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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 

  

 Νοιώθω την ανάγκη να ευχαριστήσω όλους εκείνους που συνέβαλλαν στην 

ολοκλήρωση τούτης της διατριβής. 

 

Πρώτο από όλους ευχαριστώ τον Καθηγητή Ε. Ζούρο για την πολύτιµη βοήθεια 

που µου παρείχε. Γιατί µου έδωσε την ευκαιρία να ασχοληθώ µε ένα τόσο συναρπαστικό 

θέµα και να διευρύνω την επιστηµονική µου σκέψη. Τον ευχαριστώ ακόµη περισσότερο 

για την άψογη συνεργασία µας και για την εµπιστοσύνη που µου έδειξε. Ήταν τιµή µου να 

δουλεύω µαζί του. 

 

 Όλα έµοιαζαν (και τελικά ήταν) ευκολότερα, χάρη στη συµβολή δύο ανθρώπων 

τους οποίους θέλω να ευχαριστήσω µαζί (άλλωστε, ακόµα και η απόσταση µίας 

παραγράφου ίσως να τους φαινόταν αβάσταχτη). Τη Μαρία ∆ραµουντάνη και το Μανόλη 

Λαδουκάκη. Η βοήθειά τους ήταν πολύπλευρη και η παρουσία τους αναντικατάστατη από 

την πρώτη κιόλας στιγµή που βρέθηκα στο εργαστήριο. ∆εν έχω λόγια. 

 

Κοντά σε εκείνους, απευθύνω ένα µεγάλο ευχαριστώ στο Γιώργο Γουλιέλµο, ο 

οποίος ήταν πάντα πρόθυµος να προσφέρει τη βοήθειά του και την πολύτιµη για µένα 

γνώση του. Χωρίς τις συµβουλές του, ίσως να «έτρεχα» gels ακόµη και µέχρι τούτη τη 

στιγµή (!!!). 

 

Ευχαριστώ επίσης όλα τα άλλα παιδιά του εργαστηρίου, το ∆ευκαλίωνα 

Τσαγκαράκη, τη Jelena Radojicic και τη Γεωργία ∆ηµητρίου, για τη βοήθειά τους, την καλή 

τους διάθεση και την άριστη επικοινωνία µας, τόσο µέσα όσο και έξω από το χώρο του 

εργαστηρίου. 

 

Ευχαριστώ τον Αλέκο, το Λευτέρη, το Σταµάτη και τη Νικόλ (ξέρουν αυτοί). 

 

Τελευταίους, αλλά περισσότερο από όλους, ευχαριστώ τους γονείς µου. Τη Μαίρη 

και τον Αρτέµη, που όλα αυτά τα χρόνια βρίσκονται πάντοτε ένα βήµα µπροστά από τις 

ανάγκες και τις προσδοκίες µου. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 Τα δίθυρα της οικογένειας Mytilidae εµφανίζουν έναν ξεχωριστό τρόπο 

κληρονόµησης του µιτοχονδριακού τους DNA. Τα θηλυκά άτοµα κληρονοµούν έναν τύπο 

mtDNA που προέρχεται από τη µητέρα τους. Τα αρσενικά άτοµα, όµως, εκτός από το 

mtDNA από της µητέρας τους (F τύπος) κληρονοµούν και το mtDNA του πατέρα τους (Μ 

τύπος). Κατά συνέπεια, µέσα στο ίδιο είδος συνυπάρχουν δύο εξελικτικές γραµµές mtDNA: 

εκείνη που µεταβιβάζεται µέσω των ωαρίων (γραµµή F) και εκείνη που µεταβιβάζεται µέσω 

των σπερµατοζωαρίων (γραµµή Μ). Ο ιδιαίτερος αυτός τύπος κληρονόµησης του mtDNA 

ονοµάστηκε ∆ιπλή Μονογονική κληρονόµηση (∆ΜΚ, Doubly Uniparental Inheritance - 

DUI). 

 

∆ύο φαινόµενα της DUI έχουν ιδιαίτερη σηµασία για την παρούσα διατριβή. Το 

πρώτο είναι η πρόσφατη διαπίστωση ότι υφίσταται ανασυνδυασµός µεταξύ µορίων mtDNA 

στις γονάδες αρσενικών ατόµων. Το δεύτερο είναι το φαινόµενο της αρρενοποίησης. Σε 

κάποιες περιπτώσεις µόρια F τύπου εισέρχονται στην αρσενική γραµµή κληρονόµησης 

εκτοπίζοντας τα Μ τύπου µόρια και µηδενίζοντας το χρόνο διαφοροποίησης των δύο 

γραµµών κληρονόµησης. Το φαινόµενο αυτό περιγράφεται µε τον όρο «αρρενοποίηση» 

και τα αρρενοποιηµένα µόρια συµβολίζονται ως MF. 

 

 Η παρούσα διατριβή είχε δύο επί µέρους σκοπούς: 

Α) Η πρόσφατη ανακάλυψη του ανασυνδυασµού δηµιούργησε το ερώτηµα αν τα 

ανασυνδυασµένα µόρια mtDNA µεταβιβάζονται στις επόµενες γενιές και διασπείρονται 

στους φυσικούς πληθυσµούς. Εξετάσαµε ξεχωριστά την περίπτωση των µητρικά 

κληρονοµούµενων µορίων από την περίπτωση των πατρικά κληρονοµούµενων µορίων. Για 

την πρώτη περίπτωση, εστιαστήκαµε σε ένα θηλυκό άτοµο, το οποίο φαινόταν σύµφωνα 

µε προηγούµενη µελέτη µε τη βοήθεια περιοριστικών ενδονουκλεασών να φέρει 

ανασυνδυασµένο µόριο mtDNA στην περιοχή του γονιδίου COIII. Η αλληλούχιση του 

γονιδίου έδειξε ότι το µόριο αυτό δεν ήταν ανασυνδυασµένο, αλλά εµφάνιζε περιοριστικά 

πρότυπα τύπου Μ γιατί απλώς έφερε µεταλλαγές σε συγκεκριµένες περιοριστικές θέσεις. 

Για τη δεύτερη περίπτωση, εξετάσαµε όλα τα αρσενικά άτοµα µίας προηγούµενης µελέτης, 

η οποία είχε χαρακτηρίσει τα άτοµα αυτά βάσει των περιοριστικών προτύπων που 

εµφάνιζαν δύο περιοχές των mtDNA µορίων τους. Η παρούσα µελέτη πρόσθεσε µία νέα 

περιοχή, που αντιστοιχούσε σε τµήµα µεγέθους 900bp του γονιδίου της COI. Σύµφωνα µε 
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τα αποτελέσµατα φαίνεται ότι υπάρχουν όντως ανασυνδυασµένα µόρια πατρικής 

προέλευσης τα οποία µεταβιβάζονται στις επόµενες γενιές. 

 

Β) Πριν την ανακάλυψη του ανασυνδυασµού, αρκούσε η µελέτη µίας περιοχής για 

να χαρακτηριστεί ένα µόριο ως αρρενοποιηµένο. Η ανακάλυψη του ανασυνδυασµού έθεσε 

το ζήτηµα της επανεξέτασης του φαινοµένου της αρρενοποίησης, µε το σκεπτικό ότι η 

περιοχή διάγνωσης και χαρακτηρισµού ενός µορίου µπορεί να ήταν προϊόν 

ανασυνδυασµού. Βρέθηκε ένας σηµαντικός αριθµός πατρικών µορίων, τα οποία έφεραν F 

τύπου αλληλουχία σε τουλάχιστον τρεις διακριτές περιοχές. Η πιθανότητα ότι τέτοια µόρια 

µπορεί να προέκυψαν από πολλαπλά συµβάντα ανασυνδυασµού και ότι τα 

ανασυνδυασµένα µόρια διατηρήθηκαν στον πληθυσµό είναι πολύ µικρή. Τούτη η 

παρατήρηση είναι συµβατή µε την ύπαρξη της αρρενοποίησης. 

 

Συµπερασµατικά: 

• ∆εν υπάρχουν ανασυνδυασµένα µόρια µητρικής προέλευσης στους πληθυσµούς. 

• Παρέχονται ισχυρές ενδείξεις ότι υπάρχουν ανασυνδυασµένα µόρια πατρικής 

προέλευσης, τα οποία διασπείρονται στους φυσικούς πληθυσµούς. 

• Το φαινόµενο της αρρενοποίησης ισχύει. 
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ABSTRACT 

 

The bivalves of family Mytilidae show an unusual pattern of mtDNA inheritance. 

Female individuals inherit an mtDNA type that derives from their mother. Male individuals, 

however, inherit also their father’s mtDNA (M type). Therefore, two evolutionary lineages 

of mtDNA coexist in the same species: the one that is transmitted through the eggs (F 

lineage) and the one that is transmitted through sperm (M lineage). This system of 

mtDNA transmission has become known as Doubly Uniparental Inheritance (DUI). 

 

The present thesis focused in two separate aspects of DUI. The first concerned the 

recent evidence that mtDNA molecules in male gonads undergo homologous 

recombination. The second is related to the phenomenon of “masculinization”. In certain 

cases, F type molecules enter the male lineage displacing M type molecules and setting 

the differentiation time of the two lineages to zero. This phenomenon is described by the 

term “masculinization” and the masculinized molecules are symbolized as MF. 

 

The present thesis had two separate aims: 

A) The recent discovery of recombination raised the question whether the 

recombinant mtDNA molecules are transmitted in the next generations and they pass on 

natural populations. We examined separately the case of maternally transmitted molecules 

and the case of paternally transmitted molecules. With respect to the first case, we were 

focused in a female individual, which appeared to carry a recombinant mtDNA molecule, 

according to a previous restriction analysis of its COIII gene. The analysis of the 

recovered sequence of this gene revealed that this molecule was not recombinant, but 

instead typical F type molecule with specific mutations at some restriction sites that made 

it resemble an M type molecule. Relatively to the second case, we examined all the male 

individuals of a previous study, which had characterized these individuals according to the 

restriction patterns of two segments of their mtDNA molecules. We added a new segment 

that corresponded to a fragment of 900bp of the COI gene. According to the results, it 

appears that recombinant molecules of paternal origin do exist and they are transmitted 

to the next generations, as well. 

 

B) Until the discovery of recombination, the study of a segment was enough in 

order to characterize a molecule as masculinized. The discovery of recombination imposed 

the review of the phenomenon of masculinization, with the rationale that the diagnostic 
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segment that characterized a molecule could be a result of recombination. An important 

number of paternal molecules, which carried F type sequences at least in three 

distinguishable segments, were found. The probability that such molecules could result 

from multiple recombination events and that these recombinant molecules were fixed in 

the population is very small. This observation is compatible with the existence of 

masculinization. 

 

Conclusively: 

• Recombinant molecules of maternal origin do not exist in populations. 

• Powerful evidence is provided that recombinant molecules of paternal origin do 

exist and do pass on natural populations. 

• The phenomenon of masculinization does occur. 



 10

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Κεφάλαιο 1 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
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1.1. Μιτοχόνδρια: δοµή και λειτουργία 

 

Τα µιτοχόνδρια είναι οργανίδια που θεωρούνται ως τα "ενεργειακά κέντρα" του 

κυττάρου. Η εµφάνιση των µιτοχονδρίων διαφέρει σηµαντικά µεταξύ των διαφόρων 

κυτταρικών τύπων. Τα µιτοχόνδρια είναι συνήθως ωοειδή ή κυλινδρικά, µε πλάτος 0,2µm 

και µήκος µέχρι και 7µm, ενώ υπάρχουν και σφαιρικά µιτοχόνδρια µε διάµετρο 0,5 - 5 µm.  

 

 
Σχήµα 1.1. Ηλεκτρονιοφωτογραφία και σχηµατική αναπαράσταση µιτοχονδρίου. 

 

Τα µιτοχόνδρια είναι διπλοµεµβρανικά οργανίδια (Σχήµα 1.1). Η εξωτερική 

µιτοχονδριακή µεµβράνη έχει πάχος 7 nm και διαχωρίζει το µιτοχόνδριο από το υπόλοιπο 

κυτταρόπλασµα, ενώ η εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη έχει πάχος 5 nm και σχηµατίζει 

πολύπλοκες αναδιπλώσεις προς το εσωτερικό του µιτοχονδρίου οι οποίες ονοµάζονται 

µιτοχονδριακές ακρολοφίες (cristae). Ο χώρος µεταξύ των δύο µιτοχονδριακών 

µεµβρανών ονοµάζεται διαµεµβρανικός χώρος (intermembrane space), ενώ ο χώρος που 

περικλείεται από την εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη ονοµάζεται µιτοχονδριακή µήτρα 

(matrix). Μέσα στη µιτοχονδριακή µήτρα βρίσκονται τα ενδοµιτοχονδριακά κοκκία 

(granules), τα οποία αποτελούν θέσεις δέσµευσης δισθενών ιόντων (κυρίως Cα2+ και 

Mg2+), και τα µιτοχονδριακά ριβοσώµατα. Στα µιτοχόνδρια υπάρχει κυκλικό 

µιτοχονδριακό DNA (mtDNA), το οποίο συνήθως συνδέεται στην εσωτερική µιτοχονδριακή 

µεµβράνη σε ένα ή δύο σηµεία. 
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Τα µιτοχόνδρια λειτουργούν κυρίως σαν οργανίδια παραγωγής ενέργειας. Επίσης 

συµµετέχουν στη διατήρηση της οµοιόστασης του ενδοκυτταρικού ασβεστίου και στην 

παραγωγή θερµότητας.  

 
 

1.2. Η προέλευση των µιτοχονδρίων 

 

 Η επικρατέστερη θεωρία για την προέλευση των µιτοχονδρίων διατυπώθηκε από τη 

Margulis (1970). Πρόκειται για την ενδοσυµβιωτική υπόθεση, η οποία προτείνει ότι τα 

µιτοχόνδρια (και οι χλωροπλάστες) προήλθαν από τη συµβίωση ενός προκαρυωτικού 

αερόβιου οργανισµού ραβδοειδούς σχήµατος (πρωτοµιτοχόνδριο) µε ένα κύτταρο-ξενιστή 

ο οποίος ήταν αναερόβιος. Το αερόβιο βακτήριο που είχε την ικανότητα µεταφοράς 

ηλεκτρονίων στο οξυγόνο φαγοκυτταρώθηκε από τον αναερόβιο ξενιστή και το 

κυτταρόπλασµα του τελευταίου έγινε η κατοικία του (Margulis 1993). Καθώς η συµβιωτική 

αυτή σχέση διατηρήθηκε, ο ξενιστής αφαίρεσε αρκετές λειτουργίες από τον προκαρυώτη. 

Τµήµα αυτής της µεταφοράς λειτουργιών, απετέλεσε η µετακίνηση και η ενσωµάτωση 

πολλών γονιδίων του προκαρυώτη προς τον πυρήνα του ξενιστή. Αυτή η βαθµιαία 

προσαρµογή στις νέες λειτουργικές συνθήκες συνετέλεσε στη “µεταµόρφωση” των 

αερόβιων προκαρυωτικών οργανισµών σε µιτοχόνδρια. 

 

Φαίνεται ότι η εσωτερική µιτοχονδριακή µεµβράνη προήλθε από την πλασµατική 

µεµβράνη του αρχέγονου βακτηριακού ενδοσυµβιώτη. Η εξωτερική µιτοχονδριακή 

µεµβράνη πιθανόν προέρχεται από τη µεµβράνη του φαγοσώµατος του κυττάρου ξενιστή. 

Η µεµβράνη αυτή δείχνει ορισµένες οµοιότητες µε το ενδοπλασµατικό δίκτυο, µε το οποίο 

π.χ. µοιράζεται το κυτόχρωµα b5.  

 

 Οι περισσότερες πρωτεΐνες των µιτοχονδρίων κωδικοποιούνται από το πυρηνικό 

γενετικό υλικό και οι πρωτεΐνες που παράγονται στο κυτταρόπλασµα µεταφέρονται στο 

εσωτερικό των µιτοχονδρίων ενωµένες σε ειδικά πολυπεπτίδια (Schatz and Dobberstein 

1996; Neupert 1997). Επιπλέον, σε κάποιες περιπτώσεις εισέρχονται και µικρά RNAs, 

κυρίως tRNAs (Dietrich et al. 1992). 

 

 Η υπόθεση της ενδοσυµβίωσης δεν µπορούσε να αποσαφηνίσει αν τα µιτοχόνδρια 

έχουν µονοφυλετική ή πολυφυλετική προέλευση. Σύγχρονα δεδοµένα που προκύπτουν 

από την πλήρη αλληλούχιση µιτοχονδιακών γονιδιωµάτων ή από την αλληλούχιση 
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µεµονωµένων µιτοχονδριακών γονιδίων (Boore and Brown 1994; Boore et al. 1998; Lang 

et al. 1999) συνηγορούν στην µονοφυλετική προέλευση (Σχήµα 1.2). Οι κοντινότεροι 

βακτηριακοί συγγενείς των µιτοχονδρίων θεωρούνται τα µέλη της οµάδας των ρικετσιών 

που περιλαµβάνει ενδοκυτταρικά παράσιτα που ανήκουν στα γένη Rickettsia, Anaplasma 

και Erlichia (Gray and Spencer 1996; Lang et al. 1999). 

 

 

Σχήµα 1.2. Από τους οργανισµούς των οποίων τα γονιδιώµατα έχουν πλήρως αλληλουχηθεί,η
Rickettsia είναι πιθανά ο περισσότερο σχετικός µε τον ενδοσυµβιώτη που δηµιούργησε τα 
µιτοχόνδρια. Από τους οργανισµούς των οποίων τα 

 

µιτοχονδριακά γονιδιώµατα έχουν πλήρως 
αλληλουχηθεί, η Reclinomonas φαίνεται να µοιάζει περισσότερο µε τα βακτήρια. Εδώ παρουσιάζεται 
µια σύγκριση αυτών των δύο, µαζί µε ένα χαρακτηριστικό ζωικό µιτοχονδριακό γονιδίωµα, σε σχέση 
µε το µέγεθος γονιδιώµατος και το περιεχόµενο. Σαφώς πολλά γονίδια έχουν χαθεί από το 
γονιδίωµα του πρωτόγονου ενδοσυµβιώτη. 

 

 

1.3. Το µιτοχονδριακό DNA 

 

 Το µιτοχονδριακό DNA των ζωικών οργανισµών είναι ένα κυκλικό δίκλωνο µόριο, 

µε εξαίρεση το mtDNA κάποιων ειδών, όπως εκείνο του υδρόζωου Hydra attenuata, το 

οποίο αποτελείται από δύο ευθύγραµµα µόρια DNA (Pont-Kingdon et al. 2000). Το µέσο 

µέγεθος του mtDNA των ζώων είναι περίπου 17Kb. Η απουσία εσωνίων και ο µικρός 

αριθµός γονιδίων αποτελούν χαρακτηριστικά που το καθιστούν πρότυπο οργάνωσης και 

οικονοµίας (Attardi 1985). Ο γενετικός κώδικας των mtDNA διαφέρει από τον «παγκόσµιο» 

γενετικό κώδικα (Barrel et al. 1979; Wolstenholme 1992). Το κωδικόνιο UGA 
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χρησιµοποιείται ως κωδικόνιο λήξης στον παγκόσµιο γενετικό κώδικα, αλλά κωδικοποιεί για 

τρυπτοφάνη στο µιτοχονδριακό κώδικα των ζώων, µυκήτων και πρωτόζωων, αλλά όχι και 

των ανώτερων φυτών. Επίσης το κωδικόνιο ΑUA κωδικοποιεί για ισολευκίνη στον 

παγκόσµιο γενετικό κώδικα, αλλά κωδικοποιεί για µεθειονίνη στο mtDNA των θηλαστικών. 

Το κωδικόνιο ΑGA κωδικοποιεί για αργινίνη στον παγκόσµιο γενετικό κώδικα αλλά 

χρησιµοποιείται ως κωδικόνιο παύσης στο mtDNA των θηλαστικών, ενώ κωδικοποιεί για 

σερίνη στο mtDNA των αχινών, των σκουληκιών και των εντόµων. Στα εχινόδερµα το 

κωδικόνιο ΑΑΑ κωδικοποιεί για ασπαραγίνη και όχι λυσίνη. Έχει προταθεί ότι η αλληλουχία 

GTG χρησιµοποιείται ως κωδικόνιο έναρξης στα θηλαστικά και τον αχινό, αλλά όχι στη 

Drosophila. 

 

 Όλο σχεδόν το µόριο αποτελεί κωδικοποιούσα περιοχή. Εσώνια, µεγάλες 

οικογένειες επαναλαµβανόµενου DNA, ευµεγέθεις παρεµβαλλόµενες αλληλουχίες (spacer 

DNA) και ψευδογονίδια απαντώνται σπάνια ή απουσιάζουν εντελώς (Alberts et al. 1994). 

Ένα τυπικό µόριο mtDNA φέρει γονίδια από τα οποία 13 κωδικοποιούν πρωτεΐνες, 2 

κωδικοποιούν ριβοσωµικό RNA και 22 tRNAs (Σχήµα 1.3). Οι πρωτεΐνες που 

κωδικοποιούνται από το mtDNA εµπλέκονται στη µεταφορά ηλεκτρονίων και στην 

οξειδωτική φωσφορυλίωση (Wallace 1986). Η σύνθεσή τους γίνεται µέσα στο µιτοχόνδριο, 

το οποίο διαθέτει έναν αυτόνοµο προτεϊνοσυνθετικό µηχανισµό. Πρόκειται για τις τρεις 

υποµονάδες της κυτοχρωµικής οξειδάσης (COI, COII και COIII), το κυτόχρωµα b, τις 

ATPάσες 6 και 8, τις υποµονάδες 1-6 της αφυδρογονάσης του NADH και την ND4L. 

 

 

 
Σχήµα 1.3. Η δοµή ενός τυπικού µορίου mtDNA. 
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 Οι δύο αλυσίδες του mtDNA διαφέρουν σε ό,τι αφορά στην περιεκτικότητά τους σε 

C-G, ώστε όταν αποδιαταχτούν και φυγοκεντρηθούν σε CsCl να εµφανίζονται σε δύο 

ζώνες, η µία βαρύτερη της άλλης. Η βαριά αλυσίδα ονοµάζεται H (heavy) και η άλλη L 

(light) (Taanman 1999). Έχει βρεθεί µία περιοχή πλούσια σε A-T στο µόριο του mtDNA 

που αποτελεί το σηµείο έναρξης της αντιγραφής του µορίου και συγκεκριµένα της Η 

αλυσίδας και καλείται replication origin ή D-loop. Στο σηµείο εκείνο η Η αλυσίδα αρχίζει να 

αντιγράφεται εκτοπίζοντας την L και δηµιουργώντας µία θηλιά. Η αντιγραφή της L 

αλυσίδας ξεκινά αργότερα, όταν αποκαλυφθεί το δικό της σηµείο έναρξης αντιγραφής 

(Taanman 1999). 

 

 Η δοµή του mtDNA δεν παραµένει σταθερή ανάµεσα στις διάφορες οµάδες 

οργανισµών, αλλά αντίθετα παρουσιάζει διαφορές που αφορούν στο γονιδιακό 

περιεχόµενο του µορίου και στη διάταξη των γονιδίων πάνω στο µόριο (Wolstenholme 

1992; Taanman 1999). Το mtDNA του µυδιού, για παράδειγµα, στερείται του γονιδίου της 

ATPάσης 8, ενώ περιέχει ένα επιπλέον tRNA της µεθειονίνης (Hoffmann et al. 1992) και 

ένα ψευδογονίδιο του tRNA της σερίνης (Beagley et al. 1999). Η ATPάση 8 απουσιάζει 

επίσης και από άλλους οργανισµούς, όπως τους νηµατώδεις Caeno habditis elegans, 

Ascaris suum και Meloidogyne javanica (Wolstenholme et al. 1992; Okimoto et al. 1991; 

1992). 

r

 

 

 

1.4. Η κληρονόµηση του µιτοχονδριακού DNA 

 

 Η κληρονόµηση του κυτταροπλασµατικού και συνεπώς του µιτοχονδριακού DNA 

είναι µονογονική. Με άλλα λόγια, το mtDNA µεταβιβάζεται µόνο από τον ένα γονέα και 

πάντα του ίδιου φύλου στις επόµενες γενιές. Τούτο αποτελεί έναν από τους γενικότερους 

κανόνες στη βιολογία, µε ελάχιστες εξαιρέσεις. Συνήθως µάλιστα, µεταβιβάζεται µέσω του 

θηλυκού γαµέτη (Birky 1995), αν και υπάρχουν οργανισµοί, όπως η σεκόια (Neale et al. 

1989), το λάχανο (Erickson and Kemble 1990) και η µπανάνα (Faure et al 1994), οι οποίοι 

µεταβιβάζουν το µιτοχονδιακό γενετικό υλικό τους µέσω της γύρης. 

 

Στους ζωικούς οργανισµούς το mtDNA κληρονοµείται µητρικά (Hutchison et al. 

1974; Hayashi et al. 1978; Kroon et al. 1978; Shitara et al. 1998). Εξαίρεση αποτελούν τα 

µύδια των οικογενειών Mytilidae, Unionidae (βλ. §1.7) καθώς και το είδος Tapes

phillipinarium της οικογένειας Veneridae (Passamonti and Scali 2001). 
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1.5. Ανασυνδυασµός του DNA 

 

Ανασυνδυασµός (recombination) είναι η ανταλλαγή τµηµάτων γενετικού υλικού 

µεταξύ δύο µορίων DNA. Σαν αποτέλεσµα, νέοι γενετικοί συνδυασµοί δηµιουργούνται και 

συνεπώς αυξάνεται η γενετική ποικιλοµορφία. ∆ιακρίνονται δύο κατηγορίες 

ανασυνδυασµού του DNA: ο οµόλογος (homologous) και ο µη-οµόλογος ανασυνδυασµός. 

 

 A) Οµόλογος ανασυνδυασµός 

 Ο οµόλογος ανασυνδυασµός συµβαίνει µεταξύ δύο οµόλογων µορίων DNA. Στους 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς τέτοιου είδους ανασυνδυασµός είναι αυτός που συµβαίνει 

κατά τη µείωση και ονοµάζεται µειωτικός. Ο οµόλογος ανασυνδυασµός χωρίζεται στον 

αµοιβαίο ανασυνδυασµό και στη γονιδιακή µετατροπή (gene conversion). Στην πρώτη 

περίπτωση τα δύο µόρια DNA που ανασυνδυάζονται ανταλλάσσουν περιοχές DNA µε 

αποτέλεσµα τα θυγατρικά µόρια που προκύπτουν να περιέχουν τµήµατα και από τα δύο 

πατρικά µόρια χωρίς να αλλάζει το µέγεθος των µορίων. Αντίθετα στη γονιδιακή 

µετατροπή αλλάζει το περιεχόµενο του ενός από τα δύο µόρια DNA ενώ το άλλο 

παραµένει ανέπαφο (Σχήµα 1.4).  

 

 

Σχήµα 1.4. Σύγκριση γονιδιακής µετατροπής (gene conversion) και αµοιβαίου ανασυνδυασµού 
(crossover). (a) ∆ύο µόρια DNA. (b) Γονιδιακή µετατροπή – το κόκκινο DNA δίνει µέρος της 
γενετικής πληροφορίας του (e-e' περιοχή) στο µπλε DNA.  (c) Αµοιβαίος ανασυνδυασµός – τα δύο 
DNA µόρια ανταλλάσσουν µέρος της γενετικής πληροφορίας τους (f-f' και F-F'). 
  

 

 



 17

Β) Μη-οµόλογος ανασυνδυασµός 

O µη-οµόλογος ανασυνδυασµός συµβαίνει σε περιοχές DNA που εµφανίζουν µικρή 

ή δεν εµφανίζουν καµία οµολογία.  ∆ύο µη-οµόλογες αλληλουχίες µπορούν να 

ανασυνδυαστούν όταν κάποιες µικρές περιοχές τους εµφανίζουν µεγάλη οµοιότητα. Το 

πρώτο παράδειγµα αυτού του τύπου µη-οµόλογου ανασυνδυασµού εντοπίστηκε κατά την 

ενσωµάτωση του DNA του φάγου λ και του DNA της E. coli. Αυτός ο τύπος µη-οµόλογου 

ανασυνδυασµού ονοµάζεται site-specific ανασυνδυασµός. 

 

Η µετατόπιση DNA (transpositional recombination) είναι ένας άλλος τύπος µη-

οµόλογου ανασυνδυασµού κατά τον οποίο ένα µεταθετό στοιχείο µετακινείται µέσα στα 

χρωµοσώµατα. Όπως και ο site-specific ανασυνδυασµός, η µετατόπιση DNA συµβαίνει 

χωρίς να υπάρχει απαραίτητα οµολογία ανάµεσα στα µόρια DNA (Griffiths et al. 1996). 

 

 

1.6. Μιτοχονδριακό DNA και ανασυνδυασµός 

 

 Η παρουσία του ανασυνδυασµού στα οργανιδιακά γονιδιώµατα των πρωτίστων, 

των µυκήτων και των φυτών έχει αποδειχτεί εδώ και µία δεκαετία περίπου (Gray 1989). 

Αντίθετα, η άποψη που κυριαρχούσε σχετικά µε το µιτοχονδιακό DNA των ζώων ήταν ότι 

δεν ανασυνδυάζεται (Avise 1994). Πολλοί ερευνητές προσπάθησαν να αποδείξουν το 

αντίθετο στηριζόµενοι σε έµµεσες µεθόδους και κατέληξαν σε ενδεικτικό συµπέρασµα 

(ανασυνδυασµός ανθρώπινου mtDNA, Awadalla et al. 1999; Eyre-Walker et al. 1999a,b). 

Οι προσπάθειες όµως αυτές αντιµετώπισαν σκληρή κριτική τόσο ως προς τις µεθόδους που 

χρησιµοποίησαν, όσο και ως προς τα συµπεράσµατά τους (Arctander 1999; Merriweather 

and Kaestle 1999; Jorde and Bamshad 2000; Kivisild and Villems 2000; Kumar et al. 2000; 

Parsons and Irwin 2000). Παράλληλα δηµοσιεύτηκαν εργασίες που µελετούσαν ολόκληρο 

το mtDNA από µεγαλύτερο δείγµα ανθρώπων και κατέληγαν ότι δεν υφίσταται 

ανασυνδυασµός στο ανθρώπινο mtDNA (Ingman et al. 2000; Elson et al. 2001). 

Αναµφίβολα, το θέµα είχε αρχίσει να περιπλέκεται, δεδοµένης µάλιστα της προγενέστερης 

ανακάλυψης επιδιορθωτικού µηχανισµού σε µιτοχόνδρια κυττάρων από 

κυτταροκαλλιέργειες (Thyagarajan et al. 1996). 

 

 Πρόσφατα, οι Ladoukakis και Zouros (2001a), χρησιµοποιώντας ως µοντέλο το 

µύδι της Μεσογείου Mytilus galloprovincialis παρουσίασαν άµεση απόδειξη για την ύπαρξη 

οµόλογου ανασυνδυασµού σε ζωικό mtDNA. Τα µύδια του είδους αυτού, εξαιτίας του 
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ιδιαίτερου τρόπου κληρονόµησης του mtDNA τους (βλ. §1.7), φέρουν συχνά περισσότερα 

του ενός τύπου µόρια mtDNA (κατά κανόνα τα αρσενικά άτοµα) στους ιστούς τους. Το 

γεγονός αυτό δίνει τη δυνατότητα στα µόρια mtDNA, τα οποία διαφέρουν ως προς την 

αλληλουχία τους, να βρεθούν στον ίδιο οργανισµό. Σε περίπτωση που τέτοια µόρια 

αλληλεπιδράσουν και ανασυνδυαστούν, το προϊόν του ανασυνδυασµού µπορεί να 

ανιχνευτεί άµεσα. Εφαρµόζοντας µάλιστα ανάλογη µεθοδολογία σε δηµοσιευµένες 

αλληλουχίες mtDNA έδωσαν στοιχεία για την παρουσία ανασυνδυασµένων µορίων σε τρία 

ακόµα γένη ζωικών οργανισµών που απέχουν µεταξύ τους φυλογενετικά σε µεγάλο 

βαθµό: ένα αρθρόποδο του γένους Gammarus, ένα αµφίβιο του γένους Rana και ένα 

θηλαστικό του γένους Apodemus (Ladoukakis and Zouros 2001b). 

 

 Η απόδειξη του ανασυνδυασµού θέτει υπό αµφισβήτηση τις προγενέστερες 

φυλογενετικές και φυλογεωγραφικές αναλύσεις που βασίζονταν στην ανάλυση του 

µιτοχονδριακού γενετικού υλικού. Επιπλέον, γεννά πολλά θεµελιώδη ερωτήµατα που 

αφορούν στην έκταση του φαινοµένου στο ζωικό βασίλειο και στις συνέπειές του. 

 

 

1.7. Ο οργανισµός 

 

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

τα είδη M. edulis, M. galloprovincialis, M. trossulus, M. californianus, M. desolasionis και M. 

corsicus. Ο παραπάνω διαχωρισµός δεν είναι απόλυτος διότι αφενός πολλά είδη 

υβριδίζονται µεταξύ τους, γεγονός που φανερώνει ότι δεν υπάρχει µεγάλη γενετική 

ασυµβατότητα, αφετέρου δεν υπάρχει ένας µορφολογικός ή ηλεκτροφορητικός 

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

αναφέρθηκαν. 

 

Το είδος Mytilus galloprovincialis (Lamarck 1819) (Εικόνα 1.1) αναφέρεται ως 

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

συνέχεια εξαπλώθηκε στη Μαύρη Θάλασσα και στις ευρωπαϊκές ακτές του Ατλαντικού. Στη 

Γαλλία, Βρετανία και Ιρλανδία το είδος εµφανίζεται συµπατρικά µε το Μ. edulis. Τα δύο 

είδη υβριδίζονται εκτεταµένα στις ζώνες επαφής τους (Gosling 1994). 
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Β 
 

Εικόνα 1.1. Α) Πλαγκτονική µορφή και Β) ενήλικο άτοµο του είδους Mytilus galloprovincialis 

 

Α 

 

Το Mytilus galloprovincialis είναι ευρύαλος και ευρύθερµος οργανισµός και 

απαντάται σε θερµές, σχετικά αβαθείς θάλασσες, όπου υπάρχουν ισχυρά θαλάσσια 

ρεύµατα ή εναιωρήµατα οργανικών ουσιών. Σήµερα, το δίθυρο αυτό απαντάται στις ακτές 

της Κίνας, στην Ιαπωνία, Αυστραλία, Νέα Ζηλανδία, στις θάλασσες της Τασµανίας, της 

Καλιφόρνιας, και στη Νότια Αφρική. Είναι ένα από τα πιο γνωστά δίθυρα. Kαλλιεργείται 

συστηµατικά και έχει µεγάλη οικονοµική σηµασία. 

 

 Είναι διηθηµατοφάγος οργανισµός. Μπορεί να διηθήσει µεγάλες ποσότητες νερού 

και για το λόγο αυτό θεωρείται κατάλληλος βιολογικός δείκτης για την ύπαρξη βαρέων 

µετάλλων στο περιβάλλον. 

 

 Το είδος Mytilus galloprovincialis είναι γονοχωριστικό (σπάνια συναντώνται 

ερµαφρόδιτα άτοµα). Ο τρόπος φυλοκαθορισµού στο µύδι δεν είναι όµως γνωστός. Η 

γονιµοποίηση είναι εξωτερική. Η πλαγκτονική προνύµφη (Εικόνα 1.1Α) που δηµιουργείται 

αρχικά, εδραιώνεται σε σκληρό υπόστρωµα µε τη βοήθεια «νηµάτων» (βύσσος), όπου και 

παραµένει για το υπόλοιπο της ζωής της. Οι κυριότεροι ιστοί του µυδιού είναι η γονάδα 

(κατά την περίοδο της αναπαραγωγής φτάνει το 90% της µάζας του οργανισµού), τα 

βράγχια, ο µανδύας, ο πεπτικός ιστός, οι µύες και το πόδι (Gosling 1992). 

 

 

1.8. Η κληρονόµηση του mtDNA στο µύδι 

 

 Ο γενικός κανόνας της µονογονικής κληρονόµησης του mtDNA των ζωικών 

οργανισµών (Avise and Lansman 1983) τέθηκε υπό αµφισβήτηση στις αρχές της δεκαετίας 

του 90. Σε απογόνους υβριδίων τρωκτικών βρέθηκε µε PCR ότι συνέβαινε «διαρροή» 

πατρικού mtDNA (Gyllensten 1991). Παρόµοιες παρατηρήσεις έγιναν στο γαύρο (Magoulas 
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and Zouros 1993) και σε υβρίδια δροσόφιλας (Kondo et al. 1990, Satta et al. 1988). 

Εντούτοις, η ποσότητα του πατρικού mtDNA που ανιχνευόταν και στις δύο περιπτώσεις 

ήταν πολύ µικρή και το φαινόµενο εξηγήθηκε σαν µία απλή διαρροή πατρικού 

µιτοχονδριακού γενετικού υλικού. Στα µύδια όµως του είδους Mytilus edulis βρέθηκε 

εκτεταµένη ετεροπλασµία1, η οποία µάλιστα συσχετιζόταν µε το φύλο (Fisher and 

Skibinski 1990; Hoeh et al. 1991; Zouros et al. 1992). Η ετεροπλασµία αφορούσε σε 

µιτοχονδριακά γονιδιώµατα δύο τύπων, τα οποία διέφεραν ως προς την αλληλουχία τους. 

Η γενετική τους απόσταση προσδιορίστηκε στο 20%. 

 

Οι παρατηρήσεις στα µύδια συνηγορούσαν στην αµφιγονική κληρονόµηση του 

mtDNA, καθώς δεν ήταν δυνατό να εξηγηθεί µε συσσώρευση µεταλλαγών η µεγάλη 

γενετική απόσταση των µορίων που συνυπήρχαν στα ετεροπλασµικά άτοµα. Περαιτέρω 

µελέτες (Skibinski et al. 1994a,b; Zouros et al. 1994a,b) έφεραν στο φως ότι τα θηλυκά 

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

mtDNA τους (τύπου F, όπως ονοµάστηκε) σε όλους τους απογόνους τους ανεξαρτήτως 

φύλου. Τα αρσενικά άτοµα περιέχουν, εκτός από το mtDNA που κληρονόµησαν από τη 

µητέρα τους (τύπος F), το mtDNA που κληρονόµησαν από τον πατέρα τους (τύπος Μ) το 

οποίο µεταβιβάζουν µόνο στους αρσενικούς τους απόγονους. Κατά συνέπεια, µέσα στο 

ίδιο είδος συνυπάρχουν δύο εξελικτικές γραµµές mtDNA: εκείνη που µεταβιβάζεται µέσω 

των ωαρίων (γραµµή F) και εκείνη που µεταβιβάζεται µέσω των σπερµατοζωαρίων 

(γραµµή Μ). Οι δύο γραµµές εµφανίζουν µικρή ενδογενή ετερογένεια, αλλά η µεταξύ τους 

γενετική απόσταση µπορεί να ξεπερνά το 20%. 

 

 Η παρουσία δύο ξεχωριστών εξελικτικών γραµµών που θεωρητικά δεν 

αναµειγνύονται (ο ανασυνδυασµός του mtDNA δεν ήταν τότε γνωστός) φαινόταν να µην 

παραβιάζει τον κανόνα της µονογονικής κληρονόµησης των κυτταροπλασµατικών 

γονιδιωµάτων. Η µεταβίβαση του mtDNA του µυδιού εξακολουθούσε να είναι φυλο-

εξαρτώµενη παρόλο που θύµιζε αµφιγονική κληρονόµηση. Για το λόγο αυτό ονοµάστηκε 

∆ιπλή Μονογονική Κληρονόµηση (∆ΜΚ ή DUI: Doubly Uniparental Inheritance), σε 

αντίθεση µε τη µονογονική κληρονόµηση που απαντάται στους υπόλοιπους οργανισµούς 

(Zouros et al. 1994a). 

 

                                                 
1 Ετεροπλασµία καλείται η κατάσταση κατά την οποία ένας οργανισµός φέρει περισσότερα το ενός 
διαφορετικού τύπου µόρια mtDNA, τα οποία διαφέρουν στην αλληλουχία ή στο µήκος τους. 
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Η παρουσία της DUI εντοπίστηκε και στα άλλα είδη του γένους Mytilus, στο M. 

galloprivincialis (Rawson and Hiblish 1995; Quesada et al. 1996; Saavedra et al. 1997), 

στο M. trossulus (Geller et al. 1993; Zouros et al. 1994b; Rawson and Hilbish 1995; 

Stewart et al. 1995) και στο M. californianus (Geller et al. 1993). Έπειτα, ο ίδιος 

µηχανισµός βρέθηκε όχι µόνο στα είδη του γένους Mytilus αλλά και σε άλλα µέλη της 

οικογένειας Mytilidae και συγκεκριµένα στο είδος Geukensia demissa (Hoeh et al. 1996). 

Το φαινόµενο επίσης εντοπίστηκε σε τρία είδη µυδιών του γλυκού νερού που ανήκουν 

στην οικογένεια Unionidae και απέχουν εξελικτικά από τα Mytilidae κατά 400 εκ.χρόνια 

(Allen 1985; Waller 1990). Πρόκειται για τα είδη Pyganodon (πρώην Anodonda) grandis, 

Pyganodon (πρώην Anodonda) fragilis και Fusconaia flava (Hoeh et al. 1996; Liu et al. 

1996). 
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Σχήµα 1.6. ∆ιπλή Μονογονική Κληρονόµηση (DUI, Zouros 1994a). Τα θηλυκά άτοµα, τα οποία σε 
αντίθεση µε τα αρσενικά εµφανίζονται οµοπλασµικά, µεταβιβάζουν το mtDNA τους (τύπου F) σε 
όλους τους απογόνους τους ανεξαρτήτως φύλου. Τα αρσενικά άτοµα περιέχουν, εκτός από το 
mtDNA που κληρονόµησαν από τη µητέρα τους (τύπος F), το mtDNA που κληρονόµησαν από τον 
πατέρα τους (τύπος Μ) το οποίο µεταβιβάζουν µόνο στους αρσενικούς τους απόγονους.
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Τέλος, πρόσφατα διαπιστώθηκε η ύπαρξη της DUI στο χτένι Tapes philippinarum 

υποδεικνύοντας την πιθανή εξάπλωση του φαινοµένου σε πολλά ή ίσως σε όλα τα δίθυρα 

(Passamonti and Scali 2001). Η ανακάλυψη της DUI στα είδη αυτά δεν έγινε µε τον άµεσο 

τρόπο των διασταυρώσεων όπως στην περίπτωση των µυδιών. Στην περίπτωση αυτών 

των ειδών διαπιστώθηκε µέσα στον ίδιο πληθυσµό η ύπαρξη δύο εξελικτικών γραµµών 

mtDNA που απείχαν τόσο ώστε η διαφορά τους δεν µπορούσε να εξηγηθεί µε απλή 

συσσώρευση µεταλλαγών µέσα σε µια γενιά. 

 

 Σε πληθυσµιακή µελέτη που έγινε για τα F και τα Μ γονιδιώµατα, αποµονώθηκαν 

από τις γονάδες αρσενικών ατόµων µόρια mtDNA τα οποία όταν τοποθετούνταν σε ένα 

φυλογενετικό δέντρο, οµαδοποιούνταν µε τα F γονιδιώµατα και όχι µε τα Μ όπως 

συνέβαινε στα τυπικά αρσενικά (Hoeh et al. 1997). Το ποσοστό αυτών των αρσενικών 

κυµαινόταν στο 10%. Έµοιαζε δηλαδή σαν ένα µόριο F να έχει εισβάλει στην γραµµή 

µεταβίβασης του Μ γονιδιώµατος. Έτσι ενώ από πλευράς αλληλουχίας το περιεχόµενο 

mtDNA του σπέρµατος έµοιαζε µε τα F γονιδιώµατα, από πλευράς λειτουργίας έµοιαζε µε 

τα Μ. Το φαινόµενο αυτό ονοµάστηκε «αρρενοποίηση» (masculinization) του F mtDNA και 

τα αρρενοποιηµένα F µόρια ονοµάστηκαν ΜF (Ladoukakis and Zouros 2001). Το φαινόµενο 

της αρρενοποίησης µορίων mtDNA αποτελεί το συνδετικό κρίκο µεταξύ των δύο 

εξελικτικών γραµµών F και Μ που ακολουθούν παράλληλες πορείες και θεωρητικά δεν 

συναντώνται πουθενά. Κάθε φορά όµως που µια F εξελικτική γραµµή υποκαθιστά µια Μ 

εκτοπίζοντάς την µηδενίζεται ο χρόνος διαφοροποίησης των δύο µορίων M και F, τα οποία 

αρχίζουν να διαφοροποιούνται ξανά από το µηδέν (Σχήµα 1.7). Επειδή ο εξελικτικός 

χρόνος µηδενίζεται κάθε φορά που συµβαίνει ένα φαινόµενο αρρενοποίησης δίδεται η 

εικόνα ότι η DUI έχει πολλαπλές, ανεξάρτητες εµφανίσεις στον εξελικτικό χρόνο όταν 

µελετούνται είδη τα οποία απέχουν µεγάλα χρονικά διαστήµατα. 

 

Θεωρητικά, το φαινόµενο της αλλαγής των ρόλων των µιτοχονδριακών 

γονιδιωµάτων µπορεί να συµβαίνει και στα θηλυκά. ∆ηλαδή Μ γονιδιώµατα να περνούν 

στη γραµµή µεταβίβασης του F και να κληρονοµούνται µέσω των ωαρίων. Το φαινόµενο 

αυτό της “θηλεοποίησης” που Μ mtDNA (Ladoukakis et al. 2002) αποτελέι προς το παρόν 

µία θεωρητική σύλληψη. Αν και έχουν διαπιστωθεί στη φύση θηλυκά άτοµα 

ετεροπλασµικά για ένα F κι ένα Μ γονιδίωµα, τα ετεροπλασµικά αυτά θηλυκά εµφανίζονται 

σε πολύ µικρή συχνότητα και δεν είναι γνωστό αν µεταβιβάζουν στους απογόνους τους το 

M mtDNA τους. Οι Rawson and Hilbish (1995) παρατήρησαν οµοπλασµικά θηλυκά για ένα 
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Μ γονιδίωµα. Οι παρατηρήσεις τους όµως αυτές δεν αποκλείουν την παρουσία του F στα 

ίδια αυτά θηλυκά επειδή οι εκκινητές που χρησιµοποίησαν πολλαπλασιάζουν επιλεκτικά το 

Μ γονιδίωµα.  

  

 

 

 

 

 

 

 

Σχήµα 1.7. (A) Μονογονική κληρονόµηση, (B) DUI και (C) αρρενοποίηση (masculinization). 
Αντίθετα µε ό,τι συµβαίνει στους υπόλοιπους ζωικούς οργανισµούς, στα µύδια συνυπάρχουν στο 
ίδιο είδος δύο εξελικτικές γραµµές mtDNA. Σε ορισµένες περιπτώσεις ένα µόριο από τη Γραµµή F 
εισβάλει στη Γραµµή Μ, µηδενίζοντας το χρόνο διαφοροποίησης των µορίων Μ και F, δίνοντας την 
εντύπωση ότι η DUI έχει πολλαπλές ανεξάρτητες εµφανίσεις. 
 

 

1.9. Σκοπός της διατριβής 

 

 Η πρόσφατη ανακάλυψη ότι το mtDNA ανασυνδυάζεται, πέρα από τα θεµελιώδη 

ερωτήµατα που γέννησε σχετικά µε την έκταση του φαινοµένου στο ζωικό βασίλειο και 

του χρήση του mtDNA ως µοριακό εργαλείο, θέτει ένα βασικό ερώτηµα που προηγείται 

A 
Uniparental 

inheritance of 
mtDNA in animals 

B
Doubly Uniparental 

Inheritance (DUI) of 
mtDNA in mussels 

C 
Masculinization 
event of the F 

mtDNA 
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των υπολοίπων: το ερώτηµα αυτό αφορά στη δυναµική του φαινοµένου από εξελικτική 

σκοπιά, δηλαδή στο κατά πόσο αυτά τα ανασυνδυασµένα µόρια, τα οποία δηµιουργούνται 

στις γονάδες ορισµένων αρσενικών µυδιών, µεταβιβάζονται στις επόµενες γενιές και 

διασπείρονται στους πληθυσµούς. 

 

Επιπλέον, η ανακάλυψη του ανασυνδυασµού στο mtDNA του µυδιού επιβάλλει την 

αναθεώρηση και επανεξέταση ορισµένων πτυχών της DUI, όπως είναι το φαινόµενο της 

αρρενοποίησης. Πριν την ανακάλυψη του ανασυνδυασµού, η µελέτη µίας και µόνο 

περιοχής του µορίου αρκούσε θεωρητικά για να το χαρακτηρίσει σαν Μ ή F. Όµως, από τη 

στιγµή που ο ανασυνδυασµός προβλέπει την ύπαρξη µωσαϊκών2 Μ, F µορίων, είναι 

απαραίτητη η µελέτη περισσότερων περιοχών για το χαρακτηρισµό τους. 

 

Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν να διερευνήσει τα δύο παραπάνω σηµεία. Αν 

ήταν δυνατό να αποδειχτεί ότι υπάρχουν άτοµα που φέρουν στις γονάδες τους µωσαϊκά 

µόρια ενώ ταυτόχρονα είναι οµοπλασµικά για αυτόν τον τύπο γονιδιώµατος (αποκλείοντας 

έτσι το ενδεχόµενο να παράχθηκε ένα τέτοιο µόριο µέσα τους), τότε αυτοµάτως θα 

συνεπαγόταν ότι τα ανασυνδυασµένα µόρια διασπείρονται στους φυσικούς πληθυσµούς. 

Για το σκοπό αυτό µελετήθηκε το γονίδιο της τρίτης υποµονάδας της κυτοχρωµικής 

οξειδάσης (COIII) του mtDNA που ελήφθη από τη γονάδα ενός θηλυκού ατόµου του 

είδους Mytilus galloprovincialis (Sp41). Το συγκεκριµένο άτοµο, σύµφωνα µε τα 

αποτελέσµατα που προέκυψαν από την ανάλυση µε RFLPs (Λαδουκάκης 1998), εµφάνιζε 

έναν µοναδικό απλότυπο (C13). Ο απλότυπος αυτός φαινόταν ότι αντιστοιχούσε σε 

ανασυνδυασµένο µόριο. Για να ελεγχθεί αν το µόριο αυτό ήταν ανασυνδυασµένο 

προχωρήσαµε σε κλωνοποίηση και αλληλούχιση του γονιδίου της COIII του θηλυκού 

ατόµου Sp41 και στη σύγκριση της αλληλουχίας του µε άλλες που ήταν ήδη γνωστές. 

 

Η δεύτερη προσέγγιση αφορούσε όχι µόνο στη διερεύνηση για τη διασπορά 

ανασυνδυασµένων µορίων στη φύση, αλλά και στο κατά πόσο ο ανασυνδυασµός του 

mtDNA µπορεί να «απειλήσει» το φαινόµενο της αρρενοποίησης. Με τη χρήση 

περιοριστικών ενδονουκλεασών µελετήθηκε ένα τµήµα του γονιδίου της πρώτης 

υποµονάδας της κυτοχρωµικής οξειδάσης (COI) µεγέθους 900bp από 139 αρσενικά άτοµα. 

Τα άτοµα ανήκαν στο είδος Mytilus galloprovincialis και προέρχονταν από πληθυσµούς της 

Μεσογείου και της Μαύρης Θάλασσας. Είχαν ήδη µελετηθεί µε την ίδια µεθοδολογία για 

                                                 
2  Με τον όρο µωσαϊκά προσδιορίζουµε τα µόρια mtDNA που κατά µήκος της αλληλουχίας τους 
εµφανίζουν περιοχές τύπου F και Μ, λόγω ανασυνδυασµού. 
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δύο άλλες περιοχές του mtDNA των γονάδων τους (COIII και 16sRNA, Ladoukakis et al. 

2002). 
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Κεφάλαιο 2 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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2.1. Συλλογή και φύλαξη των δειγµάτων 

 

 Τα δείγµατα που αναλύθηκαν στην παρούσα µελέτη προέρχονταν από περιοχές 

του Ατλαντικού, της Μεσογείου και της Μαύρης Θάλασσας (Πίνακας 2.1). Ανήκαν όλα στο 

είδος Mytilus galloprovincialis (Gosling 1992). 

 

Περιοχή δειγµατοληψίας Κωδικός Αριθµός 

ατόµων 

Ιδιότητα 

πληθυσµού 

Χαλάστρα (Θεσσαλονίκη) HAL 20 Εκτρεφόµενος 

Μεγάλο Πεύκο (Αττική) MP 12 Εκτρεφόµενος 

Φάρος (Λιµάνι Ηρακλείου) FAR 15 Άγριος 

Κεφαλονιά CEF 34 Άγριος 

Βενετία (Αδριατική) PAD 27 Εκτρεφόµενος 

Κριµαία (Μαύρη Θάλασσα) BS 31 Άγριος 

Ισπανία (Ατλαντικός) SP 1 Εκτρεφόµενος 

Πίνακας 2.1. Περιγραφή των δειγµάτων της παρούσας µελέτης 

 

 Ο προσδιορισµός του φύλου των ατόµων είχε γίνει µε µικροσκοπική µελέτη των 

γονάδων τους στο οπτικό µικροσκόπιο Zeiss σε µεγέθυνση προσοφθάλµιου φακού x10 και 

αντικειµενικού x40 (Λαδουκάκης 1998). Στη συνέχεια, οι ιστοί των οργανισµών 

τεµαχίζονταν και φυλάσσονταν στους –80οC. 

 

 

2.2. Επεξεργασία δειγµάτων 

 

2.2.1. Εξαγωγή Ολικού DNA 

 

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

της πρωτεϊνάσης Κ (Miller et al. 1988). 

 

 Σύµφωνα µε τη µέθοδο αυτή, µικρή ποσότητα ιστού κονιορτοποιούταν µε υγρό 

άζωτο και τοποθετούταν σε σωλήνα eppendorf που περιείχε 400µl lysis buffer, 10µl 

proteinase K 20mg/l, 32µl SDS 10% w/v. Το lysis buffer αποτελείται από 10mM Tris pH 8, 

10mM EDTA pH 8 και 400mM NaCl. Το µείγµα επωαζόταν σε υδατόλουτρο 55οC για 

τουλάχιστο 4h και ακολουθούσε προσθήκη 280µl κορεσµένου διαλύµατος NaCl (6Μ), 
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vortex για 15min και φυγοκέντρηση στις 13000rpm για 30min. Το υπερκείµενο διάλυµα 

λαµβανόταν προσεκτικά και µεταφερόταν σε άλλο σωλήνα, όπου το DNA κατακρυµνιζόταν 

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

φυγοκέντρηση στις 13000rpm για 15min και έπειτα προσθήκη 100µl οξικού νατρίου (0.3Μ, 

pH 5.2) και 250µl absolute αιθανόλης. Νέα φυγοκέντρηση για 10min, αφαίρεση του 

υπερκείµενου και ξέπλυµα του ιζήµατος µε 200µl αιθανόλης 70% w/w. Η αιθανόλη 

αφαιρούταν προσεκτικά, το ίζηµα στέγνωνε στους 37οC ή σε θερµοκρασία δωµατίου. Η 

πελλέτα του DNA επαναδιαλυόταν µε προσθήκη 100-200µl nanopure H2O. Τέλος, ο 

έλεγχος της ύπαρξης και της ποιότητας του εξαγόµενου DNA γινόταν µε ηλεκτροφόρηση 

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

 

 

2.3. Μελέτη του γονιδίου COIII 

 

2.3.1. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction) 

 

Το τµήµα του mtDNA που επιλέχτηκε για τη µελέτη αντιστοιχεί σε µία περιοχή 

µεγέθους 860 bp περίπου του γονιδίου της υποµονάδας ΙΙΙ της κυτοχρωµικής οξειδάσης 

(COIΙΙΙ). Για τον πολλαπλασιασµό του τµήµατος αυτού χρησιµοποιήθηκε ένα ζευγάρι 

εκκινητών (primers) FOR 5’-TAT GTA CCA GGT CCA AGT CCG TG -3’ και REV 5’-ATG CTC 

TTC TTG AAT ATA AGC GTA CC-3’ (Stewart et al. 1996). 

 

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

0.2mM, primer COI-F 0.5mM, primer F 0.5mM και Taq DNA πολυµεράση (Minotech ή BRL) 

0.03u/µl, σε τελικό όγκο αντίδρασης 15µl. Ως DNA µήτρα (template DNA) προσθέταµε 

1.5µl ολικού DNA. Οι συνθήκες της αντίδρασης PCR ήταν οι εξής: αρχική αποδιάταξη (pre-

denaturation) του DNA στους 94οC για 2min και ακολούθως 35 επαναλαµβανόµενοι 

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

(denaturation) του DNA για 1min, 2) πρόσδεση (annealing) των εκκινητών στους 54οC για 

1min και 3) επιµήκυνση (extension) στους 72οC για 1min. Μετά τη συµπλήρωση των 35 

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

 

Μετά από την PCR ακολουθούσε έλεγχος του προϊόντος της, ώστε να διαπιστωθεί 

η απόδοσή της. Τούτο γινόταν µε ηλεκτροφόρηση 2-3µl του προϊόντος της PCR σε 
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πήκτωµα αγαρόζης 1% που περιείχε βρωµιούχο αιθίδιο και εµφάνιση - φωτογράφηση του 

ηλεκτροφορήµατος κάτω από έκθεσή του σε UV ακτινοβολία. 

 

 

 2.3.2. Προετοιµασία του προϊόντος της PCR για κλωνοποίηση 

 

 Πριν κλωνοποιηθεί το προϊόν της PCR γινόταν καθαρισµός του από τα 

περισσεύµατα των dNTPs και των εκκινητών καθώς και καθαρισµός από τα άλατα (MgCl2) 

για να είναι απρόσκοπτη η δράση της λιγάσης. Ο καθαρισµός γινόταν µε ιζηµατοποιήση 

του DNA µε αιθανόλη (Maniatis et al. 1982). Στο προϊόν της PCR προσθέτονταν 12µl 

διαλύµατος οξικού νατρίου 3Μ (pH 5,2) (1/10 του τελικού όγκου) και νερό µέχρι τα 120 

µl. Στη συνέχεια προσθέτονταν 2 όγκοι παγωµένης απόλυτης αιθανόλης και µετά από 

ανακίνηση, το µίγµα τοποθετούνταν στους –80 oC για 15- 30 min για να ιζηµατοποιηθεί το 

DNA. Ακολουθούσε φυγοκέντρηση στις 13000 στροφές για 15 min, απόρριψη του 

υπερκείµενου, ξέπλυµα του ιζήµατος µε παγωµένη αιθανόλη 70%. Το ίζηµα αφήνονταν 

Ο/Ν για να εξατµισθεί η αιθανόλη, επαναδιαλυόταν σε 10-20µl Η2Ο και φυλασσόταν στους 

-20oC. Ακολουθούσε ποσοτικοποίηση του καθαρού προϊόντος της PCR µε οπτικό 

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

γνωστής συγκέντρωσης. 

 

 

 2.3.3. Κλωνοποίηση του προϊόντος της PCR 

 

Η κλωνοποίηση του προϊόντος της PCR γινόταν σε φορέα κλωνοποίησης ειδικό για 

την κλωνοποίηση προϊόντων PCR. Ο φορέας αυτός ήταν ο pGEM T vector της Promega. Ο 

φορέας είχε γίνει γραµµικός και στα 3’ άκρα του είχε προστεθεί ένα επιπλέον Τ 

νουκλεοτίδιο (θυµίνη). Είναι γνωστό ότι η Taq πολυµεράση αφήνει στο 5’ άκρο του DNA 

που παράγει ένα προεξέχον Α νουκλεοτίδιο (Αδενίνη). Η αδενίνη ενώνεται µε τη 

συµπληρωµατική της θυµίνη που υπάρχει στα 3’ άκρα του φορέα και η κλωνοποίηση 

γίνεται ευκολότερα. Επιπλέον, µε το να υπάρχει ένα προεξέχον νουκλεοτίδιο στα 3’ άκρα 

του φορέα, αυτός παραµένει γραµµικός ακόµα και µε την παρουσία της λιγάσης και η 

απόδοση της κλωνοποίησης είναι µεγαλύτερη. Το µίγµα της αντίδρασης της λιγάσης 

γινόταν σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή σε τελικό όγκο 10µl και περιείχε:  

 

5µl ligation buffer (2Χ) 
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1 µl pGEM - T vector (50ng) 

1 µl T4 ligase (που συνόδευε το φορέα) 

3 µl καθαρού προϊόντος PCR 

 

Το ligation buffer περιείχε ATP. Το ligation mix επωαζόταν στους 4oC Ο/Ν και 

αποθηκευόταν στους -20oC. 

 

 

 2.3.4. Μετασχηµατισµός των βακτηριακών κυττάρων 

 

 Τα κύτταρα που χρησιµοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση των προϊόντων 

PCR ήταν το στέλεχος DH5α του βακτηρίου Escherichia coli. Τα κύτταρα αυτά γίνονταν 

δεκτικά µετασχηµατισµού (competent) και αποθηκεύονταν στους -80oC. Ένας σωλήνας 

eppendorf 1,5ml για κάθε προϊόν PCR που επρόκειτο να κλωνοποιηθεί και περιείχε περίπου 

250 µl κυττάρων αφηνόταν να ξεπαγώσει µέσα σε πάγο. Στα κύτταρα αυτά προσθέτονταν 

4-5 µl από προϊόν της ligation και ανακινούνταν ελαφρά µε το χέρι χωρίς να µείνουν τα 

κύτταρα για πολύ χρόνο εκτός πάγου. Μετά την ανακίνηση παρέµεναν ακίνητα στον πάγο 

για 20 min και στη συνέχεια δέχονταν θερµικό σοκ στους 42oC για 45sec. Μετά το θερµικό 

σοκ τοποθετούνταν αµέσως στον πάγο για 2 min και ακολουθούσε προσθήκη 800 µl 

θρεπτικού µέσου (LB) σε κάθε σωλήνα. Οι σωλήνες µε τα µετασχηµατισµένα κύτταρα 

επωάζονταν υπό ανακίνηση στους 37oC για 45 min µε 1 h. Φυγονεντρούνταν στις 3000 

στροφές για 5 min και απλώνονταν σε τριβλία που περιείχαν στερεό θρεπτικό (LB + άγαρ) 

µαζί µε αµπικιλίνη ως επιλεκτικό παράγοντα. Ο φορέας κλωνοποίησης (pGEM T vectror) 

εκτός από το γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλίνη εµπεριέχει και το γονίδιο 

µεταβολισµού της λακτόζης το οποίο διακόπτεται από το ένθεµα (Σχήµα 2.1). Γι’ αυτό στα 

ίδια τριβλία είχε επιστρωθεί Χ-gal (Sigma) 40µl (20%). Αυτό δίνει τη δυνατότητα να 

ελεγχθούν οι αποικίες που περιέχουν το ένθεµα από αυτές που περιέχουν µόνο το φορέα. 

Τα βακτήρια αφήνονταν να αναπτυχθούν Ο/Ν και ακολουθούσε η συλλογή των λευκών 

αποικιών. Όταν η απόδοση του µετασχηµατισµού ήταν µεγάλη δεν συλλέγονταν όλες οι 

λευκές αποικίες αλλά ένας µεγάλος αριθµός από αυτές. 

 

Η συλλογή των αποικιών γινόταν µε αποστειρωµένα tips. Η κάθε λευκή αποικία 

µεταφερόταν σε αριθµηµένη θέση ενός τριβλίου που περιείχε LB, άγαρ και αµπικιλίνη. Το 

νέο τριβλίο µε τις αριθµηµένες αποικίες επωαζόταν Ο/Ν στους 37oC. 
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2.3.5. Έλεγχος θετικών κλώνων 

 

Ελάχιστη ποσότητα από την κάθε αριθµηµένη αποικία µεταφερόταν σε 

αποστειρωµένο eppendorf 0,5 ml που περιείχε 20-100 µl STE buffer (100mM NaCl, 10mM 

Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA pH 8). Αφού ανακινούνταν ισχυρά µε πιπέτα Gilson για να 

διασπαστεί η µάζα των κυττάρων, οι σωλήνες τοποθετούνταν στους 94oC για 15-30 min. 

Στη συνέχεια αφήνονταν να κρυώσουν. 1µl από αυτό το µίγµα αποτελούσε το DNA µήτρα 

για την PCR που θα ακολουθούσε. Οι εκκινητές που χρησιµοποιούνταν κάθε φορά καθώς 

και οι συνθήκες της PCR ήταν ίδιες µε αυτές που είχαν χρησιµοποιηθεί για να 

πολλαπλασιαστεί το ένθεµα µε PCR από το ολικό DNA. Ο τελικός όγκος της αντίδρασης 

ήταν 10 µl. 3 µl από το προϊόν ηλεκτροφορούνταν σε πήκτωµα αγαρόζης 1% για να 

διαπιστωθεί ποιοι από τους κλώνους περιείχαν το σωστό ένθεµα. 

 

Προηγούµενη φυλογεωγραφική µελέτη (Λαδουκάκης 1998) είχε δείξει ότι η 

περιοχή της COIII που µελετούνταν αποκάλυπτε πολυµορφισµό όταν κοβόταν µε την 

περιοριστική ενδονουκλεάση RsaI (που κόβει στη θέση 5’GT-AC3’) ή σε λιγότερο βαθµό 

όταν κοβόταν µε την περιοριστική ενδονουκλεάση HaeIII (που κόβει στη θέση CC/GG). Οι 

πέψεις των θετικών κλώνων µε αυτά τα ένζυµα χρησιµοποιήθηκαν ως διαγνωστικό των 

διαφορετικών κλώνων που προέκυπταν. 

 

Οι πέψεις µε τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες γινόταν σε τελικό όγκο 20 µl που 

περιείχαν: 

2 µl buffer 10X (το buffer αυτό είναι ειδικό για το κάθε ένζυµο και παρέχεται 

µαζί µε το ένζυµο από τον προµηθευτή. 

0,2 µl RsaI (Minotech 10 u/µl) 

7,5 µl προϊόντος PCR 

10 µl H2O. 

 

Το µίγµα αφού ανακινούνταν αρκετά επωαζόταν στους 37oC για 3 h έως Ο/Ν. Στη 

συνέχεια ηλεκτροφορούνταν σε πήκτωµα αγαρόζης 1,5 % που περιείχε βρωµιούχο αιθίδιο 

και το πήκτωµα φωτογραφιζόταν. 
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2.3.6. Καθαρισµός πλασµιδίων για αλληλούχιση 

 

Βρέθηκαν 8 θετικοί κλώνοι, οι οποίοι έδωσαν ακριβώς τα ίδια περιοριστικά πρότυπα 

έπειτα από την πέψη µε τα ένζυµα RsaI και HaeIII (τα αναµενόµενα που έδινε και ο 

απλότυπος C13). Για το λόγο αυτό επιλέχτηκε τυχαία ένας από αυτούς προκειµένου να 

αλληλουχηθεί το ένθεµα που περιείχε. 

 

Κύτταρα του κλώνου που επιλέχτηκε απλώνονταν σε τριβλίο µε στερεό θρεπτικό 

(LB + άγαρ) και αµπικιλίνη. Μετά από επώαση Ο/Ν λαµβάνονταν µοναδικές αποικίες και 

καλλιεργούνταν σε υγρό θρεπτικό Ο/Ν. Τα κύτταρα αυτά χρησιµοποιούνταν για την 

παραλαβή καθαρού πλασµιδιακού DNA. Το πλασµιδιακό DNA καθαριζόταν µε κολώνες 

QIAGEN σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Ένα δείγµα από το καθαρισµένο 

πλασµιδιακό DNA ηλεκτροφορούνταν σε αγαρόζη 1% για να ποσοτικοποιηθεί, ενώ το 

υπόλοιπο διδόταν για αλληλούχιση. 

 

 

2.3.7. Αλληλούχιση του ενθέµατος 

 

Η πρωτοταγής δοµή των τµηµάτων DNA που είχαν κλωνοποιηθεί γινόταν σε 

αυτόµατο sequencer PT100 της MG Research. Για να αυξηθεί η ακρίβεια και η αξιοπιστία 

των αποτελεσµάτων, η ανάγνωση των αλληλουχιών γινόταν και για τις δύο αλυσίδες του 

DNA. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές που είχαν οµόλογες περιοχές πάνω 

στο πλασµίδιο φορέα pGEM T. Για την ανάγνωση της µίας αλυσίδας χρησιµοποιήθηκε ο 

εκκινητής SP6 (5’-ATT TAG GTG ACA CTA TAG- 3’) ενώ για την ανάγνωση της άλλης 

αλληλουχίας ο εκκινητής T7 (5’-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3’). Οι θέσεις που 

βρίσκονται οι εκκινητές πάνω στο φορέα φαίνονται στην Σχήµα 2.1. Γινόταν δηλαδή 

ανάγνωση του ενθέµατος και για τους δύο κλώνους DNA, για να είναι αξιόπιστα και ακριβή 

τα αποτελέσµατα. 

 

Οι αλληλουχίες λαµβάνονταν µε τη µορφή χρωµατογραφηµάτων και η επεξεργασία 

γινόταν µε το πρόγραµµα CHROMAS 1.4. Το πρόγραµµα αυτό επιτρέπει τη διόρθωση 

λαθών του αυτόµατου µηχανήµατος. Η επεξεργασία των αλληλουχιών, η εύρεση των 

διαφορετικών νουκλεοτιδίων καθώς και η οµαδοποίηση των αλληλουχιών (όπου 

χρειαζόταν) έγινε στο πρόγραµµα MEGA (Kumar et al. 1994). 

 



 34

2.4. Μελέτη του γονιδίου COI 

 

 2.4.2. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction) 

 

 Το τµήµα του mtDNA που επιλέχτηκε για τη µελέτη αντιστοιχεί σε µία περιοχή 

µεγέθους 900 bp περίπου του γονιδίου της υποµονάδας Ι της κυτοχρωµικής οξειδάσης 

(COI). Για τον πολλαπλασιασµό του τµήµατος αυτού χρησιµοποιήθηκε ένα ζευγάρι 

εκκινητών (primers) COI-F και F που σχεδιάστηκαν µε βάση την αλληλουχία της Albinaria 

coerulea. Οι αλληλουχίες των εκκινητών είναι οι εξής: COI-F: 5’- GGT AA(AG) GAT ATA 

ATT TA(CT) CC(AG) CGG – 3’ και F: 5’- TGT GCT AC(AC) AC(AG) TA(AG) TAA GTA TCA T 

– 3’. Οι εκκινητές αυτοί πολυµερίζουν τόσο τις Μ όσο και τις F τύπου αλληλουχίες. 

 

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

0.2mM, primer COI-F 0.5mM, primer F 0.5mM και Taq DNA πολυµεράση (Minotech ή BRL) 

0.03u/µl, σε τελικό όγκο αντίδρασης 15µl. Ως DNA µήτρα (template DNA) προσθέταµε 

1.5µl ολικού DNA. Οι συνθήκες της αντίδρασης PCR ήταν οι εξής: αρχική αποδιάταξη (pre-

denaturation) του DNA στους 94οC για 2min και ακολούθως 35 επαναλαµβανόµενοι 

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

(denaturation) του DNA για 1min, 2) πρόσδεση (annealing) των εκκινητών στους 54οC για 

1min και 3) επιµήκυνση (extension) στους 72οC για 1min. Μετά τη συµπλήρωση των 35 

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

 

 Μετά από κάθε PCR ακολουθούσε έλεγχος του προϊόντος της, ώστε να διαπιστωθεί 

η απόδοσή της. Τούτο γινόταν µε ηλεκτροφόρηση 2-3µl του προϊόντος της PCR σε 

πήκτωµα αγαρόζης 1% που περιείχε βρωµιούχο αιθίδιο και εµφάνιση - φωτογράφηση του 

ηλεκτροφορήµατος κάτω από έκθεσή του σε UV ακτινοβολία. 

 

  

 2.4.3. Πέψη του Προϊόντος της PCR µε Περιοριστικές Ενδονουκλεάσες 

 

 Κάθε προϊόν PCR, του οποίου η ποιότητα είχε προηγουµένως ελεγχθεί, 

υποβαλλόταν σε πέψη από περιοριστικά ένζυµα. Τα ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν ήταν το 

Rsa I και το Νco I (Πίνακας 2.2). Η επιλογή των συγκεκριµένων ενζύµων έγινε αφού 

προηγήθηκε µελέτη των προτύπων πέψης µίας σειράς περιοριστικών ενδονουκλεασών στο 
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συγκεκριµένο τµήµα του γονιδίου της COI (∆ηµητρίου 2002), ώστε να είναι δυνατή η 

ανίχνευση και η ταυτοποίηση των Μ και F απλοτύπων. 

 

Περιοριστικά 

ένζυµα 

Πηγή αποµόνωσης Αλληλουχία 

αναγνώρισης 

Θερµοκρασία 

δράσης 

Παρασκευαστική 

εταιρία 

Rsa I Rhodopseudomonas sphaeroides 5’GT●AC 3’ 37oC Minotech 

Nco I Nocardia corallina 5’C●CATGG 3’ 37oC Minotech 

Πίνακας 2.2. Περιοριστικά ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν για την ανάλυση τµήµατος του γονιδίου 

COI. 

 

 Ο τελικός όγκος της αντίδρασης πέψης ήταν 20µl, εκ των οποίων 12µl ήταν DNA 

από το προϊόν της PCR, 2µl buffer (10x), 0.2µl ένζυµο (10units/µl) και 5.8µl nanopure 

H2O. Η διαδικασία διαρκούσε 3-6h σε θάλαµο σταθερής θερµοκρασίας 37οC. Μετά την 

επώαση σειρά είχε η ηλεκτροφόρηση του συνόλου του δείγµατος σε πήκτωµα αγαρόζης 

1.5% (που περιείχε βρωµιούχο αιθίδιο) για 2h 15min σε χαµηλή τάση (~60V). Οι ζώνες 

του DNA στο ηλεκτροφόρηµα γίνονταν ορατές µε τη διέλευση UV ακτινοβολίας και 

φωτογραφίζονταν. 

 

2.5. RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms) 

  

 Η τεχνική των RFLPs (Botstein et al. 1980) περιλαµβάνει την πέψη του DNA µε ένα 

ή περισσότερα περιοριστικά ένζυµα, διαχωρισµό των τµηµάτων DNA µε βάση το µοριακό 

τους βάρος σε πήκτωµα αγαρόζης ή ακρυλαµίδης και ανάγνωση του περιοριστικού 

προτύπου. 

 

 Οι διαφορές που παρατηρούνται µεταξύ των περιοριστικών προτύπων 

διαφορετικών αλληλουχιών µπορεί να οφείλλονται σε αντικαταστάσεις βάσεων, σε 

ενθέσεις ή σε ελλέιµατα τµηµάτων DNA ή σε ανακατατάξεις αλληλουχιών DNA. Η κάθε 

περίπτωση δίνει τις δικές της χαρακτηριστικές αλλαγές στο περιοριστικό πρότυπο, 

αποκαλύπτωντας πολυµορφισµούς. 
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Κεφάλαιο 3 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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ΜΕΡΟΣ Α’: Αναζήτηση ανασυνδυασµένων µορίων τύπου F 

 

3.Α.1. Ο απλότυπος C13 

 

 Σε µία φυλογεωγραφική µελέτη, στην οποία µεταξύ άλλων αναλύθηκε µε RFLPs το 

γονίδιο της τρίτης υποµονάδας της κυτοχρωµικής οξειδάσης του mtDNA µυδιών από 

πληθυσµούς της Μεσογείου, της Μαύρης Θάλασσας και του Ατλαντικού, αποκαλύφθηκε σε 

θηλυκό άτοµο ένας ξεχωριστός, από την άποψη του περιοριστικού προτύπου του, 

απλότυπος (Ladoukakis et al. 2002). Ο απλότυπος C13 παρατηρήθηκε αποκλειστικά σε ένα  

θηλυκό άτοµο (Sp41), αλλά εντούτοις οµαδοποιούταν µε τους απλοτύπους που 

προέκυπταν από µόρια τύπου Μ, τα οποία υπό κανονικές συνθήκες δεν παρατηρούνται σε 

θηλυκά άτοµα (Πίνακας 3.Α.1). 

 Enzymes R H H R H H E H B R R H R R H R R R R R
 Sites: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415 16 17 18 1920

C1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1
C2 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1
C3 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1
C4 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1
C5 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1
C6 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1
C7 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1
C8 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 1
C9 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1
C10 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1
C11 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1

Α
π
λό
τυ
π
οι

 τ
ύπ
ου

 F
 

C12 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1
                      

C13 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0
C14 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1
C15 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1
C16 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
C17 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1
C18 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1
C19 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0
C20 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0
C21 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0Α

π
λό
τυ
π
οι

 τ
ύπ
ου

 Μ
 

C22 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0
Πίνακας 3.Α.1. Περιοριστικοί απλότυποι του τµήµατος γονιδίου της COIII. Πάνω από της θέσεις 
κοπής (sites) σηµειώνονται τα ένζυµα που τις αναγνωρίζουν (R: RsaI, H: HaeIII, E: EcoRI, B: 
BamHI). Ο αριθµός 1 µαρτυρά κοπή, ενώ ο 0 το αντίθετο. Ο απλότυπος C13 οµαδοποιείται µε τα 
µόρια τύπου Μ, ενώ βρέθηκε σε θηλυκό άτοµο. 
 



 38

 Οι συγγραφείς εξέφρασαν την ακόλουθη υπόθεση προκειµένου να εξηγήσουν την 

παραπάνω παρατήρηση: ότι, επρόκειτο είτε για περίπτωση «θηλεοποίησης», δηλαδή το 

µόριο είχε ειβάλει στη θηλυκή γραµµή κληρονόµησης ενώ προερχόταν από την M γραµµή, 

είτε αποτελούσε µία περίπτωση ανασυνδυασµού στην περιοχή της COIII µεταξύ ενός F και 

ενός M µορίου. Η δεύτερη περίπτωση θεωρήθηκε πιθανότερη, καθώς από την µελέτη του 

γονιδίου του 16s RNA του ίδιου προέκυπτε ότι ο απλότυπος του εν λόγω γονιδίου 

αντιστοιχούσε σε τυπικό µόριο F τύπου. 

 

 

3.Α.2. Αλληλούχιση του γονιδίου COIII 

 

 Θέλοντας να ελέγξουµε την παραπάνω υπόθεση, προχωρήσαµε στην κλωνοποίηση 

και στην αλληλούχιση του γονιδίου COIII που εµφάνιζε τον απλότυπο C13, µε τον τρόπο 

που περιγράφηκε στο προηγούµενο κεφάλαιο. Το αποτέλεσµα αποτυπώνεται στο Σχήµα 

3.Α.1. 
1      TATGTACCAGGTCCAAGTCCGTGGCCATTTTTTGTGGCTATTTCGGCTAACGGAATAGCG 

 
61     GTAGGGTTAATTTTGTGACTGCATCGAACCCCCAGATTTTTATTAATAGGTATGAGTCTG 

 
121    GTTTGCATACTATTGAGAACTTTTAGATGGTGACGCGATTTAATTCGTGAAGGAGACATT 

 
181    GGGTTTCACACTCGTTTTGTAATCAAAAGATTTCGAGATGGCGTTGCCTTGTTTATTCTG 

 
241    TCTGAAGTGATATTTTTCTTCACTTTTTTTTGGACTTTTTTCCATAATGCTTTAAGGCCC 

 
301    TCGTGTGAGCTAGGAATACGGTGGCCTCCTCCTGGAATTCGTACGCCAAACCCGTCATCT 

 
361    ACTAGTCTGTTTGAGACAGGTCTTCTAATTAGAAGAGGGCTGTTTGTAACTCAAGCCCAT 

 
421    AAGAGGATGCGCTTGAAGGATTACGACGTAGGGCCATTCATCGGCCTAGTGGTGACAATC 

 
481    GTATGCGGGACTGTGTTTTTCTTGGTACAACTGCGGGAATATTATTGAAACTCCTATACT 

 
541    ATTGCAGATAGGGTTTATGGTAGGGTTTTTTACTTACTAACTGGATTCCACGGGATACAC 

 
601    GTTGTCGTAGGGACTATTTGGCTAATGGTAAGGTTAGTTCGACTATGACGCGGGGAGTTT 

 
661    TCTAGTCAACGACACTTCGGGTTTGAGGCTTGTATTTGGTATTGACATTTCGTAGATGTG 

 
721    GTATGAGTGGCATTGTGGTGCTTAGTGTATGTGTGGTTTGGAGGATGATTATATATGTGA 

 
781    TGGTTTAAGATATGGGATGGGGATGTTTACACATTTAAGTCCCCGGATGCCAAACCTTCT 

 
 841    TGGTACGCTTATATTCAAGAAGAGCAT 

 

Σχήµα 3.Α.1. Η αλληλουχία του γονιδίου COIII. 

 

 Η αλληλουχία αυτή στοιχήθηκε µε γνωστές αλληλουχίες Μ και F τύπου του είδους 

M. galloprovincialis και ελέχθηκε αν έφερε ανασυνδυασµένα τµήµατα. Επιπλέον, 
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κατασκευάστηκαν δέντρα µε φαινετικές µεθόδους που περιλάµβαναν τις παραπάνω 

αλληλουχίες (Σχήµατα 3.Α.2, 3.Α.3). 

 

F type sequ
en

ces

Σχήµα 3.Α.2. Φυλογενετικό δέντρο των γνωστών αλληλουχιών µε τη µέθοδο UPGMA. Η 

αλληλουχία του ατόµου Sp41 (υπογραµµισµένη) τοποθετείται στον κλάδο F. 

M
 type sequ

en
ces
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F type sequ
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Σχήµα 3.Α.3. Φυλογενετικό δέντρο των γνωστών αλληλουχιών µε τη µέθοδο NJ. Η αλληλουχία 
του ατόµου Sp41 (υπογραµµισµένη) τοποθετείται στον κλάδο F. 
 

 

M
 type sequ

en
ces
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 Σύµφωνα µε παραπάνω αναλύσεις, η αλληλουχία που αντιστοιχούσε στον 

απλότυπο C13 φαινόταν να µην είναι ούτε ανασυνδυασµένη, ούτε «θηλεοποιηµένη», αλλά 

αντίθετα ήταν τυπική F. Για να εξηγηθεί, λοιπόν, η ιδιαιτερότητα του απλότυπου C13, 

αναλύθηκε το περιοριστικό πρότυπο της αλληλουχίας µε τη βοήθεια του ηλεκτρονικού 

προγράµµατος DNAMAN (Σχήµα 3.Α.4). 

 

1 867

COIII

80bp

RsaI (5) HaeIII (24)

HaeIII (297)

HaeIII (324)

EcoRI (335)

RsaI (342)

HaeIII (453)

HaeIII (464)

RsaI (506) RsaI (844)

Σχήµα 3.Α.4. Το περιοριστικό πρότυπο και ο περιοριστικός χάρτης του γονιδίου COIII του ατόµου 

Sp41. 

 

Sp41



 42

 Όπως προέκυψε από την ανάλυση, η αλληλουχία C13 φαινόταν ξεχωριστή όταν 

εξετάστηκε µε RFLPs για δύο λόγους. Ο πρώτος είναι ότι το µόριο φέρει αντικαταστάσεις 

νουκλεοτιδίων σε θέσεις κοπής και ο δεύτερος είναι ότι έγιναν λάθη κατά την 

προηγούµενη ανάλυση µε RFLPs. Συγκεκριµένα, οι θέσεις 700 (site 16) και 748 (site 17, 

Πίνακας 3.Α.1) κόβονται από το ένζυµο RsaI σε όλους τους θηλυκούς τύπους (εκτός από 4 

στις 12 περιπτώσεις µόνο στη θέση 748) ενώ δεν κόβονται σε κανέναν αρσενικό, πράγµα 

που τις καθιστά διαγνωστικές. Η αλληλουχία C13, όµως, εξαιτίας δύο σηµειακών 

µεταλλαγών δεν αναγνωρίζεται στις δύο αυτές θέσεις από το RsaI, παράγοντας 

παραπλανητικά αποτελέσµατα όταν εξετάζεται µε RFPLs. Το ίδιο συµβαίνει µε τη θέση 24 

(site 2, Πίνακας 3.Α.1, Σχήµα 3.Α.4), η οποία είναι διαγνωστική για το ένζυµο HaeIII. 

 

Φαίνεται, επιπλέον, ότι έγιναν δύο κρίσιµα σφάλµατα κατά την ανάγνωση των 

περιοριστικών προτύπων της αλληλουχίας του ατόµου Sp41 σε δύο διαγνωστικές θέσεις. 

Στη θέση 428 (site 11) και στη θέση 506 (site 13), όπου εκτιµήθηκε ότι η αλληλουχία 

κόβεται από το RsaI, ενώ όπως φάνηκε µετά την αλληλούχιση, κάτι τέτοιο δεν συµβαίνει. 

 

 Η αλληλούχιση του µορίου Sp41 και η ανάλυση των περιοριστικών προτύπων της 

µε το πρόγραµµα DNAMAN αποκάλυψε δύο περιοριστικές θέσεις που δεν υπάρχουν σε 

κανένα άλλο µόριο από τα άτοµα που εξέτασαν οι Ladoukakis et al. 2002. Πρόκειται για τις 

θέσεις 335 (πέψη από το EcoRI) και 464 (HaeIII). 
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ΜΕΡΟΣ Β’: Αναζήτηση ανασυνδυασµένων µορίων τύπου Μ 

 

3.Β.1. Τα δεδοµένα της προηγούµενης µελέτης 

 

 Στο Σχήµα 3.Β.1 παρουσιάζεται ο χάρτης του mtDNA του µυδιού. Η διευθέτηση 

των γονιδίων πάνω στο µόριο διαφέρει από τα τυπικά µόρια mtDNA των ζωικών 

οργανισµών (βλ. ΕΙΣΑΓΩΓΗ). Ανάµεσα στα γονίδια του 16s RNA και του Cytb 

παρεµβάλλεται µία µη κωδικοποιούσα περιοχή άγνωστης λειτουργίας (unassigned region – 

UAR, Σχήµα 3.Β.1), της οποίας το µέγεθος διαφοροποιείται µεταξύ των µορίων της 

γραµµής F και της γραµµής Μ. Θεωρείται ότι είναι αντίστοιχη µε την περιοχή έναρξης της 

αντιγραφής του mtDNA (D-loop) των θηλαστικών. Υπάρχουν ενδείξεις ότι η περιοχή αυτή 

µπορεί να καθορίζει τη «συµπεριφορά» των µορίων mtDNA του µυδιού, αν δηλαδή 

µεταβιβάζονται µέσω των ωαρίων ή αν µεταβιβάζονται µέσω των σπερµατοζωαρίων 

(Ladoukakis et al. 2002).  

 

Σχήµα 3.Β.1. Χάρτης του mtDNA του µυδιού 

 

Οι Ladoukakis et al. (2002) µελέτησαν τα περιοριστικά πρότυπα δύο περιοχών του 

mtDNA αρσενικών ατόµων της Μεσογείου και τις Μαύρης Θάλασσας. Η πρώτη 

αντιστοιχούσε σε ένα τµήµα του γονιδίου COIII µήκους 860bp και η δεύτερη σε ένα τµήµα 
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του γονιδίου 16s RNA µεγέθους 527bp. Βάσει των ευρηµάτων τους, τα άτοµα 

κατατάσσονταν σε τέσσερις οµάδες (classes, πίνακας 3.Β.1). 

 

Η πρώτη και πολυπληθέστερη οµάδα (class I) περιλάµβανε τα τυπικά αρσενικά 

άτοµα, δηλαδή εκείνα που στις γονάδες τους περιείχαν µόρια µητρικής προέλευσης που 

εµφάνιζαν δύο αλληλουχίες F τύπου (µία για τη COIII και µία για το 16s RNA) και µόρια 

πατρικής προέλευσης µε δύο αλληλουχίες M τύπου αντίστοιχα. Η δεύτερη (class II) 

αποτελούταν από άτοµα που εµφάνιζαν δύο F µιτοτύπους, έναν για κάθε γονίδιο που 

εξετάστηκε, αλλά µόνο έναν Μ µιτότυπο που αφορούσε στο γονίδιο του 16s RNA. ∆εν 

ανιχνευόταν Μ τύπου αλληλουχία για το γονίδιο της COIII. Τα άτοµα αυτά θεωρήθηκε 

τότε ότι περιείχαν την Μ τύπου αλληλουχία για τη COIII, η οποία όµως δεν 

πολλαπλασιαζόταν από την αντίδραση της PCR. Η τρίτη οµάδα (class III) περιλάµβανε τα 

άτοµα που έφεραν ένα τυπικό µόριο µητρικής προέλευσης µε αλληλουχία τύπου F και ένα 

αρρενοποιηµένο ΜF µόριο. Η τελευταία οµάδα (class IV) αποτελούταν από άτοµα που 

εµφάνιζαν τους δύο F τύπους του µητρικού µορίου αλλά κανέναν Μ τύπο. Όπως και για 

την δεύτερη οµάδα η απουσία Μ τύπου αλληλουχιών αποδιδόταν σε αδυναµία της PCR 

(Σχήµα 3.Β.2). Μετά την ανακάλυψη του ανασυνδυασµού έγινε αντιληπτό ότι η απουσία Μ 

τύπου αλληλουχιών σε κάποια περιοχή του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος µπορεί να µην 

οφείλεται στην PCR, αλλά στην ύπαρξη µωσαϊκών µορίων. 

 

Οµάδες Απλότυποι

Class I FF / MM 

ClassII FF / - M 

ClassIII FF / F’F’ 

Class IV FF/ - - 

Πίνακας 3.Β.1. Οι οµάδες (classes) στις οποίες οι Ladoukakis et al. (2002) κατέταξαν τα άτοµα 
σύµφωνα µε τα περιεχόµενα µόρια mtDNA των γονάδων τους. Τα πρώτα δύο γράµµατα 
υποδηλώνουν τον τύπο της αλληλουχίας των µορίων µητρικής προέλευσης (γραµµή F) για τα 
γονίδια COIII και 16s RNA, αντίστοιχα. Οµοίως, τα επόµενα δύο γράµµατα φανερώνουν τον τύπο 
της αλληλουχίας που ανιχνευόταν στα µόρια πατρικής προέλευσης για τα ίδια τµήµατα γονιδίων. Οι 
µπάρες (-) υποδηλώνουν ότι ανιχνευόταν µόνο ένας τύπος αλληλουχίας. 
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3.Β.2. Μελέτη του γονιδίου της COI 

 

 Το γονίδιο που επιλέχτηκε ήταν η πρώτη υποµονάδα της κυτοχρωµικής οξειδάσης. 

Κριτήριο για την επιλογή ήταν κυρίως το να απέχει αρκετά από τα δύο άλλα που είχαν 

εξεταστεί από τους Ladoukakis et al. (2002), ώστε καλυφθεί θεωρητικά µία µεγάλη 

περιοχή του µορίου. Η µελέτη του γονιδίου της COI στηρίχτηκε στη µέθοδο των RFLPs. 

Ένα τµήµα του γονιδίου µεγέθους 900bp πολλαπλασιαζόταν µε PCR και το προϊόν 

υποβαλλόταν σε πέψη µε ένζυµα περιορισµού. Τα ένζυµα που χρησιµοποιήθηκαν 

προκειµένου να εντοπιστούν οι αλληλουχίες F και Μ τύπου ήταν τα RsaI και NcoI. Η 

επιλογή τους έγινε µετά από λεπτοµερή έλεγχο των περιοριστικών προτύπων που έδιναν 

11 περιοριστικές ενδονουκλεάσες στο συγκεκριµένο τµήµα DNA (∆ηµητρίου 2002) και µε 

κριτήριο την καλύτερη δυνατή διάγνωση του τύπου των αλληλουχιών. Στον Πίνακα 3.Β.2 

παρουσιάζεται ο αριθµός των ατόµων που συµπεριλήφθηκαν στη µελέτη κατά περιοχή 

δειγµατοληψίας και κατά οµάδα κατάταξης. Πρόκειται για τα ίδια άτοµα που µελετήθηκαν 

από τους Ladoukakis et al. (2002, βλ. προγούµενη παράγραφο). 

 

Οµάδες/ 

Πληθυσµοί 
Class I Class II Class III Class IV TOTAL

Padova 9 15 0 3 27 

Cefalonia 24 9 0 1 34 

Faros 6 9 0 0 15 

Halastra 16 3 0 1 20 

MegPefko 8 3 0 1 12 

BlackSea 10 2 11 8 31 

TOTAL 73 41 11 14 139 
Πίνακας 3.Β.2. Συνοπτική παρουσίαση των ατόµων που συµπεριλήφθηκαν στη µελέτη κατά 

οµάδα και πληθυσµό. 
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 COIII 16s RNA  COI 

Μητρικό      Πατρικό 

Μόριο           µόριο 

(γραµµή F)       (γραµµή Μ) 

 

Αριθµός 

Ατόµων 

 

i 

 

FFF / MMM 

 

73 

 

ii 

FFF/ F’MM 

FFF / - MM 

0 

37 

 

iii 

FFF / MF’M 

FFF / M - M 

0 

0 

 

iv 

FFF / MMF’ 

FFF / MM - 

3 

2 

 

v 

FFF / MF’F’ 

FFF / M - - 

0 

0 

 

vi 

FFF / F’MF’ 

FFF / - M - 

0 

4 

 

vii 

FFF / F’F’M 

FFF / - - M 

0 

2 

 

viii 

FFF / F’F’F’ 

FFF / - - - 

9 

9 

 TOTAL 139 
Πίνακας 3.Β.3. Οι νέα οµαδοποίηση και τα αποτελέσµατα µετά την προσθήκη της πληροφορίας 
για τη COI. Τα πρώτα τρία γράµµατα υποδηλώνουν τον τύπο της αλληλουχίας των µορίων µητρικής 
προέλευσης (γραµµή F) για τα γονίδια COIII, 16s RNA και COI, αντίστοιχα. Οµοίως, τα επόµενα 
τρία γράµµατα φανερώνουν τον τύπο της αλληλουχίας που ανιχνευόταν στα µόρια πατρικής 
προέλευσης για τα ίδια τµήµατα γονιδίων. Οι µπάρες (-) υποδηλώνουν ότι ανιχνευόταν µόνο ένας 
τύπος αλληλουχίας, γεγονός που αποδόθηκε στο ότι τα δύο µόρια περιείχαν αλληλουχίες που έδιναν 
το ίδιο περιοριστικό πρότυπο. Σηµειώνεται ότι οι συµβολισµοί F και F’ δεν αντιστοιχούν σε 
συγκεκριµένους µιτοτύπους, αλλά απλώς υποδηλώνουν ότι οι δύο F τύποι είναι διαφορετικοί µεταξύ 
τους. 
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Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης των περιοριστικών προτύπων του τµήµατος του 

γονιδίου της COI αποτυπώνονται στον Πίνακα 3.Β.3., µαζί µε τα ήδη γνωστά που αφορούν 

στη COIII και στο 16s RNA. Προφανώς, µε την προσθήκη της νέας πληροφορίας, οι 

πιθανές οµάδες κατάταξης άλλαξαν. 

 
 
 Η οµάδα i περιλαµβάνει, µε βάση τις τρεις πλέον περιοχές, τα τυπικά αρσενικά 

άτοµα, δηλαδή εκείνα που φέρουν αµιγή µόρια µητρικής και πατρικής προέλευσης (τύπου 

F και τύπου Μ, αντίστοιχα). Η οµάδα viii τοποθετείται στο άλλο άκρο των παρατηρήσεων 

και απαρτίζεται από άτοµα που περιέχουν αµιγή µόρια µητρικής προέλευσης (τύπου F) και 

αρρενοποιηµένα µόρια (ΜF) πατρικής προέλευσης. Οι οµάδες ii, iii, iv, v, vi και vii 

αποτελούνται από µη-τυπικά αρσενικά, των οποίων τα µόρια πατρικής προέλευσης 

εµφανίζονται µωσαϊκά προφανώς λόγω ανασυνδυασµού. 

 

 Η οµάδα i εξακολουθεί να είναι η πολυπληθέστερη µε ποσοστό 52.5%, ενώ 

αξιοσηµείωτα µεγάλη είναι και η οµάδα ii που αφορά σε µη-τυπικά αρσενικά, των οποίων 

τα πατρικά µόρια εµφανίζονται ανασυνδυασµένα σε ένα τµήµα του mtDNA τους που 

περιλαµβάνει το γονίδιο της COIII. Σηµαντικό νέο δεδοµένο αποτελεί η οµάδα iv. 

Πρόκειται για 5 µη-τυπικά αρσενικά (ποσοστό 3.6%) που φέρουν ανασυνδυασµένα 

πατρικής προέλευσης µόρια στην περιοχή του γονιδίου της COI. Τα άτοµα αυτά 

εµφανίζονταν ως τυπικά στην προηγούµενη µελέτη (Ladoukakis et al. 2002). Άξια λόγου 

και ερµηνείας είναι επίσης η παρατήρηση ότι η συχνότητα παρουσίας µη-τυπικών 

αρσενικών µε ανασυνδυασµένα πατρικά µόρια στο τµήµα που περιλαµβάνει το γονίδιο του 

16s RNA - οµάδες iii, v και vii - είναι πολύ µικρή (1.3%). Πρόκειται για 2 άτοµα που 

ανήκουν στη οµάδα vii, τα οποία στην προηγούµενη µελέτη θεωρούνταν ότι περιέχουν 

µόρια αρρενοποιηµένα. Βρέθηκαν, τέλος, 4 µη-τυπικά άτοµα που περιέχουν 

ανασυνδυασµένα µόρια σε δύο περιοχές που περιλαµβάνουν τα γονίδια της COIII και της 

COI (οµάδα vi, Πίνακας 3.Β.3., Σχήµα 3.Β.3.). 
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Η παρούσα διατριβή έχει σκοπό να διερευνήσει τις επιπτώσεις του ανασυνδυασµού 

του µιτοχονδιακού DNA στο σύστηµα της διπλής µονογονικής κληρονόµησης (DUI) του 

mtDNA του µυδιού, εστιαζόµενη σε δύο βασικά ερωτήµατα. Το πρώτο αφορά στη 

διερεύνηση για το αν τα ανασυνδυασµένα mtDNA µόρια διασπείρονται στους φυσικούς 

πληθυσµούς, ενώ το δεύτερο στην επανεξέταση του φαινοµένου της αρρενοποίησης. Οι 

Ladoukakis και Zouros (2001a) εντόπισαν ανασυνδυασµένα µόρια σε γονάδες αρσενικών 

ατόµων. Εντούτοις, δεν ήταν σε θέση να δώσουν απάντηση στο ερώτηµα αν τα µόρια 

αυτά περνούν από το σπέρµα των αρσενικών µυδιών στους απογόνους τους ή αν 

«γενιούνται» και «πεθαίνουν» µαζί µε το άτοµο στο οποίο βρέθηκαν. 

 

Στην παρούσα εργασία το πρόβληµα προσεγγίστηκε µε δύο τρόπους. Ο πρώτος 

αφορούσε στην εξέταση ενός θηλυκού ατόµου (Sp41), το οποίο, όπως φαινόταν από 

προηγούµενη ανάλυση µε RFLPs σε µία περιοχή 860bp του γονιδίου της COIII, υπήρχε 

πιθανότητα να φέρει ανασυνδυασµένο µόριο mtDNA. Από τη στιγµή που τα θηλυκά µύδια 

– όπως και το άτοµο που µελετήθηκε - είναι κατά κανόνα οµοπλασµικά, γεγονός που 

αποκλείει την πιθανότητα να δηµιουργηθεί µέσα σε αυτά µωσαϊκό FΜ µόριο, ο εντοπισµός 

τέτοιου µορίου σε θηλυκό άτοµο θα αποτελούσε άµεση απόδειξη ότι τα ανασυνδυασµένα 

µόρια περνούν στους φυσικούς πληθυσµούς. Το µόριο αυτό θα είχε δηµιουργηθεί 

προφανώς στο παρελθόν µέσα σε αρσενική γονάδα και µε κάποιο τρόπο εισέβαλε στη 

θηλυκή γραµµή κληρονόµησης. Είναι γνωστό ότι κατά τη γονιµοποίηση, το mtDNA του 

σπέρµατος του µυδιού εισβάλλει σε όλα τα έµβρυα (Longo and Dornfeld 1967; Longo and 

Anderson, 1969) και ότι εξαφανίζεται µέσα στις πρώτες 24 ώρες µετά τη γονιµοποίηση στα 

άτοµα που πρόκειται να γίνουν θηλυκά (Sutherland et al. 1998). Αν για κάποιο λόγο το 

mtDNA του σπέρµατος δεν καταστραφεί, αλλά αντίθετα καταφέρει να πολλαπλασιαστεί, 

τότε µπορεί, θεωρητικά τουλάχιστο, να εισβάλει στη θηλυκή γραµµή κληρονόµησης 

(θηλεοποίηση). 

 

Εντούτοις, η εξέταση του τµήµατος της COIII του ατόµου αυτού έδειξε ότι η 

αλληλουχία του δεν ήταν ανασυνδυασµένη, αλλά ότι ήταν ξεκάθαρα τύπου F. Η οµοιότητα 

του περιοριστικού της προτύπου µε τα περιοριστικά πρότυπα M αλληλουχιών, ήταν 

αποτέλεσµα οµοπλασιών σε συγκεκριµένες θέσεις στο µόριο του µιτοχονδριακού DNA. 

Συνεπώς, η προσέγγιση αυτή δεν παρείχε ενδείξεις ότι τα ανασυνδυασµένα µόρια περνούν 

στους φυσικούς πληθυσµούς. Επιπλέον, το φαινόµενο της θηλεοποίησης εξακολουθεί να 

στερείται ισχυρών ενδείξεων ύπαρξης, παραµένοντας ουσιαστικά µία θεωρητική σύλληψη. 
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Το γεγονός, πάντως, ότι εξακολουθούν να µην εντοπίζονται ανασυνδυασµένα 

µόρια που µεταβιβάζονται µητρικά δεν αποτελεί έκπληξη. Είναι σαφές ότι ανασυνδυασµένα 

µόρια που φέρουν νησίδες τύπου F και τύπου M µπορούν να δηµιουργηθούν µόνο σε 

ιστούς όπου συνυπάρχουν αµιγή µόρια τύπου F και Μ. Οπότε, είναι απίθανο να 

δηµιουργηθεί µέσα σε θηλυκό άτοµο ένα τέτοιο µωσαϊκό µόριο, καθώς τα θηλυκά άτοµα 

είναι οµοπλασµικά για ένα F τύπου γονιδίωµα. Οι µόνοι ιστοί, στους οποίους είναι δυνατή 

η δηµιουργία τέτοιων µωσαϊκών µορίων, είναι οι γονάδες των αρσενικών ατόµων. Από τη 

στιγµή όµως που ένα µόριο - είτε ανασυνδυασµένο, είτε αµιγές - βρεθεί στην αρσενική 

γονάδα, η µόνη γραµµή κληρονόµησης που µπορεί να ακολουθήσει είναι η πατρική (Σχήµα 

1.7).  

 

Αντίθετα µε την πρώτη προσέγγιση, η δεύτερη παρέχει ισχυρή ένδειξη ότι τα 

ανασυνδυασµένα µόρια περνούν µέσω του σπέρµατος στον πληθυσµό. Συγκεκριµένα, τα 

αρσενικά άτοµα της οµάδας iv, τα οποία φέρουν µιτότυπους της µορφής FFF / MMF’ (βλ. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ, Πίνακας 3.Β.3) φαίνεται ότι περιέχουν ανασυνδυασµένα µόρια πατρικής 

προέλευσης, τα οποία δεν δηµιουργήθηκαν στις γονάδες τους. Το συµπέρασµα αυτό 

συνάγεται από την παρατήρηση ότι το µόριο µητρικής προέλευσης των εν λόγω ατόµων 

εµφανίζει στην περιοχή της COI διαφορετικό περιοριστικό πρότυπο (F) από εκείνο που 

υπάρχει στο µόριο πατρικής προέλευσης (F’). Άρα, φαινοµενικά, ο µιτότυπος FFF / MMF’ 

δεν µπορεί να προέκυψε από οµόλογο ανασυνδυασµό µορίων του τύπου FFF και MMM 

στην περιοχή της COI, διότι αν συνέβαινε κάτι τέτοιο τα παραγόµενα µόρια θα έπρεπε να 

είχαν τη µορφή FFM και ΜΜF. Το γεγονός ότι εντοπίστηκαν µόρια µε µιτότυπο ΜΜF’ 

υποδηλώνει ότι τα µόρια αυτά δεν µπορεί να δηµιουργήθηκαν στα άτοµα που 

εξετάστηκαν, αλλά ότι µεταβιβάστηκαν σε αυτά από τους αρσενικούς γονείς τους. 

 

Το θέµα βέβαια δεν κλείνει σε αυτό το σηµείο. Όπως αναφέρθηκε εξάλλου, η 

παραπάνω παρατήρηση αποτελεί ισχυρή ένδειξη, αλλά όχι απόδειξη της υπόθεσης. Η 

πιθανότητα ότι η µέθοδος των RFLPs έδωσε παραπλανητικά αποτελέσµατα είναι υπαρκτή. 

Είναι πιθανό, για παράδειγµα, αναφορικά πάντα µε τη COI, ότι η αλληλουχία που 

αντιστοιχεί στο ένα από τα δύο πρότυπα προέκυψε από σηµειακές µεταλλαγές της 

αλληλουχίας που δίνει το άλλο πρότυπο. Ή ότι η µία από τις δύο αλληλουχίες που 

εντοπίστηκαν περιέχει, εντελώς τυχαία, το σηµείο του ανασυνδυασµού και συνεπώς είναι 

επόµενο να εµφανίζεται διαφορετική από την άλλη. Αν όντως έχει συµβεί κάτι τέτοιο, τότε 

το αρχικό ερώτηµα εξακολουθεί να µένει αναπάντητο. Θα πρέπει σε αυτό όµως το σηµείο 

να τονιστεί ότι η πιθανότητα να συµβαίνει κάτι από τα παραπάνω ελαττώνεται ακόµη 
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περισσότερο αν αναλογιστεί κανείς ότι τα πρότυπα που δίνουν οι δύο διαφορετικές 

αλληλουχίες τύπου F των ατόµων της οµάδας iv στην περιοχή της COI είναι τα πιο κοινά 

που παρατηρούνται στους πληθυσµούς, τόσο στην παρούσα εργασία, όσο και στην 

ανάληση του mtDNA γονάδων από θηλυκά άτοµα των ίδιων πληθυσµών (∆ηµητρίου 

2002). ∆εν πρόκειται δηλαδή για δύο σπάνιους F τύπους που υπάρχουν µόνο σε αυτά τα 3 

άτοµα, αλλά για τους πιο κοινούς. 

 

Συνεπώς, παρόλο που φαίνεται ότι υπάρχουν µωσαϊκά µόρια πατρικής προέλευσης 

που εµφανίζουν F τύπους αλληλουχίας που διαφέρουν από εκείνους των µορίων µητρικής 

προέλευσης για την ίδια περιοχή του γονιδιώµατος, κρίνεται απαραίτητη η περαιτέρω 

µελέτη των ατόµων της οµάδας iv. Η µελέτη αυτή θα αφορά στην αλληλούχιση των δύο 

γονιδιωµάτων τύπου F που βρέθηκαν στις γονάδες, ώστε να ελεγχθεί άµεσα το αν 

πρόκειται για διαφορετικές αλληλουχίες και ακολούθως να αποκλειστεί ή όχι το ενδεχόµενο 

ότι τα πατρικής προέλευσης µωσαϊκά µόρια που φέρουν τη µία από αυτές δηµιουργήθηκαν 

στα άτοµα που εξετάστηκαν. Επιπλέον, θα πρέπει να ελεγχθεί µε RFLPs το mtDNA των 

σωµατικών ιστών των συγκεκριµένων ατόµων, ώστε να ταυτοποιηθεί ο τύπος της 

αλληλουχίας των µητρικής προέλευσης µορίων τους. 

 

Το δεύτερο βασικό ερώτηµα της διατριβής αφορά στο αν καταρρέει το φαινόµενο 

της αρρενοποίησης των F γονιδιωµάτων µετά την ανακάλυψη του ανασυνδυασµού του 

mtDNA και τη διαπίστωση ότι η µελέτη µίας περιοχής του mtDNA των µυδιών δεν είναι 

αρκετή για να χαρακτηρίσει από πλευράς αλλήλουχίας το σύνολο του µορίου. Έχοντας την 

πληροφορία για δύο περιοχές του µορίου (COIII και 16s RNA, Λαδουκάκης 1998) 

µελετήσαµε µε τη χρήση περιοριστικών ενδονουκλεασών µία τρίτη περιοχή (COI) από τα 

ίδια άτοµα, καταλήγοντας στο συµπέρασµα ότι υπάρχουν µε µεγάλη πιθανότητα 

αρρενοποιηµένα µόρια. Τα άτοµα της οµάδας viii φαίνεται ότι περιέχουν τέτοια µόρια. Τα 

µισά µάλιστα από αυτά εµφανίζουν δύο διαφορετικούς F τύπους σε καθεµιά από τις τρεις 

περιοχές που εξετάστηκαν. Αν τα µόρια αυτά δεν είναι αρρενοποιηµένα, αλλά είναι 

µωσαϊκά λόγω ανασυνδυασµού, τότε θα πρέπει να περιέχουν νησίδες M τύπου σε άλλα 

σηµεία. ∆ηλαδή, οι τρεις F τύπου περιοχές που εντοπίσαµε θα πρέπει να υπάρχουν στο 

πατρικό µόριο ως αποτέλεσµα ανασυνδυασµών. Όµως, η πιθανότητα να συµβαίνει κάτι 

τέτοιο φαίνεται να είναι πολύ µικρή. Τούτο αποδεικνύεται µε τον ακόλουθο τρόπο: 

 

Έστω fCOIII η συχνότητα ανασυνδυασµού στην περιοχή του γονιδίου COIII. 

Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του Πίνακα 3.Β.3 θα ισούται µε, 
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Οι συχνότητες ανασυνδυασµού f16sRNA και fCOI  στις περιοχές των γονιδίων 16s RNA 

και COI, αντίστοιχα θα είναι: 
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Ο αριθµός ατόµων (Να) που αναµένεται να φέρουν µόρια στα οποία έχουν συµβεί 

τρεις ανασυνδυασµοί σε αυτά τα τµήµατα θα ισούται µε: 

 

038.0139 16 == COIsRNACOIIIa fffN  

 

Όµως τα άτοµα στα οποία παρατηρήθηκαν τρία διαφορετικά F γονιδιώµατα για 

κάθε τόπο ήταν Ν = 9 (Πίνακας 3.Β.3, οµάδα viii). 

 

Όπως προκύπτει από τούτη την απλή απόδειξη, επειδή Ν>>Να, δεχόµαστε µε 

µεγάλη ασφάλεια ότι τα µόρια πατρικής προέλευσης που βρίσκουµε στα άτοµα της οµάδας 

viii δεν έχουν προκύψει από ανασυνδυασµούς και συνεπώς είναι αρρενοποιηµένα. 

Μάλιστα, η τιµή Να πρέπει να είναι κατά πολύ µικρότερη από αυτήν που υπολογίσαµε διότι 

όπως θα συζητηθεί στη συνέχεια ο αριθµός των ανασυνδυασµένων µορίων στην περιοχή 

COIII φαίνεται πως είναι υπερεκτηµηµένος. (Ενδεικτικά, αν δεχτούµε ότι fCOIII=fCOI, τότε η 

τιµή του αριθµού Να θα είναι Να = 0.008). 

 

  Στην προηγούµενη παράγραφο αναφέρθηκε ότι ο αριθµός των ανασυνδυασµένων 

µορίων στην περιοχή του γονιδίου COIII φαίνεται πολύ µεγάλος για να είναι πραγµατικός. 

Είναι µάλιστα αξιοσηµείωτο ότι δεν εντοπίζονται σε καµία περίπτωση δύο διαφορετικές F 

τύπου αλληλουχίες στο ίδιο άτοµο, γεγονός που ενισχύει την παραπάνω άποψη. Οι 

Ladoukakis και Zouros (2002) που µελέτησαν αυτήν την περιοχή στα συγκεκριµένα άτοµα 

θεωρούν ότι είναι πολύ πιθανό να υπάρχουν M τύπου αλληλουχίες στα mtDNA µόρια 

αυτών των ατόµων, τις οποίες δεν πολλαπλασίασε η τεχνική της PCR. Για να ελεχθεί τούτη 

η υπόθεση κρίνεται απαραίτητη η δοκιµή πολλαπλασιασµού της COIII των συγκεκριµένων 

ατόµων µε τη µέθοδο της PCR όπου θα χρησιµοποιηθούν ειδικά σχεδιασµένοι εκκινητές 

για M τύπου αλληλουχίες. Ίσως µε τον τρόπο αυτό εξηγηθεί η παρατηρούµενη ιδιοµορφία 

που εµφανίζει η COIII. ∆ιαφορετικά θα πρέπει να αναζητηθούν άλλες αιτίες για την 
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παρουσία τόσο µεγάλου αριθµού ανασυνδυασµένων µορίων σε τούτη την περιοχή του 

µιτοχονδριακού γονιδιώµατος. 

 

 Εύλογα θα αναρωτιώταν κάποιος γιατί εφόσον ο ανασυνδυασµός είναι, όπως 

φάνηκε, δυναµικό φαινόµενο δεν έχει προκαλέσει την οµογενοποίηση των γονιδιωµάτων 

των δύο εξελικτικών γραµµών κληρονόµησης του µυδιού; Γιατί, από τη στιγµή που οι δύο 

γραµµές δείχνουν να έχουν σηµεία επαφής και ανταλλαγής τµηµάτων DNA εξακολουθούν 

να διατηρούν την ατοµικότητά τους; Όπως αναφέρθηκε (Κεφάλαιο 3, §Β.1) τα σύγχρονα 

δεδοµένα συντείνουν στο συµπέρασµα ότι η «συµπεριφορά» των µορίων mtDNA του 

µυδιού, δηλαδή το αν µεταβιβάζονται πατρικά ή µητρικά καθορίζεται από την περιοχή 

άγνωστης λειτουργίας (UAR) και όχι από ολόκληρη την αλληλουχία του. Όταν περιέχει F 

τύπου UAR αλληλουχία, τότε το µόριο µεταβιβάζεται µητρικά. Αντίστοιχα, ένα µόριο 

µεταβιβάζεται µέσω του σπέρµατος, όταν η περιοχή άγνωστης λειτουργίας του είναι τύπου 

M. Επειδή τα ανασυνδυασµένα µόρια που είναι µωσαϊκά για F και Μ τύπου τµήµατα 

δηµιουργούνται στη γονάδα των αρσενικών ατόµων και µόνο, θα πρέπει να διατηρήσουν 

και µετά τον ανασυνδυασµό την αλληλουχία M τύπου στη UAR ώστε να µπορούν να 

µεταβιβαστούν στις επόµενες γενιές µέσω του σπέρµατος. 

 

Αυτός είναι ίσως και ο λόγος που παρατηρήθηκαν πολύ λίγα µη-τυπιικά αρσενικά 

άτοµα που έφεραν ανασυνδυασµένο πατρικό µόριο στην περιοχή του 16s RNA σε σχέση 

µε τα υπόλοιπα (Πίνακας 3.Β.3, οµάδες iii, v και vii). Εφόσον το 16s RNA γειτονεύει µε τη 

UAR είναι πολύ πιθανό, αν η περιοχή 16s RNA είναι τύπου F, να είναι και η UAR τύπου F. 

Ένα τέτοιο µόριο, σύµφωνα µε την υπόθεση, αποτυγχάνει να µεταβιβαστεί µέσω του 

σπέρµατος στις επόµενες γενιές. Ακριβώς επειδή είναι µικρή η πιθανότητα να υπάρχουν 

µόρια που φέρουν M τύπου UAR και F τύπου 16s RNA, τα εντοπίζουµε σπανιότερα από τα 

υπόλοιπα µωσαϊκά µόρια. 

 

Επιστρέφοντας στο ερώτηµα της οµογενοποίησης των µιτοχονδριακών 

γονιδιωµάτων, και µε την προϋπόθεση ότι η UAR έχει τις παραπάνω ιδιότητες, µπορούµε 

να ισχυριστούµε ότι είναι µικρός ο αριθµός των ανασυνδυασµένων µορίων που περνούν 

στους φυσικούς πληθυσµούς, σαν συνέπεια της ιδιότητας της UAR. Εξαιτίας του γεγονότος 

αυτού, η οµογενοποίηση δεν επιτυγχάνεται. Όλα αυτά βέβαια αποµένει να αποδειχθούν µε 

επισταµένη και συγκριτική µελέτη της UAR ανάµεσα σε τυπικά αρσενικά, σε µη-τυπικά 

αρσενικά, σε αρσενικά που περιέχουν αρρενοποιηµένα µόρια και σε θηλυκά άτοµα. 
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