνα 2. 1: Οι γραμμές που χρησιμοποιήθηκαν με πυρηνικό υπόβαθρο DGRP-820. 
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Για κάθε διασταύρωση χρησιμοποιούνταν τέσσερα με πέντε ζεύγη μυγών ανά σωλήνα 

καλλιέργειας. Παρθένα θηλυκά συλλέγονταν κάθε έξι με οκτώ ώρες και διασταυρώνονταν 

τουλάχιστον 48 ώρες μετά τη συλλογή τους. Αρσενικά άτομα συλλέγονταν μία φορά την ημέρα. 

Το φύλο των μυγών ελεγχόταν ξανά πριν την έναρξη της κάθε διασταύρωσης. Όλες οι γραμμές 

που χρησιμοποιήθηκαν διατηρούνταν στο εργαστήριο Πληθυσμιακής Γενετικής και Εξέλιξης σε 

θερμοκρασία 25οC, μέσα σε σωλήνες καλλιέργειας με τροφή και κλεισμένους με βαμβάκι. Οι 

διασταυρώσεις έγιναν σε θερμοκρασία 25°C με φωτοπερίοδο 12 ωρών. Το μέσο καλλιέργειας 

αποτελούνταν από ένα μείγμα άγαρ, σουκρόζης, μαγιάς και καλαμποκάλευρου (Ashburner et 

al. 2005). 

2.3 Γενική μεθοδολογία ανίχνευσης των διαφορετικών μιτότυπων 

2.3.1 Εξαγωγή γενωμικού DNA (gDNA) 

Για όλες τις εξαγωγές γενωμικού DNA (gDNA), πλην των εξαγωγών που προορίζονταν για 

long PCRs, εφαρμοζόταν το Πρωτόκολλο Εξαγωγής 1 των O’neill et al. (1992), το οποίο 

περιγράφεται αναλυτικά στο Παράρτημα. Πριν την εξαγωγή, προσδιοριζόταν το φύλο των 

μυγών, καθώς και άλλοι φαινοτυπικοί χαρακτήρες όπου ήταν απαραίτητο, ανάλογα με το 

πείραμα κάθε δεδομένης περιόδου, όπως θα παρουσιαστεί και παρακάτω. Η αναγνώριση των 

παραπάνω χαρακτηριστικών γινόταν με τη βοήθεια στερεοσκοπίου. Για την κάθε εξαγωγή 

χρησιμοποιούταν μία μύγα (single-fly extraction), έτσι ώστε η ετεροπλασμία να 

παρακολουθείται σε επίπεδο ατόμου. 

2.3.2 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

Η τεχνική που χρησιμοποιήθηκε για την διάκριση μεταξύ των μιτότυπων των γραμμών, και 

κατ’ επέκταση για την ανίχνευση της ετεροπλασμίας, ήταν η PCR. Συγκεκριμένα, για κάθε άτομο 

γίνονταν δύο PCR, μία για την ανίχνευση του μητρικού μιτότυπου και μία για την ανίχνευση του 

πατρικού μιτότυπου. Για τη διάκριση μεταξύ μητρικού και πατρικού μιτότυπου 

χρησιμοποιούνταν σε κάθε περίπτωση ζεύγη εκκινητών, τα οποία ήταν σχεδιασμένα ειδικά για 

τον κάθε μιτότυπο. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για τον κάθε μιτότυπο, οι θερμοκρασίες 

υβριδοποίησής τους, οι αλληλουχίες τους, καθώς και το μέγεθος των παραγόμενων τμημάτων 
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φαίνονται στον Πίνακα 2. 2. Συγκεκριμένα για την ανίχνευση του mel μιτότυπου, 

χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος mel1594F/mel2385R. Σε περιπτώσεις που χρησιμοποιήθηκε 

διαφορετικό ζεύγος αναφέρεται στην εκάστοτε ενότητα. 

Όπως φαίνεται και στον Πίνακα 2. 2, αρκετά από τα ζεύγη εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν 

σε αυτή την ενότητα σχεδιάστηκαν για τις ανάγκες της παρούσας μελέτης. Αρχικά, λήφθηκαν 

οκτώ μιτοχονδριακά γονιδιώματα του είδους D. melanogaster και 12 του είδους D. simulans από 

τη βάση δεδομένων GenBank Nucleotide του NCBI και εισήχθησαν σε ένα αρχείο μορφής fasta. 

Οι αλληλουχίες του fasta αρχείου ευθυγραμμίστηκαν με χρήση του αλγόριθμου ClustalW 

(Thompson et al. 2002) που βρίσκεται στην πλατφόρμα του MEGA (v.6, Tamura et al. 2013). 

Μετά την στοίχιση (Εικόνα Π. 1, Παράρτημα), αναζητούνταν περιοχές που έφεραν 

νουκλεοτιδικές διαφορές μεταξύ των μιτότυπων που έπρεπε να διακριθούν. Στη συνέχεια, 

γινόταν ο σχεδιασμός των εκκινητών, οι οποίοι έπρεπε να πληρούν τις παρακάτω προϋποθέσεις: 

• το μήκος του εκκινητή να είναι από 18 έως 24bp. 

• να υπάρχουν όσο το δυνατόν περισσότερες διαφορές σε επίπεδο βάσεων μεταξύ του 

μορίου-στόχου (mel μιτότυπος) και των si μιτότυπων και κατά προτίμηση μία από τις 

διαφορές να βρίσκεται στο 3’ άκρο, ώστε να αυξάνεται η ειδικότητα. Το βέλτιστο 

είναι η διαφορά στο 3’ άκρο να είναι από G/C σε Α/Τ ή το αντίστροφο. Το 

συγκεκριμένο κριτήριο εφαρμόστηκε μόνο στην περίπτωση που χρειάζεται διάκριση 

μεταξύ μιτότυπων, συνεπώς δεν εφαρμόστηκε στην περίπτωση του ζεύγους 

7339+/7597-, το οποίο σχεδιάστηκε για να πολλαπλασιάζει τμήμα του mtDNA 

ανεξαρτήτως του μιτότυπου. 

Μετά την εύρεση των κατάλληλων αλληλουχιών, γινόταν ο έλεγχος του εκκινητών με το 

εργαλείο OligoAnalyzer 3.1 (Owczarzy et al. 2008) ως προς τα παρακάτω χαρακτηριστικά: 

• η διαφορά μεταξύ της θερμοκρασίας τήξης (Tm) των εκκινητών του ίδιου ζεύγους να 

μην ξεπερνάει τους 5οC. 

• το περιεχόμενο του εκκινητή σε G/C να κυμαίνεται μεταξύ 40-60%. 

• να μην υπάρχει πιθανότητα ομομερισμού, διμερισμού ή σχηματισμού δομών 

φουρκέτας μεταξύ των μορίων του κάθε εκκινητή και η πιθανότητα ετεροδιμερισμού 

μεταξύ μορίων των δύο εκκινητών. 
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Για κάθε αντίδραση PCR, πλην των long PCRs που θα περιγραφούν σε ξεχωριστή ενότητα, 

χρησιμοποιούνταν τα παρακάτω συστατικά: 1x Taq polymerase buffer (EnzyQuest 

Biotechnology, IMBB, Greece), 0,4mΜ από κάθε εκκινητή, 1,5mM MgCl2, 0,2mM dNTPs, 

0,4mg/ml BSA, 0,5U Taq DNA polymerase, 1μl DNA και υπερκαθαρό Η2Ο μέχρι τον τελικό όγκο 

της αντίδρασης που ήταν τα 15μl. Οι συνθήκες της αντίδρασης φαίνονται στον Πίνακα 2. 3. Σε 

όλες τις περιπτώσεις χρησιμοποιήθηκαν οι κατάλληλοι θετικοί και αρνητικοί μάρτυρες, έτσι 

ώστε να ελέγχεται κάθε φορά η ειδικότητα του εκάστοτε ζεύγους εκκινητών. Όλα τα προϊόντα 

της PCR ηλεκτροφορούνταν σε πήκτωμα αγαρόζης 1% βαμμένο με βρωμιούχο αιθίδιο (EtBr). 

Τέλος, τα προϊόντα οπτικοποιούνταν με χρήση υπεριώδους ακτινοβολίας. 

2.3.3 Απομόνωση και ανίχνευση mtDNA σε αγονιμοποίητα αυγά 

Για την απομόνωση καθαρού mtDNA από αγονιμοποίητα αυγά, στήθηκαν δύο κλουβιά: στο 

ένα τοποθετήθηκαν παρθένα θηλυκά από τη γραμμή 820siI, ενώ το δεύτερο περιείχε παρθένα 

θηλυκά από τη γραμμή 820siII. Τα κλουβιά περιείχαν θρεπτικό μέσο που διευκόλυνε τη συλλογή 

των αυγών (5γρ. σουκρόζη, 2,25γρ. άγαρ, 50ml χυμό από κόκκινα φρούτα και 50ml H2O). Για 

κάθε αυγό γινόταν ομογενοποίηση σε 15μl διαλύματος λύσης (10mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM 

EDTA, 25mM NaCl). Ακολουθούσε προσθήκη 1μl Proteinase K 20mg/ml και επώαση των 

δειγμάτων για 2 ώρες στους 55oC. Συνολικά, έγινε εξαγωγή από 20 αυγά, δέκα από τη γραμμή 

820siI και δέκα από τη γραμμή 820siII. Για όλα τα αυγά η παρουσία mtDNA επιβεβαιώθηκε με 

δύο ζεύγη γενικών εκκινητών, τα 7339+/7597- και LCO1490/HCO2198 (Πίνακας 2. 2). Η απουσία 

nDNA ελεγχόταν με εκκινητές ειδικούς για το Χ χρωμόσωμα (1002(F)/2653(R), Πίνακας 2. 2). 

Τέλος, χρησιμοποιήθηκαν και τα δύο ζεύγη εκκινητών που είναι ειδικοί για το mel μιτότυπο, 

προκειμένου να ελεγχθεί αν όντως υπήρχε ο μιτότυπος ή όχι. 

2.3.4 Δοκιμές long PCR 

Για τη διεξαγωγή των long PCR έγιναν εξαγωγές DNA σύμφωνα με το πρωτόκολλο εξαγωγής 

2 (Παράρτημα) με τη μέγιστη προσοχή στους χειρισμούς προκειμένου το DNA να μη σπάσει. 

Αναλυτικότερα, έγιναν εξαγωγές από ομάδες των δέκα ατόμων (pools) από τις γραμμές D. 

melanogaster Oregon R, DGRP-820, 820siI, 820siII, siI;w1118 και siII;w1118. Τα αντιδραστήρια που 

χρησιμοποιήθηκαν στις long PCR, καθώς και οι τελικές τους συγκεντρώσεις φαίνονται στον 
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Πίνακα 2. 4. Οι συνθήκες για το κάθε ζεύγος εκκινητών που χρησιμοποιήθηκε φαίνονται στον 

Πίνακα 2. 5 και στον Πίνακα 2. 6. Τα DNA από τις γραμμές D. melanogaster Oregon R και DGRP-

820 χρησιμοποιήθηκαν ως θετικοί μάρτυρες, ενώ τα DNA από τις γραμμές siI;w1118 και siII;w1118 

χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικοί μάρτυρες.



44 

 

 

Πίνακας 2. 2: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν, οι θερμοκρασίες υβριδοποίησής τους και το μέγεθος των παραγόμενων τμημάτων. 

Αναφορά Εκκινητές Αλληλουχία (5’-> 3’) Ειδικότητα 

Μέγεθος 

προϊόντος 

(bp) 

Tm (oC) 

(Dokianakis and 

Ladoukakis 2014) 

mel1594F GCTGAATTAGGACATCCTGGAGC mel αντί siI, 

siII, siIII 
791 61 

mel2385R TCGAGTATCTACATCTATTCCAACG 

Παρούσα μελέτη 
mel10631F CGAAATTCCCATCCTC mel αντί siI, 

siII, siIII 
722 52 

mel11353R TTATCAGGGTCTCCCA 

(Dokianakis and 

Ladoukakis 2014) 

siI_1737F TCCTGATATAGCATTTCCA siI αντί mel, 

siIII 
794 58 

siI_2531R GTTAATCCTCCTACTGTG 

(Polovina et al. 

2020) 

siII_1737F CCCTGATATAGCATTCCCG siII αντί mel, 

siIII 
794 58 

siII_2531R GTTAACCCCCCTACTGTA 

Παρούσα μελέτη 
1588+ GAATTAGGACATCCTGGAGCAT siIII αντί mel, 

siI, siII 
786 61 

2374- GAGTATCAACGTCTATTCCAACTGTG 

(Μαρία 

Μοναστηριώτη, ΙΤΕ) 

1002(F) TCGGAATAAGTTGAAGGATG X 

χρωμόσωμα 
767 52 

2653(R) TGCCATCCTGACTGCTCAGC 

Παρούσα μελέτη 
7339+ AAGCATGAGTTAATAAATGAAA 

mtDNA 258 54 
7597- CCGTTTCTGCTTTAGTTC 

(Folmer et al. 1994) 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 

mtDNA 708 54 
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 
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Παρούσα μελέτη 
7339+ AAGCATGAGTTAATAAATGAAA mel αντί siI, 

siII, siIII 
4014 56 

mel11353R TTATCAGGGTCTCCCA 

Παρούσα μελέτη 
mel2057F TATTATTATCACTTCCAGTAC mel αντί siI, 

siII, siIII 
5540 54 

7597- CCGTTTCTGCTTTAGTTC 

 

Πίνακας 2. 3: Συνθήκες PCR για όλα τα ζεύγη εκκινητών (πλην των long PCRs). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στάδια Θερμοκρασία Χρόνος Κύκλοι 

Αρχική αποδιάταξη 95°C 2’ 1 

Αποδιάταξη 95°C 15’’ 40 για ανίχνευση 

πατρικού mtDNA, 35 

για τις υπόλοιπες 

PCR 

Υβριδοποίηση 
Κατάλληλη για κάθε 

ζεύγος εκκινητών 
15’’ 

Επιμήκυνση 72°C 30’’ 

Τελική επιμήκυνση 72°C 5’ 1 



46 

 

Πίνακας 2. 4: Συγκεντρώσεις αντιδραστηρίων που χρησιμοποιήθηκαν στις long PCR. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 2. 5: Συνθήκες long PCR για το ζεύγος 7339+/mel11353R. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 2. 6: Συνθήκες long PCR για το ζεύγος mel2057F/7597-. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Αντιδραστήρια Τελική συγκέντρωση 

KAPA LongRange Buffer (5x) 1x 

MgCl2 (25mM) 1,75mM 

dNTPs (10mM each) 0,3mM 

primers (10pmol/μl) 0,5mM ο καθένας 

BSA (10mg/ml) 0,4mg/ml 

KAPA LongRange DNA Polymerase (5U/μl) 0,625U 

DNA (100ng/μl) 4ng/μl 

υπερκαθαρό H2O μέχρι τα 25μl 

Στάδια Θερμοκρασία Χρόνος 

Επώαση 95°C 5’ 

Αποδιάταξη 95°C 30’’ 

Υβριδοποίηση 56°C 15’’ 

Επιμήκυνση 68°C 4,5’ 

Τελική επιμήκυνση 72°C 6’ 

Στάδια Θερμοκρασία Χρόνος 

Επώαση 95°C 5’ 

Αποδιάταξη 95°C 30’’ 

Υβριδοποίηση 54°C 15’’ 

Επιμήκυνση 68°C 6’ 

Τελική επιμήκυνση 72°C 6’ 
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2.4 Προσδιορισμός του χρωμοσώματος που είναι υπεύθυνο για 

την ετεροπλασμία 

2.4.1 Περιγραφή διασταυρώσεων για την αντικατάσταση των 

χρωμοσωμάτων της DGRP-820 

Το πρώτο ερώτημα αφορούσε στο ποιο χρωμόσωμα ήταν υπεύθυνο για την εμφάνιση 

της ετεροπλασμίας. Για την απάντηση του ερωτήματος αυτού κατασκευάστηκαν γραμμές, οι 

οποίες έφεραν μόνο ένα ζεύγος χρωμοσωμάτων της γραμμής DGRP-820, ενώ όλα τα 

υπόλοιπα ζεύγη προέρχονταν από διαφορετική γραμμή. Στη συνέχεια ελέγξαμε σε ποια από 

τις παραπάνω γραμμές προέκυπταν ετεροπλασμικά άτομα, ώστε να προσδιορίσουμε σε 

πρώτη φάση το χρωμόσωμα στο οποίο εδραζόταν ο γενετικός τόπος (ή τόποι) που 

εμπλεκόταν στην εμφάνιση της ετεροπλασμίας. 

Το γονιδίωμα της Drosophila αποτελείται από τέσσερα ζεύγη χρωμοσωμάτων, εκ των 

οποίων το ένα είναι το φυλετικό (χρωμόσωμα 1). Τα υπόλοιπα τρία ζεύγη είναι αυτοσωμικά 

(χρωμοσώματα 2, 3 και 4), από τα οποία το χρωμόσωμα 4 έχει αμελητέο μέγεθος και πολύ 

μικρό αριθμό γονιδίων, γι’αυτό συνήθως αγνοείται από τις γενετικές μελέτες (Adams et al. 

2000). Έτσι, μέσω διασταυρώσεων κατασκευάστηκαν συνολικά τρεις κατηγορίες γραμμών, 

από τις οποίες η μία είχε μόνο το Χ χρωμόσωμα της γραμμής DGRP-820, η άλλη είχε μόνο το 

αυτοσωμικό χρωμόσωμα 2 της γραμμής DGRP-820, ενώ η τελευταία είχε μόνο το 

χρωμόσωμα 3 της γραμμής DGRP-820. 

Οι χρωμοσωμικές αντικαταστάσεις ξεκινούσαν με τη διασταύρωση ατόμων της γραμμής 

DGRP-820 (το οποίο είχε χρησιμοποιηθεί αρχικά για την κατασκευή των χιμαιρικών 

ετεροπλασμικών γραμμών) με άτομα μιας γραμμής που έφερε διαφορετικό μιτότυπο από 

τη γραμμή DGRP-820 και είχε χρωμοσώματα-ισορροπιστές. Τα χρωμοσώματα-ισορροπιστές 

φέρουν αναστροφές, οι οποίες τα εμποδίζουν από το να ανασυνδυάζονται, με αποτέλεσμα 

όποιο ομόλογο χρωμόσωμα βρίσκεται απέναντί τους κατά τη μείωση να παραμένει 

αυτούσιο, χωρίς ανασυνδυασμό (Sturtevart 1921; Hentges and Justice 2004). Γραμμές με 

χρωμοσώματα-ισορροπιστές χρησιμοποιούνται γενικά για τη διατήρηση μεταλλαγών που σε 

ομοζυγωτία είναι θνησιγόνες. Επειδή και οι ίδιες οι αναστροφές είναι θνησιγόνες σε 

ομοζυγωτία, οι απόγονοι που επιβιώνουν στις γραμμές αυτές είναι όλοι ετεροζυγώτες. Το 

σύστημα αυτό είναι το πλέον κατάλληλο εργαλείο για τη μεταφορά ενός ολόκληρου 
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χρωμοσώματος από μία γραμμή σε μία άλλη, καθώς και οι αναστροφές, αλλά και οι 

μεταλλαγές που τις συνοδεύουν μπορούν να ταυτοποιηθούν φαινοτυπικά. Συνεπώς, είναι 

εύκολο να προσδιοριστεί αν έχει μεταφερθεί το επιθυμητό χρωμόσωμα, καθώς και το ποια 

άτομα πρέπει να διασταυρωθούν για να προκύψει ο επιθυμητός γονότυπος. 

Για την αντικατάσταση του Χ χρωμοσώματος χρησιμοποιήθηκε γραμμή με αναστροφή 

στο χρωμόσωμα Χ (FM6, B1). Φαινοτυπικά, η παρουσία τους διακρινόταν από το 

διαφορετικό σχήμα των ματιών, το οποίο διέφερε ανάλογα με το αν ο φαινοτυπικός δείκτης 

βρισκόταν σε ομοζυγωτική, ημιζυγωτική ή ετεροζυγωτική κατάσταση (Εικόνα 2. 2). Για την 

κατασκευή των τελικών γονότυπων χρειάστηκαν αρκετές σειρές διασταυρώσεων και η 

προσεκτική επιλογή των ατόμων βάσει του φαινοτύπου τους για την κάθε σειρά. Ο αριθμός 

των διασταυρώσεων που έγιναν ήταν διαφορετικός σε κάθε βήμα, ανάλογα με τους 

γονότυπους που έπρεπε να συλλεχθούν για το επόμενο βήμα, δηλαδή σε διασταυρώσεις 

όπου ο επιθυμητός γονότυπος αναμενόταν σε μικρότερη συχνότητα γίνονταν περισσότερες 

επαναλήψεις, ώστε να εξασφαλίζεται ότι θα είχαμε αρκετά άτομα για διασταυρώσεις στα 

επόμενα βήματα. Η παραπάνω διαδικασία έγινε δύο φορές, έτσι ώστε να προκύψουν δύο 

γραμμές με τον ίδιο γονότυπο πυρηνικά, αλλά με διαφορετικούς μιτότυπους, τους siI και siII. 

Αυτό έγινε για να αποκλειστεί η πιθανότητα εμπλοκής του είδους του μιτότυπου στην 

εμφάνιση της ετεροπλασμίας. Οι διασταυρώσεις που έγιναν, οι οποίες φαίνονται αναλυτικά 

στην Εικόνα 2. 3, καταλήγουν στη σταθερή γραμμή 1 με γονότυπο που φαίνεται στον Πίνακα 

2. 7. 

Για τις αντικαταστάσεις των αυτοσωμικών χρωμοσωμάτων χρησιμοποιήθηκε μία 

χιμαιρική γραμμή που έφερε μια αναστροφή στο χρωμόσωμα 2 (CyΟ, Cy1) και μία στο 

χρωμόσωμα 3 (TM6B, Hu). Φαινοτυπικά, η παρουσία τους διακρινόταν από τα κυρτά φτερά 

έναντι των ίσιων που έφερε ο άγριος τύπος (Εικόνα 2. 4) και από τον διαφορετικό αριθμό 

σμηριγγών που έφεραν σε ένα συγκεκριμένο σημείο του θώρακα κοντά στο κεφάλι (Εικόνα 

2. 5), αντιστοίχως. Οι μεταλλαγές που συνόδευαν τις παραπάνω αναστροφές είχαν να 

κάνουν με διαφορετικό αριθμό σμηριγγών μεταξύ των μπροστινών και μεσαίων ποδιών των 

μυγών (Sp, Εικόνα 2. 6), καθώς και με το μέγεθος των ματιών (Dr1, Εικόνα 2. 7). Όπως και για 

την αντικατάσταση του χρωμοσώματος Χ, χρειάστηκαν αρκετές σειρές διασταυρώσεων για 

την κατασκευή των τελικών γονότυπων, ενώ ο αριθμός των διασταυρώσεων που έγιναν ήταν 

διαφορετικός σε κάθε βήμα, ανάλογα με τη συχνότητα των γονοτύπων που έπρεπε να 

συλλεχθούν για το επόμενο βήμα. Η παραπάνω διαδικασία έγινε δύο φορές, για τον ίδιο 
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λόγο που έγινε και στην περίπτωση της αντικατάστασης του Χ χρωμοσώματος, οπότε 

προέκυψαν δύο γραμμές με μιτότυπο siI και δύο γραμμές με μιτότυπο siII. Οι διασταυρώσεις 

φαίνονται αναλυτικά στην Εικόνα 2. 8 και καταλήγουν στις σταθερές γραμμές 2 και 3 

(Πίνακας 2. 7). 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2. 2: Φαινότυπος της μεταλλαγής Β1, η οποία είναι δείκτης της παρουσίας της αναστροφής FM6, σε 

ημιζυγωτική, ομοζυγωτική και ετεροζυγωτική κατάσταση (Chyb and Gompel 2013). Ως WT (wild-type) 

συμβολίζεται ο αγρίου τύπου φαινότυπος. 

Εικόνα 2. 3: Διασταυρώσεις για την αντικατάσταση του Χ χρωμοσώματος του w1118 υπόβαθρου από το Χ 
χρωμόσωμα της γραμμής DGRP-820. Οι διασταυρώσεις που φαίνονται έγιναν δύο φορές, μία με τη 

γραμμή siII;w1118 (όπως φαίνεται στη εικόνα) και μία με τη γραμμή siI;w1118. 
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Εικόνα 2. 4: Φαινότυπος της μεταλλαγής Cy1 (Chyb and Gompel 2013), η οποία είναι δείκτης της παρουσίας 
της αναστροφής CyO, έναντι του αγρίου τύπου φαινοτύπου (WT). Η μεταλλαγή είναι επικρατής. 

 

Εικόνα 2. 5: Φαινότυπος της μεταλλαγής Hu, η οποία είναι δείκτης της παρουσίας της αναστροφής TM6B 
(Chyb and Gompel 2013), έναντι του αγρίου τύπου φαινοτύπου (WT). Η μεταλλαγή είναι επικρατής. 

Εικόνα 2. 6: Φαινότυπος της μεταλλαγής Sp (Chyb and Gompel 2013), έναντι του αγρίου τύπου φαινοτύπου 
(WT). H μεταλλαγή είναι επικρατής. 
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Για όλες τις παραπάνω χρωμοσωμικές αντικαταστάσεις που περιγράφηκαν, από την αρχή 

της διαδικασίας μέχρι την παραγωγή των τελικών γονοτύπων χρειάστηκαν συνολικά 96 

διασταυρώσεις. 

  

Εικόνα 2. 8: Διασταυρώσεις για την αντικατάσταση των αυτοσωμικών χρωμοσωμάτων του w1118 

υπόβαθρου από τα αυτοσωμικά χρωμοσώματα της γραμμής DGRP-820. Οι διασταυρώσεις που φαίνονται 
έγιναν δύο φορές, μία με τη γραμμή siII;w1118 (όπως φαίνεται στη εικόνα) και μία με τη γραμμή siI;w1118. 

Εικόνα 2. 7: Φαινότυπος της μεταλλαγής Dr1 (Chyb and Gompel 2013), έναντι του αγρίου τύπου 
φαινοτύπου (WT). Η μεταλλαγή είναι επικρατής. 
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Πίνακας 2. 7: Γονότυποι των τριών γραμμών που κατασκευάστηκαν με τη διαδικασία των χρωμοσωμικών 
αντικαταστάσεων. 

2.4.2 Έλεγχος για ετεροπλασμία στις σταθερές γραμμές 1 έως 3 

Ο έλεγχος για ετεροπλασμία γινόταν μέσω της ενίσχυσης του μητρικού και του πατρικού 

μιτότυπου με την τυπική διαδικασία της allele-specific PCR, που περιγράφηκε στην 

προηγούμενη ενότητα. Για κάθε μία από τις έξι σταθερές γραμμές που προέκυψαν, ελέγξαμε 

συνολικά 20 άτομα για ετεροπλασμία, εκ των οποίων τα δέκα ήταν θηλυκά άτομα και τα 

δέκα αρσενικά άτομα. Στα άτομα από τις σταθερές γραμμές 2 και 3 που έφεραν τα 

αυτοσωμικά χρωμοσώματα της DGRP-820, ανιχνεύσαμε μόνο τον μητρικό μιτότυπο (siI ή siII, 

αναλόγως τη γραμμή), ενώ σε κανένα από τα άτομα δεν ανιχνεύθηκε ο μιτότυπος mel, 

δηλαδή τα άτομα ήταν ομοπλασμικά (Εικόνα 2. 9). Αντιθέτως, τα άτομα από τις σταθερές 

γραμμές 1 που έφεραν το Χ χρωμόσωμα της γραμμής DGRP-820 (XDGRP-820) ήταν όλα 

ετεροπλασμικά, δηλαδή έφεραν τον mel μιτότυπο και έναν si μιτότυπο, αναλόγως τη γραμμή 

(Εικόνα 2. 10). Από τα παραπάνω συμπεράναμε ότι ο γενετικός τόπος (ή τόποι) που ήταν 

υπεύθυνος για την εμφάνιση της ετεροπλασμίας εδράζεται στο Χ χρωμόσωμα. Επιπλέον, 

αποκλείσαμε την εμπλοκή του είδους του μιτότυπου si, καθώς η ετεροπλασμία δεν 

σχετίστηκε με το αν οι γραμμές έφεραν το μιτότυπο siI ή siII. 

Γραμμή Γονότυπος 

Σταθερές 

γραμμές 1 
𝑠𝑖𝐼𝐼(𝑚𝑒𝑙);

𝑿𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎

𝑿𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎
;
𝐶𝑦𝑂

𝑆𝑝
;
𝑇𝑀6𝐵

𝐷𝑟
 & 𝑠𝑖𝐼(𝑚𝑒𝑙)

𝑿𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎

𝑿𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎
;
𝐶𝑦𝑂

𝑆𝑝
;
𝑇𝑀6𝐵

𝐷𝑟
 

Σταθερές 

γραμμές 2 
𝑠𝑖𝐼𝐼;

𝑤1118

𝑤1118 ;
𝟐𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎

𝟐𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎
;
𝑇𝑀6𝐵

𝐷𝑟
 & 𝑠𝑖𝐼;

𝑤1118

𝑤1118 ;
𝟐𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎

𝟐𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎
;
𝑇𝑀6𝐵

𝐷𝑟
 

Σταθερές 

γραμμές 3 
𝑠𝑖𝐼𝐼;

𝑤1118

𝑤1118 ;
𝐶𝑦𝑂

𝑆𝑝
;
𝟑𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎

𝟑𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎
 & 𝑠𝑖𝐼;

𝑤1118

𝑤1118 ;
𝐶𝑦𝑂

𝑆𝑝
;
𝟑𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎

𝟑𝑫𝑮𝑹𝑷−𝟖𝟐𝟎
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Η παρουσία ή η απουσία των παραπάνω μιτότυπων παρακολουθούνταν και κατά τη 

διάρκεια διεξαγωγής των διασταυρώσεων, σε 10-15 απογόνους διαφόρων γονοτύπων ανά 

σειρά διασταυρώσεων. Εκεί, παρατηρήσαμε ότι στην πρώτη σειρά διασταυρώσεων της 

αντικατάστασης των αυτοσωμικών χρωμοσωμάτων υπήρχαν άτομα που έφεραν δύο 

μιτότυπους, τα οποία έφεραν ακόμα και ένα XDGRP-820. Ωστόσο, ο μιτότυπος mel δεν 

ανιχνευόταν σε απογόνους που δεν έφεραν το XDGRP-820, γεγονός που ενισχύει το 

Εικόνα 2.9: PCR για τον έλεγχο παρουσίας του μιτότυπου mel σε άτομα που φέρουν μόνο τα αυτοσωμικά 
χρωμοσώματα 2 ή 3 της γραμμής DGRP-820. Ο marker που χρησιμοποιήθηκε είχε μέγεθος περίπου 700bp. 
Τα άτομα G097-G103 έφεραν μόνο το χρωμόσωμα 2 της DGRP-820, ενώ τα άτομα G104-G110 έφεραν μόνο 

το χρωμόσωμα 3 της DGRP-820. Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε DNA από τη γραμμή DGRP-820, 
ενώ ως αρνητικός μάρτυρας DNA από τη γραμμή siII;w1118. Σε κανένα από τα δείγματα δεν βρέθηκε ο 

μιτότυπος mel. 

 

Εικόνα 2. 10: PCR για τον έλεγχο παρουσίας του μιτότυπου mel στα άτομα G084-G089 που φέρουν μόνο 
το Χ χρωμόσωμα της γραμμής DGRP-820 (XDGRP-820). Ο marker που χρησιμοποιήθηκε είχε μέγεθος περίπου 

700bp. Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε DNA από τη γραμμή DGRP-820, ενώ ως αρνητικός 
μάρτυρας DNA από τη γραμμή siII;w1118. Σε όλα τα δείγματα ανιχνεύθηκε ο μιτότυπος mel. 
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συμπέρασμα ότι η ετεροπλασμία σχετίζεται με γενετικό τόπο (ή τόπους) που εδραζόταν στο 

Χ χρωμόσωμα της DGRP-820. 

2.5 Διερεύνηση της δημιουργίας της ετεροπλασμίας στις χιμαιρικές 

γραμμές DGRP-820 

Οι επόμενες διασταυρώσεις που έγιναν είχαν στόχο να κατανοήσουμε το πώς προέκυψε 

η ετεροπλασμία στις χιμαιρικές γραμμές με το γενετικό υπόβαθρο της DGRP-820. Δηλαδή, 

θέλαμε να διευκρινίσουμε αν ο mel μιτότυπος μεταβιβάστηκε μία φορά μέσω διαρροής 

πατρικού mtDNA και συνέχιζε να μεταβιβάζεται μέσω της μητέρας (μητρική κληρονόμηση 

της ετεροπλασμίας) ή αν συνέβαινε διαρροή πατρικού mtDNA σε κάθε γενιά. Έτσι, έγιναν 

δύο σειρές διασταυρώσεων, μία σειρά με άτομα της γραμμής DGRP-820 ως θηλυκούς γονείς, 

και μία δεύτερη σειρά με άτομα της γραμμής DGRP-820 ως αρσενικούς γονείς. Εδώ πρέπει 

να επισημανθεί ότι χρησιμοποιήθηκε η αρχική γραμμή DGRP-820, και όχι οι ίδιες οι 

χιμαιρικές γραμμές 820siI και 820siII, ώστε να ελεγχθεί ταυτόχρονα ότι η παρατηρούμενη 

ετεροπλασμία εξαρτόταν μόνο από το πυρηνικό υπόβαθρο DGRP-820 και ότι δεν 

αποτελούσε παραπροϊόν της διαδικασίας με την οποία δημιουργήθηκαν οι χιμαιρικές 

γραμμές. Και για τις δύο σειρές διασταυρώσεων, ο δεύτερος γονέας που χρησιμοποιήθηκε 

είχε siII μιτότυπο. Για την κάθε σειρά διασταυρώσεων έγιναν δέκα επαναλήψεις. Μετά το 

πέρας των διασταυρώσεων, ελέγξαμε 20 άτομα από κάθε σειρά διασταυρώσεων (δέκα 

θηλυκά και δέκα αρσενικά άτομα), τα οποία επιλέχθηκαν τυχαία από διάφορες 

επαναλήψεις, για την παρουσία των mel και siII μιτότυπων. 

Αναλυτικότερα, στην πρώτη σειρά διασταυρώθηκαν θηλυκά άτομα DGRP-820 με 

αρσενικά άτομα siII; FM6/Y (Εικόνα 2. 11, Διασταυρώσεις Α). Από τον έλεγχο που έγινε στην 

F1 γενιά, διαπιστώσαμε ότι όλοι οι απόγονοι έφεραν τον μητρικό μιτότυπο mel, ενώ σε 

κανέναν από αυτούς δεν ανιχνεύθηκε ο πατρικός μιτότυπος siII, δηλαδή δεν παρατηρήθηκε 

διαρροή mtDNA. Στη δεύτερη σειρά διασταυρώθηκαν θηλυκά άτομα siII;FM6/w1118 με 

αρσενικά άτομα DGRP-820 (Εικόνα 2. 11, Διασταυρώσεις Β). Τα παραπάνω θηλυκά 

επιλέχθηκαν αντί άλλων, γιατί στην επόμενη γενιά ήταν εύκολο να προσδιοριστεί ποιοι 

απόγονοι έχουν το XDGRP-820, λόγω του διακριτού φαινοτύπου του δείκτη B1 στην 

ετεροζυγωτική κατάσταση. Εδώ, παρατηρήσαμε ότι η παρουσία των μιτότυπων διέφερε 

ανάλογα με το φύλο. Πιο συγκεκριμένα, διαπιστώσαμε ότι όλοι οι αρσενικοί απόγονοι ήταν 
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ομοπλασμικοί, δηλαδή έφεραν το μητρικό μιτότυπο siII, ενώ οι θηλυκοί απόγονοι των 

διασταυρώσεων ήταν ετεροπλασμικοί, καθώς έφεραν και τον πατρικό μιτότυπο mel μαζί με 

το μητρικό μιτότυπο siII. Από τους γονοτύπους της F1 φάνηκε ότι τα θηλυκά άτομα ήταν 

ταυτόχρονα εκείνα που κληρονόμησαν ένα XDGRP-820 από τον πατέρα τους. Αυτό σήμαινε ότι 

ο πατρικός μιτότυπος mel μεταβιβάστηκε μόνο στους απογόνους που έφεραν το XDGRP-820, 

μέσω διαρροής. Τέλος, από τα παραπάνω αποτελέσματα φάνηκε ότι η εμφάνιση της 

ετεροπλασμίας δεν σχετιζόταν με τη διαδικασία από την οποία προέκυψαν τις χιμαιρικές 

γραμμές 820siI και 820siII, αλλά οφειλόταν αποκλειστικά στο γενετικό υπόβαθρο της DGRP-

820. 

Τα ετεροπλασμικά θηλυκά που προέκυψαν από τις διασταυρώσεις Β (Εικόνα 2. 11) 

χρησιμοποιήθηκαν σε νέες διασταυρώσεις, προκειμένου να διαπιστωθεί πώς 

μεταβιβάζονταν οι δύο μιτότυποι που έφεραν στην επόμενη γενιά. Για το σκοπό αυτό, τα 

θηλυκά με γονότυπο mel/siII; XDGRP-820/FM6 διασταυρώθηκαν με αρσενικά γονότυπου 

siIII;FM6/Y. Ο συγκεκριμένος γονότυπος θηλυκών επιλέχθηκε αντί του άλλου, καθώς στο 

επόμενο βήμα θα ήταν δυνατό να προσδιορίσουμε φαινοτυπικά αν οι απόγονοι έφεραν ή 

όχι το XDGRP-820, βάσει του διακριτού φαινοτύπου που παρουσίαζε ο δείκτης B1 ανάλογα με 

Εικόνα 2. 11: Διασταυρώσεις που έγιναν για να κατανοήσουμε το πως προέκυψε η ετεροπλασμία στις 
χιμαιρικές γραμμές με το γενετικό υπόβαθρο της γραμμής DGRP-820. (A) Όλοι οι απόγονοι ήταν 

ομοπλασμικοί για το μητρικό μιτότυπο mel. (B) Οι απόγονοι που έφεραν ένα XDGRP-820 ήταν επίσης 
ετεροπλασμικοί για τους μιτότυπους mel και siII.  
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το αν ήταν σε ομοζυγωτία, ετεροζυγωτία ή ημιζυγωτία (Εικόνα 2. 2). Επιπλέον, τα αρσενικά 

που χρησιμοποιήθηκαν στη διασταύρωση είχαν διακριτό μιτότυπο σε σχέση με τα θηλυκά, 

ώστε να μπορεί να ελεγχθεί και το ενδεχόμενο διαρροής πατρικού mtDNA από αυτά. 

Από τον έλεγχο που έγινε για ετεροπλασμία στους απογόνους προέκυψε ότι όλοι οι 

απόγονοι έφεραν το μητρικό μιτότυπο siII, αλλά μόνο το 50% των απογόνων έφερε και το 

δεύτερο μητρικό μιτότυπο mel. Οι ίδιοι απόγονοι που έφεραν το mel μιτότυπο ήταν 

ταυτόχρονα αυτοί που είχαν κληρονομήσει από τη μητέρα τους το XDGRP-820. Τέλος, δεν 

ανιχνεύθηκε σε κανέναν απόγονο ο πατρικός μιτότυπος siIII, συνεπώς δεν συνέβη διαρροή 

πατρικού mtDNA. Τα αποτελέσματα αυτά συνοψίζονται στην Εικόνα 2. 12. Συνολικά, από τις 

διασταυρώσεις που έγιναν σε αυτή την ενότητα φάνηκε ότι η ετεροπλασμία δημιουργήθηκε 

επειδή ο mel μιτότυπος της DGRP-820 κληρονομήθηκε μαζί με το XDGRP-820. 

2.6 Χαρτογράφηση των γενετικών τόπων που σχετίζονται με την 

ετεροπλασμία πάνω στο Χ χρωμόσωμα 

Οι διασταυρώσεις αυτής της ενότητας είχαν ως στόχο να προσδιορίσουμε συγκεκριμένες 

περιοχές στις οποίες βρισκόταν ο τόπος (ή οι τόποι) που σχετίζονταν με την ετεροπλασμία 

πάνω στο Χ χρωμόσωμα. Ο σχεδιασμός των διασταυρώσεων για την χαρτογράφηση των 

Εικόνα 2. 12: Διασταυρώσεις για να ελεγχθεί αν η ετεροπλασμία των θηλυκών που προέκυψαν από τις 
διασταυρώσεις Β της Εικόνας 2.11 μεταβιβάζεται στην επόμενη γενιά. Μόνο οι απόγονοι που 

κληρονόμησαν το XDGRP-820 από τη μητέρα τους ήταν ετεροπλασμικοί. 
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σχετιζόμενων με την ετεροπλασμία γενετικών τόπων βασίστηκε σε δύο γεγονότα. Πρώτον, 

στις διασταυρώσεις χρωμοσωμικών αντικαταστάσεων παρατηρήθηκε ετεροπλασμία μόνο 

στις γραμμές που έφεραν το χρωμόσωμα Χ της γραμμής DGRP-820 (XDGRP-820), όπως 

περιγράφηκε στην Ενότητα 2.4. Δεύτερον, παρατηρήθηκε ότι συνέβαινε διαρροή πατρικού 

mtDNA όταν οι αρσενικοί γονείς φέρουν το XDGRP-820 (Ενότητα 2.5). 

Με βάση την αρχή της κλασικής γενετικής χαρτογράφησης, χρησιμοποιήθηκε μία γραμμή 

που έφερε τέσσερις υπολειπόμενες μεταλλαγές σε γνωστές θέσεις πάνω στο Χ χρωμόσωμα, 

καθεμιά από τις οποίες μπορούσε να διακριθεί φαινοτυπικά. Αναλυτικότερα, η πρώτη 

μεταλλαγή είχε να κάνει με το χρώμα του σώματος (yellow, y) (Εικόνα 2. 13), η δεύτερη με 

την κυρτότητα στις σμήριγγες (forked, f) (Εικόνα 2. 14) και οι άλλες δύο με το χρώμα των 

ματιών (v για vermillion και malbz για maroon-like) (Εικόνα 2. 15). Με τη χρήση αυτού του 

χρωμοσώματος (y v f malbz) και της γραμμής DGRP-820 παράχθηκαν μετά από αρκετές σειρές 

διασταυρώσεων αρσενικά που έφεραν ένα ανασυνδυασμένο Χ χρωμόσωμα, το οποίο έφερε 

μερικούς από τους προαναφερόμενους φαινοτυπικούς δείκτες και τμήματα του XDGRP-820 

(recXDGRP-820). Όπως αναμενόταν, τα αρσενικά αυτά είχαν διαφορετικούς φαινότυπους 

ανάλογα με τους δείκτες που έφεραν στο Χ χρωμόσωμα, συνεπώς μπορούσαμε να 

προσδιορίσουμε τις περιοχές του XDGRP-820 που έφεραν. Παράδειγμα ενός τέτοιου 

ανασυνδυασμού φαίνεται στην Εικόνα 2. 16. 

Τα παραπάνω αρσενικά με γονότυπο recXDGRP-820/Υ, που έφεραν το mel μιτότυπο, 

διασταυρώθηκαν με θηλυκά γονότυπου siIII;FM6/w1118. Τα θηλυκά αυτά επιλέχθηκαν αντί 

άλλων, γιατί στην επόμενη γενιά ήταν εύκολο να προσδιοριστεί ποιοι απόγονοι είχαν το 

XDGRP-820, λόγω του διακριτού φαινοτύπου του δείκτη B1 στην ετεροζυγωτική κατάσταση 

(Εικόνα 2. 2). Οι θηλυκοί απόγονοι αυτής της διασταύρωσης που θα βρίσκονταν 

ετεροπλασμικοί θα είχαν κληρονομήσει από τον πατέρα τους το recXDGRP-820 που έφερε τον 

σχετιζόμενο με την ετεροπλασμία γενετικό τόπο. Από τον φαινότυπο του πατέρα των 

ετεροπλασμικών θηλυκών της F1 γενιάς μπορούσαμε να καταλάβουμε μεταξύ ποιων 

φαινοτυπικών δεικτών βρισκόταν ο παραπάνω τόπος. Οι διασταυρώσεις που έγιναν 

φαίνονται στην Εικόνα 2. 17. Με την παραπάνω λογική έγιναν 80 διασταυρώσεις με 

αρσενικά διαφόρων φαινοτύπων (αναλόγως του ανασυνδυασμού που είχε συμβεί), 

χρησιμοποιώντας πάντα μόνο ένα αρσενικό σε κάθε διασταύρωση, καθώς ακόμα και στα 

αρσενικά ίδιου φαινοτύπου ο ανασυνδυασμός μπορούσε να έχει συμβεί σε διαφορετικά 
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σημεία. Οι γονότυποι των αρσενικών που χρησιμοποιήθηκαν φαίνονται στον Πίνακα 2. 8. 

Τέλος, στις διασταυρώσεις χρησιμοποιούνταν κάθε φορά 1 έως 3 θηλυκά. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2. 13: Φαινότυπος της υπολειπόμενης μεταλλαγής yellow (y) έναντι του αγρίου τύπου (WT) 
φαινοτύπου (Chyb and Gompel 2013). 

Εικόνα 2. 14: Φαινότυπος της υπολειπόμενης μεταλλαγής forked (f) έναντι του αγρίου τύπου (WT) 
φαινοτύπου (Chyb and Gompel 2013). 

Εικόνα 2. 15: Φαινότυπος των υπολειπόμενων μεταλλαγών vermillion (v) (Chyb and Gompel 2013) και 
maroon-like (malbz) (Dolgin 2019), καθώς και του συνδυασμού τους (Eusebio and Pereira 2017), έναντι του 
αγρίου τύπου (WT) φαινοτύπου. (A) WT φαινότυπος, (B) v/v φαινότυπος, (C) v malbz/v malbz φαινότυπος, 

(D) malbz/malbz φαινότυπος. 
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Από τις 80 διασταυρώσεις που έγιναν, έδωσαν απογόνους οι 67. Θηλυκά από αυτές τις 

διασταυρώσεις ελέγχθηκαν για την παρουσία των μιτότυπων siIII και mel, με τη διαδικασία 

που περιγράφηκε στην υποενότητα 2.3.2. Ανά διασταύρωση, ελέγχαμε 3 με 5 θηλυκούς 

απόγονους για την ύπαρξη ετεροπλασμίας, στο σύνολο 250 άτομα. Σε 24 από τις παραπάνω 

διασταυρώσεις προέκυψαν ετεροπλασμικά θηλυκά, στο σύνολό τους 90, ενώ τα θηλυκά των 

Εικόνα 2. 17: Διασταυρώσεις για την παραγωγή αρσενικών με ανασυνδυασμένα Χ χρωμοσώματα (recXDGRP-

820). 

Εικόνα 2. 16: Παράδειγμα ανασυνδυασμού μεταξύ του χρωμοσώματος χαρτογράφησης y v f malbz και 

του XDGRP-820. 
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υπόλοιπων 43 διασταυρώσεων ήταν ομοπλασμικά για το μιτότυπο siIII. Από την ανάλυση 

των αποτελεσμάτων της ετεροπλασμίας στους θηλυκούς απογόνους σε σχέση με τους 

γονότυπους των αρσενικών γονέων τους προέκυψε ότι η πλειοψηφία των θηλυκών (24/37, 

64,9%) που έφεραν ένα χρωμόσωμα με γονότυπο y v f mal+, δηλαδή το χρωμόσωμα που 

προέκυψε μετά από ανασυνδυασμό μεταξύ του XDGRP-820 και του χρωμοσώματος y v f malbz 

δεξιά του δείκτη f, ήταν ετεροπλασμικοί. Αντιθέτως, η πλειοψηφία των θηλυκών (37/43, 

86%) που έφεραν ένα χρωμόσωμα με γονότυπο y+ v+ f+ malbz, το αντίθετο αποτέλεσμα 

δηλαδή του παραπάνω ανασυνδυασμού, έφεραν μόνο τον μιτότυπο siIII της μητέρας τους. 

 

Πίνακας 2. 8: Οι γονότυποι των αρσενικών που χρησιμοποιήθηκαν για τη χαρτογράφηση του σχετιζόμενου 
με την ετεροπλασμία γενετικού τόπου. 

Γονότυπος αρσενικών 

γονέων 

Αριθμός 

διασταυρώσεων 

Αριθμός διασταυρώσεων που 

έδωσαν ετεροπλασμικά θηλυκά 

y v f mal+ 11 7 

y+ v+ f+ malbz 13 2 

y v f+ mal+ 7 7 

y+ v+ f malbz 8 0 

y+ v+ f+ mal+ 2 2 

y v f malbz 8 0 

y+v f malbz 6 0 

y v+ f+ mal+ 3 3 

y v+ f malbz 4 0 

y+ v f+ mal+ 3 3 

y+ v f mal+ 2 0 

 

Τα παραπάνω αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι ο γενετικός τόπος που αναζητούσαμε 

εδραζόταν στην περιοχή μεταξύ των δεικτών f και mal, η οποία ήταν μία περιοχή μεγέθους 

περίπου 3,15Mb. Το συμπέρασμα αυτό ενισχύθηκε και από την ανάλυση των θηλυκών 

απογόνων με τους υπόλοιπους γονότυπους. Πιο συγκεκριμένα, όλα τα θηλυκά που έφεραν 

τμήμα του XDGRP-820 μεταξύ των δεικτών f και mal ήταν ετεροπλασμικά. Αντιθέτως, τα 

υπόλοιπα θηλυκά που δεν έφεραν την παραπάνω περιοχή στο Χ χρωμόσωμά τους ήταν 

ομοπλασμικά για τον siIII. Το γεγονός ότι δεν είναι όλα τα θηλυκά με το χρωμόσωμα y v f 
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mal+ετροπλασμικά οφειλόταν στο διαφορετικό σημείο που είχε γίνει ο ανασυνδυασμός 

μέσα στο τμήμα που ορίζουν οι δείκτες f και mal στον εκάστοτε αρσενικό γονέα, καθώς 

ανάλογα με το που θα συμβεί, το ανασυνδυασμένο χρωμόσωμα που θα προκύψει μπορεί 

είτε να έχει είτε να μην έχει τον υπεύθυνο για την ετεροπλασμία γενετικό τόπο. 

2.7 Διερεύνηση του πρότυπου διατήρησης της ετεροπλασμίας στις 

χιμαιρικές γραμμές 820siI και 820siII 

Το επόμενο ερώτημα που θέλαμε να απαντήσουμε ήταν αν η ετεροπλασμία στις 

χιμαιρικές γραμμές 820siI και 820siII διατηρούταν μέσω και των δύο γονέων. Για το σκοπό 

αυτό, έγιναν τέσσερις σειρές διασταυρώσεων, στις οποίες χρησιμοποιήθηκαν οι δύο 

παραπάνω χιμαιρικές γραμμές. Η γραμμή 820siI έφερε τους μιτότυπους siI και mel, ενώ η 

γραμμή 820siII διατηρούσε τους μιτότυπους siII και mel. Και οι δύο αυτές γραμμές 

διασταυρώθηκαν με τη γραμμή siΙΙΙ;w1118, η οποία είχε διαφορετικό πυρηνικό υπόβαθρο και 

διακριτό μιτότυπο, ώστε να είναι δυνατό να ελέγξουμε και για διαρροή πατρικού mtDNA. 

Για όλες τις σειρές διασταυρώσεων έγιναν πέντε επαναλήψεις, ενώ από κάθε σειρά 

διασταυρώσεων ελέγχθηκαν δέκα θηλυκά και δέκα αρσενικά άτομα. Η παρουσία όλων των 

μιτότυπων ελέγχθηκε με τη διαδικασία που περιγράφηκε στην υποενότητα 2.3.2. 

Στην πρώτη σειρά διασταυρώσεων χρησιμοποιήθηκε η γραμμή 820siI ως θηλυκός γονέας 

και η γραμμή siΙΙΙ;w1118 ως αρσενικός γονέας. Όλοι οι απόγονοι της παραπάνω διασταύρωσης 

ήταν ετεροπλασμικοί, καθώς έφεραν και τους δύο μητρικούς μιτότυπους siI και mel, ενώ σε 

κανέναν από αυτούς δεν παρατηρήθηκε μεταβίβαση του πατρικού μιτότυπου siIII. Στη 

δεύτερη σειρά διασταυρώσεων χρησιμοποιήθηκε η γραμμή 820siIΙ ως θηλυκός γονέας και η 

γραμμή siΙΙΙ;w1118 ως αρσενικός γονέας. Τα αποτελέσματα ήταν αντίστοιχα με αυτά της 

πρώτης σειράς διασταυρώσεων, δηλαδή όλοι οι απόγονοι ήταν ετεροπλασμικοί για τους 

μητρικούς μιτότυπους siIΙ και mel, ενώ σε κανέναν από αυτούς δεν παρατηρήθηκε διαρροή 

πατρικού mtDNA. Όλα τα παραπάνω συνοψίζονται στην Εικόνα 2. 18. 

Στην τρίτη σειρά διασταυρώσεων χρησιμοποιήθηκε η γραμμή 820siI ως αρσενικός γονέας 

με θηλυκούς γονείς από τη γραμμή siΙΙΙ;w1118. Όλοι οι απόγονοι της παραπάνω 

διασταύρωσης έφεραν τον μητρικό μιτότυπο siΙΙΙ, όπως αναμενόταν λόγω της μητρικής 

κληρονόμησης του mtDNA. Ωστόσο, οι θηλυκοί απόγονοι αυτής της διασταύρωσης έφεραν 

τον πατρικό μιτότυπο mel, αλλά όχι τον δεύτερο πατρικό μιτότυπο siI. Αντιστοίχως, στην 
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τέταρτη σειρά διασταυρώσεων χρησιμοποιήθηκε η γραμμή 820siIΙ ως αρσενικός γονέας και 

η γραμμή siΙΙΙ;w1118 ως θηλυκός γονέας. Το πρότυπο της ετεροπλασμίας που παρατηρήθηκε 

σε αυτούς τους απογόνους ήταν αντίστοιχο με αυτό της τρίτης σειράς διασταυρώσεων, 

δηλαδή όλοι οι απόγονοι έφεραν τον μητρικό μιτότυπο siΙΙΙ, ενώ οι θηλυκοί απόγονοι έφεραν 

επιπλέον τον πατρικό μιτότυπο mel. Όλα τα παραπάνω συνοψίζονται στην Εικόνα 2. 19. 

Από τα αποτελέσματα της παρούσας ενότητας φαίνεται ότι ο mel μιτότυπος ανιχνεύεται 

πάντα ταυτόχρονα με το XDGRP-820, ενώ δεν ανιχνεύεται σε καμία περίπτωση που δεν είναι το 

XDGRP-820 παρόν, με ένα πρότυπο που υποδεικνύει αμφιγονεϊκή κληρονόμηση, σε αντίθεση 

με τους μιτότυπους siI και siII, που μεταβιβάζονται μονογονεϊκά. 

Εικόνα 2. 18: Διασταύρωση που έγινε για να διερευνηθεί αν και οι δύο μιτότυποι μεταβιβάζονται στην 
επόμενη γενιά μέσω των θηλυκών από τις χιμαιρικές γραμμές 820siI και 820siII. Οι δύο μιτότυποι 

ανιχνεύονται σε όλους τους απογόνους της επόμενης γενιάς. Η ίδια διασταύρωση επαναλήφθηκε για τη 
χιμαιρική γραμμή 820siI (siI/mel; XDGRP-820/Y) και έδωσε αντίστοιχα αποτελέσματα με αυτά που 

παρουσιάζονται παραπάνω. 



63 

 

2.8 Σύνοψη και συζήτηση των μέχρι τώρα αποτελεσμάτων 

Όλες οι διασταυρώσεις που περιγράψαμε στις προηγούμενες ενότητες μας οδήγησαν 

στο συμπέρασμα ότι κάθε φορά που το XDGRP-820 μεταβιβαζόταν σε απογόνους της επόμενης 

γενιάς, μεταβιβαζόταν ταυτόχρονα και ο μιτότυπος mel, δηλαδή παρατηρούσαμε 

συγκληρονόμηση. Ωστόσο, από τα πειράματα της προηγούμενης ενότητας, αλλά και από τα 

πειράματα της ενότητας 2.5, φαίνεται ότι η ετεροπλασμία δεν κληρονομούταν αυτούσια, 

δηλαδή δεν κληρονομούνταν και οι δύο μιτότυποι και από τους δύο γονείς, όπως αρχικά 

πιστεύαμε, αλλά ο ένας (si) μεταβιβαζόταν μητρικά, ενώ ο άλλος (mel) μεταβιβαζόταν 

αμφιγονεϊκά, δηλαδή και από τους δύο γονείς. Μάλιστα, ο γενετικός τόπος που σχετιζόταν 

με την ανίχνευση του mel μιτότυπου πρέπει να εδράζεται στην περιοχή μεταξύ των δεικτών 

f και mal, η οποία είναι μία περιοχή μεγέθους περίπου 3,15Mb. 

Τα πιθανά σενάρια που μπορούν να εξηγήσουν το παραπάνω πρότυπο μεταβίβασης 

είναι δύο. Το πρώτο σενάριο ήταν η κληρονόμηση του mel μιτότυπου να είναι όντως 

αμφιγονεϊκή, οπότε η παρατηρούμενη ετεροπλασμία να είναι πραγματική. Αυτό θα 

μπορούσε να συμβαίνει αν υπήρχε κάποια μεταλλαγή σε ένα γονίδιο του XDGRP-820  που 

σχετίζεται με την αφαίρεση του πατρικού mtDNA από το σπέρμα, και λόγω της μεταλλαγής 

Εικόνα 2. 19: Διασταύρωση που έγινε για να διερευνηθεί αν και οι δύο μιτότυποι μεταβιβάζονται στην 
επόμενη γενιά μέσω των αρσενικών από τις χιμαιρικές γραμμές 820siI και 820siII, μαζί με το XDGRP-820. 

Μόνο ο μιτότυπος mel ανιχνεύεται στην επόμενη γενιά, και συγκεκριμένα ανιχνεύεται μόνο στους 
απογόνους που κληρονόμησαν και το XDGRP-820. Η ίδια διασταύρωση επαναλήφθηκε για τη χιμαιρική 

γραμμή 820siI (siI/mel; XDGRP-820/Y) και έδωσε αντίστοιχα αποτελέσματα με αυτά που παρουσιάζονται 
παραπάνω. 
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αυτής να παρεμποδίζεται αυτή η διαδικασία. Το δεύτερο σενάριο ήταν να έχει συμβεί 

μεταφορά ενός τμήματος mtDNA από το μιτοχόνδριο στον πυρήνα, δηλαδή να έχουμε μια 

περίπτωση NUMT. Σε αυτή την περίπτωση το NUMT ‘μιμείται’ την πατρική κληρονόμηση του 

mel μιτότυπου, το οποίο θα οδηγούσε σε ψευδή ετεροπλασμία. Η πιθανότητα αυτή ήταν 

πολύ σημαντικό να διερευνηθεί, καθώς η επιβεβαίωση ή μη αυτού του σεναρίου θα 

καθόριζε την πορεία και τον σχεδιασμό όλων των επόμενων πειραμάτων. Η διερεύνηση της 

πιθανότητας ύπαρξης NUMT στη γραμμή DGRP-820 έγινε προτεραιότητα μετά τα 

αποτελέσματα της προηγούμενης ενότητας. Πιο συγκεκριμένα, το γεγονός ότι τα 

ετεροπλασμικά αρσενικά των χιμαιρικών γραμμών 820siI και 820siII μεταβίβαζαν μόνο το 

mel μιτότυπό τους στα θηλυκά της επόμενης γενιάς αποτέλεσε ένα μη αναμενόμενο εύρημα. 

Μάλιστα, αυτό αποτέλεσε μια ισχυρή ένδειξη υπέρ της ύπαρξης NUMT, καθώς θεωρήσαμε 

απίθανο να μπορεί να διαρρέει ο ένας μιτότυπος στην επόμενη γενιά (mel) και όχι ο άλλος 

(si). 

Ο αποκλεισμός του ενός από τα δύο σενάρια δεν ήταν εύκολη υπόθεση. Το πρώτο 

σενάριο της αμφιγονεϊκής κληρονόμησης παρατηρείται σπάνια στη φύση, ωστόσο τη 

χρονική περίοδο διεξαγωγής των προαναφερόμενων πειραμάτων υπήρχε πρόσφατη μελέτη, 

η οποία ανέφερε αμφιγονεϊκή κληρονόμηση mtDNA σε ανθρώπους (Luo et al. 2018). 

Επιπλέον, όπως αναφέρθηκε και στην Ενότητα 2.1, το τμήμα του mel μιτότυπου που 

αλληλουχήθηκε ήταν κατά 99,5% όμοιο με το αντίστοιχο τμήμα της γραμμής D. melanogaster 

Canton-S, ενώ δεν περιείχε κωδικόνια λήξης ή μεταλλαγές αλλαγής πλαισίου (indel 

mutations), όπως αναμένεται σε αλληλουχίες NUMT. Επίσης, η περιοχή που 

πολλαπλασιαζόταν για την ανίχνευση του mel μιτότυπου (1594-2385bp) δεν ανήκει ούτε στα 

ήδη χαρακτηρισμένα NUMTs του γονιδιώματος αναφοράς της D. melanogaster (Rogers and 

Griffiths-Jones 2012), αλλά ούτε στα χαρακτηρισμένα NUMTs στο γονιδίωμα της γραμμής 

DGRP-820 (Bevers et al. 2019). Τέλος, το μήκος των γνωστών NUMTs στη D. melanogaster 

κυμαινόταν από 19bp έως 371bp (Rogers and Griffiths-Jones 2012; Bevers et al. 2019), ενώ 

το τμήμα που πολλαπλασιάσαμε έχει πάνω από διπλάσιο μήκος από το μεγαλύτερο γνωστό 

NUMT (791bp). Συνεπώς, η ύπαρξη NUMT δεν θεωρούνταν πιθανή μέχρι τη διεξαγωγή των 

διασταυρώσεων των ενοτήτων 2.5 και 2.7. Ωστόσο, τα αποτελέσματα από αυτές τις 

διασταυρώσεις έδειξαν ότι έπρεπε να σχεδιαστούν πειράματα ώστε να δούμε αν ο mel 

μιτότυπος που ανιχνεύαμε είναι όντως mtDNA ή αν επρόκειτο για ένα νέο, μη 
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χαρακτηρισμένο NUMT. Στην επόμενη ενότητα παρουσιάζονται τα πειράματα που έγιναν για 

τη διερεύνηση αυτού του ερωτήματος. 

2.9 Διερεύνηση πιθανότητας ύπαρξης NUMT στη γραμμή DGRP-

820 

2.9.1 Σχεδιασμός νέων εκκινητών, ειδικών για τον mel μιτότυπο 

Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε την παρουσία του mel μιτότυπου στους απογόνους 

που είχαμε χαρακτηρίσει ετεροπλασμικούς, σχεδιάστηκε ένα νέο ζεύγος εκκινητών, που 

πολλαπλασίαζε μόνο το mel μιτότυπο, αλλά δεν πολλαπλασίαζε κανέναν από τους si 

μιτότυπους. Με την εφαρμογή της διαδικασίας που περιγράφηκε στην υποενότητα 2.3.2 για 

το σχεδιασμό εκκινητών, σχεδιάστηκαν οι εκκινητές mel10631F και mel11353R, οι οποίοι 

πολλαπλασίαζαν ένα τμήμα μήκους 722bp του γονιδίου του κυτοχρώματος Β (CytB) στον mel 

μιτότυπο, αλλά όχι στους si μιτότυπους. Η περιοχή έχει απόσταση 8kb από την περιοχή που 

πολλαπλασιαζόταν με το ειδικό ζεύγος εκκινητών που χρησιμοποιούσαμε έως τώρα 

(mel1594F/mel2385R). Η αλληλουχία τους, καθώς και η θερμοκρασία υβριδοποίησής τους 

φαίνεται στον Πίνακα 2. 2. 

Με τη χρήση του ζεύγους εκκινητών mel10631F/ mel11353R ελέγξαμε για την παρουσία 

του mel μιτότυπου τους ετεροπλασμικούς απογόνους των διασταυρώσεων των ενοτήτων 2.5 

και 2.7 που είχαν ταυτοποιηθεί με το ζεύγος εκκινητών mel1594F/mel2385R. Από τον έλεγχο 

αυτό μπορούσαμε να εξάγουμε διαφορετικά συμπεράσματα, αναλόγως με το αν θα 

προέκυπτε προϊόν PCR ή όχι. Αναλυτικότερα, αν δεν προέκυπτε προϊόν από το νέο ζεύγος 

mel εκκινητών, τότε αυτό θα σήμαινε με βεβαιότητα ότι η παρατηρούμενη ετεροπλασμία 

στη γραμμή DGRP-820 οφείλεται σε ύπαρξη NUMT, και όχι σε πραγματική παρουσία του 

μιτότυπου mel. Αντιθέτως, αν προέκυπτε προϊόν, τότε δε θα μπορούσε να αποκλειστεί η 

πιθανότητα αμφιγονεϊκής κληρονόμησης του mtDNA, αλλά ούτε και η ύπαρξη ενός μεγάλου 

σε μέγεθος, μη χαρακτηρισμένου NUMT. Σε όλους τους ετεροπλασμικούς απογόνους που 

εξετάσαμε προέκυψε προϊόν PCR (Εικόνα 2. 20). Συνεπώς, σχεδιάστηκαν κι άλλα πειράματα 
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προκειμένου να διαπιστωθεί αν όντως συνέβαινε αμφιγονεϊκή κληρονόμηση του mtDNA ή 

αν υπήρχε ένα μεγάλου μεγέθους NUMT. 

2.9.2 Ανίχνευση ετεροπλασμίας σε αγονιμοποίητα αυγά των χιμαιρικών 

γραμμών 820siI και 820siII 

Σε συνέχεια της προσπάθειας να κατανοήσουμε αν η παρατηρούμενη ετεροπλασμία 

ήταν πραγματική ή όχι ήταν απαραίτητο να διευκρινίσουμε αν o mel μιτότυπος μπορούσε 

να ανιχνευθεί σε καθαρές εξαγωγές mtDNA, δηλαδή που δεν είχαν nDNA. Για αυτό το λόγο, 

χρησιμοποιήθηκαν αγονιμοποίητα αυγά από τις χιμαιρικές γραμμές 820siI και 820siII. Η 

λογική πίσω από αυτό το πείραμα βασίστηκε σε δύο γεγονότα. Πρώτον, κάθε αγονιμοποίητο 

αυγό περιέχει μια πολύ μεγάλη ποσότητα mtDNA, η οποία κυμαίνεται από 8 έως 12 

εκατομμύρια αντίγραφα, αλλά εξαιρετικά μικρή ποσότητα nDNA. Αυτό πρακτικά σημαίνει 

ότι μετά από εξαγωγή DNA από αυτά τα αυγά προκύπτει καθαρό mtDNA με ελάχιστη 

επιμόλυνση από nDNA (Ma and O’Farrell 2015). Έτσι, τα αγονιμοποίητα αυγά είναι το ιδανικό 

υπόστρωμα προκειμένου να διαπιστωθεί αν ο mel μιτότυπος που ανιχνεύεται είναι 

πράγματι mtDNA ή αν είναι NUMT στο nDNA. Δεύτερον, παρθένα θηλυκά D. melanogaster 

παράγουν ένα μικρό αριθμό αγονιμοποίητων αυγών ανά ημέρα (Wolfner 2002). Δεδομένων 

των παραπάνω, αν ο mel μιτότυπος ανιχνευόταν στα αγονιμοποίητα αυγά, τότε αυτό θα 

Εικόνα 2. 20: PCR για τον έλεγχο παρουσίας του μιτότυπου mel με το ζεύγος εκκινητών 
mel10631F/mel11353R στους ετεροπλασμικούς απογόνους των διασταυρώσεων της ενότητας 2.7. 

19c/m.001-19c/m.005 αρσενικά από τη διασταύρωση siIII;w1118 x 820siII. 19b/m.001-19b/m.005 
αρσενικά από τη διασταύρωση siIII;w1118 x 820siI. O marker είναι ο λ100 (PstI digest). Ως αρνητικοί 

μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν τα DNA των γραμμών siI; w1118 και siIΙ; w1118. Ως θετικός μάρτυρας 
χρησιμοποιήθηκε DNA από τη γραμμή DGRP-820. Σε όλα τα δείγματα ανιχνεύθηκε το προϊόν που 

πολλαπλασιάζει το ζεύγος mel10631F/mel11353R. 
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σήμαινε ότι η ετεροπλασμία ήταν πραγματική, ενώ αν δεν ανιχνευόταν τότε θα σήμαινε την 

ύπαρξη ενός NUMT. 

Σε όλα τα αυγά που ελέγχθηκαν, ανιχνεύθηκε παντού ο si μιτότυπος, το οποίο σήμαινε 

την παρουσία mtDNA στα δείγματα. Αντιθέτως, δεν προέκυψαν ορατές ζώνες PCR προϊόντος 

με τους εκκινητές για το Χ χρωμόσωμα, το οποίο σήμαινε ότι από τις εξαγωγές προέκυψε 

καθαρό mtDNA χωρίς ανιχνεύσιμη επιμόλυνση από nDNA. Από τις PCR με τα δύο ζεύγη mel 

εκκινητών, δεν προέκυψε προϊόν σε κανένα από τα 20 δείγματα που εξετάστηκαν (Εικόνα 2. 

21). Αν το mel προϊόν που ανιχνευόταν στα ετεροπλασμικά άτομα ήταν όντως mtDNA τότε 

θα έπρεπε να ανιχνεύεται στα αυγά δεδομένης της μεγάλης ποσότητας mtDNA που φέρουν. 

Η αδυναμία πολλαπλασιασμού στα αυγά, ωστόσο, των mel τμημάτων αποτελεί ένδειξη ότι 

στην πραγματικότητα τα πολλαπλασιαζόμενα mel τμήματα στους απογόνους από τις 

διασταυρώσεις βρίσκονται στο nDNA και όχι στο mtDNA. 

Εικόνα 2. 21: PCR για τον έλεγχο παρουσίας του μιτότυπου mel με το ζεύγος εκκινητών 
mel1594F/mel2385R σε αγονιμοποίητα αυγά των χιμαιρικών γραμμών 820siI και 820siII. 19B.001-19B.005 
DNA από αυγά της γραμμής 820siI. 19C.001-19C.005 DNA από αυγά της γραμμής 820siII. O marker είναι ο 
λ100 (PstI digest). Ως αρνητικοί μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν τα DNA των γραμμών siI; w1118 και siIΙ; w1118. 

Ως θετικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε DNA από τη γραμμή DGRP-820. Σε όλα τα δείγματα ανιχνεύθηκε το 
προϊόν που πολλαπλασιάζει το ζεύγος mel1594F/mel2385R. 

2.9.3 Δοκιμές long PCR 

Προκειμένου να διερευνήσουμε περαιτέρω αν ο mel μιτότυπος που ανιχνευόταν ήταν 

πραγματικά mtDNA ή ήταν NUMT, δηλαδή nDNA, σχεδιάσαμε δοκιμές long PCR 

εκμεταλλευόμενοι μια βασική διαφορά μεταξύ των δύο τύπων αλληλουχιών. Πιο 

συγκεκριμένα, το mel mtDNA στην περίπτωση της πραγματικής ετεροπλασμίας θα ήταν ένα 
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κυκλικό μόριο, ενώ στην περίπτωση ύπαρξης NUMT, το μόριο θα ήταν γραμμικό. Με βάση 

αυτή τη διαφορά, έγιναν δύο long PCR δοκιμές, οι οποίες σχεδιάστηκαν με τέτοιο τρόπο 

ώστε να ενισχύονται δύο αλληλεπικαλυπτόμενα τμήματα του mel μιτότυπου, δηλαδή οι 

εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν υβριδοποιούνταν μόνο στο συγκεκριμένο μιτότυπο και όχι 

στους si μιτότυπους. Αν η παρατηρούμενη ετεροπλασμία ήταν πραγματική, τότε θα έπρεπε 

να είναι δυνατός ο πολλαπλασιασμός και των δύο παραπάνω τμημάτων. Αντιθέτως, αν η 

παρατηρούμενη ετεροπλασμία ήταν NUMT, τότε δεν θα ήταν δυνατός ο πολλαπλασιασμός 

του ενός από τα προαναφερόμενα τμήματα γιατί δεν θα ήταν δυνατή η υβριδοποίηση των 

εκκινητών στη σωστή κατεύθυνση, προκειμένου να πολλαπλασιαστεί το τμήμα (Εικόνα 2. 

22). 

Εικόνα 2. 22: Δοκιμές long PCR σχεδιασμένες για να διακρίνουμε την ύπαρξη NUNT από την πραγματική 
ετεροπλασμία. (Α) Ο κύκλος αναπαριστά το μιτοχονδριακό γονιδίωμα αναφοράς της D. melanogaster. Τα 

βέλη δείχνουν την κατεύθυνση των εκκινητών και τα χρωματισμένα τμήματα μέσα στον κύκλο δείχνουν τα 
προς πολλαπλασιασμό τμήματα. Οι συντεταγμένες υποδεικνύονται από τα νούμερα. Τα δύο μικρά σε 

μέγεθος τμήματα (τμήμα 1 CoxI από τη θέση 1594 έως τη θέση 2385, μεγέθους 790bp, και τμήμα 2 Cytb 
από τη θέση 10631 έως τη θέση 11353, μεγέθους 722bp) αντιστοιχούν στα τμήματα που χρησιμοποιήθηκαν 

εξ αρχής για την ανίχνευση της υποτιθέμενης ετεροπλασμίας. Τα δύο μεγάλα σε μέγεθος τμήματα 
(τμήματα 3 και 4) χρησιμοποιήθηκαν για τη διάκριση μεταξύ ετεροπλασμίας και NUMT. Η έντονη μαύρη 

γραμμή πάνω στον κύκλο οριοθετεί την περιοχή μέσα στην οποία έχει συμβεί το σπάσιμο. (B) 
Αναπαράσταση του NUMT όπως αναμένεται να έχει εντεθεί στο πυρηνικό γονιδίωμα. Οι χρωματιστές 

γραμμές αναπαριστούν τα τμήματα που έχουν πολλαπλασιαστεί και είναι αντίστοιχα με τα τμήματα που 
αναφέρθηκαν στο Α μέρος της εικόνας. Η κατεύθυνση των εκκινητών του τμήματος 4 υποδεικνύει το λόγο 

που το τμήμα 7339-11353 δεν πολλαπλασιάζεται στο γραμμικό μόριο. Οι συντεταγμένες των εκκινητών του 
τμήματος που δεν πολλαπλασιάστηκε χρησιμοποιήθηκαν για την εκτίμηση του μεγέθους του NUMT. 
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Το πρώτο κομμάτι που επιχειρήσαμε να πολλαπλασιάσουμε με το ζεύγος εκκινητών 

mel2057F/7597- ήταν από τη θέση 2057 έως τη θέση 7597 του mel mtDNA, με μέγεθος 5,5kb. 

Το συγκεκριμένο κομμάτι πολλαπλασιάστηκε στις γραμμές 820siI και 820siII (Εικόνα 2. 23). 

Το δεύτερο κομμάτι που θέλαμε να πολλαπλασιάσουμε με το ζεύγος 7339+/mel11353R ήταν 

από τη θέση 7339 έως τη θέση 11353 του mel mtDNA, μεγέθους 4kb, και με αλληλεπικάλυψη 

σε σχέση με το πρώτο σε 258bp. Ενώ ο πολλαπλασιασμός αυτού του κομματιού ήταν 

επιτυχής για τους θετικούς μάρτυρες, δεν προέκυψαν ορατές ζώνες από τις γραμμές 820siI 

και 820siII, δηλαδή δεν ήταν δυνατή η ενίσχυση του τμήματος του mel mtDNA (Εικόνα 2. 24). 

Το γεγονός ότι το ένα από τα δύο τμήματα mtDNA δεν πολλαπλασιάστηκε στη long PCR 

δείχνει ότι η παρατηρούμενη ετεροπλασμία στις χιμαιρικές γραμμές 820siI και 820siII 

οφειλόταν σε ένθεση ενός μεγάλου τμήματος mtDNA στο nDNA της γραμμής DGRP-820, και 

όχι σε πραγματική ετεροπλασμία. Η αδυναμία πολλαπλασιασμού του συγκεκριμένου 

κομματιού οφειλόταν σε αδυναμία υβριδοποίησης των εκκινητών στη σωστή κατεύθυνση 

προκειμένου να ξεκινήσει ο πολυμερισμός, λόγω του ότι το κομμάτι δεν ανήκε σε κυκλικό 

μόριο (mtDNA), αλλά σε γραμμικό (NUMT). 

Το παραπάνω αποτέλεσμα υποδεικνύει ότι το σπάσιμο από το οποίο προέκυψε το NUMT 

έγινε μέσα στην περιοχή που δεν πολλαπλασιάστηκε. Πιο αναλυτικά, σε προηγούμενες PCR 

είχε ήδη πολλαπλασιαστεί το κομμάτι 10631-11353 με ειδικούς για τον mel μιτότυπο 

εκκινητές, το οποίο αποτελεί μέρος του δεύτερου κομματιού που δεν πολλαπλασιάστηκε με 

την long PCR, οπότε το σπάσιμο δεν μπορεί να έγινε στο παραπάνω κομμάτι. Συνεπώς, το 

σπάσιμο πρέπει να έγινε σε ένα τμήμα μεγέθους 3292bp, μεταξύ των θέσεων 7339 και 

10631. Δεδομένου ότι το συνολικό μέγεθος του mtDNA στη D. melanogaster είναι 19517bp 

και το σπάσιμο έχει γίνει μέσα στην παραπάνω περιοχή, υπολογίσαμε ότι το μέγεθος του 

NUMT πρέπει να είναι τουλάχιστον 16225bp. Τέλος, σε συνδυασμό με τα πειράματα 

χαρτογράφησης που περιγράφηκαν σε προηγούμενες ενότητες, προκύπτει το συμπέρασμα 

ότι η ένθεση του NUMT έγινε μεταξύ των δεικτών f και mal του Χ χρωμοσώματος, μια περιοχή 

μεγέθους 3,15Mb. 
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Εικόνα 2. 23: Long PCR για το τμήμα 3 του mel μιτότυπου με το ζεύγος εκκινητών mel2057F/7597-. (A) 
siI;w1118, (B) siII;w1118, (C) 820siI, (D) 820siII, (E) DGRP-820, (F) D. melanogaster Oregon R, (G) λ100 marker 

(PstI digest). Τα (A) και (B) χρησιμοποιήθηκαν ως αρνητικοί μάρτυρες, ενώ τα (E) και (F) χρησιμοποιήθηκαν 
ως θετικοί μάρτυρες. Όπως φαίνεται στα (C) και (D), το τμήμα 3 πολλαπλασιάστηκε στις χιμαιρικές 

γραμμές 820siI και 820siIΙ. 

Εικόνα 2. 24: Long PCR για το τμήμα 4 του mel μιτότυπου με το ζεύγος εκκινητών 7339+/mel11353R. (A) 
siI;w1118, (B) siII;w1118, (C) 820siI, (D) 820siII, (E) DGRP-820, (F) D. melanogaster Oregon R, (G) αρνητικός 
μάρτυρας χωρίς DNA υπόστρωμα, (H) λ100 marker (PstI digest). Τα (A) και (B) χρησιμοποιήθηκαν ως 

αρνητικοί μάρτυρες, ενώ τα (E) και (F) χρησιμοποιήθηκαν ως θετικοί μάρτυρες. Όπως φαίνεται στα (C) και 
(D), το τμήμα 4 δεν πολλαπλασιάστηκε στις χιμαιρικές γραμμές 820siI και 820siIΙ. 



71 

 

2.10  Συζήτηση 

Μέχρι πρόσφατα τα NUMTs θεωρούνταν αλληλουχίες μικρού μήκους, με το μέσο 

μέγεθός τους να κυμαίνεται από 100 έως 300bp (Richly and Leister 2004; Pamilo et al. 2007). 

Οπότε, για τον αποκλεισμό τους θεωρητικά αρκούσε η ενίσχυση και αλληλούχηση 

μεγαλύτερων τμημάτων mtDNA, καθώς και η αναζήτηση στα αλληλουχημένα τμήματα για 

κωδικόνια λήξης και μεταλλαγές αλλαγής πλαισίου (Calvignac et al. 2011). Πριν την έναρξη 

των πειραμάτων που περιγράφηκαν σε αυτό το κεφάλαιο, είχε αλληλουχηθεί τμήμα του DNA 

της γραμμής DGRP-820 μήκους 790bp με τους ειδικούς για το mel μιτότυπο εκκινητές 

mel1594F/mel2385R, όπως αναφέρθηκε και στην ενότητα 2.1. Από εκεί είδαμε ότι η 

αλληλουχία που προέκυψε, ήταν κατά 99,5% όμοια με την αντίστοιχη αλληλουχία της 

γραμμής D. melanogaster Canton S, ενώ οι δύο αλληλουχίες διέφεραν μόνο σε δύο 

συνώνυμες υποκαταστάσεις. Κατά συνέπεια, κατά την έναρξη των πειραμάτων θεωρούσαμε 

ότι η πιθανότητα ύπαρξης NUMT στη γραμμή DGRP-820 είχε αποκλειστεί. 

Ωστόσο, λίγο αργότερα ανακαλύφθηκαν NUMTs αρκετά μεγάλα σε μήκος σε 

νυχτερίδες (Shi et al. 2017), πουλιά (Nacer and Raposo do Amaral 2017), θηλαστικά 

(Verscheure et al. 2015; Wang et al. 2015a), ακόμα και σε ανθρώπους (Lutz-Bonengel et al. 

2021). Το γεγονός αυτό, σε συνδυασμό και με τα αποτελέσματα της παρούσας ενότητας που 

δείχνουν την ύπαρξη ενός αρκετά μεγάλου NUMT στη D. melanogaster, υποδεικνύει ότι το 

μέγεθος της εκάστοτε αλληλουχίας mtDNA που πολλαπλασιάζεται δεν αρκεί για να 

διαχωριστεί μια πραγματική μιτοχονδριακή αλληλουχία από ένα NUMT. Επιπρόσθετα, αν η 

ένθεση του mtDNA στον πυρήνα είναι πρόσφατη, τότε υπάρχει περίπτωση το τμήμα που 

εντέθηκε να μην έχει γίνει ακόμα ψευδογονίδιο, και έτσι η αλληλουχία να μη φέρει 

κωδικόνια λήξης και μεταλλαγές αλλαγής πλαισίου, όπως παρατηρήθηκε και στην δική μας 

περίπτωση. 

Όπως είναι αναμενόμενο, τα NUMTs μπορούν να προκαλέσουν αρκετά προβλήματα σε 

μελέτες κληρονόμησης και ετεροπλασμίας του mtDNA. Πιο αναλυτικά, μπορεί από τα 

υπάρχοντα δεδομένα να φαίνεται ότι το mtDNA κληρονομείται αμφιγονεϊκά, 

δημιουργώντας τη λανθασμένη εντύπωση ότι ένα άτομο φέρει και τον πατρικό μιτότυπο 

ταυτόχρονα με τον μιτότυπο της μητέρας. Στην πραγματικότητα όμως, τα NUMTs, ως 

πυρηνικά τμήματα DNA, μεταβιβάζονται και από τους δύο γονείς, συνεπώς είναι πιθανότερο 

να είναι υπεύθυνα για την παρατηρούμενη ψευδή ετεροπλασμία, όπως άλλωστε 
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αποδείχθηκε και στην παρούσα μελέτη. Παρόμοιο πρόβλημα αντιμετώπισαν και οι Luo et al. 

(2018). Εκεί οι ερευνητές ανέφεραν ότι παρατηρήθηκε αμφιγονεϊκή κληρονόμηση του 

mtDNA σε τρεις οικογένειες ανθρώπων, ενώ παρείχαν και επιχειρήματα για να δείξουν ότι 

το παρατηρούμενο πρότυπο κληρονόμησης δεν μπορεί να οφείλεται σε παρουσία NUMTs 

(Luo et al. 2019). Ωστόσο, μερικοί ερευνητές υποστηρίζουν ότι η πιθανότητα τα 

αποτελέσματα που παρουσιάζονται να είναι εξαιτίας ύπαρξης NUMTs δεν μπορεί να 

αποκλειστεί βάσει των δεδομένων που παρέχονται από την αρχική μελέτη, καθώς το 

παρατηρούμενο πρότυπο αμφιγονεϊκής κληρονόμησης του mtDNA θα μπορούσε να 

οφείλεται και σε μιτοχονδριακές αλληλουχίες που έχουν πρόσφατα εντεθεί στο πυρηνικό 

γονιδίωμα (Balciuniene and Balciunas 2019; Vissing 2019; Lutz-Bonengel and Parson 2019). 

Πράγματι, ανεξάρτητη μελέτη που έγινε σε ανθρώπινα γονιδιώματα επιβεβαίωσε γενικά την 

ύπαρξη mega-NUMTs που θα μπορούσαν να δίνουν την λανθασμένη εικόνα ύπαρξης 

αμφιγονεϊκής κληρονόμησης του mtDNA (Lutz-Bonengel et al. 2021). 

Η συζήτηση περί πραγματικής ετεροπλασμίας ή ύπαρξης NUMT σε μελέτες 

κληρονόμησης του mtDNA που ξεκίνησε με τη μελέτη των Luo et al. (2018) συνεχίζεται έως 

και σήμερα και έχει ωθήσει πολλούς ερευνητές να μελετήσουν σε βάθος δεδομένα που 

σχετίζονται με ετεροπλασμία, καθώς η παρουσία NUMTs είναι εύκολο να ερμηνευθεί ως 

αμφιγονεϊκή κληρονόμηση του mtDNA. Αρχικά, οι Salas et al. (2020), όταν ανέλυσαν τα 

δεδομένα των Luo et al. (2018), υπολόγισαν ότι η πιθανότητα να ισχύει το σενάριο της 

αμφιγονεϊκής κληρονόμησης είναι μικρότερη από 10-37. Επιπρόσθετα, οι Bai et al. (2021) 

παρατήρησαν σε τέσσερις ανθρώπινες οικογένειες ότι ετεροπλασμικοί πατεράδες 

μεταβίβαζαν στους απογόνους τους μόνο τον ένα τους μιτότυπο, το οποίο είναι ένα 

αντίστοιχο πρότυπο μεταβίβασης με αυτό που παρατηρήθηκε στην παρούσα μελέτη. Οι 

ερευνητές κατέληξαν ότι στην περίπτωση που μελετούσαν, το παρατηρούμενο πρότυπο 

οφείλεται σε ύπαρξη NUMTs στον πυρήνα. Μια άλλη ομάδα ερευνητών παρατήρησε 

μεταβίβαση mega-NUMTs (NUMTs μεγάλου μεγέθους) από πατεράδες επτά οικογενειών, η 

οποία θα μπορούσε εσφαλμένα να οδηγήσει στο συμπέρασμα ότι το mtDNA κληρονομείται 

αμφιγονεϊκά Wei et al. (2020). Τέλος, με αφορμή την υπόθεση των (Luo et al. 2018), μια άλλη 

ομάδα μελέτησε τους μιτοχονδριακούς απλότυπους που απαντώνταν σε 41 παιδιατρικούς 

ασθενείς και στους γονείς τους (Rius et al. 2019). Κατέληξαν ότι όλοι οι μιτοχονδριακοί 

απλότυποι που βρέθηκαν στα παιδιά είτε προήλθαν από τη μητέρα είτε προέκυψαν de novo, 

ενώ αναφέρεται ότι δε βρέθηκε κανένας απλότυπος που να μεταβιβάστηκε από τον πατέρα. 
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Η παρούσα μελέτη στη D. melanogaster συνεισφέρει στην παραπάνω συζήτηση που 

αφορά τους ανθρώπους. Όλες οι παραπάνω μελέτες αναδεικνύουν το γεγονός ότι 

πρόσφατες μετακινήσεις του mtDNA στον πυρήνα είναι περισσότερο συχνές από ότι 

πιστευόταν έως πρόσφατα. Το σημαντικότερο συμπέρασμα που προκύπτει από όλες τις 

παραπάνω μελέτες, συμπεριλαμβανομένης και της παρούσας, είναι ότι ενώ το σενάριο της 

αμφιγονεϊκής κληρονόμησης του mtDNA δεν μπορεί να αποκλειστεί εντελώς, πρώτα πρέπει 

να αποκλείεται η πιθανότητα ύπαρξης NUMTs, τα οποία μιμούνται την αμφιγονεϊκή 

κληρονόμηση, προκειμένου να εξασφαλιστεί ότι η παρατηρούμενη ετεροπλασμία και η 

αμφιγονεϊκή κληρονόμηση του mtDNA σε κάθε περίπτωση είναι πραγματική. 

Παραδείγματος χάριν, έχει περιγραφεί περίπτωση πραγματικής αμφιγονεϊκής 

κληρονόμησης (και όχι διαρροής πατρικού mtDNA), η οποία παρατηρήθηκε στο είδος D. 

paulistorum (C. Baião et al. 2021). Πιο συγκεκριμένα, οι ερευνητές παρατήρησαν τη σταθερή 

κληρονόμηση ενός εγωιστικού μιτότυπου και από τους δύο γονείς, ενώ έλεγξαν ενδελεχώς 

και παρείχαν αρκετά στοιχεία για να δείξουν ότι οι παρατηρήσεις τους δεν οφείλονταν σε 

ύπαρξη NUMT. 

Όσον αφορά τη D. melanogaster, έχουν βρεθεί εννιά μοναδικά NUMTs (που δεν αφορούν 

δηλαδή τις ίδιες μιτοχονδριακές αλληλουχίες) στο πυρηνικό γονιδίωμα, τα οποία 

κυμαίνονται σε μέγεθος από 19bp έως 371bp (Rogers and Griffiths-Jones 2012; Bevers et al. 

2019). Με εξαίρεση το είδος D. simulans, όλα τα άλλα είδη του γένους Drosophila έχουν 

περισσότερα και, κατά μέσο όρο, μεγαλύτερα NUMTs. Το μεγαλύτερο σε μήκος NUMT που 

έχει βρεθεί στο γένος είναι στο είδος D. mojavensis, το οποίο ξεπερνά σε μέγεθος τα 3kb 

(Rogers and Griffiths-Jones 2012). Το συνολικό μήκος των διαφορετικών NUMTs στο 

πυρηνικό γονιδίωμα της D. melanogaster έχει υπολογιστεί περίπου στα 10,3kb (Hazkani-

Covo et al. 2010), κυρίως επειδή τα NUMTs μπορούν να πολλαπλασιαστούν μετά την 

εισχώρησή τους στο γονιδίωμα (Richly and Leister 2004). Το μέγεθος του NUMT που 

αναφέρουμε στην παρούσα μελέτη είναι μεγαλύτερο από 16,2kb, το οποίο κατά 

περισσότερο από πέντε φορές μεγαλύτερο από το μεγαλύτερο NUMT που έχει περιγραφεί 

στο γένος, ενώ καλύπτει σχεδόν όλο το μιτοχονδριακό γονιδίωμα που έχει μήκος 19517bp 

(Lewis et al. 1995). Η εκτίμηση αυτή αφορά αλληλουχία σε ένα αντίγραφο. Δεν μπορούμε να 

αποκλείσουμε την πιθανότητα το NUMT που περιγράφεται στην παρούσα μελέτη να έχει 

διπλασιαστεί μετά την είσοδό του στο nDNA, σχηματίζοντας ένα mega-NUMT, όπως έχει 

προταθεί και από τους Balciuniene and Balciunas (2019). Επιπλέον, με βάση τις 
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παρατηρήσεις μας, ο αναφερόμενος στη βιβλιογραφία ρυθμός εισδοχής μιτοχονδριακών 

αλληλουχιών στον πυρήνα, ο οποίος έχει υπολογιστεί ότι είναι 0,12 ανά ένα εκατομμύριο 

χρόνια (Rogers and Griffiths-Jones 2012), πρέπει να επανεξεταστεί. Τέλος, καταλήξαμε στο 

συμπέρασμα ότι το NUMT που περιγράφουμε στην παρούσα μελέτη έχει εισαχθεί σχετικά 

πρόσφατα στο πυρηνικό γονιδίωμα, πρώτον επειδή βρέθηκε μόνο σε μία από τις δώδεκα 

χιμαιρικές γραμμές που κατασκευάστηκαν από τους Mossman et al. (2016), και δεύτερον 

επειδή η διαφορά μεταξύ της αλληλουχίας του NUMT και του mtDNA ήταν αμελητέα. 

Μια πρόσφατη μελέτη αναζήτησε νέα, άγνωστα NUMTs σε αλληλουχημένα γονιδιώματα 

D. melanogaster της ομάδας DGRP (Mackay et al. 2012), χρησιμοποιώντας μια 

βιοπληροφορική προσέγγιση (Bevers et al. 2019). Η μέθοδός τους αποκάλυψε συνολικά την 

ύπαρξη έξι NUMTs σε όλα τα DGRP γονιδιώματα που μελετήθηκαν. Από αυτά, τα δύο ήταν 

ήδη γνωστά (Rogers and Griffiths-Jones 2012), ενώ τα άλλα τέσσερα περιγράφονταν για 

πρώτη φορά. Είναι ενδιαφέρον το γεγονός ότι η παραπάνω μέθοδος δεν κατάφερε να 

ανιχνεύσει τρία άλλα ήδη γνωστά NUMTs, όπως επίσης και αυτό που αναφέρεται στην 

παρούσα μελέτη. Αυτό μπορεί να οφείλεται στη διαδικασία που εφαρμόστηκε, που 

αναγνωρίζει χιμαιρικές αλληλουχίες στα σημεία εισαγωγής του μετατοπισμένου mtDNA. 

Συγκεκριμένα, οι ερευνητές αναφέρουν ότι τέτοιες αλληλουχίες κατηγοριοποιούνται από 

διάφορες χαρτογραφικές μεθόδους ως αχαρτογράφητες (unmapped), εξαιτίας αδυναμίας 

αντιστοίχισης με παρόμοιες αλληλουχίες στο γονιδίωμα αναφοράς (Bevers et al. 2019). 

Συνεπώς, αναδεικνύεται η δυσκολία ανίχνευσης νέων NUMT ακόμα και με βιοπληροφορικές 

μεθόδους σχεδιασμένες για να τα εντοπίζουν. Στη δική μας περίπτωση, η δυσκολία να 

καταλήξουμε στην ύπαρξη NUMT στη χιμαιρική γραμμή DGRP-820 σχετιζόταν με το επίπεδο 

ομοιότητας μεταξύ της αλληλουχίας του NUMT και του mtDNA. Ο χαρακτηρισμός αυτού του 

νέου NUMT που περιγράφεται κατέστη δυνατός μόνο εξαιτίας της αντικατάστασης του 

mtDNA της γραμμής DGRP-820 με το mtDNA της D. simulans. Το NUMT που περιγράφεται 

εδώ μπορεί να χαρακτηριστεί ως πολυμορφικό, καθώς έχει βρεθεί προς το παρόν σε μία 

μόνο γραμμή D. melanogaster. Τέτοιου είδους πολυμορφικά NUMTs έχουν περιγραφεί και 

σε άλλα είδη, όπως οι νυχτερίδες (Zhang et al. 2021a), τα άλογα (Nergadze et al. 2010), τα 

γουρούνια (Schiavo et al. 2017), αλλά και στον άνθρωπο (Lang et al. 2012; Dayama et al. 

2014). 
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3 Μέθοδος ανίχνευσης NUMT με χρήση δεδομένων 

αλληλούχησης 

3.1 Σκοπός 

Κατά τη διάρκεια της μελέτης της υποτιθέμενης ετεροπλασμίας στις χιμαιρικές γραμμές 

DGRP-820, ήταν σημαντικό να διευκρινιστεί αν η παρατηρούμενη ετεροπλασμία, και 

συγκεκριμένα αν η παρουσία του μιτότυπου mel, ήταν πραγματική ή αν οφειλόταν σε 

παρουσία NUMT στο nDNA της DGRP-820. Κατά την παραπάνω διερεύνηση, και εκτός των 

πειραμάτων που παρουσιάστηκαν στην προηγούμενη ενότητα, που τελικά έδειξαν την 

παρουσία ενός μεγάλου μεγέθους NUMT στη γραμμή DGRP-820, έγινε προσπάθεια 

προσέγγισης του προβλήματος και με διάφορες άλλες τεχνικές. 

Όπως έγινε φανερό από την προηγούμενη ενότητα, η συλλογή πειραματικών στοιχείων 

υπέρ ή κατά της ύπαρξης ήταν αρκετά δύσκολη και χρονοβόρα. Συνεπώς, κατά τη διάρκεια 

των πειραμάτων αυτών, έγινε απόπειρα επίλυσης του ζητήματος αυτού με μια 

βιοπληροφορική προσέγγιση. Το γονιδίωμα της γραμμής DGRP-820 είναι αλληλουχημένο 

και κατατεθειμένο σε διαδικτυακή βάση δεδομένων. Τη χρονική περίοδο ανάπτυξης του 

συγκεκριμένου βιοπληροφορικού εργαλείου υπήρχαν δύο βασικά πειραματικά ευρήματα 

που εκμεταλλευτήκαμε για τους σκοπούς της βιοπληροφορικής ανάλυσης. Το πρώτο ήταν 

ότι αν όντως η ανίχνευση του mel μιτότυπου οφειλόταν σε NUMT, τότε με βάση τα 

πειράματα κλασικής γενετικής χαρτογράφησης αυτό θα έπρεπε να βρίσκεται μεταξύ των 

φαινοτυπικών δεικτών forked (f) και maroon-like (malbz), που εδράζονται στο Χ χρωμόσωμα, 

καθώς οι γραμμές που φέρουν την περιοχή αυτή της γραμμής DGRP-820 φέρουν και το 

μιτότυπο mel. Το δεύτερο εύρημα ήταν ότι είχαν ενισχυθεί δύο μικρά τμήματα του mel 

μιτότυπου, με συντεταγμένες 1594-2385 και 10631-11353. Συνεπώς τα άκρα της ένθεσης θα 

μπορούσαν να είναι οπουδήποτε πάνω στο mtDNA, εκτός των παραπάνω περιοχών, 

διαφορετικά θα ήταν αδύνατο να ενισχυθούν με PCR. Τα παραπάνω αποτελέσματα 

χρησιμοποιήθηκαν ως κριτήρια για το σχεδιασμό μιας βιοπληροφορικής μεθόδου που θα 

ανίχνευε μία νέα, μη χαρακτηρισμένη ένθεση NUMT στο πυρηνικό γονιδίωμα, και 

συγκεκριμένα στο Χ χρωμόσωμα της γραμμής DGRP-820. Η ανάλυση αυτή φιλοδοξούσε να 

αποτελέσει τη βάση για την ανίχνευση παρόμοιων NUMTs σε αλληλουχημένα γονιδιώματα. 

Η ανάλυση που παρουσιάζεται στην παρούσα ενότητα πραγματοποιήθηκε σε συνεργασία 
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με τον ερευνητή Παύλο Παυλίδη (Ερευνητής, Ινστιτούτο Πληροφορικής, Ίδρυμα Τεχνολογίας 

και Έρευνας). 

3.2 Θεωρητικό υπόβαθρο 

Οι μέθοδοι αλληλούχησης νέας γενιάς, όπως είναι η τεχνολογία Illumina, παράγουν 

αναγνώσματα (reads) μικρού μεγέθους (από 100-500 βάσεις). Η διαδικασία στοίχισης αυτών 

των αναγνωσμάτων (reads) σε γονιδίωμα αναφοράς τα διακρίνει σε τρεις κατηγορίες. Η 

πρώτη κατηγορία περιλαμβάνει αναγνώσματα που χαρτογραφούνται πολλές φορές πάνω 

στο γονιδίωμα. Αυτό συμβαίνει, κυρίως, εξαιτίας παρουσίας επαναλαμβανόμενων 

αλληλουχιών στο γονιδίωμα. Η δεύτερη κατηγορία είναι αναγνώσματα που αποτελούν 

επιμόλυνση από βακτήρια ή ιούς που αλληλουχήθηκαν ταυτόχρονα με τον υπό μελέτη 

οργανισμό. Αυτά τα αναγνώσματα είναι αδύνατο να χαρτογραφηθούν, αφού κατά τη 

στοίχιση χρησιμοποιείται μόνο το γονιδίωμα αναφοράς του υπό μελέτη είδους. Η τρίτη 

κατηγορία είναι αναγνώσματα που αποτυγχάνουν να στοιχηθούν σωστά στο γονιδίωμα 

αναφοράς. Η αδυναμία στοίχισης οφείλεται είτε σε τεχνικά σφάλματα της διαδικασίας 

αλληλούχησης, είτε σε μεγάλη διαφοροποίηση των αναγνωσμάτων σε σχέση με το 

γονιδίωμα αναφοράς (Sangiovanni et al. 2019). 

Αν έχει συμβεί κάποια ένθεση NUMT στο nDNA της γραμμής DGRP-820, τότε αναμένεται 

να υπάρχουν στα δεδομένα αλληλούχησης του γονιδιώματος κάποια αναγνώσματα που να 

αντιστοιχούν στις περιοχές της ένωσης του πυρηνικού DNA με το μιτοχονδριακό DNA 

(junctions). Ένα τμήμα αυτών των αναγνωσμάτων θα πρέπει να χαρτογραφείται στο 

πυρηνικό γονιδίωμα, ενώ το υπόλοιπο τμήμα τους θα πρέπει να χαρτογραφείται στο 

μιτοχονδριακό γονιδίωμα. Τα αναγνώσματα αυτά που χαρτογραφούνται σε παραπάνω από 

μία αλληλουχίες του γονιδιώματος αναφοράς ορίζονται ως χιμαιρικά (Fonseca et al. 2012). 

Η πλειοψηφία τέτοιων χιμαιρικών αναγνωσμάτων ανήκουν στην τρίτη κατηγορία 

αναγνωσμάτων, που περιγράφηκαν παραπάνω, και αποκλείονται κατά τη διαδικασία 

χαρτογράφησης με χρήση γονιδιώματος αναφοράς, καθώς θεωρούνται παραπροϊόν της 

διαδικασίας αλληλούχησης. Ωστόσο, τα αναγνώσματα αυτά μπορεί να φέρουν πληροφορίες 

για ενθέσεις αλληλουχίων που έχουν συμβεί στο υπό μελέτη γονιδίωμα. Ενδεχόμενες νέες 

ενθέσεις που έχουν γίνει στο πυρηνικό γονιδίωμα δεν υπάρχουν στο γονιδίωμα αναφοράς 

και, άρα, τα χιμαιρικάς αναγνώσματα διαφέρουν σε μεγάλο βαθμό με αυτό. Έτσι, τα 
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αναγνώσματα που αντιστοιχούν σε τέτοια σημεία ένωσης είναι πιθανότερο να σημαίνονται 

από τα εκάστοτε εργαλεία στοίχισης ως αχαρτογράφητα (unmapped). 

Παρά την πληροφορία που μπορεί να κρύβουν τα αχαρτογράφητα αναγνώσματα, δεν 

αποτελούν συχνά αντικείμενο μελέτης. Ωστόσο, έχουν χρησιμοποιηθεί σε μερικές 

περιπτώσεις, καθώς η ανάλυσή τους μπορεί να αποκαλύψει σημαντικές πληροφορίες για τα 

υπό μελέτη γονιδιώματα (Liu et al. 2014; Whitacre et al. 2015; Faber-Hammond and Brown 

2016b, a). Για παράδειγμα, μέσω χρήσης αχαρτογράφητων αναγνωσμάτων έχουν ανιχνευθεί 

τμήματα γονιδιωμάτων παθογόνων ιών (Mwesigwa et al. 2021; Gurgul et al. 2022), ενώ 

τονίζεται η αξία χρήσης τους για την ανακάλυψη νέων και άγνωστων ιών (Lambert et al. 

2018). ⁠Επιπλέον, μέσω αυτών των αναγνωσμάτων έχει γίνει δυνατή και η χαρτογράφηση 

άγνωστων περιοχών και πολυμορφισμών στο εκάστοτε γονιδίωμα μελέτης (Faber-Hammond 

and Brown 2016b; Holden et al. 2018). 

Στο παρελθόν, άλλες ομάδες έχουν ερευνήσει τις μετατοπίσεις που έχουν συμβεί στο 

γονιδίωμα των γραμμών DGRP (Huang et al. 2014), ενώ έχει γίνει και πιο στοχευμένη 

αναζήτηση νέων NUMTs σε αυτές (Bevers et al. 2019). Παρ’ όλα αυτά και στις δύο 

περιπτώσεις δεν υπάρχει αναφορά για NUMT με τα χαρακτηριστικά που περιγράφηκαν 

παραπάνω. Στην παρούσα ενότητα γίνεται προσπάθεια ανίχνευσης ενός NUMT στη γραμμή 

DGRP-820 μέσω βιοπληροφορικής αναζήτησης χιμαιρικών αναγνωσμάτων που αντιστοιχούν 

στα άκρα του NUMT, χρησιμοποιώντας εξειδικευμένα φίλτρα, έτσι ώστε διαπιστώσουμε αν 

υπάρχει κάποιο NUMT στην περιοχή μελέτης που ορίζουν οι φαινοτυπικοί δείκτες f και mal. 

3.3 Διαδικασία 

Τα δεδομένα αλληλούχησης για τη γραμμή DGRP-820 βρίσκονται κατατεθειμένα στη 

βάση ΕΝΑ του EMBL-EBI, με κωδικό τρεξίματος SRR933598 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX006174[accn]). Το σετ δεδομένων είναι 

αποθηκευμένο σε μορφή fastq και αποτελείται από περίπου 37 εκατομμύρια αναγνώσματα 

μεγέθους 75bp, οι οποίες παράχθηκαν από Illumina paired-end αλληλούχηση (Mackay et al. 

2012), και συγκεκριμένα από την πλατφόρμα Illumina’s Genome Analyzer IIx system. Σε 

γενικές γραμμές, η στρατηγική που ακολουθήθηκε βασίστηκε στον αλγόριθμο BLAST 

(Camacho et al. 2009), ο οποίος συγκρίνει και αναφέρει όλες τις ομοιότητες που υπάρχουν 

σε μια σειρά από νουκλεοτίδια μεταξύ ενός ή περισσότερων αναγνωσμάτων (query) και μιας 
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βάσης δεδομένων (database). Η βάση δεδομένων μπορεί να αποτελείται είτε από ένα 

ολόκληρο γονιδίωμα αναφοράς, είτε από ένα μέρος αυτού. 

Στην παρούσα περίπτωση, εφόσον θέλαμε να εντοπίσουμε χιμαιρικά αναγνώσματα, στα 

οποία το ένα άκρο χαρτογραφείται στο Χ χρωμόσωμα και το άλλο άκρο χαρτογραφείται στο 

mtDNA, χρησιμοποιήσαμε ως μια πρώτη βάση δεδομένων την αλληλουχία του Χ 

χρωμοσώματος που βρίσκεται ανάμεσα στους φαινοτυπικούς δείκτες f και mal (περιοχή 

μεταξύ των βάσεων 17280964 και 20429675) και ως μια δεύτερη βάση δεδομένων ολόκληρη 

την αλληλουχία του mtDNA. Ως υποψήφια για χιμαιρικότητα αναγνώσματα δε 

χρησιμοποιήθηκαν όλα από το σετ δεδομένων της γραμμής DGRP-820, αλλά μόνο εκείνα 

που δεν χαρτογραφούνταν στο γονιδίωμα αναφοράς, καθώς όσα αναγνώσματα 

χαρτογραφούνταν επιτυχώς σε κάποιο σημείο του γονιδιώματος αναφοράς, δεν ήταν 

δυνατό να είναι χιμαιρικά. 

Τα αποτελέσματα που προκύπτουν από το BLAST (hits) περιλαμβάνουν μια σειρά 

πληροφοριών όπως το όνομα του αναγνώσματος, τις συντεταγμένες του αναγνώσματος στη 

βάση δεδομένων, καθώς και τον αριθμό των βάσεων του αναγνώσματος που βρέθηκε να 

είναι όμοιος με την αλληλουχία της βάσης δεδομένων (Εικόνα 3. 1). Αυτές οι πληροφορίες 

χρησιμοποιούνταν για να φιλτραριστούν τα αποτελέσματα, προκειμένου να ικανοποιούνται 

κάποιες προϋποθέσεις που πρέπει να πληρούν τα χιμαιρικά αναγνώσματα που 

αναζητούνταν, προκειμένου να περιγράφουν το NUMT που αναζητούσαμε (Εικόνα 3. 2). Οι 

προϋποθέσεις που ελέγχονταν είναι οι παρακάτω: 

• τμήμα του αναγνώσματος να εντοπίζεται και στις δύο αλληλουχίες της βάσης 

δεδομένων, δηλαδή και στο Χ χρωμόσωμα και στο mtDNA. 

• τα αναγνώσματα που αντιστοιχούν στο σημείο εισαγωγής του NUMT πρέπει να 

παραμένουν αχαρτογράφητα, εφόσον το NUMT δεν υπάρχει στο γονιδίωμα 

αναφοράς. Ωστόσο, τα αναγνώσματα που αντιστοιχούν στην άλλη κατεύθυνση 

(mate) πρέπει να είναι χαρτογραφημένα είτε στο Χ χρωμόσωμα είτε στο mtDNA, 

ανάλογα για το αν πρόκειται για το αριστερό ή για το δεξί άκρο του NUMT. 

• οι συντεταγμένες των αναγνωσμάτων στο mtDNA πρέπει να είναι εκτός των 

περιοχών που έχουμε ενισχύσει με PCR (1594-2385, 10631-11353), καθώς αν τα 

άκρα του NUMT βρίσκονταν μέσα σε αυτά τα τμήματα, τότε ο ένας από τους δύο 

εκκινητές του εκάστοτε ζεύγους δεν θα μπορούσε να υβριδιστεί και συνεπώς δε 

θα προέκυπτε προϊόν. 
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• η αρχή του αναγνώσματος να εντοπίζεται στο Χ χρωμόσωμα (αριστερό άκρο του 

NUMT) και το τέλος του αναγνώσματος να εντοπίζεται στο mtDNA (δεξί άκρο του 

NUMT), ή αντίστροφα. Μάλιστα, το τμήμα που εντοπίζεται στο mtDNA πρέπει να 

ξεκινάει ακριβώς μετά την τελευταία βάση που εντοπίζεται στο Χ χρωμόσωμα, ή 

αντίστροφα. 

• και τα δύο άκρα του NUMT πρέπει να εμφανίζουν συγκεκριμένες συντεταγμένες 

πάνω στο πυρηνικό γονιδίωμα, καθώς το NUMT αντιπροσωπεύει ένα σπάσιμο 

που έχει γίνει στο Χ χρωμόσωμα και μέσα στο οποίο έχει γίνει η ένθεση του 

τμήματος mtDNA. Δηλαδή, αν το σπάσιμο για την ένθεση του NUMT έγινε στη 

βάση v του πυρηνικού γονιδιώματος, τότε το τμήμα του αναγνώσματος του 

αριστερού άκρου πρέπει να εμφανίζει τη θέση ν, ενώ το τμήμα του αναγνώσματος 

του δεξιού άκρου πρέπει να εμφανίζει τη θέση ν+1 στο πυρηνικό γονιδίωμα, 

αντίστοιχα. Συνεπώς, το σπάσιμο πρέπει να αντιπροσωπεύεται από ένα ζεύγος 

αναγνωσμάτων, με τις θέσεις ν και ν+1. 

Πριν την εφαρμογή των παραπάνω, έπρεπε να καθοριστεί ποια από τα αναγνώσματα του 

σετ δεδομένων της γραμμής DGRP-820 δεν χαρτογραφούνταν σε καμία περιοχή του 

γονιδιώματος αναφοράς και ποιες χαρτογραφούνταν στο mtDNA και στην περιοχή του Χ 

χρωμοσώματος που ορίζεται από τους δείκτες f και mal. Για το λόγο αυτό έγινε 

χαρτογράφηση των αναγνωσμάτων στην έκδοση γονιδιώματος αναφοράς για τη D. 

melanogaster dm3 (BDGP Release 5) με το εργαλείο στοίχισης BWA, έκδοσης v.0.7.17 (Li 

2013). Πριν τη στοίχιση, έγινε έλεγχος της ποιότητας των αναγνωσμάτων με το εργαλείο 

usearch (v.11) (Edgar and Flyvbjerg 2015), όπου η παράμετρος Ε (αναμενόμενος αριθμός 

σφαλμάτων) ρυθμίστηκε στο 1,5 για να επιτρέπονται αναγνώσματα με μέγιστο αριθμό 

λαθών δύο με τρία. Μετά τη στοίχιση, τα διπλά αναγνώσματα (duplicate reads) αφαιρέθηκαν 

με την επιλογή MarkDuplicates της σουίτας εργαλείων Picard (v.1.96) (Wysokar et al. 2014). 

Τα δεδομένα της στοίχισης εξάγονταν σε αρχείο bam. Από εκεί και πέρα, 

χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό SAMtools (v.1.3.1) (Li et al. 2009)⁠, με σκοπό την ανάκτηση 

των αναγνωσμάτων που χαρτογραφούνταν στο υπό μελέτη τμήμα του Χ χρωμοσώματος και 

στο mtDNA, καθώς και των αχαρτογράφητων αναγνωσμάτων σε ξεχωριστά αρχεία μορφής 

fasta. Στη συνέχεια, εφαρμόστηκε ο αλγόριθμος BLAST όπως περιγράφηκε παραπάνω και τα 

hits που προέκυψαν φιλτραρίστηκαν με βάση τις παραμέτρους που περιγράφηκαν. 
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Εικόνα 3. 1: Εφαρμογή αλγόριθμου BLAST για την εύρεση ομοιοτήτων μεταξύ των αλληλουχιών 
του σετ δεδομένων της γραμμής DGRP-820 (query) στο τμήμα του Χ χρωμοσώματος μεταξύ των 

δεικτών f και mal και στο mtDNA (database). Τα αποτελέσματα εξάγονται σε πίνακα, με 
πληροφορίες όπως ο αριθμός των ομοιοτήτων και οι συντεταγμένες της ομοιότητας των 

αλληλουχιών στις αλληλουχίες της βάσης δεδομένων. 

Εικόνα 3. 2: Αναπαράσταση της ένθεσης NUMT και του τρόπου που στοιχίζονται οι χιμαιρικές 
αλληλουχίες στην αλληλουχία της βάσης δεδομένων, αλλά και του τρόπου που στοιχίζονται 

οι αλληλουχίες mate των χιμαιρικών αλληλουχιών. 
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Για τον έλεγχο της αποτελεσματικότητας της παραπάνω διαδικασίας, ήταν απαραίτητη η 

χρήση και ενός θετικού μάρτυρα. Για το λόγο αυτό ⁠, κατασκευάστηκαν δέκα αναγνώσματα 

μήκους 75bp, όσο είναι και το μήκος των αναγνωσμάτων του υπό μελέτη σετ δεδομένων. 

Από αυτά, τα μισά είχαν ομολογία κατά 50% με το mtDNA και κατά 50% με το nDNA, ενώ τα 

άλλα μισά είχαν αντίστροφή ομολογία, ώστε να αντιπροσωπεύονται και τα δύο άκρα του 

NUMT. Τα αναγνώσματα αφορούσαν ένθεση σε συγκεκριμένο σημείο του X χρωμοσώματος 

και, συγκεκριμένα, το αριστερό άκρο του υποθετικού NUMT βρισκόταν μετά τη θέση 

20000000 του Χ χρωμοσώματος, ενώ το δεξί άκρο του NUMT βρισκόταν πριν τη θέση 

20000001 του Χ χρωμοσώματος. Η αλληλουχία που χρησιμοποιήθηκε για το mtDNA ήταν 

τμήμα του γονιδίου CoxI. Στα αναγνώσματα αυτά εφαρμόστηκαν τα ίδια φίλτρα που 

περιγράφηκαν παραπάνω και ελέγχθηκε αν ανιχνεύονται από τη διαδικασία ως πιθανά 

χιμαιρικά αναγνώσματα που αντιστοιχούν σε NUMT. 

3.4 Αποτελέσματα και συζήτηση 

Από τη διαδικασία της στοίχισης στο γονιδίωμα αναφοράς υπήρχαν 5119412 

αναγνώσματα που σημάνθηκαν ως αχαρτογράφητα από το εργαλείο στοίχισης. Τα hits που 

προέκυψαν μετά την εφαρμογή του αλγόριθμου BLAST σε αυτά τα αναγνώσματα ήταν της 

τάξης των μερικών εκατοντάδων χιλιάδων. Μετά την εφαρμογή των τριών πρώτων φίλτρων, 

τα αχαρτογράφητα αναγνώσματα που τμήμα τους βρισκόταν και στο Χ χρωμόσωμα και στο 

mtDNA (εκτός των περιοχών που είχαν ενισχυθεί με PCR), αλλά και που είχαν mate 

ανάγνωσμα είτε στο Χ χρωμόσωμα είτε στο mtDNA ήταν συνολικά 588. 

Σε αυτά τα αναγνώσματα αναζητήθηκαν εκείνα που πληρούσαν τα δύο τελευταία 

κριτήρια που είχαν τεθεί σε σχέση με τη θέση της ένθεσης στο Χ χρωμόσωμα, αλλά και σε 

σχέση με τις ομοιότητες που είχε το κάθε ανάγνωσμα με τις δύο αλληλουχίες της βάσης 

δεδομένων. Από αυτό το σημείο και κάτω, το περαιτέρω φιλτράρισμα των αναγνωσμάτων 

και η επιλογή αυτών που θα μπορούσαν να αντιστοιχούν σε κάποια αλληλουχία NUMT ήταν 

ιδιαίτερα δύσκολη. Αρχικά, εφαρμόστηκε το κριτήριο που απαιτούσε ένα τμήμα του 

αναγνώσματος να βρίσκεται στο Χ χρωμόσωμα και όλο το υπόλοιπο να βρίσκεται στο 

mtDNA. Στη συνέχεια εφαρμόστηκε το κριτήριο που σχετιζόταν με το σημείο ένθεσης στο Χ 

χρωμόσωμα. Από αυτό το κριτήριο προέκυψαν αρκετές θέσεις ν, οποίες θα μπορούσαν να 

αποτελούν το ένα άκρο του NUMT, καθώς βρέθηκαν ως κοινό χαρακτηριστικό μεταξύ 

μερικών αναγνωσμάτων. Ωστόσο, σε καμία περίπτωση δε βρέθηκε σε κάποιο ανάγνωσμα η 
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θέση ν+1 που θα αντιπροσώπευε το άλλο άκρο της ένθεσης του NUMT. Σε αυτό το σημείο 

θεωρήσαμε ότι το πρώτο κριτήριο που εφαρμόστηκε ήταν αρκετά συντηρητικό. Συνεπώς, το 

φίλτρο επαναπροσαρμόστηκε, ώστε να επιτρέπεται αλληλεπικάλυψη έως τρεις βάσεις στις 

συντεταγμένες ομοιότητας του εκάστοτε αναγνώσματος με τις αλληλουχίες της βάσης 

δεδομένων, αλλά και αντίστοιχο κενό έως τρεις βάσεις. Μετά την εφαρμογή αυτού του 

κριτηρίου, οι πιθανές θέσεις ένθεσης στο Χ χρωμόσωμα ήταν περισσότερες, ωστόσο 

εξακολουθούσε να μην εμφανίζεται η θέση ν+1. 

Από τα παραπάνω είναι φανερό ότι ο αριθμός των hits από το BLAST ήταν αδύνατο να 

περιοριστεί από ένα σημείο και μετά σε σημαντικό βαθμό, παρά τα αυστηρά φίλτρα που 

χρησιμοποιήθηκαν. Επιπλέον, παρά τον μεγάλο αριθμό των hits που παρέμειναν στο σετ 

δεδομένων μετά την εφαρμογή των κριτηρίων, δε βρέθηκε κανένα υποψήφιο ανάγνωσμα 

που να τηρεί το κριτήριο της θέσης της ένθεσης στο X χρωμόσωμα. Δηλαδή, η διαδικασία 

φαινόταν να δίνει πολλά ψευδή αποτελέσματα. Εκτός αυτών, τα αποτελέσματα από την 

ανάλυση των αναγνωσμάτων που κατασκευάστηκαν ως θετικοί μάρτυρες ήταν, επίσης, 

αρκετά αποθαρρυντικά. Πιο συγκεκριμένα, η προκαθορισμένη θέση 20000000 που έπρεπε 

να εμφανίζεται ως θέση στα hits, εμφανίστηκε μόνο στα τέσσερα από τα δέκα χιμαιρικά 

αναγνώσματα που κατασκευάστηκαν, ενώ η θέση 20000001 δεν εμφανίστηκε σε κανένα από 

τα hits. Συνεπώς, από την ανάλυση του θετικού μάρτυρα φάνηκε ότι ένα σημαντικό μέρος 

των θέσεων στις οποίες γίνονται πιθανές ενθέσεις χάνονται σε κάποιο σημείο της ανάλυσης. 

Η παραπάνω ανάλυση δε συνεχίστηκε περαιτέρω, καθώς φαινόταν αδύνατο να 

περιοριστεί άμεσα ο μεγάλος αριθμός των hits με τα πειραματικά δεδομένα και κριτήρια 

που χρησιμοποιούσαμε το συγκεκριμένο χρονικό διάστημα και η αναζήτηση συνεχίστηκε με 

άλλα πειράματα που παρουσιάστηκαν στην προηγούμενη ενότητα. Θεωρούμε ότι ένα πολύ 

βασικό μειονέκτημα της μεθόδου είναι ότι χρησιμοποιήθηκαν αναγνώσματα με πολύ μικρό 

μέσο μήκος (75bp). Γενικά, οι ελλείψεις (deletions) ή οι ενθέσεις (insertions) μεγαλύτερες 

των 20 νουκλεοτιδίων, όπως είναι και το NUMT που αναζητείται στην παρούσα ενότητα, 

ορίζονται ως δομικά αλληλόμορφα (structural variants, Zverinova and Guryev 2021) και 

αποτελούν μεγάλο μέρος της ποικιλομορφίας που απαντάται σε ένα γονιδίωμα 

(Weischenfeldt et al. 2013). H δυσκολία ανίχνευσης αλληλομόρφων αυτής της κατηγορίας 

είναι ευρέως καταγεγραμμένη στη βιβλιογραφία (Goodwin et al. 2016; Ashley 2016). 

Η αλληλούχηση ολόκληρων γονιδιωμάτων (WGS) είναι μία πάγια τακτική για την 

ανίχνευση πολυμορφισμών σε αυτά, ωστόσο σε σύγκριση με τους μικρού μεγέθους 



83 

 

πολυμορφισμούς, η ακριβής ανίχνευση και ταυτοποίηση δομικών αλληλομόρφων 

παραμένει δύσκολη (Goodwin et al. 2016; Ashley 2016) ⁠. Το πρόβλημα είναι ακόμα 

μεγαλύτερο σε περιπτώσεις όπου το μέγεθος του δομικού αλληλομόρφου είναι μεγαλύτερο 

από το μέγεθος των παραγόμενων αναγνωσμάτων, το οποίο για πολλές ευρέως 

χρησιμοποιούμενες τεχνικές αλληλούχησης είναι 100-150bp. Σε αυτές τις περιπτώσεις τα 

σφάλματα που προκύπτουν από τη χαρτογράφηση των αναγνωσμάτων είναι πολυάριθμα, 

κάνοντας δύσκολη την εύρεση δομικών αλληλομόρφων (Simpson et al. 2009; Li et al. 2010) ⁠. 

Στην παρούσα ενότητα η προσπάθεια εστιάστηκε στο να ταυτοποιήσουμε χιμαιρικά 

αναγνώσματα μεταξύ των αλληλουχιών που έχουν παραμείνει αχαρτογράφητα. Σε άλλες 

μελέτες, ωστόσο, τα αχαρτογράφητα αναγνώσματα έχουν χρησιμοποιηθεί για την 

ταυτοποίηση άγνωστων περιοχών στα γονιδιώματα με μία τελείως διαφορετική προσέγγιση. 

Ειδικότερα, οι Holden et al. (2018) χρησιμοποίησαν αχαρτογράφητα αναγνώσματα για να 

φτιάξουν contigs. Τα contigs είναι αλληλουχίες που παράγονται από την αλληλεπικάλυψη 

μικρότερων αναγνωσμάτων, χωρίς χρήση γονιδιώματος αναφοράς (de novo assembly). Τα 

contigs που παράχθηκαν από το de novo assembly αναγνωσμάτων με μέσο μήκος τα 100bp 

χαρτογραφήθηκαν στο γονιδίωμα αναφοράς με αποτέλεσμα την ανακάλυψη μιας ένθεσης 

447bp. Η προσέγγιση αυτή χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά από μία άλλη ομάδα 

ερευνητών, η οποία κατάφερε με αυτό τον τρόπο την ανακάλυψη νέων δομικών 

αλληλομόρφων στον άνθρωπο (Faber-Hammond and Brown 2016a) και στο ψάρι-ζέβρα 

(Faber-Hammond and Brown 2016b). Ενδεχομένως, η προσέγγιση αυτή να ήταν 

καταλληλότερη δεδομένων των μικρού μήκους αναγνωσμάτων που είχαμε διαθέσιμες. 

Ωστόσο, η μεγάλου μήκους ένθεση που αναζητάμε εδώ πιθανόν να μην αναδεικνυόταν ούτε 

με την παραπάνω τεχνική. 

Υπάρχουν πιθανοί τρόποι που θα μπορούσαν να βελτιώσουν την απόδοση της 

προσέγγισης που παρουσιάζεται στην παρούσα μελέτη. Ένας από αυτούς θα ήταν να 

χρησιμοποιηθεί ένα άλλο διαθέσιμο σετ δεδομένων αλληλούχησης που έχει παραχθεί από 

το σύστημα αλληλούχησης 454 GS FLX Titanium, το οποίο παράγει αναγνώσματα μήκους 

περίπου 300bp. Ένας δεύτερος τρόπος που θα μπορούσε να βοηθήσει είναι η στοίχιση των 

αχαρτογράφητων αναγνωσμάτων στο γονιδίωμα αναφοράς του βακτηρίου Wolbachia. 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, ένα μέρος των αχαρτογράφητων αναγνωσμάτων 

αντιστοιχούν σε γονιδιώματα βακτηρίων που είναι παρόντα στους οργανισμούς που 

αλληλουχούνται (Sangiovanni et al. 2019). Η παρουσία του βακτηρίου Wolbachia έχει 
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παρατηρηθεί σε πολλά είδη εντόμων, συμπεριλαμβανομένης και της Drosophila (Dean et al. 

2003). Με βάση τα παραπάνω, η στοίχιση των αχαρτογράφητων αναγνωσμάτων στο 

γονιδίωμα του Wolbachia θα μείωνε τον αριθμό των αχαρτογράφητων αναγνωσμάτων και 

κατ’ επέκταση θα διευκόλυνε το φιλτράρισμα των hits από τον αλγόριθμο BLAST. 

Επιπρόσθετα, η βιοπληροφορική προσέγγιση που παρουσιάζουμε εδώ θα μπορούσε να 

ωφεληθεί σε μεγάλο βαθμό από τα νέα δεδομένα που υπάρχουν σχετικά με την ένθεση του 

NUMT στη γραμμή DGRP-820. Πιο συγκεκριμένα, μετά την παύση της παρούσας ανάλυσης, 

έγινε γνωστό μέσω των δοκιμών long PCRs (υποενότητα 2.9.3) ότι το σπάσιμο του mtDNA 

βρίσκεται μεταξύ των μιτοχονδριακών θέσεων 7339 και 10631, ενώ υπολογίστηκε ότι το 

μέγεθος της ένθεσης πρέπει να είναι τουλάχιστον 16225bp. Αυτά τα δεδομένα θα 

μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ώστε η αλληλουχία του mtDNA στη βάση δεδομένων να 

είναι κατά πολύ μικρότερη, μειώνοντας ταυτόχρονα τα hits που προκύπτουν από το BLAST. 

Επιπλέον, το εκτιμώμενο μέγεθος του NUMT θα μπορούσε να βοηθήσει στον προσδιορισμό 

πιθανών ζευγών χιμαιρικών αναγνωσμάτων, καθένα από τα οποία θα αντιστοιχεί σε ένα 

άκρο του NUMT. Τέλος, όλα τα παραπάνω θα έπρεπε να συνδυαστούν με λιγότερο 

συντηρητικά φίλτρα, καθώς από το θετικό μάρτυρα φάνηκε ότι το πρόβλημα δεν ήταν μόνο 

ο μεγάλος αριθμός hits, αλλά και το ότι τα αναγνώσματα ενδιαφέροντος αποκλείονται σε 

κάποιο σημείο της ανάλυσης. 

Ακόμα και με την εφαρμογή όλων των παραπάνω, εξακολουθεί να είναι μεγάλη η 

πιθανότητα η ανίχνευση του NUMT να μην ήταν δυνατή λόγω του μικρού μεγέθους των 

αναγνωσμάτων που υπάρχουν στα διαθέσιμα σετ δεδομένων. Χαρακτηριστική είναι η 

περίπτωση των Bevers et al. (2019) που χρησιμοποίησαν αναγνώσματα από δύο συστήματα 

αλληλούχησης Illumina και ένα σύστημα αλληλούχησης 454 προκειμένου να εντοπίσουν νέα 

NUMTs σε 169 γραμμές DGRP. Οι ερευνητές χρησιμοποίησαν συνδυαστικά τα αναγνώσματα 

που παράχθηκαν προκειμένου να εντοπίσουν χιμαιρικά αναγνώσματα, μέσω χρήσης της 

παραμέτρου CIGAR, που προκύπτει από τη στοίχιση στο γονιδίωμα αναφοράς. Η 

παράμετρος CIGAR (Compact Idiosyncratic Gapped Alignment Report) αποτελεί μια 

αναπαράσταση του τρόπου που έχει γίνει η στοίχιση ενός αναγνώσματος στο γονιδίωμα 

αναφοράς. Παραδείγματος χάριν, σε ένα ανάγνωσμα 75bp, η ένδειξη 75Μ στην παράμετρο 

CIGAR υποδηλώνει ότι όλο το ανάγνωσμα έχει βρεθεί και στοιχηθεί στο γονιδίωμα 

αναφοράς. Με βάση αυτή την παράμετρο, οι ερευνητές εντόπισαν αναγνώσματα που μέρος 

τους δεν είχε τέλεια στοίχιση με το γονιδίωμα αναφοράς και που θα μπορούσαν να 
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αντιστοιχούν σε άκρα NUMTs. Με τη χρήση αυτής της μεθόδου οι ερευνητές εντόπισαν 

τέσσερα νέα NUMTs με μέγιστο μέγεθος τα 152bp. Ωστόσο, η μέθοδος δεν ανίχνευσε NUMT 

αντίστοιχου μεγέθους με αυτό που αναζητάμε εμείς, γεγονός που υποδεικνύει ότι η 

προσέγγιση σε περιπτώσεις αναζήτησης μεγάλου μεγέθους NUMTs πρέπει να είναι 

διαφορετική. 

Πλέον, η ανίχνευση μεγάλων ενθέσεων έχει γίνει αρκετά απλούστερη και πιο ακριβής με 

τη χρήση μεθόδων αλληλούχησης που παράγουν αναγνώσματα μεγάλου μήκους 10–50 kbp 

(Pacific Biosciences και Oxford Nanopore Technologies). Οι τεχνολογίες αυτές είναι 

καταλληλότερες γιατί μπορούν να αλληλουχήσουν ολόκληρη ή σχεδόν ολόκληρη την 

ένθεση, σε αντίθεση με τις τεχνολογίες που παράγουν μικρού μήκους αναγνώσματα (Loomis 

et al. 2013; Sedlazeck et al. 2018; Chen et al. 2019). Οι τεχνολογίες αυτές χρησιμοποιούνται 

ήδη ευρέως για την ανίχνευση μεγάλων δομικών αλληλομόρφων (Wang et al. 2015b; Fatima 

et al. 2020; Sakamoto et al. 2021). Θεωρούμε ότι δεδομένου του εκτιμώμενου μεγέθους του 

NUMT που αναζητούμε οι τεχνολογίες αυτές είναι οι καταλληλότερες για την εύρεση των 

συντεταγμένων της ένθεσης του mtDNA στο Χ χρωμόσωμα της γραμμής DGRP-820. 
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4 Μελέτη της ετεροπλασμίας σε υβριδικούς φυσικούς 

πληθυσμούς 

4.1 Σκοπός 

Η διαρροή πατρικού mtDNA είναι ένα φαινόμενο που όπως φαίνεται δεν είναι τόσο 

σπάνιο όσο πιστευόταν παλαιότερα. Η διαρροή αυτή απαντάται συχνότερα, ή τουλάχιστον 

ανιχνεύεται συχνότερα, σε φυσικές ζώνες υβριδισμού ή πειραματικές διαειδικές 

διασταυρώσεις. Ο υβριδισμός είναι μεγάλης σημασίας για τα μιτοχονδριακά γονιδιώματα, 

καθώς δίνει την ευκαιρία σε έναν απλότυπο να βρεθεί στο ίδιο κύτταρο με έναν δεύτερο 

διαφορετικό και να ανασυνδυαστεί, αναστρέφοντας έτσι τις δυσμενείς συνέπειες της 

συσσώρευσης επιβλαβών μεταλλαγών (Muller’s Ratchet). Επιπλέον, είναι ένα φαινόμενο 

που έχει βρεθεί να συμβαίνει σε αρκετές περιπτώσεις φυσικών πληθυσμών (Radojičić et al. 

2015; Gandolfi et al. 2017), ενώ έχει αποδειχθεί και διαφορετική αναλογία στην 

ετεροπλασμία ως προς το φύλο (Dokianakis and Ladoukakis 2014). Κατά συνέπεια, η μελέτη 

της διαρροής πατρικού mtDNA μέσω υβριδίων είναι ιδιαίτερης σημασίας. 

Η επικρατέστερη άποψη για την ετεροπλασμία είναι ότι πρόκειται για ένα τυχαίο 

φαινόμενο, που εμφανίζεται είτε λόγω μεταλλαγών είτε λόγω δυσλειτουργίας των 

μηχανισμών που προστατεύουν τη μονογονεϊκή κληρονόμηση (Hauswirth and Laipis 1982; 

Jenuth et al. 1997; Wonnapinij et al. 2008). Παρ’ όλα αυτά, υπάρχουν θεωρητικές μελέτες 

που υποστηρίζουν ότι η ετεροπλασμία υπόκειται σε δράση φυσικής επιλογής και ότι 

αποτελεί ένα χαρακτηριστικό που εξελίσσεται (Hoekstra 2000; Radzvilavicius et al. 2017). Αν 

όντως η ετεροπλασμία αποτελεί στόχο της φυσικής επιλογής, τότε αυτό συνεπάγεται ότι σε 

κάποιο βαθμό, τουλάχιστον, ελέγχεται γενετικά και, άρα, τα πρότυπα που εμφανίζει είναι 

μη τυχαία. 

Για τη μελέτη της δυναμικής της ετεροπλασμίας και των προτύπων που τη χαρακτηρίζουν 

είναι απαραίτητος μεγάλος αριθμός ετεροπλασμικών ατόμων. Ωστόσο, δεδομένης της 

σπανιότητας της ετεροπλασμίας σε φυσικούς πληθυσμούς και της χαμηλής της συχνότητας 

στα άτομα (Nunes et al. 2013; Li et al. 2015b), η εύρεση μεγάλου αριθμού ετεροπλασμικών 

ατόμων καθίσταται ιδιαίτερα δύσκολη. Συνεπώς, για τη μελέτη της δυναμικής της 

ετεροπλασμίας είναι απαραίτητη η χρήση διαφορετικών συστημάτων μελέτης που 

χαρακτηρίζονται από υψηλά επίπεδα ετεροπλασμίας. Ένα τέτοιο σύστημα μελέτης 
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αποτελούν τα υβρίδια από διαειδικές διασταυρώσεις. Στα υβρίδια αυτά συμβαίνει διαρροή 

πατρικού mtDNA με αρκετά μεγαλύτερη συχνότητα σε σχέση με απογόνους ενδοειδικών 

διασταυρώσεων (Dokianakis and Ladoukakis 2014; Radojičić et al. 2015), γεγονός που τα 

καθιστά ένα σπουδαίο εργαλείο για τη μελέτη της δυναμικής της ετεροπλασμίας. Η μελέτη 

της ετεροπλασμίας σε υβρίδια έχει επίσης το πλεονέκτημα ότι η ανίχνευση των δύο 

διαφορετικών μιτότυπων είναι ευκολότερη, καθώς οι μιτότυποι προέρχονται από 

διαφορετικά είδη και συνεπώς φέρουν περισσότερες διαφορές σε επίπεδο νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας (Ladoukakis and Zouros 2017). 

Στο παρόν κεφάλαιο, χρησιμοποιήσαμε υβρίδια από τα είδη D. simulans και D. 

mauritiana για να μελετήσουμε τη δυναμική της ετεροπλασμίας μεταξύ οικογενειών με 

διαφορετικό γενετικό υπόβαθρο, που αντιπροσωπεύουν την ποικιλομορφία στη φύση, και 

τις διαφορές που παρατηρούνται μεταξύ αυτών. Η μελέτη αυτή θα δώσει νέα στοιχεία για 

το αν η διαρροή πατρικού mtDNA και η ετεροπλασμία που προκύπτει από αυτή είναι ένα 

τυχαίο γεγονός ή ένα φαινόμενο που υπόκειται σε κάποιου είδους γενετικό έλεγχο. 

4.2 Υλικά και Μέθοδοι 

4.2.1 Συλλογή μυγών και κατασκευή ισοθηλυκών γραμμών 

Οι γραμμές των μυγών που χρησιμοποιήθηκαν προέρχονται από μύγες που συλλέχθηκαν 

από τη φύση και συγκεκριμένα από την περιοχή Βούτες του Ηρακλείου. Για τη συλλογή τους 

χρησιμοποιήθηκαν πλαστικές παγίδες με φρούτα, οι οποίες αφήνονταν στο χώρο της 

δειγματοληψίας τουλάχιστον για 24 ώρες. 

Την επόμενη μέρα, οι μύγες συλλέγονταν από τις παγίδες και τοποθετούνταν σε σωλήνες 

καλλιέργειας, έως ότου γινόταν σε πρώτη φάση ο διαχωρισμός των ατόμων Drosophila που 

ανήκαν στην ομάδα ειδών melanogaster (melanogaster species subgroup) και μετά σε 

δεύτερη φάση ο διαχωρισμός τους σε αρσενικά και θηλυκά. Για την κατασκευή των 

ισοθηλυκών γραμμών, τα παραπάνω θηλυκά, τα περισσότερα από τα οποία αναμενόταν να 

είναι γονιμοποιημένα, μπήκαν ατομικά σε σωλήνες καλλιέργειας προκειμένου να αφήσουν 

απογόνους. Τα παραπάνω θηλυκά αναμένονταν να ανήκουν είτε στο είδος D. simulans είτε 

στο είδος D. melanogaster (Triantafyllidis and Tsacas 1981). Τα θηλυκά που τελικά 

χρησιμοποιήθηκαν ανήκαν στο είδος D. simulans, καθώς οι διασταυρώσεις μεταξύ θηλυκών 

D. melanogaster και αρσενικών D. mauritiana έχουν σχετικά μικρό ποσοστό επιτυχίας (38%) 



88 

 

και παράγουν μόνο στείρα αρσενικά (Lee and Watanabe 1987). Ωστόσο, επειδή η 

μορφολογική διάκριση μεταξύ D. simulans και D. melanogaster γίνεται από τα αρσενικά και 

όχι από τα θηλυκά άτομα (Εικόνα 4. 1), οι γραμμές που χρησιμοποιήθηκαν για τις διαειδικές 

διασταυρώσεις επιλέχθηκαν μετά την παραγωγή απογόνων από τα παραπάνω θηλυκά. 

Συνεπώς, στην F1 γενιά καθορίσαμε το είδος των γραμμών με βάση τη μορφολογία των 

γεννητικών οργάνων των αρσενικών μυγών με τη βοήθεια στερεοσκοπίου και κρατήσαμε τις 

γραμμές που ήταν του είδους D. simulans. 

Πριν τη διεξαγωγή των πειραμάτων ήταν απαραίτητος ο έλεγχος των μυγών για την 

παρουσία του ενδοσυμβιοτικού βακτηρίου Wolbachia. Το βακτήριο Wolbachia προκαλεί ένα 

φαινόμενο που ονομάζεται κυτταροπλασματική ασυμβατότητα και έχει παρατηρηθεί σε 

πολλά είδη εντόμων (Dean et al. 2003). Στην πιο απλή της μορφή, η κυτταροπλασματική 

ασυμβατότητα συμβαίνει όταν σπέρμα από ένα προσβεβλημένο αρσενικό γονιμοποιεί αυγά 

ενός μη προσβεβλημένου θηλυκού, το οποίο έχει ως αποτέλεσμα τη μειωμένη εκκόλαψη 

αυγών (Zhou et al. 1998). Επιπλέον, το βακτήριο Wolbachia κληρονομείται μητρικά στη D. 

simulans, όπως και το mtDNA (Dean et al. 2003). Ο μιτότυπος που συσχετίζεται με την 

προσβολή αυξάνει τη συχνότητά του, το οποίο συνεπάγεται και μείωση της ποικιλομορφίας 

των μιτότυπων (Turelli et al. 1992). Συνεπώς, η εξάλειψη του βακτηρίου από τις ισοθηλυκές 

γραμμές είναι σημαντική, καθώς η παρουσία του μπορεί να επηρεάσει τη συχνότητα με την 

οποία παρατηρείται ετεροπλασμία στα υπό μελέτη υβρίδια. 

Για τον έλεγχο της παρουσίας του βακτηρίου Wolbachia, χρησιμοποιήθηκαν οι ειδικοί για 

το βακτήριο εκκινητές wolF και wolR (με αλληλουχίες 5'-TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT-3’ 

και 5'-GAATAGGTATGATTTTCATGT-3’, αντίστοιχα) με τις συνθήκες που περιγράφηκαν από 

τους O’neill et al. (1992), όπου διαπιστώθηκε η παρουσία του σε όλες τις γραμμές που 

Εικόνα 4. 1: Γεννητικά όργανα αρσενικών του είδους D. simulans (αριστερά) και αρσενικών 
του είδους D. melanogaster (δεξιά) (Ashburner et al. 2011). 
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ελέγχθηκαν. Για τη θεραπεία των γραμμών χρησιμοποιήθηκε τετρακυκλίνη στο μέσο 

καλλιέργειας των μυγών σε συγκέντρωση 0,25mg/ml για δύο γενιές (Brennan et al. 2012). 

Μετά το πέρας της θεραπείας με τετρακυκλίνη, οι γραμμές ελέγχθηκαν ξανά για την 

παρουσία του βακτηρίου με τη διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω, όπου και 

διαπιστώθηκε ότι οι γραμμές είχαν καθαρίσει πλήρως από την παρουσία του βακτηρίου. 

Συνεπώς, οι γραμμές ήταν έτοιμες για να χρησιμοποιηθούν σε διασταυρώσεις. 

4.2.2 Διαειδικές διασταυρώσεις 

Όλες οι γραμμές των ειδών Drosophila που χρησιμοποιήθηκαν στο παρόν κεφάλαιο 

διατηρούνται στο εργαστήριο Πληθυσμιακής Γενετικής και Εξέλιξης σε θερμοκρασία 25οC, 

μέσα σε σωλήνες καλλιέργειας με τροφή και κλεισμένους με βαμβάκι. Η τροφή τους 

αποτελείται από ένα μείγμα άγαρ, σουκρόζης, μαγιάς και καλαμποκάλευρου (Ashburner et 

al. 2005). Για τη μελέτη της ετεροπλασμίας μεταξύ οικογενειών με διαφορετικό γενετικό 

υπόβαθρο πραγματοποιήθηκαν διαειδικές διασταυρώσεις μεταξύ θηλυκών από τις 

παραπάνω ισοθηλυκές γραμμές και αρσενικών από το εργαστηριακό είδος D. mauritiana με 

μιτότυπο maII (Fauron and Wolstenholme 1980). Από τη βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι από 

τη συγκεκριμένη διασταύρωση παράγονται γόνιμα θηλυκά και στείρα αρσενικά (Lee and 

Watanabe 1987). Παρθένα θηλυκά συλλέγονταν από τις ισοθηλυκές γραμμές κάθε έξι με 

οκτώ ώρες και διασταυρώνονταν τουλάχιστον 48 ώρες μετά τη συλλογή τους. Αρσενικά 

άτομα συλλέγονταν μία φορά την ημέρα. Πριν τη διεξαγωγή της διασταύρωσης το φύλο των 

μυγών ελεγχόταν ξανά προς αποφυγή λαθών. Σε κάθε διασταύρωση χρησιμοποιούνταν ένα 

θηλυκό από τις ισοθηλυκές γραμμές και τρία αρσενικά D. mauritiana (αναλογία 1:3), καθώς 

η χρήση περισσότερων του ενός αρσενικού αυξάνει την αρμοστικότητα του θηλυκού και κατ’ 

επέκταση την επιτυχία της διασταύρωσης (Taylor et al. 2008). Οι απόγονοι από κάθε θηλυκό 

αποτελούσαν μια οικογένεια (Εικόνα 4. 2). Μετά από κάθε διασταύρωση οι απόγονοι 

φυλάσσονταν σε απόλυτη αιθανόλη (EtOH 100%) μέχρι την περαιτέρω ανάλυσή τους. 
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4.2.3 Εξαγωγή γενωμικού DNA (gDNA) και αλυσιδωτή αντίδραση 

πολυμεράσης (PCR) 

Για όλες τις εξαγωγές γενωμικού DNA (gDNA) εφαρμοζόταν το Πρωτόκολλο Εξαγωγής 1 

των O’neill et al. (1992), το οποίο περιγράφεται αναλυτικά στο Παράρτημα. Για την κάθε 

εξαγωγή χρησιμοποιούσαμε μία μύγα (single-fly extraction), έτσι ώστε η ετεροπλασμία να 

παρακολουθείται σε επίπεδο ατόμου. Πριν την εξαγωγή, προσδιοριζόταν το φύλο των μυγών 

με τη βοήθεια στερεοσκοπίου και στη συνέχεια τα άτομα τοποθετούνταν σε σωλήνες 

eppendorf 1,5ml. Επιπλέον, πριν την εφαρμογή του πρωτόκολλου εξαγωγής οι σωλήνες με 

τις μύγες τοποθετούνταν σε heatblock στους 37οC για 20 με 30 λεπτά προκειμένου να εξατμιστεί 

όλη η αιθανόλη από τους ιστούς, καθώς αποτελεί ισχυρό ανασταλτικό παράγοντα για την PCR. 

Σε όποιες οικογένειες δεν υπήρχε επάρκεια ατόμων, γινόταν εξαγωγή από τον μέγιστο δυνατό 

αριθμό ατόμων. 

Η τεχνική που χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση των μιτότυπων που έφεραν τα 

υβρίδια, ήταν η allele-specific PCR. Πιο συγκεκριμένα, για κάθε άτομο γίνονταν δύο PCR, μία 

για την ανίχνευση του μητρικού μιτότυπου και μία για την ανίχνευση του πατρικού 

μιτότυπου (leakage PCR). Για τη διάκριση μεταξύ μητρικού και πατρικού μιτότυπου 

Εικόνα 4. 2: Κατασκευή ισοθηλυκών γραμμών και διασταυρώσεις για την παραγωγή οικογενειών 
υβριδίων. Καθένα από τα θηλυκά των γραμμών διασταυρώνεται με τρία αρσενικά D. mauritiana, 

δίνοντας οικογένειες υβριδίων. Ο αριθμός στις οικογένειες αντιπροσωπεύει την ισοθηλυκή 
γραμμή από την οποία προήλθε η οικογένεια. 



91 

 

χρησιμοποιούνταν σε κάθε περίπτωση ζεύγη εκκινητών, τα οποία ήταν σχεδιασμένα ειδικά 

για τον κάθε μιτότυπο (allele-specific PCR). Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για τον κάθε 

μιτότυπο, οι θερμοκρασίες υβριδοποίησής τους, οι αλληλουχίες τους, καθώς και το μέγεθος 

των παραγόμενων τμημάτων φαίνονται στον Πίνακα 4. 1. Όλα τα ζεύγη πολλαπλασιάζουν 

τμήμα του γονιδίου της κυτοχρωμικής οξειδάσης Ι (CoxI). 

Για κάθε αντίδραση PCR για το μητρικό μιτότυπο χρησιμοποιούνταν τα παρακάτω 

συστατικά: 1x Taq polymerase buffer (EnzyQuest Biotechnology, IMBB, Greece), 0,4mΜ από 

κάθε εκκινητή, 1,5mM MgCl2, 0,2mM dNTPs, 0,4mg/ml BSA, 0,5U Taq DNA polymerase, 1μl 

DNA και υπερκαθαρό Η2Ο μέχρι τον τελικό όγκο της αντίδρασης που ήταν τα 15μl. Για τις 

leakage PCR χρησιμοποιήθηκαν οι ίδιες συγκεντρώσεις αντιδραστηρίων με τις PCR για το 

μητρικό μιτότυπο, αλλά με 2mM MgCl2 αντί για 1,5mM. Οι συνθήκες της αντίδρασης για το 

μητρικό μιτότυπο φαίνονται στον Πίνακα 4. 2, ενώ οι συνθήκες για τις leakage PCR φαίνονται 

στον Πίνακα 4. 3. Σε όλες τις περιπτώσεις χρησιμοποιήθηκαν οι κατάλληλοι θετικοί και 

αρνητικοί μάρτυρες, έτσι ώστε να ελέγχεται κάθε φορά η ειδικότητα του εκάστοτε ζεύγους 

εκκινητών. Συγκεκριμένα, στις PCR για το μητρικό μιτότυπο, ο θετικός μάρτυρας ήταν DNA 

από το είδος D. simulans και ο αρνητικός μάρτυρας ήταν DNA από το είδος D. mauritiana. 

Όλα τα προϊόντα της PCR ηλεκτροφορούνταν σε πήκτωμα αγαρόζης 1% βαμμένο με 

βρωμιούχο αιθίδιο (EtBr). Τέλος, τα προϊόντα οπτικοποιούνταν με χρήση υπεριώδους 

ακτινοβολίας. 

Γενικά, το είδος D. simulans φέρει τρεις διαφορετικούς μιτότυπους, τους siI, siII και siIII 

(Solignac and Monnerot 1986). Πριν την έναρξη των διασταυρώσεων ήταν απαραίτητος ο 

καθορισμός των μιτότυπων που φέρει η κάθε γραμμή, για να είναι εφικτή η επιλογή των 

σωστών εκκινητών για τις PCR για το μητρικό μιτότυπο, αλλά και η χρήση των κατάλληλων 

θετικών και αρνητικών μαρτύρων. Συγκεκριμένα, ελέγχθηκαν πέντε άτομα από κάθε γραμμή 

για την παρουσία των παραπάνω μιτότυπων με εκκινητές ειδικούς για τον καθένα από 

αυτούς (Πίνακας 4. 1). Οι συνθήκες της PCR σε αυτή την περίπτωση ήταν οι ίδιες που 

περιγράφηκαν παραπάνω για τις PCR του μητρικού μιτότυπου, εκτός του ζεύγους 

1588+/2374- που είχε διαφορά στη θερμοκρασία υβριδοποίησης, η οποία ήταν στους 61°C 

(Πίνακας 4. 2). Όλες οι γραμμές έφεραν το μιτότυπο siII, το οποίο αναμενόταν λόγω της 

παγκόσμιας κατανομής του, αλλά και συγκεκριμένα της γνωστής του παρουσίας στον 

ελλαδικό χώρο (Ballard and James 2004; Ballard et al. 2007). 
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Πίνακας 4. 1: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν, οι θερμοκρασίες υβριδοποίησής τους και το μέγεθος των παραγόμενων τμημάτων. 

Αναφορά Εκκινητές Αλληλουχία (5’ -> 3’) Ειδικότητα 

Μέγεθος 

προϊόντος 

PCR (bp) 

Tm (oC) 

(Dokianakis 

and 

Ladoukakis, 

2014) 

siI_1737F TCCTGATATAGCATTTCCA 
siI αντί siII, 

siIII, maII 
794 58 

siI_2531R GTTAATCCTCCTACTGTG 

(Polovina et 

al., 2020) 

siII_1737F CCCTGATATAGCATTCCCG siII αντί siI, 

siIII, maII 
794 58 

siII_2531R GTTAACCCCCCTACTGTA 

(Parakatselaki 

et al., 2022) 

1588+ GAATTAGGACATCCTGGAGCAT siIII αντί siI, 

siIΙ, maII 
786 61 

2374- GAGTATCAACGTCTATTCCAACTGTG 

(Polovina et 

al., 2020) 

siI_1737F TCCTGATATAGCATTTCCA maII αντί 

siI, siIΙ, siIII 
794 58 

maurI_2531R CATGATGCAAAAGGTACGAG 
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Πίνακας 4. 2: Συνθήκες PCR για τα ζεύγη εκκινητών για τους si μιτότυπους. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πίνακας 4. 3: Συνθήκες PCR για το ζεύγος εκκινητών siI_1737F/ maurI_2531R που χρησιμοποιείται για τον 
πατρικό μιτότυπο maII. 

 

4.2.4 Στατιστική ανάλυση αποτελεσμάτων 

Για να διαπιστωθεί αν υπάρχουν στατιστικά σημαντικές διαφορές στη διαρροή μεταξύ 

των διασταυρώσεων εξαιτίας του διαφορετικού γενετικού υπόβαθρου μεταξύ των 

διαφορετικών ισοθηλυκών γραμμών, έγινε ανάλυση των αποτελεσμάτων της διαρροής με 

χρήση του προγραμματιστικού περιβάλλοντος της R (RStudio Team 2020). Πριν την εισαγωγή 

των δεδομένων στην R, τα αποτελέσματα της διαρροής εισάχθηκαν σε πίνακα ως συχνότητες 

ατόμων με διαρροή, δηλαδή αν σε μια διασταύρωση υπήρχαν 2 στα 10 υβρίδια που 

εξετάστηκαν με διαρροή, τότε η τιμή που εισαγόταν ήταν 0,2. Οι συχνότητες που εισήχθησαν 

υπολογίστηκαν τόσο για το σύνολο των ατόμων ανά οικογένεια όσο και ξεχωριστά για τα 

αρσενικά και τα θηλυκά. 

Κατά συνέπεια, το σετ δεδομένων που αναλύθηκε αποτελούνταν από την ισοθηλυκή 

γραμμή, που αποτέλεσε την κατηγορική μεταβλητή, και τρεις συνεχείς μεταβλητές που ήταν 

Στάδια Θερμοκρασία Χρόνος Κύκλοι 

Αρχική 

αποδιάταξη 
95°C 5’ 1 

Αποδιάταξη 95°C 15’’ 

35 Υβριδοποίηση 58°C (61°C για τον siIII) 15’’ 

Επιμήκυνση 72°C 40’’ 

Τελική 

επιμήκυνση 
72°C 5’ 1 

Στάδια Θερμοκρασία Χρόνος Κύκλοι 

Αρχική αποδιάταξη 95°C 5’ 1 

Αποδιάταξη 95°C 15’’ 

42 Υβριδοποίηση 58°C 20’’ 

Επιμήκυνση 72°C 40’’ 

Τελική επιμήκυνση 72°C 5’ 1 



94 

 

η συχνότητα διαρροής στα αρσενικά, η συχνότητα διαρροής στα θηλυκά και η συχνότητα 

διαρροής στο σύνολο των απογόνων. Οι συνεχείς μεταβλητές ελέγχθηκαν για την 

κανονικότητά τους (Shapiro-Wilk test), αλλά και για την ομοιογένεια των διασπορών μεταξύ 

των ισοθηλυκών γραμμών (Fligner-Killeen test). Όπου κρίθηκε απαραίτητο αφαιρέθηκαν 

παράτυπες παρατηρήσεις. Από τον παραπάνω έλεγχο προέκυψε ότι ο μη παραμετρικός 

έλεγχος Kruskal-Wallis είναι ο καταλληλότερος για την αναζήτηση διαφορών στις συχνότητες 

διαρροής ανά φύλο ή στο σύνολο των απογόνων μεταξύ των ισοθηλυκών γραμμών. Όπου 

προέκυπταν στατιστικά σημαντικές διαφορές από τους ελέγχους Kruskal-Wallis γίνονταν 

έλεγχοι Wilcoxon Rank Sum, οι οποίοι ενδείκνυνται για ανά ζεύγη συγκρίσεις μεταξύ των 

γραμμών, με προσαρμογή των p-values για πολλαπλές συγκρίσεις, με τη μέθοδο διόρθωσης 

των Benjamini & Hochberg. 

Στη συνέχεια, έγιναν έλεγχοι Mann-Whitney U για να διαπιστωθεί εάν υπάρχει 

στατιστικά σημαντική διαφορά στη συχνότητα διαρροής πατρικού mtDNA σε κάθε γραμμή 

μεταξύ αρσενικών και θηλυκών. Τέλος, έγινε ανάλυση διασταυρωμένης πινακοποίησης χ2 

(Chi-square test) για να επιβεβαιωθεί ότι η διαφορά που παρατηρήθηκε συνολικά μεταξύ 

αρσενικών και θηλυκών στη διαρροή είναι στατιστικά σημαντική. Το επίπεδο 

σημαντικότητας που επιλέχθηκε για όλους τους στατιστικούς ελέγχους ήταν p-value < 0,05. 

4.3 Αποτελέσματα 

4.3.1 Διαειδικές διασταυρώσεις και αριθμός απογόνων που ελέγχθηκαν 

Οι ισοθηλυκές γραμμές που κατασκευάστηκαν ήταν συνολικά 30, ενώ μετά τον 

μορφολογικό και μοριακό έλεγχο που έγινε για το είδος της εκάστοτε γραμμής 

διατηρήθηκαν 25 γραμμές D. simulans. Οι 20 από αυτές χρησιμοποιήθηκαν περαιτέρω για 

διασταυρώσεις. Από κάθε ισοθηλυκή γραμμή απομονώθηκαν 15 θηλυκά καθένα από τα 

οποία διασταυρώθηκε με τρία αρσενικά D. mauritiana, οπότε συνολικά πραγματοποιήθηκαν 

300 διασταυρώσεις. Εφόσον οι απόγονοι κάθε θηλυκού ατόμου αποτελούν μια οικογένεια 

και από τις παραπάνω διασταυρώσεις έδωσαν απογόνους οι 250, η όλη διαδικασία των 

διασταυρώσεων κατέληξε στο σχηματισμό 250 οικογενειών. 

Για τη μελέτη των προτύπων της ετεροπλασμίας, χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 113 

οικογένειες, οι οποίες προέρχονταν από 15 διαφορετικές ισοθηλυκές γραμμές. Ειδικότερα, 

από κάθε ισοθηλυκή γραμμή αναλύθηκαν 4 με 10 οικογένειες, με μέσο αριθμό οικογενειών 
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που αναλύθηκαν τις 7. Από κάθε οικογένεια δεν αναλύθηκε ο ίδιος αριθμός ατόμων, καθώς 

κάποιες οικογένειες είχαν μικρότερο αριθμό απογόνων σε σχέση με άλλες. Κατά μέσο όρο 

ελέγχονταν 20 απόγονοι από κάθε οικογένεια, με εύρος που κυμαίνονταν από 9 έως 41 

άτομα. Σε σχέση με το φύλο, ελέγχονταν κατά μέσο όρο 11 θηλυκά άτομα (με εύρος από 5 

έως 26) και 9 αρσενικά άτομα (με εύρος 2 έως 16) ανά οικογένεια. Συνολικά ελέγχθηκαν για 

ετεροπλασμία 2292 άτομα, εκ των οποίων τα 1273 ήταν θηλυκά και τα 1019 ήταν αρσενικά. 

4.3.2 Διαρροή πατρικού mtDNA και ετεροπλασμία 

Από τα 1019 αρσενικά άτομα που ελέγχθηκαν, είχε συμβεί διαρροή πατρικού mtDNA στα 

520, δηλαδή στο 51,03% των αρσενικών που ελέγχθηκαν. Αντιθέτως, το ποσοστό των 

θηλυκών ατόμων στα οποία ανιχνεύθηκε ο πατρικός μιτότυπος ήταν αρκετά μικρότερο 

(1,26%), καθώς μόνο τα 16 από τα 1273 θηλυκά που ελέγχθηκαν ήταν ετεροπλασμικά. 

Συνολικά, το ποσοστό των ετεροπλασμικών ατόμων, ανεξαρτήτως γραμμής ανέρχεται σε 

23,38% (Πίνακας 4. 4). 

Πίνακας 4. 4: Αριθμός ετεροπλασμικών και ομοπλασμικών ατόμων ανά φύλο, στο σύνολο των ισοθηλυκών 
γραμμών. 

Άτομα 

Αριθμός 

ετεροπλασμικών 

ατόμων 

Αριθμός 

ομοπλασμικών 

ατόμων 

Ποσοστό 

ατόμων με 

ετεροπλασμία 

Αρσενικά 520 499 51,03% 

Θηλυκά 16 1257 1,26% 

Συνολικά 536 1756 23,38% 

 

Όσον αφορά τη διαρροή πατρικού mtDNA που παρατηρήθηκε ανά ισοθηλυκή γραμμή, 

το ποσοστό των ετεροπλασμικών θηλυκών ήταν κατά μέσο όρο 1,22% (με εύρος από 0% έως 

6,8%), ενώ το αντίστοιχο ποσοστό για τα αρσενικά άτομα ήταν κατά μέσο όρο 48,92% (με 

εύρος από 26% έως 95,65%). Στο σύνολο των απογόνων ανά ισοθηλυκή γραμμή, η συχνότητα 

της ετεροπλασμίας κυμάνθηκε από 10,56% έως 47,4%, με το μέσο όρο να είναι 22,73%. Τα 

ποσοστά ετεροπλασμίας ανά ισοθηλυκή γραμμή παρουσιάζονται στον Πίνακα 4. 5, τόσο για 

κάθε φύλο ξεχωριστά, όσο και για το σύνολο των απογόνων. 

Σχετικά με τη διαρροή πατρικού mtDNA που παρατηρήθηκε ανά οικογένεια, το ποσοστό 

των θηλυκών ατόμων με διαρροή πατρικού mtDNA ήταν κατά μέσο όρο 1,15% (με εύρος από 
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0% έως 53.85%), ενώ το αντίστοιχο ποσοστό για τα αρσενικά άτομα ήταν κατά μέσο όρο 

50,36% (με εύρος από 0% έως 100%). Συνολικά στους απογόνους ανά οικογένεια, η 

συχνότητα της ετεροπλασμίας είχε εύρος από 0% έως 65%, με το μέσο όρο να είναι 23,45%. 

Τα αποτελέσματα της ετεροπλασμίας ανά οικογένεια παρουσιάζονται στον Πίνακα 4. 6, τόσο 

για κάθε φύλο ξεχωριστά, όσο και για το σύνολο των απογόνων. Παράδειγμα από PCR για 

έλεγχο διαρροής πατρικού mtDNA φαίνεται στην Εικόνα 4. 3. 

Πίνακας 4. 5: Αριθμός ετεροπλασμικών ατόμων για κάθε ισοθηλυκή γραμμή, ανά φύλο και στο σύνολο 
των απογόνων. 

 

 

 

 

  

Ισοθηλυκή 

γραμμή 
Θηλυκά (%) Αρσενικά (%) Σύνολο (%) 

1 0/113 (0%) 36/94 (38,3%) 36/207 (17,39%) 

2 2/137 (1,46%) 55/87 (63,22%) 57/224 (25,45%) 

3 1/60 (1,67%) 32/64 (50%) 33/124 (26,61%) 

4 7/103 (6,8%) 31/78 (39,74%) 38/181 (20,99%) 

5 3/100 (3%) 88/92 (95,65%) 91/192 (47,4%) 

6 0/63 (0%) 16/47 (34,04%) 16/110 (14,55%) 

7 1/88 (1,14%) 82/100 (82%) 83/188 (44,15%) 

8 0/93 (0%) 32/59 (54,24%) 32/152 (21,05%) 

10 0/40 (0%) 24/40 (60%) 24/80 (30%) 

11 1/50 (2%) 13/50 (26%) 14/100 (14%) 

14 0/61 (0%) 19/47 (40,43%) 19/108 (17,59%) 

15 0/107 (0%) 19/73 (26,03%) 19/180 (10,56%) 

16 1/101 (0,99%) 22/80 (27,5%) 23/181 (12,71%) 

17 0/81 (0%) 35/51 (68,63%) 35/132 (26,52%) 

21 0/76 (0%) 16/57 (28,07%) 16/133 (12,03%) 
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Πίνακας 4. 6: Αριθμός ετεροπλασμικών ατόμων για κάθε οικογένεια, ανά φύλο και στο σύνολο των 
απογόνων. 

Οικογένεια Θηλυκά (%) Αρσενικά (%) Σύνολο (%) 

1I 0/19 (0%) 8/15 (53,3%) 8/34 (23,53%) 

1J 0/7 (0%) 5/10 (50%) 5/17 (29,41%) 

1O 0/15 (0%) 5/10 (50%) 5/25 (20%) 

1T 0/7 (0%) 5/10 (50%) 5/17 (29,41%) 

1C 0/15 (0%) 5/10 (50%) 5/25 (20%) 

1H 0/15 (0%) 5/9 (55,56%) 5/24 (20,83%) 

1A 0/14 (0%) 0/10 (0%) 0/24 (0%) 

1P 0/9 (0%) 0/10 (0%) 0/19 (0%) 

1S 0/12 (0%) 3/10 (30%) 3/22 (13,64%) 

2G 0/26 (0%) 10/15 (66,67%) 10/41 (24,39%) 

2P 0/13 (0%) 5/10 (50%) 5/23 (21,74%) 

2L 0/25 (0%) 11/15 (73,33%) 11/40 (27,5%) 

2O 2/24 (8,33%) 12/15 (80%) 14/39 (35,9%) 

2D 0/11 (0%) 5/5 (100%) 5/16 (31,25%) 

2E 0/15 (0%) 5/7 (71,43%) 5/22 (22,73%) 

2C 0/14 (0%) 7/10 (70%) 7/24 (29,17%) 

2H 0/9 (0%) 0/10 (0%) 0/19 (0%) 

4D 0/15 (0%) 5/10 (50%) 5/25 (20%) 

4F 7/13 (53,85%) 5/10 (50%) 12/23 (52,17%) 

4M 0/15 (0%) 5/10 (50%) 5/25 (20%) 

4Q 0/15 (0%) 5/10 (50%) 5/25 (20%) 

4P 0/10 (0%) 1/9 (11,11%) 1/19 (5,26%) 

4T 0/9 (0%) 0/9 (0%) 0/18 (0%) 

4L 0/11 (0%) 5/10 (50%) 5/21 (23,81%) 

4B 0/15 (0%) 5/10 (50%) 5/25 (20%) 

6G 0/15 (0%) 0/9 (0%) 0/24 (0%) 

6J 0/14 (0%) 0/8 (0%) 0/22 (0%) 

6A 0/6 (0%) 5/10 (50%) 5/16 (31,25) 
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6M 0/8 (0%) 5/5 (100%) 5/13 (38,46%) 

6R 0/5 (0%) 6/8 (75%) 6/13 (46,15%) 

6O 0/6 (0%) 0/5 (0%) 0/11 (0%) 

6S 0/9 (0%) 0/2 (0%) 0/11 (0%) 

8A 0/10 (0%) 8/10 (80%) 8/20 (40%) 

8F 0/15 (0%) 3/7 (42,86%) 3/22 (13,64%) 

8L 0/15 (0%) 4/10 (40%) 4/25 (16%) 

8G 0/14 (0%) 1/8 (12,5%) 1/22 (4,55%) 

8M 0/15 (0%) 5/10 (50%) 5/25 (20%) 

8I 0/6 (0%) 3/3 (100%) 3/9 (33,33%) 

8O 0/7 (0%) 3/6 (50%) 3/13 (23,08%) 

8Q 0/11 (0%) 5/5 (100%) 5/16 (31,25%) 

14H 0/10 (0%) 3/10 (30%) 3/20 (15%) 

14J 0/10 (0%) 5/10 (50%) 5/20 (25%) 

14R 0/10 (0%) 5/10 (50%) 5/20 (25%) 

14A 0/8 (0%) 2/7 (28,57%) 2/15 (13,33%) 

14D 0/10 (0%) 3/4 (75%) 3/14 (21,43%) 

14M 0/13 (0%) 1/6 (16,67%) 1/19 (5,26%) 

15D 0/13 (0%) 3/10 (30%) 3/23 (13,04%) 

15E 0/14 (0%) 4/10 (40%) 4/24 (16,67%) 

15G 0/15 (0%) 5/10 (50%) 5/25 (20%) 

15K 0/15 (0%) 2/10 (20%) 2/25 (8%) 

15R 0/10 (0%) 5/10 (50%) 5/20 (25%) 

15H 0/14 (0%) 0/10 (0%) 0/24 (0%) 

15S 0/15 (0%) 0/8 (0%) 0/23 (0%) 

15J 0/11 (0%) 0/5 (0%) 0/16 (0%) 

16F 1/16 (6,25%) 2/15 (16,33%) 3/31 (9,67%) 

16G 0/10 (0%) 5/10 (50%) 5/20 (25%) 

16L 0/8 (0%) 5/9 (55,56%) 5/17 (29,41%) 

16K 0/7 (0%) 5/9 (55,56%) 5/16 (31,25%) 

16S 0/15 (0%) 5/9 (55,56%) 5/24 (20,83%) 
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16C 0/15 (0%) 0/10 (0%) 0/25 (0%) 

16O 0/13 (0%) 0/10 (0%) 0/23 (0%) 

16E 0/10 (0%) 0/3 (0%) 0/13 (0%) 

16H 0/7 (0%) 0/5 (0%) 0/12 (0%) 

17B 0/14 (0%) 7/7 (100%) 7/21 (33,33%) 

17C 0/8 (0%) 10/10 (100%) 10/18 (55,56%) 

17N 0/15 (0%) 6/10 (60%) 6/25 (24%) 

17P 0/9 (0%) 8/9 (88,89%) 8/18 (44,44%) 

17O 0/14 (0%) 4/5 (80%) 4/19 (21,05%) 

17L 0/13 (0%) 0/5 V 0/18 (0%) 

17T 0/8 (0%) 0/5 (0%) 0/13 (0%) 

21F 0/10 (0%) 5/10 (50%) 5/20 (25%) 

21I 0/11 (0%) 5/10 (50%) 5/21 (23,81%) 

21K 0/7 (0%) 3/4 (75%) 3/11 (27,27%) 

21B 0/12 (0%) 0/10 (0%) 0/22 (0%) 

21M 0/14 (0%) 0/5 (0%) 0/19 (0%) 

21D 0/5 (0%) 0/10 (0%) 0/15 (0%) 

21E 0/7 (0%) 0/5 (0%) 0/12 (0%) 

21L 0/10 (0%) 3/3 (100%) 3/13 (23,08%) 

3F 0/10 (0%) 6/10 (60%) 6/20 (30%) 

3G 0/10 (0%) 8/8 (100%) 8/18 (44,44%) 

3L 1/10 (10%) 8/16 (50%) 9/26 (34,62%) 

3M 0/10 (0%) 4/10 (40%) 4/20(20%) 

3N 0/10 (0%) 4/10 (40%) 4/20 (20%) 

3T 0/10 (0%) 2/10 (20%) 2/20 (1%) 

5B 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/20 (50%) 

5H 0/10 (0%) 9/10 (90%) 9/19 47,37% 

5D 3/10 (30%) 10/10 (100%) 13/20 (65%) 

5F 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/20 (50%) 

5Q 0/10 (0%) 9/9 (100%) 9/19 (47,37%) 

5P 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/20 (50%) 
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5T 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/20 (50%) 

5I 0/10 (0%) 9/10 (90%) 9/20 (45%) 

5E 0/10 (0%) 6/7 (85,71%) 6/17 (35,29%) 

5J 0/10 (0%) 5/7 (71,43%) 5/17 (29,41) 

7A 0/8 (0%) 9/10 (90%) 9/18 (50%) 

7B 0/6 (0%) 6/13 (46,15%) 6/19 (31,58%) 

7D 0/9 (0%) 6/8 (75%) 6/17 (35,29%) 

7E 0/10 (0%) 7/10 (70%) 7/20 (35%) 

7F 0/8 (0%) 10/10 (100%) 10/18 (55,56%) 

7G 0/10 (0%) 8/10 (80%) 8/20 (40%) 

7I 0/9 (0%) 6/9 (66,67%) 6/18 (33,33%) 

7L 1/9 (11,11%) 10/10 (100%) 11/19 (57,89%) 

7N 0/10 (0%) 10/10 (100%) 10/20 (50%) 

7R 0/9 (0%) 10/10 (100%) 10/19 (52,63%) 

10E 0/10 (0%) 8/10(80%) 8/20 (40%) 

10H 0/10 (0%) 8/10 (80%) 8/20 (40%) 

10F 0/10 (0%) 7/10 (70%) 7/20 (35%) 

10Q 0/10 (0%) 1/10 (10%) 1/20(5%) 

11A 1/10 (10%) 7/10 (70%) 8/20 (40%) 

11E 0/10 (0%) 6/10 (60%) 6/20 (30%) 

11J 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0/20 (0%) 

11M 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0/20 (0%) 

11P 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0/20 (0%) 
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4.3.3 Στατιστική ανάλυση 

Το πρώτο ερώτημα που διερευνήθηκε ήταν αν υπάρχει διαφορά στη διαρροή πατρικού 

mtDNA στα θηλυκά άτομα σε συνάρτηση με την ισοθηλυκή γραμμή από την οποία 

προέρχονται. Ο έλεγχος Kruskal-Wallis έδειξε ότι δεν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά 

(Kruskal-Wallis chi squared= 8,3794, df= 14, p-value= 0,8686), δηλαδή τα επίπεδα της 

διαρροής στα θηλυκά άτομα είναι παρόμοια σε όλες τις οικογένειες, ανεξαρτήτως 

ισοθηλυκής γραμμής. 

Το δεύτερο ερώτημα ήταν αν υπάρχει διαφορά στη διαρροή πατρικού mtDNA στα 

αρσενικά άτομα αυτή τη φορά σε συνάρτηση με την ισοθηλυκή γραμμή από την οποία 

προέρχονται. Ο έλεγχος Kruskal-Wallis εδώ έδειξε ότι υπάρχει στατιστικά σημαντική 

Εικόνα 4. 3: PCR για έλεγχο διαρροής πατρικού mtDNA στην οικογένεια 2L. Tα δείγματα 2L_V1_M1-
2L_V1_M15 είναι από αρσενικά άτομα, ενώ τα 2L_V1_F1-2L_V1_F20 είναι από θηλυκά άτομα. Ως 

αρνητικός μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε DNA από το μητρικό στέλεχος με μιτότυπο siII και ως θετικός 
μάρτυρας DNA από το πατρικό στέλεχος με μιτότυπο maII. Ο μιτότυπος maII ανιχνεύεται στα 11 από τα 15 

αρσενικά που ελέγχθηκαν. 
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διαφορά (Kruskal-Wallis chi squared= 49,04, df= 14, p-value< 0,001), δηλαδή τα επίπεδα της 

διαρροής των αρσενικών ατόμων διαφέρουν μεταξύ των οικογενειών, ανάλογα με την 

ισοθηλυκή γραμμή από την οποία προέρχονται (Εικόνα 4. 4). Τα αποτελέσματα από τους ανά 

ζεύγη ελέγχους Wilcoxon Rank Sum που έγιναν προκειμένου να διαπιστώσουμε σε ποιες 

ισοθηλυκές γραμμές εντοπίζονται στατιστικά σημαντικές διαφορές συνοψίζονται στον 

Πίνακα 4. 7. Εκεί φαίνεται πως απαντάται περισσότερη διαρροή πατρικού mtDNA στα 

αρσενικά άτομα από τις οικογένειες που προέρχονται από την ισοθηλυκή γραμμή 5 σε σχέση 

με τα αρσενικά οικογενειών που προέρχονται από τις 11 από τις 14 ισοθηλυκές γραμμές 

(γραμμές 1, 2, 3, 4, 6, 10, 11, 14, 15, 16, 21). Επιπλέον, στις οικογένειες από την ισοθηλυκή 

γραμμή 7 παρατηρούνται μεγαλύτερα επίπεδα διαρροής στα αρσενικά άτομα σε σχέση με 

τις οικογένειες από άλλες 7 ισοθηλυκές γραμμές (γραμμές 1, 3, 4, 11, 14, 15, 16). Τέλος, 

μεγαλύτερα επίπεδα διαρροής στα αρσενικά άτομα παρατηρούνται και στις οικογένειες της 

ισοθηλυκής γραμμής 2 σε σχέση με τις οικογένειες από άλλες 4 ισοθηλυκές γραμμές 

(γραμμές 1, 4, 15, 16). Από την παρούσα ανάλυση αποκλείστηκαν οι οικογένειες 2H και 3G 

ως παράτυπα σημεία. 

Το τρίτο ερώτημα ήταν αν υπάρχει διαφορά στη διαρροή πατρικού mtDNA στο σύνολο 

των απογόνων, ανεξαρτήτως φύλου, πάλι σε συνάρτηση με την ισοθηλυκή γραμμή από την 

οποία προέρχονται. Ο έλεγχος Kruskal-Wallis εδώ έδειξε ότι υπάρχει στατιστικά σημαντική 

διαφορά (Kruskal-Wallis chi squared= 52,487, df= 14, p-value< 0,001), συνεπώς τα επίπεδα 

της διαρροής στο σύνολο των ατόμων διαφέρουν μεταξύ των οικογενειών, ανάλογα με την 

ισοθηλυκή γραμμή από την οποία προέρχονται (Εικόνα 4. 5). Από τους ανά ζεύγη ελέγχους 

Wilcoxon Rank Sum που έγιναν προέκυψε ότι στην ισοθηλυκή γραμμή 5 παρατηρείται 

μεγαλύτερη συχνότητα διαρροής πατρικού mtDNA σε σχέση με άλλες 11 ισοθηλυκές 

γραμμές (γραμμές 1, 2, 3, 4, 6, 8, 11, 14, 15, 16, 21). Επίσης, στις οικογένειες από την 

ισοθηλυκή γραμμή 7 ανιχνεύεται περισσότερη διαρροή σε σχέση με 8 από τις 14 ισοθηλυκές 

γραμμές (γραμμές 1, 2, 4, 8, 14, 15, 16, 21). Τέλος, μεγαλύτερα επίπεδα διαρροής 

παρατηρούνται και στις οικογένειες της ισοθηλυκής γραμμής 2 σε σχέση με τις οικογένειες 

από άλλες 2 ισοθηλυκές γραμμές (γραμμές 4, 15). Τα αποτελέσματα των ανά ζεύγη ελέγχων 

Wilcoxon Rank Sum συνοψίζονται στον Πίνακα 4. 8. Από την παρούσα ανάλυση 

αποκλείστηκαν οι οικογένειες 2H και 4F ως παράτυπα σημεία. 
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Πίνακας 4. 7: Αποτελέσματα από τους ελέγχους Mann-Whitney U για την εύρεση διαφορών στη συχνότητα διαρροής πατρικού mtDNA μεταξύ αρσενικών και θηλυκών 
ατόμων ανά ισοθηλυκή γραμμή. Τονισμένες φαίνονται οι στατιστικά σημαντικές συγκρίσεις (α=0,05). 
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Πίνακας 4. 8: Αποτελέσματα από τους ελέγχους Mann-Whitney U για την εύρεση διαφορών στη συχνότητα διαρροής πατρικού mtDNA στο σύνολο των ατόμων ανά 
ισοθηλυκή γραμμή. Τονισμένες φαίνονται οι στατιστικά σημαντικές συγκρίσεις (α=0,05). 
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Στη συνέχεια ελέγχθηκε αν υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στη συχνότητα της 

διαρροής πατρικού mtDNA μεταξύ αρσενικών και θηλυκών ατόμων σε κάθε γραμμή με τους 

ελέγχους Mann-Whitney U. Τα αποτελέσματα συνοψίζονται στον Πίνακα 4. 9 ανά ισοθηλυκή 

γραμμή. Διαπιστώσαμε ότι στις 13 από τις 15 ισοθηλυκές γραμμές η διαρροή είναι 

συχνότερη στα αρσενικά από ότι στα θηλυκά άτομα. Ωστόσο, στις γραμμές 6 και 11 δεν 

υπήρχε στατιστικά σημαντική διαφορά στη διαρροή μεταξύ αρσενικών και θηλυκών. Τέλος, 

από τον έλεγχο για διαφορά στη συχνότητα διαρροής ανάλογα με το φύλο στο σύνολο των 

απογόνων προέκυψε ότι η συχνότητα διαρροής στα αρσενικά άτομα είναι αρκετά 

μεγαλύτερη από ότι στα θηλυκά άτομα (χ2= 782,5734, p-value< 0,001). 

 

 

 

 

Εικόνα 4. 4: Κατανομή της συχνότητας της ετεροπλασμίας που παρατηρήθηκε σε αρσενικά άτομα ανά 
ισοθηλυκή γραμμή. 
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Πίνακας 4. 8: Αποτελέσματα από τους ελέγχους Mann-Whitney U για την εύρεση διαφορών στη συχνότητα 
διαρροής πατρικού mtDNA μεταξύ αρσενικών και θηλυκών ατόμων ανά ισοθηλυκή γραμμή. Τονισμένες 

φαίνονται οι στατιστικά σημαντικές συγκρίσεις (α=0,05). 

Ισοθηλυκή 

γραμμή 
W p-value 

1 9 0,001721 

2 4,5 0,002455 

3 0 0,003601 

4 11,5 0,02075 

5 0 <0,001 

6 14 0,07541 

7 0 <0,001 

8 0 <0,001 

10 0 0,02021 

11 9 0,4407 

Εικόνα 4. 5: Κατανομή της συχνότητας της ετεροπλασμίας που παρατηρήθηκε στο σύνολο των 
ατόμων ανά ισοθηλυκή γραμμή. 
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4.4 Συζήτηση 

Σε αυτή την ενότητα, έγινε μια σειρά διασταυρώσεων για να διαπιστωθεί αν η διαρροή 

πατρικού mtDNA και η επακόλουθη ετεροπλασμία παρουσιάζει κάποιο πρότυπο ή εάν η 

εμφάνισή της είναι τυχαία. Για την απάντηση του ερωτήματος αυτού, χρησιμοποιήσαμε 

υβρίδια του γένους Drosophila, τα οποία σε επίπεδο γενετικού υλικού αντιπροσωπεύουν τη 

γενετική ποικιλότητα που απαντάται στη φύση. Από την ανάλυση προέκυψαν τρεις 

ισοθηλυκές γραμμές (γραμμές 2, 5, και 7), των οποίων οι αρσενικοί απόγονοι εμφάνιζαν 

σημαντικά μεγαλύτερη συχνότητα διαρροής σε σχέση με αρκετές άλλες γραμμές, ενώ 

αντίστοιχες διαφορές παρατηρήθηκαν και στο σύνολο των απογόνων. Επιπλέον, 

διαπιστώθηκε ότι σε όλες τις γραμμές που μελετήθηκαν, εκτός των γραμμών 6 και 11, η 

διαρροή απαντάται σε σημαντικά μεγαλύτερο βαθμό στα αρσενικά άτομα από ότι στα 

θηλυκά. 

Η διαρροή που παρατηρήθηκε στα υβρίδια του παρόντος κεφαλαίου είναι πραγματική, 

δηλαδή το προϊόν που έχει παραχθεί από την PCR προέρχεται όντως από τον πατρικό 

μιτότυπο maII. Αρχικά, 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 τον πατρικό μιτότυπο maII και όχι το μητρικό μιτότυπο siII. Επιπλέον, 

τα παρατηρούμενα πρότυπα ετεροπλασμίας δεν μπορούν να οφείλονται σε παρουσία 

NUMT στην πατρική γραμμή D. mauritiana διότι εάν πολλαπλασιάζαμε NUMT σε 

αυτοσωμικό χρωμόσωμα τότε θα αναμέναμε προϊόν PCR από τον maII μιτότυπο στο 50% των 

απογόνων, ανεξαρτήτως του φύλου, ενώ αν πολλαπλασιάζαμε NUMT σε κάποιο φυλετικό 

χρωμόσωμα τότε θα αναμέναμε προϊόν PCR από τον maII μιτότυπο μόνο στα θηλυκά ή μόνο 

στα αρσενικά άτομα, αναλόγως με το αν το NUMT βρίσκεται στο Χ ή στο Υ χρωμόσωμα, 

αντίστοιχα. Τέλος, η αδυναμία ανίχνευσης διαρροής πατρικού mtDNA στα 1257 από τα 1273 

θηλυκά που ελέγχθηκαν θα μπορούσε να οφείλεται σε αδυναμία πολλαπλασιασμού του 

επιθυμητού υποστρώματος λόγω παρουσίας αναστολέων. Ωστόσο, η πιθανότητα αυτή έχει 

14 0 0,002725 

15 12 0,01268 

16 20 0,03488 

17 7 0,01124 

21 16 0,03225 
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αποκλειστεί, καθώς για όλα τα άτομα γίνονταν PCR και για το μητρικό μιτότυπο. Έτσι, η 

παρουσία πιθανών αναστολέων της PCR θα διαπιστωνόταν σε αυτό το στάδιο, αφού δε θα 

παραγόταν προϊόν. Σε όλα τα θηλυκά που εξετάστηκαν ενισχύθηκε ο μητρικός μιτότυπος, 

ενώ βρέθηκαν και 16 ετεροπλασμικά θηλυκά, γεγονός που καθιστά την απουσία του 

πατρικού μιτότυπου από τα θηλυκά και τη συχνότερη διαρροή στα αρσενικά πραγματικά 

γεγονότα, και όχι γεγονότα που προέκυψαν λόγω τεχνικών λόγων. 

Το ζεύγος εκκινητών siI_1737F/maurI_2531R έχει αρκετά ικανοποιητικό διακριτικό όριο 

ανίχνευσης, καθώς μπορεί να ενισχύσει τον πατρικό μιτότυπο maII σε αραίωση 10-4 σε σχέση 

με το μητρικό μιτότυπο (Polovina et al. 2020). Έτσι, η πιθανότητα να υπήρχε κάποιο 

ετεροπλασμικό άτομο στους απογόνους των διασταυρώσεων και να μην εντοπίστηκε είναι 

σχετικά μικρή. Επιπλέον, είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι κατά την έναρξη των πειραμάτων 

του παρόντος κεφαλαίου δοκιμάστηκαν και λιγότερο αυστηρές συνθήκες PCR για τον 

πατρικό μιτότυπο maII από αυτές που τελικά χρησιμοποιήθηκαν (Πίνακας 4. 3), οι οποίες 

βελτίωναν λίγο μεν το διακριτικό όριο ανίχνευσης των εκκινητών, αλλά μείωναν την 

ειδικότητά τους. Τελικά, προτιμήθηκαν οι συνθήκες που εξασφάλιζαν μεγάλη ειδικότητα των 

εκκινητών, συνεπώς η ανίχνευση της ετεροπλασμίας ήταν συντηρητική. Ωστόσο, η ικανότητα 

των εκκινητών να ενισχύουν τον πατρικό μιτότυπο maII ακόμα και όταν αυτός είναι πολύ 

αραιωμένος σε σχέση με το μητρικό μιτότυπο δείχνει ότι, παρόλο που δεν μπορεί να 

αποκλειστεί η πιθανότητα να υπήρχαν ετεροπλασμικά άτομα που δεν εντοπίστηκαν, αν 

υπάρχουν θα φέρουν απειροελάχιστα ποσά του πατρικού μιτότυπου. 

Από τις 300 διασταυρώσεις που έγιναν, έδωσαν απογόνους οι 250, δηλαδή περίπου το 

83%. Το ποσοστό επιτυχίας των διασταυρώσεων ήταν αρκετά υψηλό, ωστόσο είναι 

χαμηλότερο σε σχέση με αντίστοιχα ποσοστά που αναφέρονται για τη διασταύρωση μεταξύ 

θηλυκών D. simulans και αρσενικών D. mauritiana σε άλλες μελέτες (Lee and Watanabe 

1987; Polovina et al. 2020). Ωστόσο, στις άλλες δύο μελέτες χρησιμοποιούνται μόνο 

εργαστηριακές γραμμές των παραπάνω ειδών, ενώ οι γραμμές D. simulans που 

χρησιμοποιήθηκαν εδώ προέρχονται από τη φύση. Συνεπώς, η παρατηρούμενη διαφορά στο 

ποσοστό επιτυχίας των διασταυρώσεων μεταξύ της παρούσας μελέτης και των 

προηγούμενων μελετών μπορεί να οφείλεται σε αυτό το γεγονός. 

Στο σύνολο των απογόνων, παρατηρήθηκε σημαντικά μεγαλύτερη συχνότητα διαρροής 

πατρικού mtDNA στα αρσενικά άτομα από ότι στα θηλυκά άτομα. Τα αποτελέσματα αυτά 

είναι άμεσα συγκρίσιμα με τις μελέτες των Dokianakis and Ladoukakis (2014) και των 



109 

 

Polovina et al. (2020), καθώς είναι οι μόνες μελέτες όπου γίνεται διαχωρισμός μεταξύ 

αρσενικών και θηλυκών απογόνων. Συγκεκριμένα, οι Dokianakis and Ladoukakis (2014) 

αναφέρουν ότι στους απογόνους της διασταύρωσης μεταξύ θηλυκών D. simulans και 

αρσενικών D. mauritiana παρατήρησαν διαρροή στο 100% των αρσενικών υβριδίων που 

μελέτησαν, ενώ το αντίστοιχο ποσοστό για τα θηλυκά υβρίδια ήταν στο 3%. Αντίστοιχα, στην 

μελέτη των Polovina et al. (2020), παρατηρήθηκε διαρροή στο 100% των αρσενικών ατόμων, 

ενώ το ποσοστό για τα θηλυκά άτομα ήταν στο 5,3%. Στην παρούσα μελέτη, τα ποσοστά 

διαρροής που παρατηρήθηκαν ήταν μικρότερα σε σχέση με τις δύο παραπάνω μελέτες, 

καθώς παρατηρήθηκε διαρροή μόνο στο 51,03% των αρσενικών ατόμων και στο 1,26% των 

θηλυκών ατόμων που ελέγχθηκαν. Δεδομένου ότι το πατρικό είδος που χρησιμοποιήθηκε 

και στις τρεις μελέτες είναι το ίδιο και ότι τα στελέχη που χρησιμοποιήθηκαν στις παραπάνω 

μελέτες ήταν εργαστηριακά, η διαφορά που παρατηρήθηκε μπορεί να οφείλεται στα 

διαφορετικά γενετικά υπόβαθρα των μητρικών γραμμών D. simulans που χρησιμοποιήθηκαν 

για τις διασταυρώσεις. 

Η διαφορά στη συχνότητα διαρροής στην παρούσα μελέτη σε σχέση με τις προηγούμενες 

μελέτες αναδεικνύεται και από τα ποσοστά διαρροής που παρατηρήθηκαν σε κάθε 

ισοθηλυκή γραμμή χωριστά, ανά φύλο. Ειδικότερα, τα ποσοστά διαρροής ήταν σημαντικά 

διαφορετικά μεταξύ των δύο φύλων στις 13 από τις 15 γραμμές που αναλύθηκαν και όχι σε 

όλες, όπως αρχικά αναμενόταν. Συνεπώς, οι μηχανισμοί που αποκλείουν τη μεταβίβαση του 

πατρικού mtDNA στα έμβρυα Drosophila φαίνεται να είναι πιο αποτελεσματικοί σε κάποιες 

περιπτώσεις σε σχέση με κάποιες άλλες, με ένα τρόπο που εξαρτάται από τον τρόπο που 

συνδυάζονται οι υπεύθυνοι για τον αποκλεισμό τόποι των γραμμών D. simulans με τους 

αντίστοιχους της D. mauritiana. 

Μελέτη με τη χρήση παρόμοιων μεθόδων για τον υπολογισμό ποσοστών διαρροής σε 

διαειδικές διασταυρώσεις μεταξύ των ειδών D. simulans και D. mauritiana έχουν γίνει και 

από τους Kondo et al. (1992), με τη διαφορά ότι η διαρροή δεν ανιχνευόταν σε επίπεδο 

ατόμου ή φύλου, αλλά σε pools των 50 ατόμων. Πιο συγκεκριμένα, οι ερευνητές ανίχνευσαν 

διαρροή στο 87,5% των διασταυρώσεων που μελέτησαν. Το αντίστοιχο ποσοστό 

διασταυρώσεων που διαπιστώθηκε διαρροή πατρικού mtDNA στην παρούσα μελέτη είναι 

77,88%, το οποίο είναι αρκετά κοντά συγκριτικά με το ποσοστό που υπολόγισαν οι Kondo et 

al. (1992). 
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Έως σήμερα, ετεροπλασμία σχετιζόμενη με το φύλο (sex-linked heteroplasmy) έχει 

αναφερθεί μόνο σε είδη στα οποία έχει παρατηρηθεί διπλά μονογονεϊκή κληρονόμηση του 

mtDNA (DUI). Πιο συγκεκριμένα, σε είδη με το παραπάνω πρότυπο κληρονόμησης, όλα τα 

αρσενικά είναι ετεροπλασμικά, ενώ τα θηλυκά είναι ομοπλασμικά. Ωστόσο, όλα τα είδη στα 

οποία έχει παρατηρηθεί το πρότυπο αυτό ανήκουν σε τέσσερις τάξεις δίθυρων (Mytiloida, 

Nuculanoida, Unionoida και Veneroida) (Gusman et al. 2016). Ετεροπλασμία σχετιζόμενη με 

το φύλο θα μπορούσε να υπάρχει και σε άλλες περιπτώσεις υβριδίων στα οποία έχει 

ανιχνευθεί διαρροή πατρικού mtDNA και ετεροπλασμία (Radojičić et al. 2015; Wen et al. 

2016; Mastrantonio et al. 2019a), ωστόσο η πιθανότητα αυτή μένει να διερευνηθεί. 

Στην παρούσα μελέτη φάνηκε ότι η συχνότητα της διαρροής πατρικού mtDNA που 

ανιχνεύεται στους απογόνους, και κυρίως στα αρσενικά άτομα, είναι σημαντικά μεγαλύτερη 

σε κάποιες ισοθηλυκές γραμμές. Ειδικότερα, στη γραμμή 5 απαντάται συχνότερη 

ετεροπλασμία σε σχέση με άλλες 12 γραμμές, όπως επίσης η γραμμή 7 διαφέρει σημαντικά 

με άλλες 10 γραμμές, αλλά και η γραμμή 2 με άλλες 4 γραμμές. Η διαφορά αυτή αποδίδεται 

στην ποικιλότητα που έχουν μεταξύ τους τα διαφορετικά γενετικά υπόβαθρα που φέρουν οι 

ισοθηλυκές γραμμές D. simulans μεταξύ τους. Πρόσφατη μελέτη συσχέτισε, επίσης, το 

πυρηνικό υπόβαθρο με την εμφάνιση της ετεροπλασμίας στους ανθρώπους. Πιο 

συγκεκριμένα, οι ερευνητές συσχέτισαν 20 πυρηνικούς τόπους με την ετεροπλασμία, 

γεγονός από το οποίο έβγαλαν το συμπέρασμα ότι η ετεροπλασμία αποτελεί ένα πυρηνικά 

κληρονομήσιμο χαρακτηριστικό (Nandakumar et al. 2021). 

Επιπρόσθετα, μαθηματικά μοντέλα έχουν καταφέρει να δείξουν ότι η διαρροή πατρικού 

mtDNA μπορεί να ευνοείται και να ρυθμίζεται από πυρηνικούς τόπους, ιδιαίτερα σε γρήγορα 

μεταβαλλόμενα περιβάλλοντα (Radzvilavicius and Johnston 2020). Ειδικότερα για 

περιπτώσεις υβριδισμού, η διαρροή, και η ετεροπλασμία που προκύπτει από αυτή, έχει 

προταθεί μαθηματικά ότι ευνοείται αντί της αυστηρής μονογονεϊκής κληρονόμησης, καθώς 

έτσι δίνεται η δυνατότητα να αποφευχθούν επιβλαβείς αλληλεπιδράσεις μεταξύ mtDNA και 

nDNA. Μάλιστα, η υπόθεση αυτή υποστηρίζεται και από πειραματικά δεδομένα, καθώς η 

εισαγωγή πατρικών μιτοχονδρίων σε μη βιώσιμα έμβρυα υβριδίων μεταξύ των ειδών 

ψαριών Megalobrama amblycephala και Carassius auratus μείωσε σε ένα βαθμό τις 

παρατηρούμενες ανωμαλίες, ενώ τα έμβρυα παρουσίασαν σε γενικές γραμμές βελτιωμένη 

δραστηριότητα (Wen et al. 2022). Μάλιστα, προτείνεται ότι αυτό το πρότυπο κληρονόμησης 
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του mtDNA μπορεί να είναι περισσότερο κανόνας, παρά εξαίρεση, σε πληθυσμούς όπου 

παρατηρείται υβριδισμός (Allison et al. 2021). 

Υπάρχουν αρκετές περιπτώσεις διαρροής που έχουν περιγραφεί σε ενδοειδικές 

διασταυρώσεις, και όχι σε περιπτώσεις υβριδισμού, οι οποίες ενισχύουν την υπόθεση ότι η 

διαρροή δεν είναι ένα τυχαίο φαινόμενο που οφείλεται στην κατάρρευση των μηχανισμών 

που ρυθμίζουν τη μονογονεϊκή κληρονόμηση, αλλά ελέγχεται μέσω δράσης της φυσικής 

επιλογής σε πυρηνικούς γενετικούς τόπους. Μια μελέτη που δείχνει ότι η διαρροή 

διατηρείται με κάποιο τρόπο δυναμικά και δεν είναι τυχαία, είναι εκείνη των Nunes et al. 

(2013), στην οποία προσδιορίστηκε ότι σε όλα τα ετεροπλασμικά άτομα ο ένας μιτότυπος 

ήταν πάντα σε μικρότερη ποσότητα, με μέση συχνότητα γύρω στο 0,8%. Επιπλέον, οι Wolff 

et al. (2012) υπολόγισαν ότι η συχνότητα με την οποία συμβαίνει διαρροή στο είδος D. 

simulans είναι 0,66% και πρότειναν με βάση τα ευρήματά τους ότι η διαρροή είναι ένα 

φαινόμενο που αποτελεί αναπόσπαστο κομμάτι της κληρονόμησης του mtDNA. 

Συνοψίζοντας, ο στόχος των πειραμάτων της παρούσας ενότητας ήταν να διερευνηθεί η 

τυχαιότητα ή μη της εμφάνισης διαρροής πατρικού mtDNA σε υβρίδια του γένους 

Drosophila. Η ανάλυση των αποτελεσμάτων έδειξε ότι η συχνότητα με την οποία απαντάται 

η διαρροή δεν είναι τυχαία, αλλά εξαρτάται από το γενετικό υπόβαθρο, δηλαδή είναι με 

κάποιο τρόπο πυρηνικά καθορισμένη. Το συμπέρασμα αυτό ενισχύεται και από το γεγονός 

ότι δεν παρατηρήθηκε σχετιζόμενη με το φύλο ετεροπλασμία σε όλες τις ισοθηλυκές 

γραμμές, όπως αρχικά αναμενόταν. Συνεπώς, τα δεδομένα της παρούσας μελέτης, σε 

συνδυασμό με δεδομένα από προηγούμενες μελέτες, οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η μέχρι 

τώρα αντίληψη ότι η διαρροή προέρχεται από αποτυχία των μηχανισμών που εμπλέκονται 

στη μητρική κληρονόμηση του mtDNA δεν ανταποκρίνεται στην πραγματικότητα. Αντιθέτως, 

φαίνεται ότι η διαρροή πατρικού mtDNA, και η ετεροπλασμία που προκύπτει, εφόσον 

ρυθμίζεται πυρηνικά, μπορεί να έχει και ευνοϊκή επίδραση για τους οργανισμούς, ιδιαίτερα 

σε περιπτώσεις υβριδισμού, όπου μπορεί να συμβάλλει σε αποφυγή επιβλαβών 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ mtDNA και nDNA. Επιπλέον, οφέλη από διαρροή πατρικού mtDNA 

υπάρχουν και σε άλλες περιπτώσεις που δε σχετίζονται με υβριδισμό, καθώς η διαρροή δίνει 

την ευκαιρία στο mtDNA να ανασυνδυαστεί και να απομακρύνει τυχόν επιβλαβείς 

μεταλλαγές που έχουν συσσωρευτεί. Τέλος, η εμφάνιση διαρροής πατρικού mtDNA στα 

υβρίδια σχετίζεται με αποτυχία των μεταζυγωτικών μηχανισμών που δρουν για την εξάλειψή 

του στη Drosophila (Politi et al. 2014), δηλαδή στο στάδιο του ζυγωτού δεν είναι δυνατή η 
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αναγνώριση των πατρικών μιτοχονδρίων και η καταστροφή τους από τα λυσοσώματα, με 

αποτέλεσμα την παρουσία πατρικού mtDNA στα ενήλικα άτομα. 
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6 Παράρτημα 

Πρωτόκολλο εξαγωγής 1 (O’neill et al. 1992) 

1. Ομογενοποίηση εντόμου σε σωλήνα eppendorf 1,5ml με χρήση pestle σε 50μl διαλύματος 

STE (10mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM EDTA, 25mM NaCl). 

2. Προσθήκη 2μl Proteinase K (20mg/ml). 

3. Επώαση στους 55oC για 3 ώρες. 

4. Επώαση στους 95οC για 5-6 λεπτά. 

5. Φυγοκέντρηση σε μέγιστη ταχύτητα για 5 λεπτά (13000rpm) πριν τη χρήση. 

Πρωτόκολλο εξαγωγής 2 (Miller et al. 1988)  

1. Ομογενοποίηση 10 εντόμων σε 400μl διαλύματος λύσης (10mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM 

EDTA, 400mM NaCl) μέσα σε σωλήνα eppendorf 1,5ml με χρήση pestle. 

2. Προσθήκη 10μl SDS 10% και 10μl Proteinase K (20mg/ml). 

3. Επώαση στους 55ΟC για 3 ώρες. 

4. Προσθήκη 280μl υπέρκορου NaCl (6M). 

5. Απαλή ανάδευση για 10 λεπτά. 

6. Φυγοκέντρηση για 30 λεπτά σε μέγιστη ταχύτητα στους 4οC. 

7. Αφαίρεση υπερκείμενου και τοποθέτησή του σε καθαρό σωλήνα eppendorf 1,5ml με 

κομμένο μπλε tip. 

8. Προσθήκη 500μl χλωροφορμίου (CHCl3) και απαλή ανάδευση με το χέρι για 5-10 

δευτερόλεπτα. 

9. Φυγοκέντρηση για 5 λεπτά σε μέγιστη ταχύτητα στους 4ΟC. 

10. Λαμβάνεται η υδατική φάση (υπερκείμενο) με κομμένο μπλε tip και τοποθετείται σε 

καθαρό σωλήνα eppendorf 1,5ml. 

11. Προσθήκη 600μl ισοπροπανόλης (CH3CHOHCH3) και καλή ανάδευση με το χέρι.  

12. Επώαση στους -20ΟC για 30 λεπτά. 

13. Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά σε μέγιστη ταχύτητα στους 4ΟC. 

14. Αφαίρεση υπερκείμενου με προσοχή για να μην ξεκολλήσει η πελέτα DNA. 

15. Προσθήκη 200μl παγωμένης αιθανόλης (EtOH) 70% για να ξεπλυθεί η πελέτα. 

16. Φυγοκέντρηση για 2 λεπτά σε μέγιστη ταχύτητα στους 4ΟC. 

17. Απομάκρυνση της αιθανόλης. Η πελέτα αφήνεται να στεγνώσει. 

18. Μετά το στέγνωμα, η πελέτα επαναδιαλύεται σε 50-60μl H2O στους 4ΟC. 
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Εικόνα Π. 1 Στοίχιση μιτοχονδριακών γονιδιωμάτων από το είδος D. simulans (μιτότυποι siI, siII και siIII) και από το είδος D. melanogaster για το σχεδιασμό ειδικών 
εκκινητών για το mel μιτότυπο. 


