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Μίλτο και τον Μιχαήλ. Μαζί τους έχω μοιραστεί τις πιο δυνατές στιγμές αυτού του διδακτορικού 

και ο καθένας τους με έχει στηρίξει με τον δικό του τρόπο. Ακόμη και αν έχω ξεχάσει να αναφέρω 
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βολή τους στην δημιουργία ενός ευχάριστου κλίματος μέσα στο εργαστήριο.  

Τέλος, θα ήθελα να εκφράσω ένα μεγάλο ευχαριστώ και την απέραντη ευγνωμοσύνη μου 

στους γονείς μου οι οποίοι αποτέλεσαν τους στυλοβάτες όλης αυτής της προσπάθειας. Τους ευχα-

ριστώ για την συμπαράσταση, την ενθάρρυνση και την υποστήριξη τους σε όλη τη διάρκεια των 
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Εικόνα 3.16. Ανασυνδυασμός στο χρωμοσωμικό γονίδιο WD0073. Α) Στο διάγραμμα παρουσιάζονται οι 
τιμές ελέγχου αξιοπιστίας με τη μέθοδο bootstrap (1000 επαναλήψης) οι οποίες υπολογίστη-
καν για ένα μετακινούμενο παράθυρο 200 bp με βήμα 10 bp κατά μήκος των στοιχισμένων 
ακολουθιών των ομολόγων γονιδίων. Για κάθε παράθυρο, οι γενετικές αποστάσεις και οι φυ-
λογενετικές σχέσεις υπολογίστηκαν με τη μέθοδο Neighbor joining. Με τη διακεκομμένη 
γραμμή παρουσιάζεται το όριο αξιοπιστίας 70% ενώ η εικόνα πάνω από το διάγραμμα δεί-
χνει τη θέση των επαναλήψεων αγκυρίνης. Β, Γ) Φυλογενετικές σχέσεις των εμπλεκομένων 
στελεχών που προκύπτουν με βάση το ανασυνδυασμένο τμήμα (Β) και με βάση το υπόλοιπο 
τμήμα του γονιδίου (Γ) όπου φαίνεται ξεκάθαρα η αλλαγή της ομαδοποίησης του στελέχους 
(wUni) που φέρει την ανασυνδυασμένη ακολουθία. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 

 

Η Wolbachia (α-πρωτεοβακτήρια, Rickettsiales) είναι ένα υποχρεωτικά ενδοκυττάριο και μητρι-

κά κληρονομούμενο βακτήριο που απαντά σε πολλά είδη αρθροπόδων και νηματωδών. Εκτιμά-

ται ότι το 65% των εντόμων (περίπου 106 είδη) είναι μολυσμένα με Wolbachia καθιστώντας την 

το πιο ευρέως διαδεδομένο συμβιωτικό βακτήριο που υπάρχει. Η Wolbachia επιδρά στις αναπα-

ραγωγικές λειτουργίες των ξενιστών της με πολλούς και απρόσμενους τρόπους προκειμένου να 

εξασφαλίσει τη μητρική μεταβίβασή της. Συγκεκριμένα, η Wolbachia επάγει θηλυκοποίηση, 

παρθενογένεση, θανάτωση αρσενικών ατόμων και συνηθέστερα κυτταροπλασματική ασυμβατό-

τητα (ΚΑ). Η ΚΑ αποτελεί ένα είδος εμβρυικής θνησιμότητας η οποία στην πιο απλή της μορφή 

προκύπτει όταν μολυσμένα αρσενικά άτομα γονιμοποιούν μη μολυσμένα θηλυκά. Η ΚΑ παρέχει 

ένα αναπαραγωγικό πλεονέκτημα στα μολυσμένα άτομα με αποτέλεσμα την εξάπλωση του βα-

κτηρίου σε έναν πληθυσμό. Λόγω της ευρείας διάδοσης και των ιδιοτήτων της πιστεύεται ότι η 

Wolbachia έχει παίξει καταλυτικό ρόλο: (α) στην οικολογία των εντόμων, διευρύνοντας τους 

οικολογικούς θώκους, και (β) στην εξέλιξη, συμβάλλοντας στην αύξηση της βιοποικιλότητας, 

της πιο πολυπληθούς, σε αριθμό ειδών, ομάδας του ζωικού βασιλείου, των εντόμων. Επίσης, η 

Wolbachia και η Wolbachia-επαγόμενη κυτταροπλασματική ασυμβατότητα έχουν προταθεί, και 

πρόσφατα χρησιμοποιηθεί, ως ένα φιλικό προς το περιβάλλον εργαλείο πληθυσμιακού ελέγχου 

επιβλαβών ειδών χωρίς τη χρήση χημικών ουσιών. 

 Παρόλο όμως το όλο και αυξανόμενο ενδιαφέρον, οι σύνθετες τροφικές ανάγκες της 

Wolbachia, οι οποίες υπαγορεύονται από τη συμβιωτική φύση της, έχουν παρεμποδίσει τη μελέ-

τη του βακτηρίου με τα κλασικά εργαλεία της βακτηριακής γενετικής. Ωστόσο, η πρόσφατη αλ-

ληλούχιση του πρώτου γονιδιώματος της Wolbachia (στέλεχος wMel) αποκαλύπτει νέα στοιχεία 

για τη βιολογία του βακτηρίου και τους μοριακούς μηχανισμούς αλληλεπίδρασης με τους ξενι-

στές του. Για παράδειγμα, το γονιδίωμα του wMel περιέχει έναν ασυνήθιστα μεγάλο αριθμό γο-

νιδίων (23) τα οποία κωδικοποιούν πρωτεΐνες με μοτίβα αγκυρινών (ankyrin domains). Τα μοτί-

βα των αγκυρινών βρίσκονται κυρίως σε ευκαρυωτικές και ιικές πρωτεΐνες και είναι γνωστό ότι 

συμμετέχουν στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ πρωτεϊνών και απαντούν σε κυτταροσκελετικές και 

μεμβρανικές πρωτεΐνες, μεταγραφικούς παράγοντες και ρυθμιστές της μεταγραφής, αναστολείς 

καθώς και τοξίνες. Ο αριθμός αυτός των γονιδίων είναι ιδιαίτερα εντυπωσιακός αν αναλογι-

στούμε ότι τα βακτήρια κωδικοποιούν ελάχιστες πρωτεΐνες με μοτίβα αγκυρινών. 

 Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής, και αναλογιζόμενοι τη σημαντικότητα των αγκυρι-

νών και τον ιδιαίτερα εντυπωσιακό τους αριθμό στη Wolbachia, πραγματοποιήθηκε μια συγκρι-
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τική μελέτη προκειμένου να εξετασθεί: α) η κατανομή των 23 αγκυρινών, που αρχικά εντοπί-

στηκαν στο στέλεχος wMel, σε 11 διαφορετικές, φαινοτυπικά και εξελικτικά, συμβιωτικές σχέ-

σεις Wolbachia-Drosophila, (β) η γενετική ποικιλομορφία καθώς και οι φυλογενετικές και εξε-

λικτικές σχέσεις των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ των διαφορετικών στελεχών Wolbachia και (γ) 

η έκφραση των γονιδίων αυτών σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια και ιστούς του ξενιστή και 

για τις 11 συμβιωτικές σχέσεις Drosophila-Wolbachia. 

 Τα αποτελέσματα, που προέκυψαν από τη μελέτη της κατανομής, υποστηρίζουν την ά-

ποψη ότι τα γονίδια αγκυρίνης της Wolbachia αποτελούν μια εξαιρετικά πολυπληθή και δυναμι-

κή ομάδα γονιδίων, ενώ φαίνεται ότι τα προφαγικά στοιχεία παίζουν σημαντικό ρόλο στην εξά-

πλωση των γονιδίων αυτών. Η ύπαρξη των γονιδίων αυτών πιθανόν σχετίζεται με τον ενδοκυτ-

ταρικό τρόπο ζωής της Wolbachia καθώς και τις ιδιαίτερες συμβιωτικές σχέσεις που αναπτύσσει 

το βακτήριο αυτό με τους ξενιστές του. Ένα σημαντικό εύρημα της παρούσας εργασίας είναι ότι 

ορισμένα από τα γονίδια αγκυρίνης (WD0035, WD0191, WD0438, WD0441, WD0498, 

WD0636, WD0637, WD0766 και WD1213) ανιχνεύονται σε όλες τις συμβιωτικές σχέσεις Dro-

sophila-Wolbachia που μελετήθηκαν (υπερομάδες Α και Β). Η παρουσία των γονιδίων αυτών σε 

φαινοτυπικά και εξελικτικά απομακρυσμένα στελέχη Wolbachia πιθανόν σχετίζεται με τη συμ-

μετοχή τους στους μηχανισμούς που υπαγορεύουν τον ενδοκυττάριο τρόπο διαβίωσης και την 

εγκαθίδρυση των συμβιωτικών σχέσεων με τον εκάστοτε ξενιστή. 

 Επίσης, στα πλαίσια τις παρούσας διατριβής, πραγματοποιήθηκε η πρώτη εκτεταμένη 

μελέτη της γενετικής ποικιλότητας και της εξέλιξης των γονιδίων αγκυρίνης που απαντούν σε 

διαφορετικες συμβιωτικες σχέσεις Drosophila-Wolbachia. Η διαλεύκανση των μηχανισμών οι 

οποίοι υπαγορεύουν την εξέλιξη της οικογένειας των γονιδίων αγκυρίνης στο βακτήριο της 

Wolbachia είναι πολύ σημαντική και αποτελεί το πρώτο βήμα για την κατανόηση του ρόλου των 

αγκυρινών αφενός στην εγκαθίδρυση των συμβιωτικών σχέσεων της Wolbachia με τους ξενι-

στές και αφετέρου στην επαγωγή των αναπαραγωγικών ανωμαλιών. Τα αποτελέσματα που 

προέκυψαν φανερώνουν ότι οι αγκυρίνες της Wolbachia αποτελούν μια από τις πλέον δυναμικές 

και ευμετάβλητες ομάδες γονιδίων του βακτηρίου. Ο γενετικός ανασυνδυασμός, είτε με την 

μορφή του ομόλογου ανασυνδυασμού (homologous recombination) είτε με την μορφή του πα-

ράτυπου-μη ομόλογου ανασυνδυασμού (illegitimate recombination), αποτελεί ένα βασικό μηχα-

νισμό στη δημιουργία της παρατηρούμενης ποικιλομορφίας και της εξέλιξης των γονιδίων αυ-

τών. Επίσης, η ύπαρξη ενός μεγάλου ποσοστού προφαγικών και μεταθέσιμων γενετικών στοι-

χείων στο γονιδίωμα της Wolbachia φαίνεται ότι παίζει καθοριστικό ρόλο στην εξάπλωση και τη 

διαμόρφωση της ομάδας αυτής των γονιδίων. 
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Τέλος, η μελέτη της έκφρασης των γονιδίων αγκυρίνης αποτελεί ένα σημαντικό στάδιο για την 

κατανόηση της λειτουργίας τους καθώς και του πιθανού τους ρόλου στην επαγωγή της κυτταρο-

πλασματικής ασυμβατότητας. Η μελέτη της έκφρασης των wMel ομόλογων αγκυρινών πραγμα-

τοποιήθηκε μέσω RT-PCR ή/και nested RT-PCR σε πρώιμα και τελικά εμβρυικά στάδια, ωοθή-

κες και όρχεις καθώς επίσης και σε ενήλικα άτομα (θηλυκά και αρσενικά). Σύμφωνα με τα απο-

τελέσματα της παρούσας μελέτης, η έκφραση των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia παρουσιά-

ζει μεγάλη ετερογένεια. Οι διαφορές αυτές εξαρτώνται από τη συμβιωτική σχέση καθώς και από 

τον ιστό και το αναπτυξιακό στάδιο που εξετάζεται. Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι φυλο-

ειδικές διαφορές γιατί ίσως να συνδέονται με τους μηχανισμούς επαγωγής των αναπαραγωγικών 

φαινοτύπων, όπως αυτός της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Ωστόσο, ένας άμεσος συ-

σχετισμός της διαφορικής έκφρασης των γονιδίων αγκυρίνης με τους φαινοτύπους της Wolba-

chia δεν κατέστη δυνατός στην παρούσα μελέτη πιθανά λόγω της πολυπλοκότητας που χαρα-

κτηρίζει την επαγωγή των φαινοτύπων αυτών. Επίσης, ένα σημαντικό εύρημα ήταν και το γεγο-

νός ότι τα εκφυλισμένα γονίδια αγκυρίνης μεταγράφονται. Ο λόγος που συμβαίνει αυτό δεν εί-

ναι ακόμα κατανοητός, αλλά δίνει νέες προεκτάσεις στον πιθανό λειτουργικό ρόλο παρόμοιων 

γονιδίων. Η αποσαφήνιση του ρόλου της οικογένειας αυτής των γονιδίων θα δώσει νέα στοιχεία 

και θα βοηθήσει στην κατανόηση της βιολογίας και της οικολογίας ενός από τους πιο διαδεδο-

μένους συμβιωτικούς μικροοργανισμούς στη φύση.  
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THESIS SUMMARY 

 

Wolbachia (α-proteobacteria, Rickettsiales) comprise a group of intracellular and maternally in-

herited bacteria, known to infect many species of arthropods and nematodes. Recent studies es-

timate that >65% of insect species (about 106 different insect species) are infected with Wolba-

chia making it one of the most abundant symbionts in nature. Wolbachia manipulates host repro-

duction in many different and unusual ways in order to insure its maternal transmission. The 

most common effects of Wolbachia infection includes: feminization of genetic males, thekytok-

ous parthenogenesis, male killing and cytoplasmic incompatibility (CI) witch is the most wide-

spread and, perhaps, the most prominent feature that Wolbachia impose on their hosts. CI results 

in embryonic mortality in mating between infected males with females having different Wolba-

chia infection status. The unique biology of Wolbachia together with its pandemic distribution 

has attracted considerable interest for its ecological and evolutionary effects, influencing aspects 

such as the adaptation to a wide variety of ecological niches and contributing to the biodiversity 

of the most numerous group of the animal kingdom, the group of insects. Furthermore, Wolba-

chia and Wolbachia-induced cytoplasmic incompatibility proposed for its potential application in 

pest and disease vector control.  

 However, Wolbachia’s fastidious uncultivable nature hampers its study with the classical 

tools of bacterial genetics; so, little is known about the molecular mechanisms that underline the 

fascinating effects Wolbachia impose in their hosts. The recent sequencing of the first Wolbachia 

genome (wMel strain) provided novel insights into the potential molecular mechanisms used by 

this symbiont to manipulate its hosts. One interesting feature of wMel Wolbachia’s genome is 

the presence of an unusually high number of genes containing ankyrin repeat domains (23). Most 

commonly found in eukaryotic and viral proteins, ankyrin repeats act as scaffolds that mediate 

protein-protein interactions. Proteins with ankyrin repeats are known to involve in functions in-

cluding: cell-cycle regulation, transcriptional regulation, cytoskeleton interactions and may act as 

toxins. This number of genes is in itself astonishing, as most of bacteria code for none to very 

few proteins with ankyrin repeats, indicating a putative role in host-Wolbachia interactions.   

  Considering the potential importance of ankyrin repeats in mediating protein-protein inte-

ractions and their abundance in Wolbachia, we performed a comparative study to examine: a) the 

distribution of 23 ankyrin repeat-containing genes present in the wMel genome in various Wol-

bachia stains, b) the sequence variability between different ankyrin genes in various Wolbachia 
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strains and their phylogenetic relationships and c) the transcription of ankyrin genes in different 

developmental stages and tissues. 

 Distribution results indicate that Wolbachia ankyrins comprise an abundant and dynamic 

gene family. Several ankyrin genes have been found in prophage segments suggesting that bacte-

riophages have a key role in introducing and spreading of ankyrin genes within Wolbachia. Inte-

restingly, a group o ankyrin genes (WD0035, WD0191, WD0438, WD0441, WD0498, WD0636, 

WD0637, WD0766 and WD1213) seem to be present in all Drosophila-Wolbachia associations 

tested (both A and B group strains). The universal distribution of ankyrin genes between pheno-

typic and evolutionary distantly related Wolbachia strains might be correlated with the estab-

lishment of the symbiotic association between Wolbachia and their host. 

 Furthermore, the present study consist the first extensive study of the genetic diversity 

and molecular evolution of Wolbachia ankyrins between different Drosophila-Wolbachia associ-

ations. Understanding the mechanisms of evolution of ankyrin genes is an important aim and key 

step in understanding their functional role. Our results indicate that ankyrin genes comprise a 

rapidly evolving Wolbachia gene family and yields several results regarding the mechanisms that 

implicates in their evolution. Among them classical homologues recombination, illegitimate re-

combination and the genomic flux provided by the prophages have influenced the shaping of 

their genetic diversity.  

 Finally, in the present study we used a semi-quantitative RT-PCR approach and we per-

formed an extensive transcription analysis of the Wolbachia ankyrin genes in different Drosophi-

la-Wolbachia symbiotic associations. Tissue-, developmental-, and host-specific expression pat-

terns are explored in order to elucidate the biological role of Wolbachia ankyrins. Our results 

indicate that ankyrin genes expression presents great diversity depending on the symbiotic asso-

ciation, the tissue and the developmental stage. Of great interest are the host- and sex-specific 

transcription patterns which might affect CI. However, there is no clear correlation of ankyrin 

expression patterns with the different CI phenotypes. Another interesting finding is that all the 

truncated ankyrin genes retained their ability to transcribe. This is not yet understood, but raises 

questions about their putative functional role. The elucidation of the functional roles and me-

chanisms of evolution of this family of genes will provide many insights into Wolbachia’s biolo-

gy. 
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1.1  Συμβίωση και ενδοσυμβίωση 

 

Με τον όρο “συμβίωση” χαρακτηρίζουμε την αλληλεπίδραση μεταξύ δύο ή περισσοτέρων δια-

φορετικών οργανισμών οι οποίοι ζουν σε στενή σχέση μεταξύ τους. Από εξελικτική σκοπιά, η 

“συμβίωση” χρονολογείται πολύ πριν την εμφάνιση των μεγαλύτερων και πολυπλοκότερων πο-

λυκύτταρων οργανισμών. Μάλιστα, κατά την δεκαετία του ’70, οι επιστήμονες ανέπτυξαν μια 

θεωρία σύμφωνα με την οποία η ίδια η εξέλιξη των ευκαρυωτικών οργανισμών οφείλεται στην 

ενδοσυμβιωτική προέλευση των μιτοχονδρίων και των χλωροπλαστών (Margulis 1970; Gray & 

Doolittle 1982). Σύμφωνα με τη θεωρία αυτή, τα μιτοχόνδρια και οι χλωροπλάστες, αποτελούν 

τους απογόνους πρόδρομων προκαρυωτικών κυττάρων. Κάποια στιγμή κατά τη διάρκεια της 

εξέλιξης, τα πρωκαρυωτικά αυτά κύτταρα, ενσωματώθηκαν στο κυτταρόπλασμα των πρόδρο-

μων ευκαρυωτικών κυττάρων παρέχοντας του ενέργεια με αντάλλαγμα ένα σταθερό περιβάλλον 

άφθονο σε θρεπτικά συστατικά (Εικόνα 1.1). Με την πάροδο του χρόνου, η αλληλεξάρτηση αυ-

τή έγινε τόσο στενή που οδήγησε στο μετασχηματισμό των βακτηριακών αυτών κυττάρων σε 

ενδοκυτταρικά οργανίδια. 

 Η εμφάνιση των μεγαλύτερων πολυκύτταρων οργανισμών παρείχε στους προκαρυωτι-

κούς οργανισμούς νέα, σταθερά, και πλούσια σε θρεπτικά ενδιαιτήματα προς εξερεύνηση και 

αξιοποίηση. Αυτό το γεγονός είχε ως αποτέλεσμα, κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, μια πολύ με-

γάλη ομάδα οργανισμών που απαντώνται σε κάθε είδους οικότοπο (χερσαίο, λιμναίο, θαλάσσιο), 

να αναπτύξει πολύπλοκες συμβιωτικές σχέσεις με μια πληθώρα μικροοργανισμών το εύρος και 

η σημασία των οποίων άρχισε να αποκαλύπτεται μόνο μετά την ανάπτυξη των μοριακών τεχνι-

κών στη βιολογία (Moran 2006). Η ανάπτυξη αυτών των σχέσεων παίζει πολύ σημαντικό ρόλο 

τόσο στην οικολογία των ξενιστών, επηρεάζοντας οικολογικές παραμέτρους όπως η θρέψη και η 

άμυνα ενάντια των φυσικών εχθρών (Zientz et al. 2004; Baumann 2005; Scarborough et al. 

2005; Dunbar et al. 2007; Teixeira et al. 2008; Oliver et al. 2009), όσο και στην εξέλιξή τους, 

επιδρώντας πάνω στο αναπαραγωγικό σύστημα των ξενιστών με αποτέλεσμα την αναπαραγωγι-

κή απομόνωση μεταξύ των πληθυσμών του ξενιστή και την ειδογένεση (Hurst & Werren 2001; 

Bandi et al. 2001; Charlat et al. 2003). 

 Οι συμβιωτικές σχέσεις που αναπτύσσουν τα έντομα είναι από τις καλύτερα μελετημένες. 

Τα έντομα είναι η τάξη εκείνη των ζώων που παρουσιάζει τη μεγαλύτερη βιοποικιλότητα περι-

λαμβάνοντας πάνω από 1.000.000 είδη (δηλαδή πάνω από τα μισά είδη που είναι γνωστά σε αυ-

τόν τον πλανήτη) [Ishikawa 2003]. Τα έντομα απαντούν σε πλήθος οικοτόπων. Αυτό οφείλεται 

στην ικανότητα των εντόμων να τρέφονται με διαφορετικούς τύπους τροφής το οποίο με τη σει-
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ρά του οφείλεται, τουλάχιστον εν μέρει, στους συμβιωτικούς μικροοργανισμούς τους (Ishikawa 

2003).  

 

 

 
 

 Η νεαρή Γη υποστήριζε
μια μεγάλη ποικιλία
βακτηριακών κυττάρων

Βακτήριο που χρησιμοποιεί
οξυγόνο για την αναπνοή

Φωτοσυνθετικό
βακτήριο

Τα περισσότερα οργανίδια που
περικλείονται από μεμβράνη
(πυρήνας, Golgi, κ.λ.π) πιθανόν
προήλθαν από την αναδίπλωση
της κυτταρικής μεμβράνης.

Τα μιτοχόνδρια και οι χλωροπλάστες
προήλθαν μέσω της συμβίωσης
βακτηρίων με μεγαλύτερα κύτταρα

Σύγχρονο ζωικό και φυτικό
κύτταρο

Η νεαρή Γη υποστήριζε
μια μεγάλη ποικιλία
βακτηριακών κυττάρων

Η νεαρή Γη υποστήριζε
μια μεγάλη ποικιλία
βακτηριακών κυττάρων

Βακτήριο που χρησιμοποιεί
οξυγόνο για την αναπνοή
Βακτήριο που χρησιμοποιεί
οξυγόνο για την αναπνοή

Φωτοσυνθετικό
βακτήριο

Τα περισσότερα οργανίδια που
περικλείονται από μεμβράνη
(πυρήνας, Golgi, κ.λ.π) πιθανόν
προήλθαν από την αναδίπλωση
της κυτταρικής μεμβράνης.

Τα μιτοχόνδρια και οι χλωροπλάστες
προήλθαν μέσω της συμβίωσης
βακτηρίων με μεγαλύτερα κύτταρα

Σύγχρονο ζωικό και φυτικό
κύτταρο

Εικόνα 1.1. Ενδοσυμβιωτική θεωρία. 
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Οι συμβιωτικοί μικροοργανισμοί των εντόμων σχηματίζουν στενές σχέσεις με τους ξενιστές 

τους οι οποίες μπορούν να πάρουν διάφορες μορφές ανάλογα με τους μηχανισμούς που χρησι-

μοποιούν τα βακτήρια για να εγκαθιδρύσουν τις συμβιωτικές σχέσεις με τους εκάστοτε ξενιστές, 

τις επιδράσεις που θα έχει η συμβιωτική αυτή σχέση στη βιολογία του ξενιστή, την εξελικτική 

ιστορία της σχέσης καθώς και τα γενωμικά χαρακτηριστικά των συμβιωτικών βακτηρίων (Mo-

ran 2006). Αν και η διάκριση μεταξύ τους μπορεί να γίνει μερικές φορές ασαφής, λόγω της δυ-

ναμικής φύσης των σχέσεων αυτών οι οποίες μπορούν να αλλάξουν κατά τη διάρκεια της εξέλι-

ξης ακόμα και στην περίπτωση του ίδιου οργανισμού κάτω από μεταβαλλόμενες συνθήκες, μπο-

ρούμε να διακρίνουμε τις εξής γενικές κατηγορίες.    

Η πρώτη κατηγορία περιλαμβάνει τους λεγόμενους πρωτεύοντες συμβιωτικούς μικροορ-

γανισμούς (primary symbionts ή P-symbionts) οι οποίοι αναπτύσσουν μια υποχρεωτική και α-

μοιβαίας ωφέλειας σχέση με τους ξενιστές τους. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα και ίσως το 

καλύτερα μελετημένο, είναι αυτό των μητρικά κληρονομούμενων συμβιωτικών βακτηρίων του 

είδους Buchnera που βρίσκονται σε πολλά είδη αφίδων. Η σχέση αυτή είναι τόσο στενή που οι 

αφίδες έχουν εξελιχθεί με τέτοιο τρόπο έτσι ώστε να παράγουν εξειδικευμένα κύτταρα-όργανα 

τα λεγόμενα βακτηριοκύτταρα τα οποία στεγάζουν τα βακτήρια και εξασφαλίζουν τη μεταφορά 

τους από τη μητέρα στους απογόνους. Σε αντάλλαγμα των σταθερών συνθηκών διαβίωσης, η 

Buchnera έχει την ικανότητα να παρέχει στον ξενιστή της διάφορα θρεπτικά που δεν μπορούν 

να βρουν οι αφίδες μέσω της κανονικής τους δίαιτας όπως για παράδειγμα βιταμίνες και βασικά 

αμινοξέα (λευκίνη και θρυπτοφάνη) (Zientz et al. 2004; Baumann 2005; Dale & Moran 2006). Η 

ηλικία αυτού του είδους των συμβιωτικών σχέσεων χρονολογείται πολύ πριν την εμφάνιση των 

θηλαστικών και όλων των σύγχρονων μορφών ζωής (30-270 εκατομμύρια χρόνια πριν). Η μα-

κρόχρονη αυτή αλληλεξάρτηση αντικατοπτρίζεται επίσης και στη συν-εξέλιξη μεταξύ βακτηρί-

ου και ξενιστή όπως φαίνεται από την παράλληλη φυλογένεια (Εικόνα 1.2) [Moran et al. 1993; 

Dale and Moran 2006].  

Η δεύτερη κατηγορία περιλαμβάνει τους λεγόμενους δευτερεύοντες ή προαιρετικούς 

συμβιωτικούς μικροοργανισμούς (secondary symbionts ή S-symbionts). Σε αντίθεση με τους 

πρωτεύοντες συμβιωτικούς μικροοργανισμούς, οι οποίοι μεταδίδονται αποκλειστικά από τη μη-

τέρα, οι δευτερεύοντες συμβιωτικοί οργανισμοί έχουν τη δυνατότητα οριζόντιας μεταφοράς α-

κόμα και μεταξύ διαφορετικών ειδών (Moran et al. 2008). Οι μικροοργανισμοί αυτοί μπορούν 

να εισβάλουν και να εγκατασταθούν σε διάφορους τύπους κυττάρων μεταξύ των οποίων και τα 

αναπαραγωγικά όργανα. Μπορούν επίσης να παραμένουν εξωκυττάρια χρησιμοποιώντας την 

αιμολέμφο των εντόμων ως το ενδιαίτημά τους. Η επιτυχής όμως μετακίνηση και εξάπλωση των 

προαιρετικά συμβιωτικών μικροοργανισμών προϋποθέτει την ανάπτυξη μηχανισμών οι οποίοι 
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θα παρέχουν στους μολυσμένους πληθυσμούς ένα πλεονέκτημα έναντι των μη μολυσμένων. Η 

φύση αυτών των μηχανισμών μας δίνει τη δυνατότητα να διαχωρίσουμε τις συμβιωτικές σχέσεις 

που αναπτύσσουν οι μικροοργανισμοί αυτοί σε δύο υποκατηγορίες. Η πρώτη υποκατηγορία πε-

ριλαμβάνει τους μικροοργανισμούς εκείνους που αναπτύσσουν σχέσεις αμοιβαίας ωφέλειας με 

τους ξενιστές τους. Οι δεύτεροι επωφελούνται από αυτή την συνύπαρξη επειδή τους προσδίδεται 

ανθεκτικότητα σε αντίξοες περιβαλλοντικές συνθήκες (π.χ. υψηλές θερμοκρασίες), προστασία 

έναντι φυσικών εχθρών (π.χ. παρασιτοειδή και ιούς) ή τους παρέχεται η δυνατότητα να εκμε-

ταλλευτούν συγκεκριμένους τύπους τροφής (Moran et al. 2005; Oliver et al. 2003; Scarborouth 

et al. 2005; Dunbar et al. 2007). Η δεύτερη υποκατηγορία περιλαμβάνει τα αναπαραγωγικά πα-

ράσιτα. Οι μικροοργανισμοί αυτής της κατηγορίας έχουν υιοθετήσει μια σειρά από μηχανισμούς 

για να επεμβαίνουν πάνω στην αναπαραγωγική επιτυχία των ξενιστών τους με σκοπό να εξα-

σφαλίσουν τη μητρική τους μετάδοση. Μια από τις ποιο διαδεδομένες επιδράσεις είναι η κυττα-

ροπλασματική ασυμβατότητα μεταξύ μολυσμένων και μη μολυσμένων πληθυσμών του ξενιστή 

κατά την οποία τα μολυσμένα αρσενικά άτομα στειρώνουν κατά κάποιο τρόπο τα μη μολυσμένα 

θηλυκά άτομα αυξάνοντας έτσι την αναλογία των μολυσμένων θηλυκών τα οποία μπορούν να 

μεταδώσουν τους μικροοργανισμούς. Άλλοι τρόποι επέμβασης πάνω στην αναπαραγωγική επι-

τυχία των ξενιστών είναι η παρθενογένεση (parthenogenesis), η θανάτωση των αρσενικών (male 

killing) και η θηλυκοποίηση (feminization) (Werren 1997; O’Neill et al. 1992; Stouthamer et al. 

1999; Bourtzis & Miller 2003, 2006, 2008; Gotoh et al. 2007; Pool et al. 2006). Από τα πλέον 

καλά μελετημένα αναπαραγωγικά παράσιτα είναι η Wolbachia pipientis, τη βιολογία του οποίου 

θα εξετάσουμε στις επόμενες παραγράφους. 

 

Πρωτεύοντες συμβιωτικοί 
μικροοργανισμοί 

Buchnera 
Blochmannia

Wigglesworthia 

 Δευτερεύοντες συμβιωτικοί 
μικροοργανισμοί 

( )Αναπαραγωγικά παράσιτα

Wolbachia
Cardinium

Spiroplasma

Φυλεγένεια του ξενιστή

Φυλεγένεια του συμβιωτικού
μικροοργανισμού

 
Εικόνα 1.2.  Εξελικτικές πορίες συμβιωτικών μικροοργανισμών στα έντομα (Dale & Moran 2006).  
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1.2 Wolbachia pipientis: ο πιο διαδεδομένος συμβιωτικός μικροοργανισμός 

στη φύση 

 

1.2.1 Γενική επισκόπηση – Ιστορική αναδρομή 

Η Wolbachia pipientis (Wolbachia για τον σκοπό της παρούσας διατριβής) είναι ένα ενδοκυττά-

ριο και μητρικά κληρονομήσιμο βακτήριο το οποίο ανακαλύφθηκε για πρώτη φορά τη δεκαετία 

του `20 από τους Hertig και Wolbach - από τον οποίο πήρε και το όνομά του - μετά από μικρο-

σκοπικές παρατηρήσεις των ωοθηκών του κουνουπιού Culex pipiens (Hertig & Wolbach 1924). 

Μια λεπτομερέστερη μορφολογική περιγραφή του βακτηρίου έγινε για πρώτη φορά μετά από 12 

χρόνια από τον Hertig (Hertig 1936). Η Wolbachia παρουσιάζει σε γενικές γραμμές τα χαρακτη-

ριστικά των βακτηριακών ειδών του γένους Rickettsiae. Εμφανίζεται με δύο μορφές είτε ως πο-

λύ μικρά ραβδόμορφα βακτήρια (μεγέθους 0.5 – 1.3 μm) είτε με κοκκοειδή μορφή (διαμέτρου 

0.25 – 0.5 μm) (Kozek, 1977; Kozek & Marroquin, 1977; Wright et al., 1978; Wright & Barr, 

1980; Wright & Wang, 1980). Η Wolbachia βρίσκεται έγκλειστη σε ένα κυστίδιο και περιβάλλε-

ται από τρία στρώματα μεμβρανών: ένα κυτταρικό τοίχωμα, μια εσωτερική κυτταροπλασματική 

μεμβράνη και μια εξωτερική μεμβράνη η οποία πιστεύεται ότι προέρχεται πιθανότατα από τον 

ξενιστή (Kozek, 1977; Kozek & Marroquin, 1977; Wright et al., 1978; Wright & Barr, 1980; 

Wright & Wang, 1980; Louis & Nigro, 1989).  

 Το φαινόμενο της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας, αποτέλεσε το έναυσμα για την 

μελέτη του (Laven, 1951; Gheletovich, 1952; Laven, 1959). Η θετική συσχέτιση της παρουσίας 

της Wolbachia στον ξενιστή με το φαινόμενο της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας έγινε 

μετά από δύο δεκαετίες, όπου με τη χρήση κατάλληλων αντιβιοτικών εξαλείφθηκε τόσο το βα-

κτήριο όσο και η επαγωγή του φαινοτύπου της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας (Yen & 

Barr, 1971).  

 

1.2.2 Φυλογένεια και εξάπλωση της Wolbachia 

Στις μέρες μας η Wolbachia pipientis είναι το μόνο αναγνωρισμένο είδος του γένους Wolbachia 

ενώ οι φυλογενετικές μελέτες με βάση το γονίδιο 16S rDNA κατατάσσει το είδος στην α-

υποομάδα των πρωτεοβακτηρίων, στην τάξη των Rickettsiales, οικογένεια Rickettsiaceae 

(Breeuwer et al., 1992; Campbell et al., 1992; O'Neill et al., 1992). Η τάξη των Rickettsiales πε-

ριλαμβάνει μια ποικιλόμορφη ομάδα ενδοκυτταρικών βακτηρίων τα οποία αναπτύσσουν ένα ευ-

ρύ φάσμα συμβιωτικών σχέσεων με τους ξενιστές τους από παρασιτικές μέχρι σχέσεις αμοιβαίας 

ωφέλειας. Αν και ο κύκλος ζωής συγγενικών γενών όπως αυτά των Anaplasma, Ehrlichia και 

Rickettsia περιλαμβάνει τόσο φορείς που ανήκουν στα ασπόνδυλα όσο και ξενιστές που ανή-
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κουν στα θηλαστικά, η Wolbachia δεν έχει βρεθεί μέχρι σήμερα να μολύνει θηλαστικά. Οι ξενι-

στές της περιλαμβάνουν μια μεγάλη ποικιλία ασπόνδυλων όπως ακάρεα, ισόποδα, αραχνοειδή, 

σκορπιούς, νηματώδεις της φιλαρίασης αλλά κυρίως έντομα (Rousset et al. 1992, Sironi et al. 

1995, Werren et al. 1995, Breeuwer & Jacobs 1996, Werren & O’Neill 1997, Werren 1997, West 

et al. 1998, Bandi et al. 1998, Stouthamer et al. 1999, Bourtzis & Braig 1999, Jeyaprakash & 

Hoy 2000; Stevens et al. 2001, Nirgianaki et al. 2003, Kikuchi & Fukatsu 2003, Gotoh et al. 

2003, Rowley et al. 2004, Tagami & Miura 2004, Bordenstein & Rosengaus 2005, Baldo et al. 

2007, Baldo et al. 2008, Hilgenboecker et al. 2008; Ros et al. 2009). Μεγάλο ενδιαφέρον πα-

ρουσιάζει επίσης η πρόσφατη ανίχνευση του βακτηρίου Wolbachia σε φυτοπαρασιτικούς νημα-

τώδεις (Haegeman et al. 2009). Πρόσφατες μελέτες εκτιμούν ότι πάνω από το 65% των ειδών 

εντόμων είναι μολυσμένα με το βακτήριο Wolbachia (Jeyaprakash & Hoy 2000, Hilgenboecker 

et al. 2008) καθιστώντας το τον πιο ευρέως διαδεδομένο ενδοκυττάριο συμβιωτικό μικροοργα-

νισμό του πλανήτη καθώς εκτιμάται ότι απαντά σε τουλάχιστον 106 είδη εντόμων.  

 Φυλογενετικές μελέτες βασιζόμενες κυρίως στους γονιδιακούς τόπους 16S rDNA, wsp, 

ftsZ, dnaA, groEL και gltA έχουν αναδείξει 11 τουλάχιστον υπερομάδες στελεχών Wolbachia οι 

οποίες έχουν ονομαστεί από το Α μέχρι το K (Werren et al. 1995; Zhou et al. 1998; Casiraghi et 

al. 2005; Lo et al., 2007; Ros et al. 2009) [Εικόνα 1.3]. Οι υπερομάδες A – D θεωρούνται από 

τις κυριότερες καθώς περιλαμβάνουν και τα περισσότερα στελέχη, με τις Α και Β να απαντούν 

μόνο σε αρθρόποδα κυρίως έντομα και χερσαία ισόποδα αλλά και κάποια ακάρεα, ενώ οι C και 

D απαντούν μόνο στους νηματώδεις της φιλαρίασης (Werren et al. 1995; Bandi et al. 1998). Η 

υπερομάδα Ε περιγράφτηκε πιο πρόσφατα στα Κολέμβολα (Czarnetzki & Tebbe 2004) ενώ η 

υπερομάδα F έχει βρεθεί τόσο σε αρθρόποδα όπως γρύλους, αράχνες, σκορπιούς, κοριούς και 

ψείρες όσο και σε νηματώδεις του γένους Mansonella (Rowley et al. 2004; Sakamoto & Rasgon 

2006; Covacin & Barker 2007; Panaram & Marshall 2007; Baldo et al. 2007; Casiraghi et al. 

2005). Oι υπερομάδες G και H έχουν βρεθεί αντίστοιχα σε αράχνες τις Αυστραλίας (Rowley et 

al. 2004) και τερμίτες (Bordenstein & Rosengaus 2005). Ωστόσο, η εγκυρότητα της υπερομάδας 

G αμφισβητείται καθώς ο χαρακτηρισμός της βασίστηκε μόνο στις αλληλουχίες των γονιδίων 

wsp και 16S rDNA ενώ τα δεδομένα που προέκυψαν με το πρόσφατα ανεπτυγμένο σύστημα 

MLST (MultiLocus Sequence Typing) δείχνουν ότι τα στελέχη αυτής της υπερομάδας μοιάζουν 

με αυτά της υπερομάδας Α (Baldo et al. 2006a; Baldo & Werren 2007). Εκτός από τις υπερομά-

δες A-F και H, οι οποίες είναι οι πλέον χαρακτηρισμένες, τρεις νέες υπερομάδες της Wolbachia 

έχουν περιγραφεί: η υπερομάδα I που απαντά σε ψύλλους (Casiraghi et al. 2005; Gorhan et al. 

2003), η υπερομάδα J που απαντά σε νηματώδεις της φιλαρίασης του είδους Dipetalonema gra-

cile (Casiraghi et al. 2004) και η υπερομάδα Κ, η οποία αποτελεί και την πιο πρόσφατα χαρα-
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κτηρισμένη ομάδα, και απαντά σε ακάρεα του γένους Bryobia (Ros et al. 2009). Η εκτίμηση των 

φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ κάθε υπερομάδας παρέχει χρήσιμες πληροφορίες όσον αφορά 

την εξέλιξη και τη βιολογία του βακτηρίου. Η φυλογένεια των στελεχών της Wolbachia που α-

νήκουν στις υπερομάδες Α και Β φαίνεται να μην είναι σε συμφωνία με τη φυλογένεια των ξενι-

στών τους (Werren et al. 1995), υποδηλώνοντας ότι η Wolbachia αν και μεταβιβάζεται μητρικά 

στους απογόνους έχει την δυνατότητα να μεταφέρεται και οριζόντια μεταξύ διαφορετικών ειδών 

αρθροπόδων. Το πρώτο πιθανό παράδειγμα οριζόντιας μεταφοράς του βακτηρίου αναφέρθηκε 

από τον Werren και τους συνεργάτες του (Werren et al. 1995) οι οποίοι ανακάλυψαν ότι παρασι-

τοειδή έντομα του γένους Nasonia και οι ξενιστές τους είναι μολυσμένα με παρόμοια στελέχη 

Wolbachia. Πιο πρόσφατες και άμεσες αποδείξεις του φαινομένου αυτού βρέθηκαν σε παρασι-

τικές σφήκες οι οποίες μοιράζονταν την ίδια τροφή (Huigens et al. 2000) ωστόσο οι μηχανισμοί 

παραμένουν άγνωστοι. Αντίθετα με την περίπτωση των αρθροπόδων, η φυλογένεια των στελε-

χών Wolbachia που μολύνουν τους νηματώδεις της φιλαρίασης είναι παράλληλη με αυτή των 

ξενιστών τους (Casiraghi et al. 2001). Αυτό υποδηλώνει μια αυστηρά εξαρτημένη σχέση μεταξύ 

της Wolbachia και των νηματωδών κάτι που υποστηρίζεται και από το γεγονός ότι η απομά-

κρυνση της Wolbachia με την χρήση αντιβιοτικών καθιστά αδύνατη την ανάπτυξη των νηματω-

δών (Langworthy et al. 2000).  

 

Υπερομάδα Α
(Αρθρόποδα)

Υπερομάδα Β
(Αρθρόποδα)

Υπερομάδα H
(Τερμίτες) Υπερομάδα Κ

( )Bryobia

Υπερομάδα Ε
(Κολέμβολα)

Υπερομάδα D
(Νηματώδεις φιλαρίασης)

Υπερομάδα F
(Αρθρόποδα

Νηματώδεις φιλαρίασης)
Υπερομάδα Ι

(Ψύλλοι)

Υπερομάδα J
( )Dipetalonemafelis

Υπερομάδα C
(Νηματώδεις φιλαρίασης)

 
Εικόνα 1.3. Η φυλογένεια της Wolbachia. Το σχήμα παρουσιάζει ένα άρριζο φυλογενετικό δένδρο των υπερομά-

δων της Wolbachia. Από το δένδρο λείπει η υπερομάδα G καθώς η εγκυρότητά της έχει αμφισβητηθεί (Ros et al. 

2009).     
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1.2.3 Αλληλεπιδράσεις με τους ξενιστές 

Εκτός από την ευρεία εξάπλωσή της, άλλο ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό της βιολογίας της 

Wolbachia είναι και η μεγάλη ποικιλία συμβιωτικών σχέσεων (από αμοιβαίας ωφέλειας μέχρι 

παρασιτικές) που μπορεί και αναπτύσσει με τους εκάστοτε ξενιστές της (Werren 1997; 

Stouthamer et al. 1999; Bourtzis & Miller 2003). Σχέσεις αμοιβαίας ωφέλειας έχουν παρατηρη-

θεί, όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, στους νηματώδεις της φιλαρίασης όπου η Wolbachia 

είναι απαραίτητη για την σωστή ανάπτυξη και την γονιμότητα των νηματωδών (Taylor et al. 

2005). Επίσης έχει βρεθεί ότι σε παρασιτοειδείς σφήκες του είδους Asobara tabida η παρουσία 

του βακτηρίου είναι απαραίτητη για τη σωστή ανάπτυξη των ωοθηκών (Dedeine et al. 2001). 

Από την άλλη μεριά, στα χερσαία αρθρόποδα η Wolbachia επιδρά πάνω στις κυτταρικές και α-

ναπαραγωγικές διαδικασίες των ξενιστών της με μια ποικιλία μηχανισμών μοναδική για συμβι-

ωτικό μικροοργανισμό. Μόνο άλλη μια ομάδα συμβιωτικών μικροοργανισμών που ανήκουν στο 

γένος Canditatus Cardiniun hertigii (της τάξης Bacteroides) έχει βρεθεί να επάγουν παρόμοια 

ποικιλία αναπαραγωγικών φαινοτύπων στους ξενιστές τους (Zchori-Fein & Perlman 2004). Η 

ποικιλία αυτή των αναπαραγωγικών φαινοτύπων παίζει καθοριστικό ρόλο στην εξασφάλιση της 

μητρικής μετάδοσης της Wolbachia. Οι μηχανισμοί αυτοί περιγράφονται συνοπτικά παρακάτω: 

 

Θηλυκοποίηση (feminization): Με τον όρο θηλυκοποίηση χαρακτηρίζεται το φαινόμενο της με-

τατροπής των γενετικά αρσενικών ατόμων σε πλήρως λειτουργικά θηλυκά άτομα λόγω της πα-

ρουσίας της Wolbachia. Το φαινόμενο της θηλυκοποίησης παρατηρήθηκε για πρώτη φορά στα 

χερσαία ισόποδα ενώ έχει μελετηθεί εκτεταμένα στο είδος Armadillidium vulgare όπου έχει 

βρεθεί ότι η Wolbachia επηρεάζει τη σωστή ανάπτυξη και λειτουργία των ανδρογόνων αδένων 

στα μολυσμένα αρσενικά άτομα (Martin et al. 1990; Juchault et al. 1992; Rigaud 1997; Bouchon 

et al. 1998; Cordaux et al. 2001; Vandekerckhove et al. 2003). Οι αδένες αυτοί είναι υπεύθυνοι 

για την παραγωγή των ανδρογόνων ορμονών οι οποίες με την σειρά τους είναι υπεύθυνες για 

την διαφοροποίηση των όρχεων κατά την ανάπτυξη του εμβρύου. Χωρίς την παρουσία αυτής 

της ορμόνης, οι αδιαφοροποίητες γονάδες αναπτύσσονται σε ωοθήκες μετατρέποντας τα άτομα 

σε λειτουργικά θηλυκά (Martin et al. 1990). Εκτός από τα χερσαία ισόποδα, ο φαινότυπος της 

θηλυκοποίησης έχει περιγραφεί και σε δύο είδη εντόμων, στο είδος Eurema hecabe της τάξης 

των Λεπιδοπτέρων (Hiroki et al. 2002) και στο είδος Zyginidia pullula της τάξης των Υμενόπτε-

ρων (Negri et al. 2008). Ο ακριβής μηχανισμός της θηλυκοποίησης στα έντομα δεν είναι ακόμα 

γνωστός καθώς ο καθορισμός του φύλου δεν είναι ορμονικός στα είδη αυτά όπως συμβαίνει 

στην περίπτωση των ισοπόδων. Παρόλα αυτά, το στέλεχος της Wolbachia που μολύνει το είδος 

Eurema hecabe φαίνεται ότι αλληλεπιδρά με το σύστημα φυλοκαθορισμού καθ’ όλη τη διάρκεια 
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της ανάπτυξης του εντόμου για την πλήρη έκφραση του φαινοτύπου καθώς η απομάκρυνση του 

βακτηρίου έχει ως αποτέλεσμα την εμφάνιση διαφυλετικότητας (Werren et al. 2008, Narita et al. 

2007). Έχει προταθεί ότι το βακτήριο της Wolbachia μέσω του φαινομένου της θηλυκοποίησης 

μπορεί να οδηγήσει στην εξέλιξη νέων συστημάτων φυλοκαθορισμού. Πράγματι, στα χερσαία 

ισόποδα (αρσενικά άτομα = ΖΖ, θηλυκά άτομα = WZ) ο υψηλός ρυθμός μετάδοσης του βακτη-

ρίου μαζί με την επίδραση του φαινομένου της θηλυκοποίησης έχουν οδηγήσει σχεδόν στην ε-

ξαφάνιση του χρωμοσώματος W που καθορίζει την ανάπτυξη των θηλυκών ατόμων και την α-

ντικατάσταση του χρωμοσωμικού συστήματος φυλοκαθορισμού με ένα κυτταροπλασματικό σύ-

στημα (αρσενικά άτομα = ΖΖ, θηλυκά άτομα = ΖZ + Wolbachia) [Bouchon et al. 1998].                         

 

Θανάτωση των αρσενικών ατόμων (male killing): Στελέχη της Wolbachia τα οποία επάγουν θα-

νάτωση των αρσενικών ατόμων έχουν περιγραφεί σε Κολεόπτερα (Fialho & Stevens 2000), Δί-

πτερα (Dyer & Jaenike 2004), Λεπιδόπτερα (Jiggins et al. 2001) και Ψευδοσκορπιούς (Zeh et al. 

2005). Σε αυτές τις περιπτώσεις, η Wolbachia “σκοτώνει” τους αρσενικούς απογόνους των μο-

λυσμένων θηλυκών τόσο στα αρχικά εμβρυικά στάδια, όσο και στα ύστερα προνυμφικά (Charlat 

et al. 2007). Μέσω του μηχανισμού αυτού ευνοείται η ανάπτυξη των θηλυκών ατόμων, τα οποία 

μπορούν να μεταδώσουν το βακτήριο, καθώς έχουν στη διάθεσή τους περισσότερη τροφή. Λε-

πτομέρειες για το μηχανισμό θανάτωσης προέρχονται από τη μελέτη του φαινομένου στο λεπι-

δόπτερο Ostrinia scapulalis όπου έχει παρατηρηθεί ότι όλοι οι απόγονοι είναι θηλυκά άτομα. 

Αυτό αποδόθηκε αρχικά σε θηλυκοποίηση αλλά στη συνέχεια όταν από τις “μητέρες” απομα-

κρύνθηκε η μόλυνση με χρήση αντιβιοτικών οι απόγονοι που προέκυψαν ήταν όλοι αρσενικοί. 

Πιο συγκεκριμένα, τα αρσενικά θανατώνονταν αφού πρώτα είχαν μετατραπεί σε θηλυκά. Δηλα-

δή ο θάνατός τους οφείλεται σε μία θανατηφόρο θηλυκοποίηση (Kageyama et al. 2002; 

Kageyama & Traut 2004). Με βάση τα μέχρι στιγμής δεδομένα, ωστόσο, δεν γνωρίζουμε με 

ποιον τρόπο η Wolbachia αναγνωρίζει το σύστημα φυλοκαθορισμού στους ξενιστές της. Αξίζει 

να σημειωθεί όμως ότι το συμβιωτικό βακτήριο Spiroplasma, που επίσης θανατώνει τα αρσενικά 

άτομα του ξενιστή του, φαίνεται να αλληλεπιδρά με άγνωστο μέχρι στιγμής τρόπο με τον μηχα-

νισμός της αντιστάθμισης του γονιδιακού πλεονάσματος στην Drosophila melanogaster (Dosage 

Compensation Complex) [Veneti et al. 2005]. Ο μηχανισμός αυτός είναι υπεύθυνος για τον δι-

πλασιασμό της μεταγραφικής δραστηριότητας όλων σχεδόν των γονιδίων στο Χ χρωμόσωμα 

του αρσενικού ατόμου και αποτελεί βασικό κομμάτι του συστήματος φυλοκαθορισμού (Gelbart 

& Kuroda 2009).      
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Θηλυτόκος παρθενογένεση (Thelytoky parthenogenesis): Ως παρθενογένεση ορίζεται το φαινόμε-

νο της αναπαραγωγής απογόνων χωρίς να έχει προηγηθεί γονιμοποίηση των θηλυκών ατόμων. 

Το φαινόμενο αυτό παρατηρείται κυρίως σε απλοδιπλοειδή είδη εντόμων. Θηλυτοκία είναι μια 

μορφή του φαινομένου κατά την οποία τα μη γονιμοποιημένα αβγά θηλυκών ατόμων, που είναι 

μολυσμένα με Wolbachia αναπτύσσονται ως θηλυκά άτομα ενώ στην αντίθετη περίπτωση θα 

είχαν αναπτυχθεί ως αρσενικά (αρρενοτοκία). Στελέχη της Wolbachia τα οποία επάγουν θηλυ-

τόκο παρθενογένεση έχουν εντοπιστεί στα υμενόπτερα όπως σφήκες, στα θυσανόπτερα όπως οι 

θρίπες αλλά και σε ακάρεα (Stouthamer 1997; Zchori-Fein et al. 1998; Arakaki et al. 2001a; 

Arakaki et al. 2001b; Weeks & Breeuwer 2001; Jeong & Stouthamer 2005). Στα είδη αυτά, αντί 

της παραγωγής αρσενικών ατόμων από τα μη γονιμοποιημένα αβγά των μολυσμένων θηλυκών 

ατόμων, παράγονται μόνο θηλυκά άτομα ευνοώντας άμεσα την κάθετη μετάδοση του βακτηρίου. 

Έχει βρεθεί ότι το φαινόμενο της παρθενογένεσης το οποίο επάγεται από το βακτήριο Wolba-

chia οφείλεται στη “διατάραξη” του κυτταρικού κύκλου κατά τα πρώιμα στάδια της εμβρυογέ-

νεσης που έχει ως αποτέλεσμα την ανάπτυξη διπλοειδών θηλυκών ατόμων από μη γονιμοποιη-

μένα απλοειδή ωάρια (θηλυτοκία).  

 

Κυτταροπλασματική ασυμβατότητα (Cytoplasmic incompatibility): Η κυτταροπλασματική ασυμ-

βατότητα αποτελεί τον πιο καλά μελετημένο και ίσως τον πιο διαδεδομένο φαινότυπο που επά-

γεται από το βακτήριο Wolbachia. Η πρώτη συσχέτιση του φαινομένου με την παρουσία του 

βακτηρίου έγινε το 1971 από τους Yen & Barr (Yen & Barr 1971) οι οποίοι απέδειξαν ότι η 

Wolbachia ήταν ο αιτιολογικός παράγοντας της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας που είχε 

παρατηρηθεί σε πληθυσμούς του κουνουπιού Culex pipiens σχεδόν είκοσι (20) χρόνια πριν (La-

ven 1951). Στην πιο απλή της μορφή (μονόδρομη ασυμβατότητα), η κυτταροπλασματική ασυμ-

βατότητα παρατηρείται όταν μολυσμένα με το βακτήριο αρσενικά άτομα ζευγαρώνουν με μη-

μολυσμένα θηλυκά άτομα (Εικόνα 1.4). Σε αυτού του είδους τις διασταυρώσεις, η γονιμοποίηση 

αποτυγχάνει. Αντίθετα, η γονιμοποίηση πραγματοποιείται κανονικά όταν και τα θηλυκά άτομα 

είναι μολυσμένα ή όταν τα μολυσμένα θηλυκά διασταυρώνονται με μη μολυσμένα αρσενικά 

(Bourtzis et al. 2003). Αυτό δίνει στα μολυσμένα θηλυκά ένα αναπαραγωγικό πλεονέκτημα ένα-

ντι των μη-μολυσμένων σε μεικτούς πληθυσμούς εντόμων με αποτέλεσμα την εξάπλωση της 

μόλυνσης. Μια πιο πολύπλοκη μορφή αναπαραγωγικής απομόνωσης είναι αυτή της αμφίδρομης 

κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Η μορφή αυτή παρατηρείται όταν αρσενικά και θηλυκά 

άτομα είναι μολυσμένα με διαφορετικά και αμοιβαία ασύμβατα στελέχη της Wolbachia (Εικόνα 

1.4). Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα οι διασταυρώσεις να είναι ασύμβατες και προς τις δύο κατευ-

θύνσεις (Bourtzis et al. 2003). 
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Μη μολυνσμένο άτομο

Μολυνσμένο άτομο με στέλεχος ΑWolbachia ( )

Μολυνσμένο άτομο με  (στέλεχος Β)Wolbachia

A) B)

 
 

Εικόνα 1.4. Μονόδρομη (Α) και αμφίδρομη (Β) κυτταροπλασματική ασυμβατότητα. 
 

Αν και ο μοριακός μηχανισμός της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας που επάγεται από το 

βακτήριο Wolbachia παραμένει άγνωστος, κυτταρογενετικές μελέτες δείχνουν ότι η Wolbachia 

επιδρά με κάποιον άγνωστο τρόπο πάνω στα πατρικά χρωμοσώματα κατά το στάδιο της σπερ-

ματογένεσης (Presgraves 2000). Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα να μεταβάλλεται η συμπεριφορά 

των χρωμοσωμάτων κατά τη διάρκεια της πρώτης μιτωτικής διαίρεσης με αποτέλεσμα την απώ-

λεια του μιτωτικού συγχρονισμού (Εικόνα 1.5) (Breeuwer & Werren 1990; O’Neill & Karr 

1990; Reed & Werren 1995; Lassy & Karr 1996; Tram & Sullivan 2002; Tram et al. 2003). Οι 

ασύμβατες διασταυρώσεις οφείλονται στον μη συγχρονισμό μεταξύ των δύο προπυρήνων “θη-

λυκό” και “αρσενικό” κατά τα αρχικά στάδια της μίτωσης. Συγκεκριμένα έχει παρατηρηθεί κα-

θυστέρηση της αποδιοργάνωσης της πυρηνικής μεμβράνης των αρσενικών γαμετών καθώς και 

καθυστέρηση της φωσφορυλίωσης της ιστόνης Η3, μια τροποποίηση η οποία είναι απαραίτητη 

για την έναρξη της μίτωσης (Tram & Sullival 2002; Tram et al. 2003; Landmann et al. 2009). 

Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα, τα μητρικής προέλευσης χρωμοσώματα να έχουν συμπυκνωθεί σω-

στά στο στάδιο της μετάφασης ενώ τα πατρικά όχι. Στο επόμενο στάδιο της ανάφασης, τα μη-

τρικά χρωμοσώματα προχωρούν χωρίς πρόβλημα στο διαχωρισμό σε αντίθεση με τα πατρικά 

χρωμοσώματα τα οποία “χάνονται” σχηματίζοντας γέφυρες χρωματίνης μεταξύ των δύο πυρή-

νων (Tram & Sullival 2002; Tram et al. 2003). Τα παραπάνω έχουν ως αποτέλεσμα την εμβρυι-

κή θνησιμότητα σε διπλοειδή είδη εντόμων ενώ στα απλοδιπλοειδή είδη τα απλοειδή έμβρυα 

αναπτύσσονται ως αρσενικά άτομα (Reed & Werren 1995). 
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Μη μολυσμένα
άτομα

Κυτταροπλασματική 
ασυμβατότητα

Διάσωση

Μεσόφαση

Τέλος  πρόφασης

Προμετάφαση

Μετάφαση

Ανάφαση

Τελόφαση

 
Εικόνα 1.5. Τα στάδια τις πρώτης εμβρυικής μιτωτικής διαίρεσης: σε μια φυσιολογική διασταύρωση μη μολυσμέ-

νων ατόμων, σε μια ασύμβατη διασταύρωση και σε μια διασταύρωση όπου και τα δύο άτομα είναι μολυσμένα με το 

ίδιο στέλεχος Wolbachia. Στην ασύμβατη διασταύρωση, η συμπύκνωση και αποσυμπύκνωση των πατρικών χρωμο-

σωμάτων (μπλε) αποτυγχάνει να συγχρονιστεί με αυτή των μητρικών (ροζ). Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα τον μη σω-

στό διαχωρισμό των πατρικών χρωμοσωμάτων στο στάδιο της ανάφασης. Όταν το έμβρυο είναι μολυσμένο επίσης 

με το ίδιο στέλεχος Wolbachia, ο συγχρονισμός μεταξύ των δύο προπυρήνων αποκαθίσταται (Werren et al. 2008).         

 

Τα βακτηριακά γονίδια τα οποία συμμετέχουν στην επαγωγή του φαινομένου δεν έχουν ταυτο-

ποιηθεί μέχρι σήμερα. Η φαινομενολογία όμως εξηγείται ικανοποιητικά από το μοντέλο “τρο-

ποποίηση – διάσωση” (modification – rescue model) το οποίο προτάθηκε για πρώτη φορά από 

τον Werren το 1997 (Werren 1997) και υποστηρίχθηκε γενετικά από τους (Bourtzis et al. 1998; 

Merçot & Poinsot 1998). Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό υπάρχουν δυο διακριτές λειτουργίες: η 

πρώτη είναι η λειτουργία της τροποποίησης (mod, modification) η οποία λαμβάνει χώρα κατά τη 

σπερματογένεση και έχει ως αποτέλεσμα την τροποποίηση των πατρικών χρωμοσωμάτων ενώ η 

δεύτερη είναι η λειτουργία της διάσωσης (resc, rescue) η οποία διεξάγεται μέσα στο έμβρυο α-
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μέσως μετά τη γονιμοποίηση και αποκαθιστά την σωστή ανάπτυξη του εμβρύου. Τρεις είναι οι 

θεωρίες που έχουν διατυπωθεί μέχρι σήμερα για να εξηγήσουν το μηχανισμό δράσης της κυττα-

ροπλασματικής ασυμβατότητας (Poinsot et al. 2003). H θεωρία του “λανθασμένου συγχρονι-

σμού” (mistiming) εικάζει ότι η θανάτωση των εμβρύων προκύπτει από την έλλειψη συγχρονι-

σμού μεταξύ του πατρικού και του μητρικού προπυρήνα κατά την πρώτη ζυγωτική μίτωση (Cal-

laini et al. 1997, Tram & Sullivan 2002, Tram et al. 2003). Από την άλλη μεριά, οι θεωρίες του 

“κλειδιού και της κλειδαριάς” (lock and key) και της “κατακράτησης και απελευθέρωσης” 

(titration and restitution) προτείνουν ότι η Wolbachia εκκρίνει και εισάγει ένα βακτηριακό πα-

ράγοντα ή απομακρύνει αντίστοιχα κάποιον σημαντικό παράγοντα από τους προπυρήνες των 

αρσενικών γαμετών οδηγώντας σε αποτυχία της ανάπτυξης του εμβρύου (Breeuwer & Werren 

1990; Hurst 1991; Kose & Karr 1995; Werren 1997; Poinsot & Mercot 1999). Από τις τρεις θε-

ωρίες, αυτές του “κλειδιού και της κλειδαριάς” και της “κατακράτησης και απελευθέρωσης” 

φαίνεται να επικρατούν όπως προκύπτει από διάφορες μελέτες (Poinsot et al. 2003; Ferree & 

Sullivan 2006).  

 Ανάλογα με το εάν οι δύο λειτουργίες της τροποποίησης (mod) και της διάσωσης (resc) 

εκφράζονται, τα στελέχη της Wolbachia (ή/και οι συμβιωτικές σχέσεις κατ’ επέκταση) κατα-

τάσσονται σε 4 κατηγορίες (Bourtzis et al. 2003): (α) στελέχη mod+/resc+, τα οποία είναι ικανά 

τόσο να προκαλούν την τροποποίηση όσο και να τη διασώζουν (Hoffmann et al. 1986, 

Hoffmann 1988, O'Neill & Karr 1990, Bourtzis et al. 1994, Braig et al. 1994, Hoffmann et al. 

1994, Mercot et al. 1995, Bourtzis et al. 1996, 1998, Reynolds & Hoffmann 2002, Weeks et al. 

2002), (β) στελέχη mod-/resc-, τα οποία δεν μπορούν ούτε να προκαλούν τροποποίηση ούτε να 

σώζουν αυτήν που προκαλεί κάποιο άλλο στέλεχος (Hoffmann et al. 1996), (γ) στελέχη mod-

/resc+, που δεν μπορούν να προκαλέσουν τροποποίηση ενώ μπορούν να διασώσουν αυτήν που 

προκαλείται από κάποιο άλλο στέλεχος (Bourtzis et al. 1998, Mercot & Poinsot 1998), και (δ) 

στελέχη mod+/resc-, που ενώ προκαλούν τροποποίηση δεν είναι σε θέση να τη σώσουν (Werren 

1997; Charlat et al. 2001; Zabalou et al. 2008). Μια πρόσφατη μελέτη ωστόσο (Zabalou et al. 

2008), δείχνει ότι υπάρχει μια πιο πολύπλοκη σχέση ανάμεσα στις δύο αυτές λειτουργίες. Πει-

ράματα μεταφοράς στελεχών της Wolbachia από διαφορετικά είδη ξενιστών σε ένα κοινό γενε-

τικό υπόβαθρο υποστηρίζουν ότι ένα στέλεχος του βακτηρίου μπορεί να διαθέτει πολλαπλούς 

παράγοντες τροποποίησης ή/και διάσωσης, η έκφραση των οποίων μπορεί να εξαρτάται από το 

γενετικό υπόβαθρο του εκάστοτε ξενιστή.  

 

Εκτός όμως από τη μεγάλη ποικιλία των σχέσεων και των φαινοτύπων που αναπτύσσει η Wol-

bachia με τους ξενιστές της (από παρασιτικές έως και αμοιβαίας ωφέλειας), μεγάλο ενδιαφέρον 
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παρουσιάζει επίσης και η δυνατότητα μετάπτωσης που παρατηρείται μεταξύ των φαινοτύπων 

αυτών. Όπως αναφέρθηκε και στην προηγούμενη παράγραφο, η Zabalou και οι συνεργάτες της 

(Zabalou et al. 2008) έδειξαν ότι, κάτω από διαφορετικό γενετικό υπόβαθρο, ο φαινότυπος και 

οι λειτουργίες της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας του ίδιου στελέχους Wolbachia μπορεί 

να αλλάξουν δραματικά. Έτσι για παράδειγμα ενώ τα στελέχη της Wolbachia τα οποία απαντούν 

στη φύση σε είδη Drosophila yakuba, Drosophila teissieri και Drosophila santomea (σύμπλεγμα 

yakuba) δεν επάγουν κυτταροπλασματική ασυμβατότητα (mod-) (Zabalou et al. 2004a), η μετα-

φορά των στελεχών αυτών σε γενετικό υπόβαθρο Drosophila simulans προκαλεί μετάπτωση του 

φαινοτύπου σε (mod+) και δυνατότητα επαγωγής κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας η οποία 

μπορεί να φτάσει έως και 100%. Άλλα παραδείγματα περιλαμβάνουν περιπτώσεις μετάπτωσης 

μεταξύ διαφορετικών φαινοτύπων όπως είναι αυτό του στελέχους της Wolbachia το οποίο μολύ-

νει το λεπιδόπτερο Cadra cautella. Το στέλεχος αυτό επάγει κανονικά κυτταροπλασματική α-

συμβατότητα αλλά όταν μεταφερθεί στο είδος λεπιδοπτέρου Anagasta kuehniella (πρώην 

Ephestia kuehniella) προκαλεί θανάτωση των αρσενικών (Sasaki & Ishikawa 2000). Επίσης το 

είδος Drosophila recens είναι μολυσμένο με ένα στέλεχος της Wolbachia το οποίο επάγει κυτ-

ταροπλασματική ασυμβατότητα. Όταν το ίδιο στέλεχος μεταφερθεί στο αδελφό είδος Drosophi-

la subquinaria τότε ο φαινότυπος μεταπίπτει σε θανάτωση των αρσενικών ατόμων (Jaenike 

2007b). Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι τόσο βακτηριακοί παράγοντες όσο και το γε-

νετικό υπόβαθρο του ξενιστή, συμμετέχουν στην έκφραση των φαινοτύπων της Wolbachia.    

 

1.2.4 Η συμβολή της Wolbachia στις ειδογενετικές διαδικασίες και την αύξηση της βιοποι-

κιλότητας 

Δύο είναι τα χαρακτηριστικά εκείνα τα οποία ξεχωρίζουν την Wolbachia μεταξύ των υποχρεω-

τικά ενδοκυττάριων συμβιωτικών βακτηρίων. Το πρώτο είναι η ευρεία εξάπλωση του βακτηρίου. 

Η Wolbachia θεωρείται από τα πλέον διαδεδομένα συμβιωτικά βακτήρια στον πλανήτη μολύνο-

ντας τουλάχιστον τα αρθρόποδα και τους νηματώδεις ενώ υπολογίζεται ότι πάνω από το 65% 

των ειδών εντόμων (Hilgenboecker et al. 2008) είναι μολυσμένα με το βακτήριο, αριθμός που 

αντιστοιχεί σε περίπου 106 είδη εντόμων. Το δεύτερο χαρακτηριστικό είναι η εντυπωσιακή ποι-

κιλία των επιδράσεων που είναι σε θέσει να προκαλέσει στους ξενιστές της. Η Wolbachia μπο-

ρεί να προκαλέσει τη θανάτωση των αρσενικών ατόμων, να τα μετατρέψει σε θηλυκά, να στει-

ρώσει μη μολυσμένα θηλυκά άτομα αλλά μπορεί να αναπτύξει και σχέσεις αμοιβαίας συμβίω-

σης με τους ξενιστές της. Λόγω των χαρακτηριστικών αυτών, η Wolbachia έχει προσελκύσει το 

ενδιαφέρον των εξελικτικών βιολόγων για τη συμβολή της στην επιτάχυνση ειδογενετικών διερ-

γασιών.  
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Για παράδειγμα, η πιθανή συμβολή της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας που επάγεται από 

την Wolbachia σε ειδογενετικές διεργασίες είχε προταθεί από τις πρώτες κιόλας μελέτες του χα-

ρακτηρισμού του φαινομένου (Laven 1959; Werren 1998; Hurst & Schilthuizen 1998; 

Bordenstein 2003). Η βασική ιδέα είναι ότι μέσω της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας μπο-

ρεί να αποτραπεί ή να μειωθεί η γονιδιακή ροή μεταξύ των ασύμβατων πληθυσμών, γεγονός που 

θα μπορούσε εν δυνάμει να οδηγήσει στη διαφοροποίηση τους σε νέα είδη. Η άποψη αυτή υπο-

στηρίζεται από το γεγονός ότι, σε διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές, πολλά είδη εντόμων είναι 

μολυσμένα με διαφορετικά στελέχη της Wolbachia (Merçot et al. 1995; Baudry et al. 2003; 

Keller et al. 2004). Επίσης, υπάρχουν πειραματικές ενδείξεις σύμφωνα με τις οποίες η αμφίδρο-

μη κυτταροπλασματική ασυμβατότητα μεταξύ πληθυσμών πολύ συγγενικών ειδών που είναι μο-

λυσμένοι με ασύμβατα μεταξύ τους στελέχη Wolbachia μπορεί να αποτελέσει σημαντικό παρά-

γοντα αναπαραγωγικής απομόνωσης, ακόμη και στην περίπτωση συμπατρικών πληθυσμών, γε-

γονός που θα μπορούσε εν δυνάμει να οδηγήσει στη διαφοροποίηση τους σε νέα είδη. Κάτι τέ-

τοιο έχει παρατηρηθεί στην περίπτωση αδελφών ειδών του γένους Nasonia (Bordenstein et al. 

2001) αλλά και μεταξύ των ειδών Drosophila recens και Drosophila subquinaria (Shoemaker et 

al. 1999). Αν και η συμβολή της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας στην επιτυχή μείωση της 

γονιδιακής ροής μεταξύ φυσικών πληθυσμών παραμένει ακόμα ως ένα βαθμό αμφιλεγόμενη, 

θεωρητικές μελέτες δείχνουν ότι τόσο η αμφίδρομη όσο και η μονόδρομη κυτταροπλασματική 

ασυμβατότητα μπορούν να περιορίσουν σημαντικά τη γονιδιακή ροή μεταξύ παραπατρικών 

πληθυσμών (Telschow et al. 2002; Telschow et al. 2005b; Telschow et al. 2007). Επίσης έχει 

βρεθεί ότι η κυτταροπλασματική ασυμβατότητα μπορεί να οδηγήσει και στην εμφάνιση προ-

συζευκτικής απομόνωσης ενισχύοντας (reinforcement) με αυτόν τον τρόπο την αναπαραγωγική 

απομόνωση και σταδιακά την γενετική απόκλιση των πληθυσμών (Telschow et al. 2005a; Jae-

nike et al. 2006; Koukou et al. 2006). Ο λόγος για τον οποίο μπορεί να συμβαίνει αυτό είναι ότι 

εφόσον σε μία διασταύρωση δεν υπάρχουν απόγονοι, η διασταύρωση αυτή “σπαταλά” τους γα-

μέτες. Έτσι, θα επιλεγούν εκείνα τα άτομα που θα προτιμούν να ζευγαρώνουν με άλλα συμβατά 

άτομα (Bordenstein 2003).  

Εκτός όμως από την κυτταροπλασματική ασυμβατότητα, και οι υπόλοιπες αναπαραγωγι-

κές επιδράσεις της Wolbachia μπορούν να διαδραματίσουν σημαντικό ρόλο σε ειδογενετικές 

διεργασίες. Η εξάπλωση στελεχών της Wolbachia τα οποία προκαλούν θηλυκοποίηση πιθανά να 

έχει οδηγήσει σε αλλαγή του συστήματος φυλοκαθορισμού. Συγκεκριμένα, η Wolbachia λει-

τουργεί ως ο καθοριστικός παράγοντας για την παραγωγή θηλυκών ατόμων και ισορροπεί με τα 

γονίδια του ξενιστή τα οποία “προσπαθούν” να αντισταθμίσουν την επίδραση και τη μετάδοση 

του βακτηρίου λειτουργώντας με τη σειρά τους ως παράγοντες για την παραγωγή αρσενικών 
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ατόμων (Charlat et al. 2003). Επίσης, υπάρχουν στοιχεία ότι στελέχη της Wolbachia τα οποία 

επάγουν παρθενογένεση έχουν τη δυνατότητα να οδηγήσουν στην εξέλιξη αυστηρώς παρθενο-

γενετικών ειδών εντόμων όπως στην περίπτωση ατόμων του είδους Muscidifurax uniraptor (Υ-

μενόπτερα) τα οποία χάνουν την ικανότητα σεξουαλικής αναπαραγωγής μετά την απομάκρυνση 

της Wolbachia με αποτέλεσμα ο ξενιστής να είναι πλήρως εξαρτημένος από το συμβιώτη για 

την αναπαραγωγή του (Gottlied & Zchori-Fein 2001).  

 Άλλος ένας τρόπος με τον οποίο η Wolbachia πιθανά να επιταχύνει τις εξελικτικές διαδι-

κασίες είναι μέσω της ταχείας εξέλιξης των γονιδίων των ξενιστών της. Συγκεκριμένα, πιστεύε-

ται ότι η Wolbachia λόγω των στενών αλληλεπιδράσεων με τους μηχανισμούς φυλοκαθορισμού, 

γαμετο-γένεσης αλλά και τις διεργασίες του κυτταρικού κύκλου προκαλεί την αύξηση του εξε-

λικτικού ρυθμού των γονιδίων εκείνων που εκφράζονται στους αναπαραγωγικούς ιστούς των 

ξενιστών της στην προσπάθειά τους να αντισταθμίσουν τις επιπτώσεις τις μόλυνσης (Charlat et 

al. 2003; Werren et al. 2008).               

 Ωστόσο η μεγαλύτερη ίσως επίδραση που θα μπορούσε να έχει η Wolbachia σε εξελικτι-

κές διαδικασίες προέρχεται από τη δυνατότητα μεταφοράς βακτηριακών γονιδίων στα χρωμο-

σώματα των ξενιστών της. Αυτή η οριζόντια μεταφορά γονιδίων από τη Wolbachia στα ασπόν-

δυλα φαίνεται να είναι πολύ διαδεδομένη (Kondo et al.2002, Hotopp et al. 2007; Nikoh et al. 

2008). Περίπου στο ένα-τρίτο των γονιδιωμάτων των ασπόνδυλων που έχουν αποκωδικοποιηθεί 

μέχρι σήμερα έχουν βρεθεί ενθέσεις γονιδιακών τμημάτων της Wolbachia (Werren et al. 2008) 

τα οποία μπορεί να φτάνουν στο μέγεθος ενός πλήρους γονιδιώματος της Wolbachia (>1 Mb στο 

είδος Drosophila ananassae) (εικόνα 1.6). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι σε κάποιες 

από τις περιπτώσεις ορισμένα από τα εντεθειμένα γονίδια εμφανίζουν χαμηλά επίπεδα μεταγρα-

φής ενώ άλλα έχουν κατακερματιστεί από μεταθέσιμα στοιχεία της Drosophila (Hotopp et al. 

2007). Δημιουργείται λοιπόν το ερώτημα εάν αυτού του είδους οι ενθέσεις μπορούν να εξελι-

χθούν σε νέες λειτουργίες για τον ξενιστή. Αν και αυτό δεν έχει αποδειχτεί ακόμα, η ευρεία εξά-

πλωση της Wolbachia μεταξύ των αθροπόδων καθώς και η συχνή εμφάνιση τέτοιων φαινομένων 

οριζόντιας μεταφοράς γενετικού υλικού αυξάνει τις πιθανότητες κάποιες από αυτές τις περιπτώ-

σεις να εξελιχθούν σταδιακά σε νέα λειτουργικά γονίδια. Κάτι τέτοιο δεν είναι καθόλου νέο στη 

φύση αρκεί να αναλογιστούμε την περίπτωση ενός μακρινού συγγενή της Wolbachia αυτού των 

μιτοχονδρίων. Ένα εντυπωσιακό χαρακτηριστικό της ενδοσυμβιωτικής προέλευσης των μιτο-

χονδρίων, η οποία οδήγησε στην εξέλιξη των σύγχρονων μορφών ζωής πάνω στον πλανήτη, ή-

ταν η σταδιακή μεταφορά ενός μεγάλου αριθμού γονιδίων των μιτοχονδρίων στο ευκαρυωτικό 

γονιδίωμα (Blanchard & Lynch 2000).                             
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Εικόνα 1.6. Εικόνα πολυταινικού χρωμοσώματος της Drosophila ananassae (κόκκινο) το οποίο έχει υβριδοποιηθεί 

με έναν ιχνηθέτη που αναγνωρίζει μια γενετική περιοχή του γονιδιώματος της Wolbachia (πράσινο). (Hotopp et al. 

2007)  

 

1.2.5 Πρακτικές εφαρμογές: Η Wolbachia ως μέσο καταπολέμησης επιβλαβών εντόμων                         

Είναι γνωστό ότι τόσο τα έντομα όσο και οι νηματώδεις της φιλαρίασης προκαλούν σοβαρά 

προβλήματα σε παγκόσμιο επίπεδο στους τομείς της υγείας, της γεωργίας, των δασών και του 

φυσικού περιβάλλοντος. Στην περίπτωση των επιβλαβών εντόμων, οι συνήθεις πρακτικές για 

τον έλεγχο των πληθυσμών τους περιλαμβάνουν τόσο την ευρεία χρήση χημικών εντομοκτόνων 

όσο και την χρήση βιολογικών μεθόδων (Bourtzis & Robinson 2006). Η χρήση χημικών για την 

καταπολέμηση των βλαβερών εντόμων θεωρείται μέχρι στιγμής η πιο αποτελεσματική, αλλά 

συνοδεύεται από πολλά μειονεκτήματα. Τα πιο σημαντικά μειονεκτήματα είναι η μόλυνση του 

φυσικού περιβάλλοντος και του υδροφόρου ορίζοντα, η άμεση και έμμεση απειλή της υγείας, 

καθώς και το υψηλό κόστος. Επίσης η εκτεταμένη χρήση χημικών παρουσιάζει και περιορι-

σμούς όπως η ανάπτυξη ανθεκτικότητας στα έντομα απέναντι στις δραστικές ουσίες, που καθι-

στούν τη χημική αντιμετώπισή τους αναποτελεσματική (Curtis et al. 1993; Bourtzis & Robinson 

2006). Αντίθετα, οι βιολογικές μέθοδοι ελέγχου είναι πολλά υποσχόμενες και έχουν αρχίσει να 

κερδίζουν πρόσφορο έδαφος ιδιαίτερα τις τελευταίες δεκαετίες. Οι πιο κλασικές τεχνικές περι-

λαμβάνουν την χρήση άλλων οργανισμών όπως παρασιτοειδών, θηρευτών, μυκήτων, βακτηρίων, 

και ιών, για την καταστολή και την καταπολέμηση των επιβλαβών ειδών (Caltagirone 1981). 

Ωστόσο εκφράζονται σοβαρές ανησυχίες σε ότι αναφορά τις πιθανές περιβαλλοντικές επιπτώ-

σεις της εισαγωγής και χρήσης “εξωτικών” ειδών σε αυτά τα προγράμματα βιολογικού ελέγχου 

(Van Lenteren et al. 2003). Από τις πιο διαδεδομένες σήμερα βιολογικές μεθόδους καταπολέμη-

σης επιβλαβών ειδών, με πληθώρα προγραμμάτων να είναι σε εξέλιξη, είναι αυτή του στείρου 

εντόμου (Sterile Insect Technique – SIT) στόχος της οποίας είναι η μείωση της γονιμότητας 

στον πληθυσμό – στόχο (Bourtzis & Robinson 2006).  

 Τις τελευταίες δεκαετίες η Wolbachia, λόγω της ευρείας εξάπλωσής της και των αναπα-

ραγωγικών φαινοτύπων που επάγει στους ξενιστές της, έχει προσελκύσει ένα τεράστιο ενδιαφέ-

ρον ως προς την προοπτική χρήσης της ως ένα νέο και περιβαλλοντικά φιλικό εργαλείο βιολογι-

κού ελέγχου επιβλαβών ειδών (Bourtzis & Robinson 2006; Ioannidis & Bourtzis 2007; Bourtzis 

2008). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει ο πιο κοινός και πλέον μελετημένος φαινότυπος της 
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κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Έχουν προταθεί δύο κυρίως τρόποι χρήσης του φαινομέ-

νου της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας: α) ως ένα εργαλείο πληθυσμιακής καταστολής 

ανάλογο της μεθόδου του στείρου εντόμου (Sterile Insect Technique – SIT) και β) ως μηχανι-

σμός εξάπλωσης επιθυμητών γενοτύπων (gene driving system) όπως για παράδειγμα γονίδια τα 

οποία προσδίδουν ανθεκτικότητα στη μετάδοση ασθενειών από έντομα φορείς.  

 Η δυνατότητα χρήσης ενός συστήματος κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας σε μια 

προσπάθεια καταστολής πληθυσμών κουνουπιού φορέων της φιλαρίασης είχε γίνει αντιληπτή 

πριν καν αποδοθούν στη Wolbachia τα φαινόμενα κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας τα ο-

ποία είχαν παρατηρηθεί μεταξύ πληθυσμών του κουνουπιού Culex pipiens (Laven 1967). Η τε-

χνική αυτή έγινε γνωστή και ως η τεχνική του ασύμβατου εντόμου (Incompatible Insect Tech-

nique – IIT) (Boller & Bush 1974; Zabalou et al. 2004b; Zabalou et al. 2009) και παρουσιάζει 

μεγάλη ομοιότητα με την τεχνική του στείρου εντόμου καθώς κοινός τους στόχος είναι η μείωση 

της γονιμότητας στον πληθυσμό – στόχο (Bourtzis & Robinson 2006). Η τεχνική του ασύμβατου 

εντόμου περιλαμβάνει τη μαζική απελευθέρωση μολυσμένων αρσενικών εντόμων των οποίων η 

διασταύρωση με μη μολυσμένα θηλυκά (μονόδρομη κυτταροπλασματική ασυμβατότητα) ή θη-

λυκά άτομα με διαφορετική μόλυνση (αμφίδρομη κυτταροπλασματική ασυμβατότητα) δεν πα-

ράγει απογόνους. H τεχνική αυτή έχει χρησιμοποιηθεί σε πιλοτικά πειράματα τόσο σε εργαστη-

ριακή κλίμακα (Brower 1978; Russ & Faber 1978; Zabalou et al. 2004b; Xi et al. 2005; Zabalou 

et al. 2009) όσο και στο πεδίο (Laven 1967) για την καταπολέμηση επιβλαβών εντόμων όπως τα 

κουνούπια Culex pipiens και Aedes aegypti, λεπιδόπτερα του είδους Cadra cautella, την μύγα 

του κερασιού Rhagoletis cerasi και τη μύγα της Μεσογείου Ceratitis capitata με πολύ ενθαρρυ-

ντικά αποτελέσματα. Το πλεονέκτημα της εφαρμογής μιας τέτοιας μεθόδου έγκειται από τη μια 

στο γεγονός ότι η Wolbachia απαντά σε έναν τεράστιο αριθμό ειδών εντόμων στη φύση στα ο-

ποία περιλαμβάνονται και επιβλαβή είδη. Από την άλλη, υπάρχει η δυνατότητα να μεταφέρουμε 

και να επιμολύνουμε με το βακτήριο πληθυσμούς εντόμων που δεν είναι μολυσμένοι (Zabalou et 

al. 2004b; Xi et al. 2005; Ruang-areerate & Kittayapong 2006) και στη συνέχεια να τα χρησιμο-

ποιήσουμε σε μια προσπάθεια καταστολής των φυσικών πληθυσμών.  

Εκμεταλλευόμενοι την ικανότητά της να εξαπλώνεται γρήγορα σε έναν πληθυσμό μέσω 

της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας, η Wolbachia μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί και ως 

σύστημα εξάπλωσης επιθυμητών γενοτύπων (gene driving system) σε πληθυσμούς επιβλαβών 

εντόμων (Sinkins & O'Neill 2000; Sinkins & Godfray 2004; Sinkins & Gould 2006). Κάθε μη-

τρικά κληρονομήσιμος παράγοντας όπως τα μιτοχόνδρια, συμβιωτικά βακτήρια και ιοί ή τα γο-

νίδια τα οποία εκφράζονται από τους παράγοντες αυτούς έχουν την δυνατότητα να εξαπλωθούν 

μαζί με την Wolbachia (Beard et al. 1993; Bourtzis & O'Neill 1998). Στην περίπτωση των φο-
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ρέων ασθενειών αυτά τα γονίδια μπορεί να στοχεύουν τον παρασιτικό μικροοργανισμό είτε σκο-

τώνοντάς τον κατά την είσοδο στον εν λόγω φορέα είτε εμποδίζοντας τη μετάδοσή του (Sinkins 

& Gould 2006). Επίσης έχει προταθεί η έμμεση χρήση της Wolbachia για την εξάπλωση επιθυ-

μητών γονιδίων τα οποία θα ενσωματώνονται σε “κασέτες” μαζί με τα γονίδια που είναι υπεύ-

θυνα για την έκφραση της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας όταν αυτά ανακαλυφθούν (Sin-

kins et al. 1997). Θεωρητικά μοντέλα ενισχύουν αυτή την υπόθεση (Sinkins & Godfray 2004). 

 Τα τελευταία χρόνια εξετάζονται και νέοι τρόποι με τους οποίους θα μπορούσε να χρη-

σιμοποιηθεί η Wolbachia στις προσπάθειες βιολογικής καταπολέμησης επιβλαβών εντόμων ό-

πως για παράδειγμα η χρήση στελεχών τα οποία προκαλούν μείωση του χρόνου ζωής των ξενι-

στών τους όπως το στέλεχος wMelpopcorn (Min & Benzer 1997; McGraw et al. 2002; Cook et 

al. 2008; McMeniman et al. 2009; Turley et al. 2009). Μάλιστα, μελέτες δείχνουν ότι η παρου-

σία του στελέχους wMelpopcorn στο κουνόυπι A. aegypti προκαλεί την επαγωγή της έκφρασης 

γονιδίων που σχετίζονται με την ανοσοαπόκριση (Kambris et al. 2009). Το γεγονός αυτό έχει 

σαν αποτέλεσμα την αναστολή της ανάπτυξης των νηματοδών της φιλαρίασης που μεταφέρο-

νται μέσω του κουνουπιού (Kambris et al. 2009). Παρόμοια “επιθετικά” στελέχη της Wolbachia 

έχουν επίσης περιγραφεί και στα χερσαία ισόποδα υποδηλώνοντας ότι αυτή η γενετική ιδιότητα 

μπορεί να είναι διαδεδομένη μεταξύ των στελεχών (Bourtzis 2008). Η χρήση τέτοιων “επιθετι-

κών” στελεχών μπορεί να αποδειχθεί ιδιαίτερα χρήσιμη στον έλεγχο εντόμων – φορέων στα ο-

ποία ο παράγοντας της ασθένειας απαιτεί ένα μακρόχρονο χρονικό διάστημα επώασης μέσα 

στον φορέα, όπως στην περίπτωση του δάγκειου πυρετού που μεταφέρεται μέσω κουνουπιών 

του γένους Aedes (Brownstein et al. 2003).  

 Τέλος, στην περίπτωση του νηματώδη της φιλαρίασης, η Wolbachia φαίνεται να παίζει 

καθοριστικό ρόλο στην παθογένεια όπως προκύπτει από μελέτη στην οποία αποδεικνύεται ο ρό-

λος των βακτηριακών πρωτεϊνών στη φλεγμονώδη αντίδραση ατόμων μολυσμένων με το νημα-

τώδη (Saint Andre et al. 2002). Η παρατήρηση αυτή μαζί με το γεγονός ότι η Wolbachia έχει 

εγκαθιδρύσει μια σχέση αμοιβαίας συμβίωσης με το νηματώδη ξενιστή ενώ η παρουσία της θε-

ωρείται καταλυτικής σημασίας για τη γονιμότητα και επιβίωση του (Bandi et al. 1998; Taylor et 

al., 2000a; Taylor et al., 2000b), έχει οδηγήσει σε μια προσπάθεια ανάπτυξης νέων φαρμάκων 

τα οποία θα έχουν πλέον ως στόχο τη Wolbachia. Τέτοιου είδους θεραπείες, σε συνδυασμό με 

τις κλασικές θεραπείες που εφαρμόζονται, είναι πολλά υποσχόμενες τόσο ως προς την κατεύ-

θυνση την απομάκρυνσης των νηματωδών από άτομα που νοσούν όσο και στον μετριασμό των 

συμπτωμάτων της μόλυνσης (Werren et al. 2008). 
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1.2.6 Το γονιδίωμα της Wolbachia: κατανοώντας τις μοριακές αλληλεπιδράσεις με τους ξε-

νιστές                                         

Πώς η Wolbachia έχει καταφέρει και έχει εξαπλωθεί σε έναν τόσο μεγάλο αριθμό ειδών αρθρο-

πόδων αλλά και νηματωδών; Πως καταφέρνει να επάγει έναν τόσο μεγάλο αριθμό διαφορετικών 

φαινοτύπων; Ποια είναι η μοριακή βάση της επικοινωνίας και των αλληλεπιδράσεων της Wol-

bachia με τους ξενιστές της; Αυτά είναι μερικά από τα ερωτήματα τα οποία έχουν απασχολήσει 

και συνεχίζουν να απασχολούν τους επιστήμονες που μελετούν το βακτήριο. Δυστυχώς όμως, ο 

ενδοκυτταρικός τρόπος ζωής και οι πολύπλοκες διατροφικές συνήθειες που έχει αναπτύξει η 

Wolbachia καθ’ όλη τη διάρκεια της εξέλιξής της έχει καταστήσει αδύνατη μέχρι στιγμής την 

καλλιέργεια και τη μελέτη της μέσω των κλασικών μεθόδων γενετικής. Σε αυτήν την περίπτωση, 

τα δεδομένα τα οποία προκύπτουν από τη μερική ή την πλήρη αποκωδικοποίηση του γονιδιώμα-

τός τους παρέχουν τη βάση για την κατανόηση σε μοριακό επίπεδο της πολύπλοκης βιολογίας 

παρόμοιων συμβιωτικών μικροοργανισμών. Μέχρι στιγμής έχουν αποκωδικοποιηθεί τα γονι-

διώματα τεσσάρων στελεχών του βακτηρίου της Wolbachia: (α) του στελέχους wMel το οποίο 

επάγει μέτριας έντασης κυτταροπλασματική ασυμβατότητα στη Drosophila melanogaster και 

αποτελεί μάλιστα το πρώτο γονιδίωμα στελέχους της Wolbachia που αποκωδικοποιήθηκε (Wu 

et al. 2004), (β) του στελέχους wBm το οποίο αναπτύσσει υποχρεωτική και αμοιβαίας ωφέλειας 

σχέση με το νηματώδη της φιλαρίασης Brugia malayi (Foster et al. 2005), (γ) του στελέχους 

wPip το οποίο επάγει ισχυρή κυτταροπλασματική ασυμβατότητα σε πληθυσμούς του κουνου-

πιού Culex pipients (Klasson et al. 2008) και (δ) του στελέχους wRi το οποίο επάγει επίσης ι-

σχυρή κυτταροπλασματική ασυμβατότητα στη Drosophila simulans (Klasson et al. 2009a). Επί-

σης, αν και μερικώς αποκωδικοποιημένα, τα γονιδιώματα δύο στελεχών της Wolbachia (wAna 

και wSim) προέκυψαν ως παραπροϊόντα της αποκωδικοποίησης των γονιδιωμάτων των ξενι-

στών τους Drosophila ananassae και Drosophila simulans αντίστοιχα (Salzberg et al. 2005α, 

2005b). Τέλος, μια πληθώρα στελεχών αντιπροσωπευτικών της φαινοτυπικής ποικιλότητας της 

Wolbachia βρίσκονται αυτή τη στιγμή στο στάδιο της αποκωδικοποίησης ή στα τελικά στάδια 

της ανάλυσης των δεδομένων (Πίνακας 1.1).   

 Τα γενικά χαρακτηριστικά του γονιδιώματος της Wolbachia μοιάζουν σε μεγάλο βαθμό 

με αυτά των γονιδιωμάτων άλλων δευτερευόντων συμβιωτικών βακτηρίων και αντικατοπτρί-

ζουν το γενετικό μινιμαλισμό που χαρακτηρίζει την προσαρμογή τους σε έναν αυστηρώς ενδο-

κυττάριο τρόπο διαβίωσης. Το μέγεθος του γονιδιώματος της Wolbachia είναι μικρό και κυμαί-

νεται από 1.08 Mb στο στέλεχος wBm έως και ~1.7 Mb που είναι το εκτιμώμενο μέγεθος του 

γονιδιώματος του στελέχους wVul που μολύνει το χερσαίο ισόποδο Armadillidium vulgare ενώ 

το ποσοστό γουανίνης και κυτοσίνης στο γονιδίωμα (%GC) βρίσκεται μεταξύ 34 – 35%. Παρό-
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λο όμως το γενετικό μινιμαλισμό, το γονιδίωμα της Wolbachia, με εξαίρεση ίσως αυτό του στε-

λέχους wBm, στερείται της σταθερότητας που χαρακτηρίζει τα γονιδιώματα των πρωτευόντων 

συμβιωτικών μικροοργανισμών που έχουν αναπτύξει μακροχρόνιες σχέσεις αμοιβαίας ωφέλειας 

με τους ξενιστές τους όπως είναι τα στελέχη της Buchnera (Tamas et al. 2002; Silva et al. 2003; 

Moran et al. 2008). Το γονιδίωμα της Wolbachia χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη ενός μεγάλου 

αριθμού μεταθετών στοιχείων (mobile genetic elements), βακτηριοφάγων και επαναλαμβανόμε-

νων περιοχών, στοιχεία τα οποία προσδίδουν μεγάλη γενετική πλαστικότητα στο βακτήριο (Wu 

et al. 2004; Klasson et al. 2008; Klasson et al. 2009).  

 

 

Πίνακας 1.1. Προγράμματα αποκωδικοποίησης γονιδιωμάτων της Wolbachia. 

Στέλεχος  
Wolbachia 

Ξενιστής Υπερομάδα Φαινότυπος Κατάσταση  Αναφορά Κωδικός  
GeneBank 

wMel 
Drosophila  
melanogaster 

A ΚΑ ολοκληρωμένο Wu et al. 2004 AE017196 

wBm Brugia malayi D ΑΣ ολοκληρωμένο 
Foster et al. 
2005 

AE017321 

wRi D. simulans A ΚΑ ολοκληρωμένο 
Klasson et al. 
2009 

CP001391 

wPip Culex pipiens B ΚΑ ανολοκλήρωτο 
Klasson et al. 
2008 

AM999887 

wUni 
Muscidifurax 
 uniraptor 

A Π ανολοκλήρωτο 
Klasson et al. 
2009 

ACFP00000000 

wSim D. simulans A άγνωστο ανολοκλήρωτο 
Salzberg et al. 
2005 

AAGC00000000 

wAna D. ananassae A άγνωστο ανολοκλήρωτο 
Salzberg et al. 
2005 

AAGB00000000 

wVul 
Armadillidium  
vulgare 

B Θ υπό εξέλιξη - - 

wMelPop D. melanogaster A ΚΑ υπό εξέλιξη - - 

wDim 
Dirofilaria immi-
tis 

C ΑΣ υπό εξέλιξη - - 

wOv 
Onchocerca  
volvulus 

C ΑΣ υπό εξέλιξη - - 

Πηγή: Werren et al. 2008 

KA: Κυτταροπλασματική Ασυμβατότητα; ΑΣ: Αμοιβαία Συμβίωση; Π: Παρθενογένεση; Θ: Θηλυκοποίηση 
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1.2.6.1 Επαναλαμβανόμενα μεταθέσιμα γενετικά στοιχεία  

Τα μεταθέσιμα γενετικά στοιχεία (Transposable elements) αποτελούν αυτόνομες αλληλουχίες 

DNA οι οποίες έχουν την ικανότητα της αυτομετακίνησης από τη μία θέση ενός χρωμοσώματος 

σε μια άλλη θέση (Siguier et al. 2006). Η πρώτη αναφορά για την ύπαρξη μεταθέσιμων γενετι-

κών στοιχείων στο βακτήριο της Wolbachia έγινε το 1999 από τον Masui και συνεργάτες (Masui 

et al. 1999) οι οποίοι εντόπισαν πάνω 20 αντίγραφα ενός μεταθέσιμου στοιχείου της οικογένειας 

των “Ένθετων Αλληλουχιών” (Insertion Sequences) IS200 στο γονιδίωμα του στελέχους wTai 

το οποίο μολύνει γρύλους του είδους Teleogryllus taiwanemma. Αν και ο αριθμός αυτός είναι 

εκπληκτικός δεδομένου της συμβιωτικής φύσης του βακτηρίου, το πλήρες εύρος του αριθμού 

τους και η ποικιλότητα των γενετικών αυτών στοιχείων  έγινε αντιληπτή μόνο μετά την αποκω-

δικοποίηση των γονιδιωμάτων της Wolbachia. Η πυκνότητα των μεταθέσιμων γενετικών στοι-

χείων μπορεί να αναλογεί έως και το 22% του γονιδιώματος της Wolbachia ενώ σε αυτά περι-

λαμβάνεται μια μεγάλη ποικιλία τόσο ένθετων στοιχείων αλληλουχιών (IS) όσο και ρετροστοι-

χείων καθώς επίσης και μια σειρά νέων μη χαρακτηρισμένων μεταθέσιμων στοιχείων τα οποία 

δεν μπορούν τα καταταχθούν σε κάποια από τις γνωστές οικογένειες (Wu et al. 2004; Foster et 

al. 2005; Klasson et al. 2008; Klasson et al. 2009a). Αν και πολλά από αυτά φαίνεται να βρίσκο-

νται σε στάδιο απενεργοποίησης, όπως υποδηλώνουν και οι μεταλλάξεις που έχουν εντοπιστεί 

στα γονίδια των τρανσποζασών τους, κάποιες από τις οικογένειες των μεταθέσιμων γενετικών 

στοιχείων φαίνεται να παρουσιάζουν πρόσφατη και μεγάλη ενεργότητα  καθώς επίσης και δυνα-

τότητα συχνής οριζόντιας μεταφοράς μεταξύ στελεχών της Wolbachia κάτι που μπορεί εν μέρει 

να εξηγήσει την ασυνήθιστα μεγάλη πυκνότητα των μεταθέσιμων στοιχείων σε αυτόν τον συμ-

βιωτικό μικροοργανισμό (Wu et al. 2004; Cordaux et al. 2008). 

 Γιατί όμως ένα υποχρεωτικά ενδοκυττάριο συμβιωτικό βακτήριο έχει συσσωρέψει έναν 

τόσο μεγάλο αριθμό μεταθέσιμων στοιχείων δεν είναι πλήρως κατανοητό. Οι επιστήμονες ω-

στόσο έχουν παρατηρήσει ότι τα ενδοκυττάρια βακτήρια έχουν την τάση να συσσωρεύουν μετα-

θέσιμα στοιχεία στο γονιδίωμά τους κατά τα πρώτα στάδια της προσαρμογή τους στον ενδοκυτ-

τάριο τρόπο ζωής (Moran & Plague 2004; Bordenstein & Reznikoff 2005). Για να εξηγήσουν 

αυτό το φαινόμενο, οι επιστήμονες πρότειναν μια υπόθεση σύμφωνα με την οποία η επίδραση 

της αρνητικής επιλογής πάνω στο γονιδίωμα μειώνεται κατά την μετάβαση από την ελεύθερη 

διαβίωση στον ενδοκυττάριο τρόπο ζωής με αποτέλεσμα γονίδια τα οποία είναι πλέον περιττά ή 

μικρής σημασίας να γίνονται στόχος ενθέσεων χωρίς αυτό να έχει αρνητική επίδραση στον μι-

κροοργανισμό (Moran & Plague 2004). Η επίδραση των μεταθέσιμων γενετικών στοιχείων είναι 

ωστόσο πολύ μεγάλη. Η μετάθεση τους προκαλεί την απενεργοποίηση γονιδίων τα οποία στη 

συνέχεια απομακρύνονται σταδιακά συμβάλλοντας στο γενικότερο μινιμαλισμό που χαρακτηρί-
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ζει τον ενδοκυττάριο τρόπο ζωής. Επίσης, η επαναλαμβανόμενη μετάθεση των στοιχείων αυτών 

δημιουργεί ομόλογες περιοχές διασκορπισμένες πάνω στο χρωμόσωμα. Αυτές οι περιοχές απο-

τελούν τη βάση ενός αυξημένου ρυθμού χρωμοσωμικών αναδιατάξεων μέσω του φαινομένου 

του ανασυνδυασμού, όπως έχει παρατηρηθεί από τη σύγκριση των γονιδιωμάτων της Wolbachia 

(Klasson et al. 2009). Έχει διατυπωθεί η άποψη ότι η αφθονία μεταθέσιμων στοιχείων, μέσω 

των αναδιατάξεων που επάγουν, προσδίδει ευπλαστότητα στα γονιδιώματα της Wolbachia επι-

δρώντας στην προσαρμοστικότητα του βακτηρίου (Foster et al. 2005).   

 

1.2.6.2 Βακτηριοφάγοι  

Οι βακτηριοφάγοι είναι ιοί οι οποίοι μολύνουν προκαρυωτικά κύτταρα και αποτελούν την πολυ-

πληθέστερη και πλέον διαδεδομένη ομάδα οργανισμών στον πλανήτη (Hendrix et al. 1999; Bor-

denstein & Reznikoff 2005). Αποτελούν επίσης μια από τις δυναμικότερες ομάδες αυτομετακι-

νούμενων γενετικών στοιχείων στα βακτήρια καθώς διαθέτουν την ικανότητα της μεταφοράς 

γενετικών πληροφοριών μεταξύ απομονωμένων πληθυσμών του ίδιου ή και διαφορετικού είδους 

μικροοργανισμών συμβάλλοντας με αυτόν τον τρόπο στην αύξηση της βακτηριακής ποικιλότη-

τας (Casjens 2003). Οι ιδιαίτερα μολυσματικοί βακτηριοφάγοι (virulent phages) εκμεταλλεύο-

νται τους μηχανισμούς του ξενιστή τους προκειμένου να πολλαπλασιάσουν το γενετικό τους υ-

λικό και να παράγουν τα δομικά τους στοιχεία και στη συνέχεια απελευθερώνονται στο εξωτε-

ρικό περιβάλλον προκαλώντας τη λύση και το θάνατο του βακτηρίου (λυτικός κύκλος). Από την 

άλλη μεριά οι ήπιας μορφής βακτηριοφάγοι (temperate phages), αντί της προηγούμενης λυτικής 

οδού, εισέρχονται σε μια κατάσταση που λέγεται λυσιγονία κατά την οποία το γονιδίωμά τους 

ενσωματώνεται στο γονιδίωμα του ξενιστή ως προφάγος έχοντας την δυνατότητα να περάσει με 

παθητικό τρόπο στις επόμενες γενιές.  

 Οι προφαγικές αλληλουχίες είναι γενετικά στοιχεία που απαντώνται αρκετά συχνά στα 

γονιδιώματα των ελευθέρως διαβιούντων βακτηρίων καθώς και στα προαιρετικώς ενδοκυττάρια 

βακτήρια (Bordenstein & Reznikoff 2005). Η παρουσία τους, ωστόσο, στα ενδοσυμβιωτικά βα-

κτήρια κάθε άλλο παρά συνηθισμένη μπορεί να χαρακτηριστεί. Σε αντίθεση με τα γονιδιώματα 

των ενδοσυμβιωτικών μικροοργανισμών που αναπτύσσουν μακροχρόνιες και αμοιβαίας ωφέ-

λειας σχέσεις με τους ξενιστές τους όπου τα προφαγικά στοιχεία απουσιάζουν πλήρως (Bordens-

tein & Reznikoff 2005), το γονιδίωμα της Wolbachia αποτελεί εξαίρεση. Η πρώτη αναφορά για 

την ύπαρξη φαγικών σωματίων στην Wolbachia έγινε το 1978 και βασίστηκε σε μικροσκοπικές 

παρατηρήσεις (Wright et al. 1978). Οι πρώτες εργασίες όμως, οι οποίες απέδειξαν την παρουσία 

προφαγικών στοιχείων στο γονιδίωμα της Wolbachia (ο προφάγος ονομάστηκε WO από το 

WOlbachia phage) και τα συσχέτισαν με την ύπαρξή των ιοσωματίων, ήρθαν μετά από είκοσι 
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(20) χρόνια (Masui et al. 2000a; Masui et al. 2001). Με την αλληλούχηση του γονιδιώματος της 

Wolbachia αποκαλύφθηκε η ύπαρξη δύο βασικών οικογενειών του προφάγου οι οποίοι χαρα-

κτηρίστηκαν WO-A και WO-B αντίστοιχα (Wu et al. 2004). Χαρακτηριστικό είναι ότι διαφορε-

τικά στελέχη της Wolbachia διαθέτουν διαφορετικό αριθμό προφαγικών στοιχείων. Το στέλεχος 

wBm δεν περιέχει κανένα ίχνος προφαγικής αλληλουχίας (Foster et al. 2005) γεγονός που πιθα-

νόν σχετίζεται με τη σχέση αμοιβαίας συμβίωσης που έχει αναπτύξει το στέλεχος ή/και με την 

απουσία της ικανότητας επαγωγής αναπαραγωγικών φαινοτύπων. Από την άλλη μεριά, τα στε-

λέχη wMel, wRi και wPip περιέχουν δύο (2), τέσσερα (4) και πέντε (5) προφάγους αντίστοιχα 

(Wu et al. 2004; Klasson et al. 2008; Klasson et al. 2009a). Προφαγικά γονίδια επίσης βρέθηκαν 

και στα ατελή γονιδιώματα των στελεχών wAna και wSim (Salzberg et al. 2005a).  

Από τις δύο οικογένειες προφάγων, ο WO-B φαίνεται να είναι ο πιο διαδεδομένος. Μο-

ριακές και φυλογενετικές μελέτες αφενός τον έχουν κατατάξει σε τρεις υποομάδες (Bordenstein 

& Wernegreen 2004; Gavotte et al. 2004; Sanogo & Dodson 2004) και αφετέρου έχουν φανερώ-

σει την ευρεία εξάπλωση του ανιχνεύοντας τον σε περίπου το 90% των στελεχών της Wolbachia 

που μελετήθηκαν (Bordenstein & Wernegreen 2004). Το πιο εντυπωσιακό όμως χαρακτηριστικό 

των προφάγων της Wolbachia είναι η ικανότητα που έχουν να μετακινούνται οριζόντια μεταξύ 

διαφορετικών στελεχών του βακτηρίου, στελέχη τα οποία μπορεί να ανήκουν και σε διαφορετι-

κές υπερομάδες (π.χ. μεταξύ στελεχών της Α και Β υπερομάδας) (Masui et al. 2000; Bordenstein 

& Wernegreen 2004; Gavotte et al. 2004). Οι Bordenstein και Wernegreen πρότειναν την υπό-

θεση της “ενδοκυττάριας αρένας” (intracellular arena hypothesis) σύμφωνα με την οποία είναι 

δυνατή η ανταλλαγή γενετικού υλικού μεταξύ υποχρεωτικά ενδοκυττάριων βακτηρίων τα οποία 

μολύνουν τον ίδιο ξενιστή (Bordenstein & Wernegreen 2004). Αν και οι παραπάνω μελέτες α-

ποδεικνύουν την ισχύ της υπόθεσης για στελέχη του ίδιου γένους δεν είναι ακόμη ξεκάθαρο αν 

γενετικό υλικό μπορεί να μεταφερθεί μεταξύ συμβιωτικών βακτηρίων που ανήκουν σε διαφορε-

τικά γένη και μολύνουν ταυτόχρονα τον ίδιο ξενιστή. Σε μια πρόσφατη μελέτη βρέθηκε ότι μια 

περιοχή 10kb παρουσίαζε 70% ομοιότητα σε νουκλεοτιδικό επίπεδο μεταξύ ενός στελέχους 

Wolbachia και ενός στελέχους Rickettsia (Ishmael et al. 2009). Η περιοχή αυτή στην Wolbachia 

οριοθετείται από προφαγικά γονίδια ενώ στην Rickettsia εντοπίζεται πάνω σε ένα πλασμίδιο και 

οριοθετείται από τρανσποζάσες. Αν και η κατεύθυνση και ο τρόπος μεταφοράς είναι δύσκολο να 

εξακριβωθούν, η περίπτωση αυτή αποτελεί την πρώτη ένδειξη οριζόντιας μεταφοράς γενετικού 

υλικού μεταξύ συμβιωτικών βακτηρίων τα οποία ανήκουν σε διαφορετικά γένη ενισχύοντας έτσι 

την υπόθεση της “ενδοκυττάριας αρένας”. Και τα δύο είδη είναι δυνατόν να μολύνουν ταυτό-

χρονα τον ίδιο ξενιστή (Ixodes scapularis) παρέχοντας τη δυνατότητα μιας τέτοιας μεταφοράς 

(Benson et al. 2004). Η ικανότητα αυτή η οποία είναι μοναδική μεταξύ των υποχρεωτικά συμ-
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βιωτικών μικροοργανισμών, μαζί με τα φαινόμενα ανασυνδυασμού που μπορούν να συμμετά-

σχουν τα γονίδια τους, κάνει τους προφάγους της Wolbachia μια σημαντική πηγή γενετικής ποι-

κιλότητας που επηρεάζει την εξέλιξη του βακτηρίου (Bordenstein & Wernegreen 2004). Τέλος, 

εκτός από την τεράστια συμβολή που μπορεί να έχουν οι βακτηριοφάγοι στην αύξηση της ποικι-

λότητας μεταξύ των στελεχών της Wolbachia λειτουργώντας ως μεταφορείς γενετικού υλικού, 

μελέτες δείχνουν ότι έχει τη δυνατότητα να επηρεάζει άμεσα την έκφραση των αναπαραγωγικών 

φαινοτύπων όπως αυτός της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας ρυθμίζοντας την βακτηριακή 

πυκνότητα μέσω της εισόδου ή της εξόδου από τη λυσιγόνο κατάσταση (Bordenstein et al. 

2006).                               

 

1.2.6.3 Διακυτταρική επικοινωνία μεταξύ Wolbachia-ξενιστή και σύστημα έκκρισης τελε-

στών  

Η εγκαθίδρυση των συμβιωτικών σχέσεων της Wolbachia και η επαγωγή των διαφόρων αναπα-

ραγωγικών φαινοτύπων προϋποθέτει την ύπαρξη ενός μηχανισμού επικοινωνίας μεταξύ της 

Wolbachia και των κυττάρων του ξενιστή. Κατά τη διάρκεια της εξέλιξης, τα βακτήρια, παθογό-

να αλλά και συμβιωτικά, έχουν αναπτύξει μια πληθώρα συστημάτων και μηχανισμών για τη δι-

ευκόλυνση αυτής της επικοινωνίας μέσω της μεταφοράς μακρομορίων όπως πρωτεΐνες και DNA 

από και προς τα κύτταρα των ξενιστών τους (Tseng et al. 2009). Ανάμεσα σε αυτούς τους μηχα-

νισμούς, το σύστημα έκκρισης τύπου 4 (Type IV Secretion System, T4SS) είναι γνωστό ότι παί-

ζει πολύ σημαντικό ρόλο σε έναν μεγάλο αριθμό παθογόνων και μη βακτηρίων όπως τα είδη 

Agrobacterium tumefaciens, Helicobacter pylori, Bordetela pertussis, Brucella spp., Bartonella 

henselae, Rickettsia prowazekii, Campylobacter jejuni, Legionella pneumophila και Mesorhizo-

bium loti. Η Wolbachia διαθέτει ένα πλήρες σετ γονιδίων τα οποία κωδικοποιούν για τις βασικές 

υπομονάδες ενός T4SS (Masui et al. 2000b; Wu et al. 2004; Foster et al; 2005; Felix et al. 2008; 

Klasson et al. 2008; Klasson 2009a; Pichon et al. 2009). Το T4SS σύστημα της Wolbachia είναι 

συγγενικό με το αντίστοιχο σύστημα του Agrobacterium tumefaciens (Frank et al. 2005) με τη 

διαφορά ότι λείπουν τα γονίδια εκείνα τα οποία κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες που σχετίζονται 

με τη δομή του ινιδίου (VirB1, -B2, -B5 και Β7). Το ινίδιο συμμετέχει στην πρόσδεση πάνω στα 

κύτταρα του ξενιστή και η απουσία του πιθανόν να οφείλεται στον ενδοκυττάριο τρόπο διαβίω-

σης της Wolbachia (Pichon et al. 2009). Επίσης, σε αντίθεση με το Agrobacterium tumefaciens, 

τα γονίδια του T4SS της Wolbachia βρίσκονται κατανεμημένα σε δύο ξεχωριστά οπερόνια (Wu 

et al. 2004; Foster et al; 2005; Felix et al. 2008; Klasson et al. 2008; Klasson 2009a). Το πρώτο 

περιλαμβάνει τα γονίδια (virB8, -B9, -B10, -B11 και -D4) ενώ το δεύτερο τα γονίδια (virB3, -B4 

και -B6). Η οργάνωση και η αλληλουχία των γονιδίων είναι πολύ συντηρημένη μεταξύ των στε-
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λεχών της Wolbachia που είτε δρουν ως αναπαραγωγικά παράσιτα είτε αναπτύσσουν σχέσεις 

αμοιβαίας ωφέλειας (Pichon et al. 2009). Επίσης, και τα δύο οπερόνια είναι μεταγραφικώς ενερ-

γά σε όλες τις συμβιωτικές σχέσεις και σε όλους τους ιστούς που μελετήθηκαν γεγονός που υ-

ποδηλώνει ότι το T4SS της Wolbachia είναι λειτουργικό και απαραίτητο για την εγκαθίδρυση 

των διαφόρων συμβιωτικών σχέσεων με τους εκάστοτε ξενιστές (Masui et al. 2000; Wu et al. 

2004; Felix et al. 2008; Rances et al. 2008; Klasson 2009a; Pichon et al. 2009). Παρόλα αυτά, 

ακόμη δεν έχει καταστεί δυνατόν η απόδοση συγκεκριμένης λειτουργίας για το T4SS της Wol-

bachia ούτε είναι ξεκάθαρο αν αυτό χρησιμοποιείται για να μεταφέρει πρωτεΐνες ή νουκλεοπρω-

τεΐνες. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι, οι σηματοδοτικές αλληλουχίες οι οποίες αναγνωρίζονται 

από τα T4SS δεν είναι πλήρως χαρακτηρισμένες και επομένως, δεν είναι δυνατή η πρόβλεψη 

των πρωτεϊνών τελεστών στη Wolbachia. Είναι ενδιαφέρον ότι στο ένα από τα δύο οπερόνια του 

T4SS της Wolbachia περιλαμβάνεται ένα παράλογο γονίδιο της κύριας επιφανειακής πρωτεΐνης 

(WSP) του βακτηρίου (Wu et al. 2004). Ωστόσο, δεν είναι ακόμα γνωστό εάν η πρωτεΐνη αυτή-

εκκρίνεται μέσω του T4SS ή αποτελεί κάποιο δομικό συστατικό του. Άλλη μια ενδιαφέρουσα 

ομάδα πρωτεϊνών – υποψήφιων τελεστών είναι οι πρωτεΐνες με επαναλήψεις αγκυρίνης για τις 

οποίες θα αναφερθούμε εκτενέστερα παρακάτω. Σε μια πρόσφατη μελέτη των προϊόντων έκκρι-

σης του νηματώδη της φιλαρίασης Brugia malayi, που αναπτύσσει σχέσεις αμοιβαίας συμβίω-

σης με την Wolbachia, εντοπίστηκαν μεταξύ των άλλων δύο εκκρινόμενες πρωτεΐνες της Wol-

bachia με επαναλήψεις αγκυρίνης (Bennuru et al. 2009). Αν και δεν είναι σίγουρο αν αυτές εκ-

κρίνονται μέσω του T4SS, μελέτες δείχνουν ότι σε άλλα ενδοκυττάρια παθογόνα βακτήρια, ό-

πως η Legionella και η Coxiella, πρωτεΐνες με επαναλήψεις αγκυρίνης αποτελούν μια νέα ομάδα 

τελεστών του T4SS (Pan et al. 2008).                     

 

1.2.6.4 Ο ρόλος του γενετικού ανασυνδυασμού στη Wolbachia  

Ο γενετικός ανασυνδιασμός αφορά τη φυσική ανταλλαγή γενετικού υλικού μεταξύ δύο γενετι-

κών τόπων. Υπάρχουν δύο βασικά είδη γενετικού ανασυνδυασμού: (α) ομόλογος ανασυνδυα-

σμός (RecA εξαρτώμενος) και (β) μη ομόλογος ανασυνδυασμός. Ο ομόλογος ανασυνδυασμός 

οδηγεί στη γενετική ανταλλαγή ομόλογων αλληλουχιών DNA από διαφορετικά γονιδιώματα ή 

από διαφορετικές θέσεις του ίδιου γονιδιώματος, ενώ ο μη ομόλογος επηρεάζει γονιδιακές αλ-

ληλουχίες που δεν είναι σχετικές μεταξύ τους. Ο ομόλογος ανασυνδυασμός είναι εξαιρετικά ση-

μαντικός τόσο στους ευκαρυωρικούς όσο και στους προκαρυωτικούς οργανισμούς καθώς απο-

τελεί έναν πανίσχυρο μηχανισμό αύξησης της γενετικής ποικιλομορφίας και επιτάχυνσης της 

γονιδιακής εξέλιξης. Φαινόμενα γενετικού ανασυνδυασμού μπορούν να εντοπιστούν τόσο μετα-

ξύ διαφορετικών γονιδίων (διαγονιδιακός ανασυνδυασμός ή intergenic recombination) όσο και 
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μεταξύ διαφορετικών αλληλομόρφων του ιδίου γονιδίου (ενδογονιδιακός ανασυνδυασμός ή 

intragenic recombination). Και οι δύο περιπτώσεις έχουν σημαντικές επιπτώσεις πάνω στη γονι-

διακή εξέλιξη. Μέσω του διαγονιδιακού ανασυνδυασμού είναι δυνατή η μεταφορά νέων γονιδί-

ων σε διαφορετικά γενωμικά υπόβαθρα και η εμφάνιση νέων γονιδιακών συνδυασμών αυξάνο-

ντας με αυτόν τον τρόπο τη γενωμική ποικιλία. Ο ενδογονιδιακός ανασυνδυασμός από την άλλη, 

οδηγεί στη δημιουργία νέων γονιδιακών παραλλαγών ανασυνδυάζοντας διαφορετικά αλληλό-

μορφα και προάγοντας με τον τρόπο αυτό την εξέλιξη νέων φαινοτύπων (Rajalingam et al. 

2004). Ωστόσο ο ανασυνδυασμός μπορεί να δημιουργήσει και προβλήματα κατά τη μελέτη των 

φυλογενετικών σχέσεων των βακτηριακών στελεχών. Τις περισσότερες φορές οι φυλογενετικές 

μελέτες δεν λαμβάνουν υπόψη την ύπαρξη ανασυνδυασμού με αποτέλεσμα να υπάρχει κίνδυνος 

να εξαχθούν λάθος συμπεράσματα από τη φυλογενετική ανάλυση νουκλεοτιδικών περιοχών με 

διαφορετική εξελικτική ιστορία/προέλευση.      

 Φαινόμενα γενετικού ανασυνδυασμού έχουν εντοπιστεί σε διάφορα βακτηριακά είδη, 

όπως Neisseria (Gibbs et al. 1989; Holmes et. al. 1999), Anaplasma (Brayton et al. 2002; Meeus 

et al. 2003), Leptospira (Haake et al. 2004) και Borrelia (Cadavid et al. 1994; Rich et al. 2001). 

Τέτοια φαινόμενα παρατηρούνται τόσο σε γονίδια βασικών λειτουργιών όσο και σε γρήγορα 

εξελισσόμενα γονίδια όπως είναι αυτά που κωδικοποιούν για επιφανειακές πρωτεΐνες. Ειδικότε-

ρα στα δεύτερα, το φαινόμενο του ανασυνδυασμού θεωρείται υπεύθυνο για τη δημιουργία φαι-

νοτυπικών ποικιλιών που πιθανότατα απαιτούνται για την προσαρμογή και εξέλιξη των βακτη-

ρίων σε παρασιτικές αλληλεπιδράσεις. Ο γενετικός ανασυνδυασμός σε βακτήρια τα οποία κλη-

ρονομούνται μόνο μητρικά είναι πολύ σπάνιος, αν όχι απών (Moran 1996; Tamas et al. 2002). 

Σε αυτό το γεγονός πιθανότατα οφείλεται η απώλεια των γονιδίων εκείνων που είναι υπεύθυνα 

για τη διεκπεραίωση του γενετικού ανασυνδυασμού όπως στην περίπτωση του υποχρεωτικά 

συμβιωτικού βακτηρίου Buchnera από το γονιδίωμα της οποίας λείπουν απαραίτητα γονίδια των 

επιδιορθωτικών μηχανισμών όπως το recA (Tamas et al. 2002). Επίσης οι ασθενείς εξελικτικές 

πιέσεις που χαρακτηρίζουν το σχετικώς σταθερό και προστατευμένο ενδοκυττάριο περιβάλλον 

(Frank et al. 2002) δεν ευνοούν την εμφάνιση γενετικού ανασυνδυασμού. Τα παραπάνω επιβε-

βαιώνονται από τα πολύ σταθερά, και με ελάχιστο γενετικό ανασυνδυασμό, γονιδιώματα διαφό-

ρων ενδοσυμβιωτικών βακτηρίων που απαντούν σε έντομα, όπως Buchnera aphidicola (ενδο-

συμβιωτικό βακτήριο αφίδων), Wiggleworthia glossinidia brevipalpis (ενδοσυμβιωτικό βακτή-

ριο μυγών τσε-τσε) και Blochmannia (ενδοσυμβιωτικό βακτήριο μυρμηγκιών) (Shigenobu et al. 

2000; Akman et al. 2002; Tamas et al. 2002; van Ham et al. 2003; Degnan et al. 2005). 

Σε αντίθεση με τα περισσότερα συμβιωτικά βακτήρια, στη Wolbachia ο ανασυνδυασμός μεταξύ 

διαφορετικών στελεχών φαίνεται να είναι ευρέως διαδεδομένος. Το γονίδιο το οποίο κωδικοποι-



Εισαγωγή 35

εί την κύρια επιφανειακή πρωτεΐνη του βακτηρίου έχει βρεθεί ότι υπόκειται σε εκτεταμένα φαι-

νόμενα ανασυνδυασμού (Werren and Bartos 2001; Reuter and Keller 2003; Keller et al. 2004; 

Malloch and Fenton 2005; Baldo et al. 2005). Επίσης φαινόμενα ανασυνδυασμού έχουν βρεθεί 

και σε άλλες γενετικές περιοχές της Wolbachia όπως: (α) γονίδια βασικών λειτουργιών (Jiggings 

et al 2001; Jiggins 2002; Baldo et al. 2006; Klasson et al. 2009a), (β) προφαγικά γονίδια (Bor-

denstein and Wernegreen 2004), (γ) αλληλουχίες ένθεσης (Duron et al. 2005), (δ) γονίδια του 

εκκριτικού συστήματος τύπου 4 (Klasson et al. 2009a), (ε) η περιοχή έναρξης της αντιγραφής 

του βακτηρίου (Ioannidis et al. 2007) καθώς και (στ) το γονίδιο που κωδικοποιεί για το 16S 

rRNA (Ros et al. 2009). Στην πραγματικότητα πολλά από τα στελέχη της Wolbachia είναι χι-

μαιρικά μεταξύ των διάφορων υπερομάδων όπως προέκυψε από την μελέτη του διαγονιδιακού 

ανασυνδυασμού ο οποίος ευθύνεται για την ανταλλαγή  μεγάλων τμημάτων γενετικού υλικού 

μεταξύ των στελεχών (Baldo et al 2006). Τα φαινόμενα ανασυνδυασμού στην Wolbachia πι-

στεύεται πως παίζουν σημαντικό ρόλο στη γρήγορη εξέλιξη της, στην προσαρμοστικότητα της 

αλλά και στην ανάπτυξη του μεγάλου αριθμού αναπαραγωγικών φαινοτύπων που επάγει στους 

ξενιστές.  

 

1.2.7 Η Wolbachia και το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή 
 
Προκειμένου όμως η Wolbachia να εξασφαλίσει μια σταθερή συμβιωτική σχέση με τον εκάστο-

τε ξενιστή και να επάγει τους διάφορους αναπαραγωγικούς φαινοτύπους, θα πρέπει πρώτα να 

ξεπεράσει ένα σημαντικό φραγμό που είναι το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή της. Όπως 

παρουσιάστηκε, η Wolbachia μολύνει τόσο τους αναπαραγωγικούς ιστούς όσο και τους σωματι-

κούς ιστούς του ξενιστή, συμπεριλαμβανομένου και της αιμολέμφου (Dobson et al. 1999). Επί-

σης, έχει την δυνατότητα να μετακινείται οριζόντια μεταξύ διαφορετικών ξενιστών (Heath et al. 

1999; O’Neill et al. 1992; Werren et al. 1995). Πειραματικές μελέτες διαμόλυνσης  δείχνουν ε-

πίσης ότι, εάν βακτηριακά κύτταρα Wolbachia εισαχθούν στην αιμολέμφο της Drosophila, μπο-

ρούν να διασχίσουν τους σωματικούς ιστούς και τελικά να εγκατασταθούν στους αναπαραγωγι-

κούς ιστούς του εντόμου (Frydman et al. 2006). Τα παραπάνω υποδηλώνουν ότι η Wolbachia 

έρχεται σε επαφή με βασικά συστήματα της ανοσοαπόκρισης των εντόμων. Με ποιόν τρόπο ό-

μως η Wolbachia αλληλεπιδρά με το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή και ανταπεξέρχεται 

στις επιδράσεις του; 

Υπάρχουν δύο εναλλακτικές εξηγήσεις του πιθανού τρόπου με τον οποίο η Wolbachia 

καταφέρνει να ξεφεύγει από το ανοσοποιητικό σύστημα του ξενιστή: είτε (α) αναγνωρίζεται ως 

κομμάτι του ξενιστή και έτσι δεν προκαλεί την ενεργοποίηση του ανοσοποιητικού είτε (β) με 

κάποιον άγνωστο μέχρι στιγμής τρόπο επιδρά πάνω στους αμυντικούς μηχανισμούς του ξενιστή 
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με αποτέλεσμα τη μη αναγνώριση του βακτηρίου από τους μηχανισμούς αυτούς (Siozios et al. 

2008). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι, η Wolbachia φαίνεται να μην προκαλεί άλλα 

ούτε καταστέλλει την επαγωγή των αντιβακτηριακών πεπτιδίων διπτερισίνη και κεκροπίνη, τα 

οποία δρουν κατά των κατά Gram αρνητικών βακτηρίων στη Drosophila καθώς και σε άλλα έ-

ντομα (Bourtzis et al. 2000). Παρόλα αυτά, η Wolbachia μπορεί να επηρεάζει άλλα συστήματα 

του αμυντικού μηχανισμού. Πράγματι, όπως φαίνεται από μελέτες, η παρουσία του βακτηρίου 

στην Drosophila simulans φαίνεται να μειώνει την αποτελεσματικότητα της ανοσοαπόκρισης 

έναντι του παρασιτοειδούς Leptopilina heterotoma (Fytrou et al. 2006). Επίσης, πιο πρόσφατα 

φάνηκε ότι το βακτήριο έχει την δυνατότητα να επάγει την παραγωγή ενεργών ριζών οξυγόνου 

(Reactive Oxygene Species, ROS) οι οποίες αποτελούν σημαντικό συστατικό του ανοσοποιητι-

κού συστήματος τόσο εντόμων όσο και θηλαστικών (Brennan et al. 2008).  

Ακόμα δεν είναι γνωστό μέσω ποιόν μηχανισμών ή συστατικών της η Wolbachia προκα-

λεί αυτή την απόκριση.  Ωστόσο πειράματα δείχνουν ότι η κύρια επιφανειακή πρωτεΐνη WSP 

έχει την δυνατότητα να προκαλεί την αντίδραση του ανοσοποιητικού συστήματος (Bratting et al. 

2004; Bazzocchi et al. 2007; Morchon et al. 2007). Τα στοιχεία που προκύπτουν από την αλλη-

λούχηση του γονιδιώματος της Wolbachia ίσως βοηθήσουν στο να διαλευκανθεί η πολύπλοκη 

βιολογία των αλληλεπιδράσεων μεταξύ Wolbachia και ξενιστή συμπεριλαμβανομένου και του 

πως καταφέρνει το βακτήριο αυτό να παραμένει ουσιαστικά “αόρατο” από τα αμυντικά συστή-

ματα του ξενιστή. 

 

1.2.8 Γονίδια (πρωτεΐνες) με επαναλήψεις (μοτίβα) αγκυρίνης  

Η ύπαρξη επαναλαμβανόμενων μοτίβων είναι πολύ κοινή σε έναν μεγάλο αριθμό πρωτεινών 

(Marcotte et al. 1998). Ο βιοχημικός και ο δομικός χαρακτηρισμός τους αποκάλυψε ότι τα επα-

ναλαμβανόμενα μοτίβα λειτουργούν ως δομικές υπομονάδες οι οποίες στοιβάζονται πλάι-πλάι 

σχηματίζοντας τη διεπιφάνεια των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των πρωτεϊνών. Ένα από τα πιο 

διαδεδομένα και ίσως σε μεγαλύτερη αφθονία επαναλαμβανόμενα μοτίβα είναι τα μοτίβα αγκυ-

ρίνης. Η επανάληψη αγκυρίνης ανακαλύφτηκε για πρώτη φορά το 1987 από τους Breeden και 

Nasmyth σαν ένα επαναλαμβανόμενο μοτίβο 33 περίπου αμινοξέων στις πρωτεϊνικές ακολουθί-

ες των ρυθμιστών του κυτταρικού κύκλου της ζύμης Swi6 και Cdc10 καθώς και στους αναπτυ-

ξιακούς ρυθμιστές Notch και LIN-12 της μύγας Drosophila melanogaster και του νηματώδη 

Caenorhabditis elegans (Breeden & Nasmyth 1987). Ωστόσο το μοτίβο της αγκυρίνης έλαβε το 

όνομά του μεταγενέστερα από την πρωτεΐνη αγκυρίνη που σχετίζεται με τον κυτταροσκελετό 

όταν ανακαλύφτηκαν σε αυτή 24 επαναλήψεις του μοτίβου (Lux et al. 1990). Κάθε μοτίβο α-

γκυρίνης διαθέτει χαρακτηριστική δευτεροταγή και τριτοταγή δομή αποτελούμενη από ένα ζεύ-
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γος αντιπαράλληλων α-ελίκων οι οποίες στοιβάζονται δίπλα-δίπλα και ενώνονται με μια σειρά 

παρεμβαλλόμενων β-πτυχώσεων (Εικόνα 1.7). Τα διαδοχικά μοτίβα αγκυρίνης διατάσσονται το 

ένα δίπλα στο άλλο σχηματίζοντας μια χαρακτηριστική δομή σχήματος L όπως φαίνεται και 

στην Εικόνα 1.7.    

 

 

 

    

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Επαναλήψεις των μοτίβων αγκυρίνης έχουν βρεθεί σε έναν μεγάλο αριθμό πρωτεϊνών (Πίνακας 

1.2) συμπεριλαμβανομένου πρωτεϊνών του κυτταροσκελετού, μεμβρανικές πρωτεΐνες, μεταγρα-

φικούς και αναπτυξιακούς ρυθμιστές, ρυθμιστές του κυτταρικού κύκλου, μεταγωγείς σήματος, 

ακόμη και τοξίνες (Bork 1993, Sedgwick & Smerdon 1999). Ένα κοινό χαρακτηριστικό όλων 

των πρωτεϊνών που περιέχουν επαναλήψεις μοτίβων αγκυρίνης είναι ότι λειτουργούν ως διαμε-

σολαβητές των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων ενώ καμία ενζυμική λειτουργία δεν έχει αποδο-

θεί μέχρι στιγμής στα μοτίβα των αγκυρινών (Sedgwick & Smerdon 1999; Mosavi et al. 2004). 

Πρωτεΐνες με μοτίβα αγκυρίνης απαντώνται σε ένα μεγάλο αριθμό οργανισμών συμπεριλαμβα-

A)

B)

A)

B)

Εικόνα 1.7. (A) Τρισδιάστατη απεικόνιση πρωτεΐνης με 4 επαναλήψεις αγκυρίνης,

όπου διακρίνεται η διάταξη των α-ελίκων (κύλινδροι) και των β-πτυχώσεων (βέλη).

(Β) Παράδειγμα ομόφωνης αλληλουχίας της επανάληψης αγκυρίνης όπου παρου-

σιάζονται τα πιο συντηρημένα κατάλοιπα που είναι υπεύθυνα για την χαρακτηρι-

στική δευτεροταγή δομή των επαναλήψεων (Sedgwick & Smerdon 1999).   
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νομένου των ευκαρυωτικών, των βακτηρίων, των αρχαίων αλλά και πολλών ιών. Παρόλα αυτά, 

η πλειονότητα τους απαντάται κυρίως στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς ενώ τα γονίδια εκείνα 

που έχουν βρεθεί σε βακτήρια και ιούς εικάζεται ότι προήλθαν μέσω οριζόντιας μεταφοράς 

(Bork 1993). Η ύπαρξη αυτού του μεγάλου αριθμού γονιδίων με μοτίβα αγκυρίνης στα ευκαρυ-

ωτικά γονιδιώματα πιστεύεται ότι σχετίζεται με την ανάγκη ρύθμισης μιας μεγάλης ποικιλίας 

κυτταρικών μονοπατιών που είναι απαραίτητα για τη λειτουργία των πολύπλοκων πολυκύττα-

ρων οργανισμών (Marcotte et al. 1999). 

 
Πίνακας 1.2. Πρωτεΐνες με επαναλήψεις (μοτίβα) αγκυρίνης. 

Πρωτεΐνη Είδος Λειτουργία 
Ankyrin Άνθρωπος Διασυνδετική πρωτείνη κυτταροσκελετού 
Swi4, 
Swi 6, 
Cdc10 

Ζύμη Ρύθμιση κυτταρικού κύκλου 

Noch 
Μύγα, Ζύμη, βάτραχος, 
άνθρωπος   Κυτταρική διαφοροποίηση  

Lin-12 Νηματώδεις  
FEM1 Νηματώδεις Φυλοκαθορισμός  
ΙκΒ,  
NfκΒ 

Μύγα, Ζύμη, βάτραχος, 
άνθρωπος 

Μεταγραφικοί παράγοντες  

Latrotoxin/ 
Latroisectotoxin 

Αράχνη Τοξίνη  

Tankyrase Άνθρωπος Poly(ADP-ribose) polymerase 
Wariai Dictyostelium Anterior-posterior paterning 
Μ-Τ5 Ιός μυξωμάτωσης Καθορισμός του εύρους των ξενιστών 

 (Bork 1993; Hryniewicz-Jankowska et al. 2002) 

 

Ένα από τα ποιο ενδιαφέροντα ίσως χαρακτηριστικά της Wolbachia είναι η ύπαρξη ενός μεγά-

λου αριθμού, για προκαρυωτικό οργανισμό, γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες με επαναλή-

ψεις αγκυρίνης. Το μέγεθος του αριθμού αυτού γίνεται ακόμα πιο εντυπωσιακό εάν αναλογι-

στούμε το μικρό μέγεθος του γονιδιώματος της Wolbachia. Η πρώτη αναφορά για την ύπαρξη 

γονιδίων αγκυρίνης στη Wolbachia προέρχεται από την εργασία των Masui και των συνεργατών 

του (Masui et al. 2000a) οι οποίοι ανέφεραν την παρουσία τεσσάρων τέτοιων γονιδίων στο στέ-

λεχος wKue εκ των οποίων τα τρία σχετίζονταν με το προφαγικό στοιχείο που εντοπίστηκε στο 

γονιδίωμα του στελέχους. Η μετέπειτα αποκωδικοποίηση των γονιδιωμάτων διαφόρων στελεχών 

της Wolbachia αποκάλυψε ότι όχι μόνο ο αριθμός αυτών των γονιδίων είναι ασυνήθιστα υψηλός, 

σε σύγκριση με την πλειοψηφία των βακτηρίων, αλλά και ότι ο αριθμός αυτός ποικίλει από στέ-

λεχος σε στέλεχος (Πίνακας 1.3). Ο εκπληκτικός αριθμός τους σε συνάρτηση με την ικανότητα 

των πρωτεϊνών με μοτίβα αγκυρίνης να συμμετέχουν σε πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις καθώς 

και το γεγονός ότι οι ομόφωνες αλληλουχίες των επαναλαμβανόμενων μοτίβων αγκυρίνης της 
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Wolbachia μάλλον παρουσιάζουν μεγαλύτερη ομοιότητα με τις αντίστοιχες ευκαρυωτικές και 

όχι τις προκαρυωτικές (Ioannidis, PhD Thesis), υποδηλώνουν ότι τα γονίδια αγκυρίνης της Wo-

bachia μπορεί να παίζουν κεντρικό ρόλο στις αλληλεπιδράσεις του βακτηρίου με τους ξενιστές 

του. 

 

 Πίνακας 1.3. Ο αριθμός των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ διαφορετικών στελεχών Wolbachia. 

 

 

Ωστόσο η λειτουργία των πρωτεϊνών αυτών είναι δύσκολο να προβλεφθεί από τη στιγμή που οι 

περισσότερες από αυτές δεν παρουσιάζουν σημαντική ομοιότητα, πέραν των μοτίβων αγκυρίνης, 

με γνωστής λειτουργίας πρωτεΐνες που είναι καταχωρημένες στις βάσεις δεδομένων. Αν και μέ-

χρι στιγμής δεν έχει γίνει άμεση συσχέτιση των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia με τους φαι-

νοτύπους που αυτή επάγει στους ξενιστές της μια σειρά μελετών υποδεικνύουν ότι ορισμένα από 

τα γονίδια αυτά μπορεί να σχετίζονται με το μοναδικό τρόπο διαβίωσης της ή/και με την επαγω-

γή αναπαραγωγικών ανωμαλιών. Η πρώτη προσπάθεια συσχέτισης των γονιδίων αγκυρίνης με 

τους αναπαραγωγικούς φαινοτύπους της Wolbachia έγινε από τον Sinkins και τους συνεργάτες 

του (Sinkins et al. 2005) οι οποίοι έδειξαν ότι δύο γονίδια αγκυρίνης (pk1 και pk2) που σχετίζο-

νταν με τον προφάγο WO της Wolbachia παρουσίαζαν σημαντικά επίπεδα πολυμορφισμού με-

ταξύ δύο ασύμβατων πληθυσμών του κουνουπιού Culex quinquefasciatus (πληθυσμοί Pel και 

Bei). Μάλιστα, από τα δύο γονίδια το pk2 φάνηκε ότι εκφράζεται μόνο στα θηλυκά άτομα όπως 

προέκυψε χρησιμοποιώντας συμβατική RT-PCR ενισχύοντας τις υπόνοιες για την πιθανή συμ-

μετοχή των γονιδίων αυτών στον μηχανισμό της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας (Sinkins 

et al. 2005; Walker et al. 2007). Ωστόσο, σε μια σχετικά πρόσφατη μελέτη των Duron και των 

συνεργατών του (Duron et al. 2007), οι οποίοι εξέτασαν τη γενετική ποικιλότητα 60 γονιδίων 

αγκυρίνης σε 15 ασύμβατους πληθυσμούς του κουνουπιού Culex pipiens, δεν προέκυψε συσχέ-

τιση των διαφορετικών προτύπων κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας με την παρατηρούμενη 

ποικιλότητα των γονιδίων αγκυρίνης ή/και των επιπέδων έκφρασής τους. Αν και η τελευταία 

εργασία δεν περιλάμβανε τους ίδιους πληθυσμούς, που χρησιμοποιήθηκαν από τους Sinkins και 

Στέλεχος 
Wolbachia 

Ξενιστής Αριθμός γονιδίων 
αγκυρίνης 

Μέγεθος 
 Γονιδιώματος (Mb) 

Αναφορά 

wMel D. melanogaster 23 1.27 Wu et al. 2004 
wRi D. simulans 35 1.45 Klasson et al. 2009a 

wAna D.ananassae 34 1.47 Salzberg et al. 2005a
wPip C. pipients 60 1.50 Klasson et al. 2008 
wVul A. vulgare 76 1.70 Pichon et al. 2008 
wBm B. malayi 12 1.08 Foster et al. 2005 
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Walker, υποδηλώνει ωστόσο την πολυπλοκότητα που διέπει τον μηχανισμός της κυτταροπλα-

σματικής ασυμβατότητας. 

Στην περίπτωση των συμβιωτικών σχέσεων που αναπτύσσει η Wolbachia με διαφορετικά είδη 

Drosophila ο Iturbe-Ormaetxe και οι συνεργάτες του διαπίστωσαν ότι στελέχη του βακτηρίου τα 

οποία επάγουν διαφορετικούς φαινοτύπους στους ξενιστές τους διαφέρουν ως προς το ρεπερτό-

ριο των γονιδίων αγκυρίνης (Iturbe-Ormaetxe et al. 2005). Επίσης, οι ίδιοι ερευνητές, όταν εξέ-

τασαν τις ακολουθίες των γονιδίων αγκυρίνης των συγγενικών στελεχών wMel και wAu τα ο-

ποία όμως επάγουν διαφορετικούς φαινοτύπους στους ξενιστές τους (το στέλεχος wMel επάγει 

κυτταροπλασματική ασυμβατότητα ενώ το στέλεχος wAu όχι) παρατήρησαν σημαντική ποικι-

λομορφία μεταξύ των δύο στελεχών σε 10 από τα συνολικά 23 γονίδια αγκυρίνης. Οι διαφορές 

αυτές σχετίζονταν με την απουσία γονιδίων όπως η περίπτωση του γονιδίου WD0514 από το 

στελεχος wAu, τον πολυμορφισμό όσον αφορά των αριθμό των επαναλύψεων αγκυρίνης μεταξύ 

των ομολόγων γονιδίων, τον πρόωρο τερματισμό της πολυπεπτιδικής ακολουθίας λόγω ένθεσης 

μεταθέσιμων γενετικών στοιχείων ή μεταλλάξεων αναγνωστικού πλαισίου (frame shift muta-

tions). Αν και δεν πραγματοποιήθηκε μια άμεση συσχέτιση των παραπάνω διαφορών με την 

φαινοτυπική ποικιλότητα των στελεχών τα γονίδια αυτά θεωρήθηκαν σημαντικοί υποψήφιοι για 

την επαγωγή ή τουλάχιστον τη ρύθμιση της έκφρασης της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας 

(Iturbe-Ormaetxe et al. 2005). 

 Θα πρέπει να σημειωθεί όμως ότι ο μεγάλος αριθμός γονιδίων αγκυρίνης δεν αποτελεί 

χαρακτηριστικό μόνο της Wolbachia μεταξύ των προκαρυωτικών μικροοργανισμών. Μελέτες 

των τελευταίων χρόνων δείχνουν ότι η υπερ-αντιπροσώπευση αυτής της οικογένειας γονιδίων 

είναι κοινό χαρακτηριστικό πολλών ενδοκυττάριων παθογόνων βακτηρίων που ανήκουν στα γέ-

νη Orientia (Nakayama et al. 2008), Rickettsia (Ogata et al. 2005; Ogata et al. 2006), Coxiella 

(Seshadri et al. 2003) και Legionella (Cazalet et al. 2004; Chien et al. 2004). Η παρουσία των 

γονιδίων αυτών πιθανόν σχετίζεται με τον ιδιαίτερο τρόπο διαβίωσης των βακτηρίων αυτών. 

Μάλιστα, στην περίπτωση του είδους Anaplasma phagocytophilun βρέθηκε ότι η πρωτεΐνη An-

kA εκκρίνεται μέσω ενός συστήματος έκκρισης τύπου IV (T4SS) και αλληλεπιδρά με την χρω-

ματίνη του ξενιστή (Caturegli et al. 2000; Park et al. 2004; Lin et al. 2007) υποδηλώνοντας τον 

πιθανό ρόλο της στην ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης του ξενιστή. Πιο πρόσφατες μελέτες 

των γονιδίων αγκυρίνης των παθογόνων βακτηρίων Legionella pneumophila και Coxiella burne-

tii έδειξαν ότι αυτά αποτελούν μια νέα οικογένεια τελεστών του συστήματος έκκρισης τύπου IV 

(T4SS) (Pan et al. 2008). Μάλιστα, κάποιες από τις πρωτεΐνες αυτές αποδείχτηκε ότι παίζουν 

ενεργό ρόλο στην εγκαθίδρυση της μόλυνσης καθώς και στη ρύθμιση βακτηριακής αντιγραφής 

μέσα στα φαγοσωμάτια τόσο στους ενδιάμεσους ξενιστές (πρωτόζωα) όσο και στα ανθρώπινα 
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μακροφάγα (Habyarimana et al. 2008; Pan et al. 2008). Αν και δεν υπάρχει σημαντική ομολογία 

των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia με αυτά των υπολοίπων παθογόνων βακτηρίων, τα πα-

ραπάνω στοιχεία ενισχύουν την πιθανή συμμετοχή τους στην εγκαθίδρυση των συμβιωτικών 

σχέσεων και ίσως στην επαγωγή των αναπαραγωγικών ανωμαλιών. Μάλιστα, όπως αναφέρθηκε 

και παραπάνω, μια πρόσφατη πρωτεωμική ανάλυση των προϊόντων έκκρισης του νηματώδη πα-

ρασίτου Brugia malayi που είναι μολυσμένο με Wolbachia αποκάλυψε, μεταξύ των άλλων, την 

παρουσία δύο πρωτεινών με επαναλήψεις αγκυρίνης βακτηριακής προέλευσης (Bennuru et al. 

2009). Ωστόσο, το κατά πόσο η Wolbachia χρησιμοποιεί το T4SS που διαθέτει για να εκκρίνει 

κάποιες από της αγκυρίνες της είναι ακόμα άγνωστο και μένει να διερευνηθεί. 
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 1.3 Σκοπός της παρούσας διατριβής  

 

Η Wolbachia αποτελεί έναν από τους πλέον διαδεδομένους και επιτυχημένους συμβιωτικούς 

μικροοργανισμούς στη φύση, καθώς απαντά σε έναν μεγάλο αριθμό αρθροπόδων και νηματω-

δών. Η οικολογική αυτή επιτυχία οφείλεται κυρίως στο μεγάλο εύρος των διαφορετικών συμβι-

ωτικών σχέσεων που αναπτύσσει η Wolbachia με τους ξενιστές της, οι οποίες κυμαίνονται από 

σχέσεις αμοιβαίας συμβίωσης (για παράδειγμα στους νηματώδεις της φιλαρίασης) έως σχέσεις 

αναπαραγωγικού παρασιτισμού (στα αρθρόποδα). Στη δεύτερη περίπτωση, η Wolbachia αλλη-

λεπιδρα με το αναπαραγωγικό σύστημα των ξενιστών της προκειμένου να εξασφαλίσει τη μη-

τρική της μεταβίβασή προκαλώντας θηλυκοποίηση, παρθενογένεση, θανάτωση αρσενικών ατό-

μων και, κυρίως, κυτταροπλασματική ασυμβατότητα. Λόγω της μεγάλης οικολογικής εξάπλω-

σης και της εντυπωσιακής ποικιλίας των αναπαραγωγικών φαινοτύπων του επάγει στους ξενι-

στές της, η Wolbachia έχει προσελκύσει το μεγάλο ενδιαφέρον των επιστημόνων για δύο κυρίως 

λόγους: (α) την πιθανή συμμετοχή της σε διεργασίες ειδογένεσης και αύξησης της βιοποικιλότη-

τας και (β) τη χρησιμοποίηση της ως ένα νέο και φιλικό προς το περιβάλλον εργαλείο πληθυ-

σμιακού ελέγχου επιβλαβών ειδών περιβαλλοντικής, γεωργικής ή/και ιατρικής σημασίας. 

 Παρά το αυξανόμενο ενδιαφέρον, οι σύνθετες τροφικές ανάγκες της Wolbachia, οι ο-

ποίες υπαγορεύονται από τη συμβιωτική φύση της, έχουν παρεμποδίσει τη μελέτη του βακτηρί-

ου με τα κλασικά εργαλεία της βακτηριακής γενετικής. Η αλληλούχηση όμως του γονιδιώματος 

της Wolbachia αποκάλυψε νέα στοιχεία για τη βιολογία του βακτηρίου και τους μοριακούς μη-

χανισμούς αλληλεπίδρασης με τους ξενιστές του. Ένα από αυτά είναι και η παρουσία ενός μεγά-

λου, αναλογικά με το μέγεθος του γονιδιώματος, αριθμού γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες 

με επαναλήψεις αγκυρίνης. 

Αναλογιζόμενοι τη σημαντικότητα της οικογένειας αυτής των πρωτεϊνών, η παρούσα 

μελέτη διερεύνησε τον ρόλο των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia τόσο στην εγκαθίδρυση των 

συμβιωτικών σχέσεων και την επαγωγή των αναπαραγωγικών φαινοτύπων στους ξενιστές της 

καθώς και τη γενετική ποικιλότητα και την εξέλιξή του βακτηρίου. Η προσέγγιση που ακολου-

θήθηκε περιελάβανε τα παρακάτω επίπεδα: 

 

α) Στο πρώτο επίπεδο (Κεφάλαιο 2) μελετήθηκε η κατανομή των 23 γονιδίων αγκυρίνης που 

εντοπίστηκαν στο πρώτο αποκωδικοποιημένο γονιδίωμα στελέχους της Wolbachia (wMel) σε 11 

διαφορετικές συμβιωτικές σχέσεις Wolbachia-Drosophila. Στις σχέσεις που μελετήθηκαν περι-

λαμβάνονταν βακτηριακά στελέχη τα οποία ανήκουν στις δύο κύριες υπερομάδες (Α και Β) οι 

οποίες απέχουν εξελικτικά, 60-80 εκατομμύρια χρόνια. Επίσης τα στελέχη αυτά διαφέρουν με-
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ταξύ τους αφενός ως προς την ικανότητά τους να προκαλούν και να σώζουν την κυτταροπλα-

σματική ασυμβατότητα και αφετέρου ως προς την κατανομή του βακτηρίου στα πρώιμα εμβρυι-

κά στάδια. Στόχος μας ήταν να εξετάσουμε την ποικιλότητα που χαρακτηρίζει το ρεπερτόριο 

των αγκυρινών μεταξύ συγγενικών και μη στελεχών της Wolbachia, σε μια προσπάθεια να συ-

σχετιστεί η παρουσία ή η απουσία τους με τους διαφορετικούς φαινοτύπους που επάγονται από 

το βακτήριο.  

 

β) Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε μερική, και όπου ήταν δυνατόν πλήρης, αλληλούχηση των 

ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης από τις 11 διαφορετικές συμβιωτικές σχέσεις. Στόχος ήταν να 

μελετηθεί η γενετική ποικιλότητα μεταξύ των ομολόγων γονιδίων και να διερευνηθεί η σχέση 

της με τους διαφορετικούς φαινοτύπους της Wolbachia. Επίσης, μελετήθηκε η φυλογενετική και 

εξελικτική σχέση των γονιδίων αγκυρίνης σε μια προσπάθεια να κατανοήσουμε τους μοριακούς 

μηχανισμούς που είναι υπεύθυνοι για τη διαμόρφωση και την εξέλιξη της ενδιαφέρουσας αυτής 

οικογένειας γονιδίων της Wolbachia (Κεφάλαιο 3). 

 

γ) Στο Κεφάλαιο 4 παρουσιάζεται η μελέτη της έκφρασης των γονιδίων αγκυρίνης σε μεταγρα-

φικό επίπεδο, σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια και ιστούς των ξενιστών στις 11 διαφορετικές 

συμβιωτικές σχέσεις. Η μελέτη εστιάστηκε κυρίως στους αναπαραγωγικούς ιστούς αρσενικών 

και θηλυκών ατόμων καθώς επίσης και σε τρία αναπτυξιακά στάδια (ενήλικα αρσενικά και θη-

λυκά άτομα, πρώιμα έμβρυα και ώριμα έμβρυα). Στόχος ήταν να εξετασθεί η ύπαρξη φυλοειδι-

κών ή αναπτυξιακών προτύπων έκφρασης, οι διαφορές στην έκφραση των γονιδίων αγκυρίνης 

μεταξύ των συμβιωτικών σχέσεων και να διερευνηθεί αν διαφορετικά πρότυπα ή/και επίπεδα 

έκφρασης σχετίζονται με τους μοριακούς μηχανισμούς αναπαραγωγικών ανωμαλιών όπως η 

κυτταροπλασματική ασυμβατότητα. 

 

δ) Στο πέμπτο και τελευταίο κεφάλαιο συνοψίζονται και σχολιάζονται τα ευρήματα της παρού-

σας διατριβής σε μια προσπάθεια κατανόησης της εξέλιξης και του ρόλου μιας από τις πιο ενδι-

αφέρουσες οικογένειας πρωτεϊνών του συμβιωτικού βακτηρίου Wolbachia.       
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2.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Τα υποχρεωτικά ενδοκυττάρια βακτήρια του γένους Wolbachia (α-πρωτεοβακτήρια, 

Rickettsiales) αποτελούν ένα από τους πλέον διαδεδομένους και επιτυχημένους συμβιωτικούς 

μικροοργανισμούς στη φύση. Η Wolbachia αναπτύσσει συμβιωτικές σχέσεις με έναν μεγάλο 

αριθμό αρθροπόδων όπως έντομα, αραχνοειδή, ακάρεα, χερσαία ισόποδα καθώς επίσης και με 

νηματώδεις (Werren 1997; Bandi et al. 1998; Stouthamer et al. 1999; Bourtzis & Braig 1999, 

Jeyaprakash & Hoy 2000; Ros et al. 2009). Μόνο μεταξύ των εντόμων, εκτιμάται ότι πάνω από 

το 65% (περίπου 106 είδη) των ειδών εντόμων είναι μολυσμένα με το βακτήριο (Jeyaprakash & 

Hoy 2000; Hilgenboecker et al. 2008). Η τεράστια επιτυχία της Wolbachia οφείλεται εν μέρει 

στο μεγάλο εύρος των συμβιωτικών σχέσεων που αναπτύσσει με τους ξενιστές της, οι οποίες 

κυμαίνονται από σχέσεις αμοιβαίας συμβίωσης έως και σχέσεις αναπαραγωγικού παρασιτισμού. 

Στη δεύτερη περίπτωση, η Wolbachia επιδρά με έναν απρόσμενο τρόπο πάνω στην αναπαραγω-

γική επιτυχία των ξενιστών της προκειμένου να εξασφαλίσει τη μητρική μετάβαση από γενιά σε 

γενιά. Οι επιδράσεις αυτές περιλαμβάνουν την παρθενογένεση, τη θηλυκοποίηση, τη θανάτωση 

των αρσενικών και την κυτταροπλασματική ασυμβατότητα. Η κυτταροπλασματική ασυμβατό-

τητα είναι η πιο διαδεδομένη και η εκτενέστερα μελετημένη επίδραση της Wolbachia (Bourtzis 

et al. 2003). Ο μοριακός μηχανισμός που είναι υπεύθυνος για την έκφραση της κυτταροπλασμα-

τικής ασυμβατότητας δεν είναι ακόμα γνωστός. Ωστόσο το μοντέλο “τροποποίηση – διάσωση” 

(modification ή mod – rescue ή resc) περιγράφει ικανοποιητικά το φαινόμενο (Werren 1997; 

Bourtzis et al. 1998; Merçot & Poinsot 1998).  

 Σύμφωνα με το μοντέλο αυτό, η Wolbachia με κάποιον άγνωστο μέχρι στιγμής μηχανι-

σμό, τροποποιεί τους πατρικούς γαμέτες (Presgraves 2000) με αποτέλεσμα την ασύγχρονη είσο-

δό τους στη πρώτη ζυγωτική μίτωση και το θάνατο του εμβρύου (Tram & Sallivan 2002; Tram 

et al. 2003; Landmann et al. 2009). Αντίθετα, η παρουσία του ίδιου ή ενός συμβατού στελέχους 

Wolbachia στο ωάριο μπορεί να αντισταθμίσει την τροποποίηση επιτρέποντας τη δημιουργία 

του ζυγώτη (Ferree & Sullivan 2006). Βάσει του παραπάνω μοντέλου, διακρίνονται τέσσερεις 

τύποι στελεχών Wolbachia και κατ’ επέκταση συμβιωτικές σχέσεις ανάλογα με την ικανότητά 

τους να επάγουν (mod) και να σώζουν (resc) την κυτταροπλασματική ασυμβατότητα: α) τα στε-

λέχη mod+/resc+ είναι ικανά να προκαλέσουν και να διασώσουν την τροποποίηση, β) τα στελέχη 

mod-/resc+ δεν είναι ικανά να προκαλέσουν τροποποίηση, μπορούν όμως να διασώσουν αυτήν 

που προκαλείται από κάποιο άλλο “συμβατό” στέλεχος, γ) τα στελέχη mod-/resc- τα οποία δεν 

είναι σε θέσει ούτε να προκαλέσουν ούτε να διασώσουν την τροποποίηση και δ) τα στελέχη 
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mod+/resc-, που ενώ προκαλούν τροποποίηση δεν είναι σε θέση να τη διασώσουν (Werren et al. 

1997; Bourtzis et al. 1998, Mercot & Poinsot 1998; Zabalou et al. 2008).    

 Κατά τη διάρκεια των τελευταίων ετών, έχουν πραγματοποιηθεί εκτεταμένες μελέτες 

των συμβιωτικών σχέσεων που αναπτύσσει η Wolbachia με διάφορα είδη του γένους Drosophila. 

Έτσι λοιπόν είναι διαθέσιμος ένας μεγάλος όγκος πληροφοριών για μια πληθώρα καλά χαρα-

κτηρισμένων στελεχών όσον αφορά το φαινότυπο της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας.   

Για παράδειγμα, τα πολύ συγγενικά στελέχη wMel και wMelPopcorn που μολύνουν το είδος D. 

melanogaster είναι γνωστό ότι επάγουν μέτριας έντασης κυτταροπλασματική ασυμβατότητα 

στους ξενιστές και χαρακτηρίζονται ως mod+/resc+ στελέχη (Bourtzis et al. 1994; McGraw et al. 

2001, 2002; Reynolds et al. 2003). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι το στέλεχος wMel-

Popcorn μειώνει το χρόνο ζωής του ξενιστή λόγω ανεξέλεγκτου πολλαπλασιασμού στους νευρι-

κούς ιστούς (Min & Benzer 1997). Από την άλλη μεριά, τα στελέχη της Wolbachia που μολύ-

νουν τα είδη του συμπλέγματος yakuba [D. yakuba(wYak), D. teissieri(wTei), D. santo-

mea(wSan)] [Lachaise et al. 2000], και παρουσιάζουν μεγάλη συγγένεια με το στέλεχος wMel, 

δεν είναι δυνατόν να προκαλέσουν κυτταροπλασματική ασυμβατότητα στο φυσικό ξενιστή τους 

(Zabalou et al. 2004). Ωστόσο έχουν την ικανότητα να διασώζουν πλήρως την τροποποίηση που 

προκαλείται από το φυλογενετικά απομακρυσμένο στέλεχος wRi και, για τον λόγο αυτό, χαρα-

κτηρίζονται ως mod-/resc+.  Τα στελέχη wRi, wHa, wNo, wMa και wAu αναπτύσσουν, όλα τους, 

συμβιωτικές σχέσεις με το είδος D. simulans. Μεταξύ τους όμως παρουσιάζουν μεγάλες διαφο-

ρές τόσο φυλογενετικά όσο και φαινοτυπικά (Merçot & Charlat 2004). Τα στελέχη wRi, wHa 

και wNo είναι σε θέση να επάγουν υψηλά επίπεδα κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας και να 

διασώζουν τον φαινότυπο αυτό στο φυσικό τους ξενιστή (mod+/resc+) ενώ μεταξύ τους είναι 

αμφίδρομα ασύμβατα (Hoffman et al. 1986; O’Neill & Karr 1990; Merçot et al. 1995). Αντιθέ-

τως, το στέλεχος wMa χαρακτηρίζεται ως mod-/resc+ γιατί δεν επάγει κυτταροπλασματική α-

συμβατότητα, ωστόσο, είναι σε θέση να διασώζει την τροποποίηση που προκαλεί το στέλεχος 

wNo (Bourtzis et al. 1998; James & Ballard 2000; Charlat et al. 2003). Το στέλεχος wAu είναι 

το μόνο μέχρι στιγμής στέλεχος Wolbachia το οποίο ούτε επάγει κυτταροπλασματική ασυμβα-

τότητα αλλά ούτε μπορεί να διασώζει την τροποποίηση άλλων στελεχών (mod-/resc-) [Hoffman 

et al. 1996; James & Ballard 2000; Charlat et al. 2003]. Τέλος, το είδος D. mauritiana είναι μο-

λυσμένο με το στέλεχος wMau το οποίο παρουσιάζει την ίδια συμπεριφορά με το wMa (mod-

/resc+) [Giordano et al. 1995].  

Τα προαναφερθέντα στελέχη Wolbachia ανήκουν στις δύο υπερομάδες Α (wMel, wMel-

Popcorn, wAu, wTei, wYak, wSan, wRi, wHa) και Β (wNo, wMa, wMau), οι οποίες απέχουν ε-

ξελικτικά περίπου 60 εκατομμύρια χρόνια (Werren et al. 1995). Μερικά από αυτά φαίνεται να 
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είναι πολύ συγγενικά μεταξύ τους σε τέτοιο βαθμό που δεν είναι σε θέση να διαχωριστούν βάσει 

του γρήγορα εξελισσόμενου γενετικού μάρτυρα wsp, που χρησιμοποιείται ευρέως για την ταξι-

νόμηση των στελεχών της Wolbachia (Zhou et al. 1998; Lachaise et al. 2000). Για παράδειγμα 

τα στελέχη wMel και wMelPopcorn είναι πανομοιότυπα με βάση το γενετικό μάρτυρα wsp. Επί-

σης, τα στελέχη wTei, wYak και wSan εμφανίζουν μόνο μια νουκλεοτιδική διαφορά με τη νου-

κλεοτιδική ακολουθία wsp του στελέχους wAu. Τέλος, τα στελέχη της Β υπερομάδας, wMa και 

wMau, έχουν 100% ομοιότητα στην ακολουθία του γονιδίου wsp. Η ανάπτυξη ενός συστήματος 

MLST (Multilocus Sequence Typing) για τη Wolbachia αποτέλεσε ουσιαστική συμβολή στη 

προσπάθεια ταξινόμησης και διαχωρισμού πολύ συγγενικών στελεχών (Paraskevopoulos et al. 

2006; Baldo et al. 2006). Στην Εικόνα 2.1 παρουσιάζονται οι φυλογενετικές σχέσεις των παρα-

πάνω στελεχών σύμφωνα με το σύστημα MLST που αναπτύχθηκε από τους (Paraskevopoulos et 

al. 2006) και βασίζεται στη συνδυασμένη ανάλυση 9 γενετικών μαρτύρων. Ο διαχωρισμός μετα-

ξύ πολύ συγγενικών στελεχών, τα οποία όμως παρουσιάζουν φαινοτυπικές διαφορές, αποτελεί 

θεμέλιο λίθο στην προσπάθεια κατανόησης της εξέλιξης των φαινοτύπων αυτών μεταξύ των δι-

αφορετικών στελεχών Wolbachia.          
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Εικόνα 2.1. Φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ διαφορετικών συμβιωτικών σχέσεων
Drosophila-Wolbachia σύμφωνα με τη μέθοδο MLST (Paraskevopoulos et al.
2006). Με το γκρίζο πλαίσιο αναπαρίστανται οι σχέσεις στις οποίες εστιάστηκε η
παρούσα διατριβή.    
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Αντίθετα με τη συνεχή διεύρυνση της κατανόησης των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των αλ-

ληλεπιδράσεων Drosophila-Wolbachia καθώς και των εξελικτικών τους σχέσεων, οι γνώσεις 

μας γύρω από το μοριακό υπόβαθρο των αλληλεπιδράσεων αυτών είναι στοιχειώδεις. Ωστόσο, η 

ύπαρξη αυτής της πληθώρας των χαρακτηρισμένων στελεχών, μας δίνει τη δυνατότητα να 

πραγματοποιήσουμε συγκριτικές μελέτες και να συσχετίσουμε τους διαφορετικούς φαινοτύπους 

με το γενετικό περιεχόμενο των αντίστοιχων στελεχών Wolbachia. Για παράδειγμα, η εργασία 

της Veneti και των συνεργατών της έδειξε ότι υπάρχει συσχέτιση μεταξύ της βακτηριακής κατα-

νομής στα έμβρυα της Drosophila και της φυλογένειας της Wolbachia (Veneti et al. 2004). Μά-

λιστα, η κατανομή αυτή παραμένει σταθερή καθ’ όλη τη διάρκεια της εμβρυογένεσης και δεν 

αλλάζει μετά τη μεταφορά του βακτηριακού στελέχους σε διαφορετικό ξενιστή (Veneti et al. 

2004). Συγκεκριμένα, φαίνεται ότι τα στελέχη που ανήκουν στην υπερομάδα Α (wMelPopcorn, 

wAu, wTei, wYak, wSan), και είναι πιο συγγενικά στο στέλεχος wMel, κατανέμονται κυρίως στο 

οπίσθιο τμήμα του εμβρύου, στην περιοχή που αναπτύσσονται τα πρόδρομα γαμετικά κύτταρα. 

Αντιθέτως, τα στελέχη που ανήκουν στην υπερομάδα Β (wNo, wMa, wMau) δείχνουν προτίμηση 

για πρόσθιο το τμήμα του εμβρύου. Τέλος, τα στελέχη wRi και wHa παρουσιάζουν ομοιόμορφη 

κατανομή.  

 Η αποκωδικοποίηση του πρώτου γονιδιώματος της Wolbachia, του στελέχους wMel το 

οποίο παρασιτεί στο είδος D. melanogaster (Wu et al. 2004), έφερε στο φως νέα στοιχεία για το 

γενετικό περιεχόμενο και κατ’ επέκταση τη βιολογία αυτού του εκπληκτικού συμβιωτικού βα-

κτηρίου. Ένα από τα πιο ενδιαφέροντα, και συνάμα ασυνήθιστα, χαρακτηριστικά ήταν η ανί-

χνευση ενός μεγάλου αριθμού (23) γονιδίων με επαναλήψεις αγκυρίνης. Ο αριθμός αυτός είναι 

πραγματικά εντυπωσιακός εάν αναλογιστούμε μάλιστα ότι τα περισσότερα βακτήρια, με εξαίρε-

ση ορισμένα ενδοκυτταρικά παθογόνα, διαθέτουν ελάχιστα γονίδια με επαναλήψεις αγκυρίνης. 

Οι επαναλήψεις αγκυρίνης βρίσκονται κυρίως σε ευκαρυωτικές και ιικές πρωτεΐνες και είναι 

γνωστό ότι συμμετέχουν σε αλληλεπιδράσεις μεταξύ πρωτεϊνών όπως για παράδειγμα σε ανα-

στολείς του κυτταρικού κύκλου (CDK) [Sedwick & Smerdon 1999]. Έχει ήδη προταθεί ότι ο 

φαινότυπος της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας οφείλεται στην ασύγχρονη συμπύκνω-

ση/αποσυμπύκνωση  των πατρικών χρωμοσωμάτων στο στάδιο της καρυογαμίας, μια διαδικασία 

η οποία απαιτεί την ενεργοποίηση της ρυθμιστικής πρωτεΐνης CDK1 (Tram & Sallivan 2002; 

Tram et al. 2003; Landmann et al. 2009). Λόγω των ιδιοτήτων τους, τα γονίδια αγκυρίνης της 

Wolbachia αποτέλεσαν βασικούς υποψηφίους για τη συμμετοχή τους στους μηχανισμούς που 

είναι υπεύθυνοι για την επαγωγή της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας.   

 Στο κεφάλαιο αυτό παρουσιάζεται η συγκριτική μελέτη της κατανομής των 23 γονιδίων 

αγκυρίνης που ανιχνεύθηκαν στο στέλεχος αναφοράς wMel σε 11 διαφορετικές συμβιωτικές 
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σχέσεις Drosophila-Wolbachia [D. melanogaster(wMel), D. melanogaster(wMelPopcorn), D. 

simulans(wAu), D. teissieri(wTei), D. yakuba(wYak), D. Santomea(wSan), D. simulans(wRi), 

D.simulans(wHa), D. simulans(wNo), D. simulans(wMa) και D. maurutiana(wMau)]. Όπως 

προαναφέρθηκε, οι σχέσεις αυτές περιλαμβάνουν τόσο συγγενικά όσο και πιο απομακρυσμένα 

εξελικτικά στελέχη των δύο υπερομάδων Α και Β. Επίσης, διαφέρουν στο φαινότυπο της κυττα-

ροπλασματικής ασυμβατότητας που επάγουν (mod+/resc+, mod-/resc+, mod-/resc-) καθώς και ως 

προς τη βακτηριακή κατανομή στα έμβρυα του ξενιστή. Η επιλογή των στελεχών βασίστηκε στο 

σκεπτικό ότι η βακτηριακή κατανομή στα έμβρυα του ξενιστή πιθανά σχετίζεται με την ιστική 

κατανομή στα ενήλικα άτομα και το φαινόμενο της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Για 

τον σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε τόσο η μέθοδος της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης 

(PCR) όσο και η μέθοδος της ανάλυσης κατά Southern. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν υπο-

στηρίζουν την άποψη ότι τα γονίδια αγκυρίνης της Wolbachia αποτελούν μια εξαιρετικά πολυ-

πληθή και δυναμική ομάδα γονιδίων και μάλιστα φαίνεται ότι τα προφαγικά στοιχεία παίζουν 

σημαντικό ρόλο στην εξάπλωση των γονιδίων αυτών.                                 
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2.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.2.1 Στελέχη Drosophila και Wolbachia 

Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής μελετήθηκαν συνολικά έντεκα (11) συμβιωτικές σχέσεις 

Drosophila-Wolbachia όπως παρουσιάζονται στον Πινακα 2.1. Η καλλιέργεια της κάθε σειράς 

έγινε σε θάλαμο σταθερής θερμοκρασίας (24οC±1οC) και σταθερής φωτοπεριόδου (12 ώρες φώς 

και 12 ώρες σκοτάδι) πάνω σε θρεπτικό μέσο αποτελούμενο από καλαμποκάλευρο, γλυκόζη και 

εκχύλισμα ζύμης. Οι συμβιωτικές σχέσεις επιλέχτηκαν με βάση το αν μπορούν ή όχι να εκφρά-

ζουν κυτταροπλασματική ασυμβατότητα (modification/rescue phenotype) όπως επίσης και με 

βάση την εμβρυική κατανομή του βακτηρίου (πρόσθια, οπίσθια, ομοιόμορφη).  

 
 

 
Πίνακας 2.1. Οι έντεκα συμβιωτικές σχέσεις Drosophila-Wolbachia που μελετήθηκαν.  

* ΚΑ: Κυτταροπλασματική ασυμβατότητα 

 

2.2.2 Απομόνωση DNA και ενίσχυση με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυ-

μεράσης. 

Ολικό DNA απομονώθηκε από κάθε συμβιωτική σχέση σύμφωνα με τη μέθοδο που ανέπτυξαν 

οι Holmes and Bonner 1973 (Αναλυτικά το πρωτόκολλο στο Παράρτημα, Π.1). Επίσης, ολικό 

DNA απομονώθηκε και από τα στελέχη D. melanogaster (wMelT) και D. simulans (wRiT) από 

τα οποία απομακρύνθηκε η Wolbachia με τη χρήση τετρακυκλίνης προκειμένου να χρησιμοποι-

ηθούν ως αρνητικοί μάρτυρες. Για κάθε ένα από τα είκοσι τρία (23) γονίδια αγκυρίνης που απα-

ντούν στο στέλεχος wMel σχεδιάστηκαν ειδικοί εκκινητές (Πίνακας 2.2) και χρησιμοποιήθηκαν 

Ξενιστής Στέλεχος Wolbachia Υπερ-ομάδα Εμβρυική κατανομή Φαινότυπος ΚΑ*

D. melanogaster wMel 

A 

οπίσθια mod+ resc+ 

D. melanogaster wMelpopcorn οπίσθια mod+ resc+ 

D. simulans wAu οπίσθια mod- resc- 

D. teissieri wTei οπίσθια mod- resc+ 

D. yakuba wYak οπίσθια mod- resc+ 

D. santomea wSan οπίσθια mod- resc+ 

D. simulans wRi ομοιόμορφη mod+ resc+ 

D. simulans wHa ομοιόμορφη mod+ resc+ 

D. simulans wNo 

B 

πρόσθια mod+ resc+ 

D. mauritiana wMau πρόσθια mod- resc+ 

D. simulans wMa πρόσθια mod- resc+ 
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για την ανίχνευση ομολόγων γονιδίων με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμερά-

σης και στις έντεκα συμβιωτικές σχέσης του Πίνακα 2.1. Οι αντιδράσεις PCR πραγματοποιήθη-

καν σε τελικό όγκο 20 ul και κάθε αντίδραση περιείχε 1X ρυθμιστικό διάλυμα (Taq reaction buf-

fer) αποτελούμενο από (750 mM Tris-Cl pH 8.8, 200 mM (NH4)2SO4, 0.1% Tween 20), 1.5 mM 

MgCl2, 125 uM dNTPs, 10 pmol από κάθε εκκινητή, 1unit Taq πολυμεράση (Promega) και ~50 

ng ολικό DNA. Οι αντιδράσεις έγιναν με τη χρήση του θερμοκυκλοποιητή PTC-200 της εταιρί-

ας MJ Research ενώ το πρόγραμμα που ακολουθήθηκε ήταν το εξής: 

 

 Αρχική αποδιάταξη της δίκλωνης αλυσίδας του DNA στους 94oC για 5 min. 

 35 κύκλοι  

o Αποδιάταξη στους 94oC για 30 sec. 

o Υβριδοποίηση των εκκινητών για 30 sec χρησιμοποιώντας τις θερμοκρασίες που 

αναγράφονται στον Πίνακα 2.2 ανάλογα με το γονίδιο αγκυρίνης που ενισχύεται. 

o Ενίσχυση στους 72oC για 2 min. 

   Τελικό στάδιο στους 72oC για 10 min. 

 Διατήρηση των δειγμάτων στους 10oC.  

 

Επίσης για να ελέγξουμε την κατάσταση της μόλυνσης των στελεχών που χρησιμοποιήσαμε 

πραγματοποιήθηκαν ανεξάρτητες αντιδράσεις με τους εκκινητές wsp81F 5΄-

TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3΄ και wsp691R 5΄-AAAAATTAAACGCTACTCCA-3΄ 

(Zhou et al., 1998) για την ενίσχυση του γονιδίου που κωδικοποιεί την κύρια επιφανειακή πρω-

τεΐνη της Wolbachia. Μετά το πέρας των αντιδράσεων ακολούθησε η ηλεκτροφόρηση των προ-

ϊόντων σε πήκτωμα αγαρόζης συγκέντρωσης 1% σε διάλυμα 1Χ Tris-Acetate-EDTA (0.04 Μ 

Tris-acetate, 0.001M EDTA) το οποίο περιείχε 100 ug βρωμιούχο αιθίδιο για τον προσδιορισμό 

του μεγέθους του ενισχυμένου γονιδιακού τμήματος. 
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2.2.3 Ανίχνευση ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης με τη μέθοδο της αποτύπωσης κατά South-

ern 

Για την ανάλυση κατά Southern, πραγματοποιήθηκε πέψη 5 ug ολικού DNA με το ένζυμο πε-

ριορισμού EcoRI. Τα περιοριστικά θραύσματα του DNA που δημιουργήθηκαν αρχικά διαχω-

ρίστηκαν σε αραιό πήκτωμα αγαρόζης συγκέντρωσης 0.8%, στη συνέχεια μεταφέρθηκαν με τη 

μέθοδο της αποτύπωσης πάνω σε μεμβράνη Immobilon-Ny+ της Millipore σύμφωνα με τις υ-

ποδείξεις του κατασκευαστή και τελικά μονιμοποιήθηκαν με θέρμανση στους 80oC για 2 ώρες 

(Αναλυτικά το πρωτόκολλο στο Παράρτημα, Π.3). Η υβριδοποίηση των μεμβρανών πραγμα-

τοποιήθηκε στους 68oC για 18hr σε διάλυμα Denhardt’s  με την παρακάτω σύσταση (5Χ διά-

λυμα Denhardt’s, 6Χ SSC, 0.5% SDS και 200 ug/ml αποδιαταγμένο salmon sperm DNA). Με-

τά το πέρας της υβριδοποίησης, οι μεμβράνες ξεπλύθηκαν σε συνθήκες μέτριας αυστηρότητας 

(medium stringency conditions) στους 65oC (15min σε διάλυμα 2Χ SSC, 0.1% SDS και 15min 

σε διάλυμα 1Χ SSC, 0.1%SDS).  

 Οι ιχνηθέτες (probes) για τα 23 γονίδια αγκυρίνης κατασκευάστηκαν ενισχύοντας γονι-

διακά τμήματα του στελέχους wMel της Wolbachia χρησιμοποιώντας τους ειδικούς εκκινητές 

του Πίνακα 2.2 και με τις συνθήκες που αναγράφονται παραπάνω. Πρέπει να σημειωθεί όμως 

ότι στη συγκεκριμένη διαδικασία: (α) οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σε τελικό όγκο 50 ul, 

(β) ακολούθησε καθαρισμός των προϊόντων των αντιδράσεων χρησιμοποιώντας το PCR purifi-

cation kit (Qiagen®) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή και (γ) ποσοτικός προσδιορι-

σμός με ηλεκτροφόρηση μικρής ποσότητας του καθαρισμένου προϊόντος. Τέλος, τα προϊόντα 

σημάνθηκαν ραδιενεργά με [α-32P]dATP (IZOTOP) χρησιμοποιώντας το Prime-a-gene labeling 

kit της Promega. Επίσης, χρησιμοποιήθηκε ως ιχνηθέτης μάρτυρας για την ύπαρξη DNA της 

Wolbachia το γονίδιο ftsZ. Το γονίδιο αυτό κωδικοποιεί για την έκφραση της πρωτείνης FtsZ, 

η οποία συμμετέχει στην βακτηριακή κυτταροδιαίρεση. Η ενίσχυση του μάρτυρα πραγματο-

ποιήθηκε με PCR και χρησιμοποιώντας το ζεύγος των εκκινητών ftsZ1 5΄-

GTATGCCGATTGCAGAGCTTG-3΄ και ftsZ2 5΄-GCCATGAGTATTCACTT GGCT-3΄ (Holden et 

al. 1993). (Αναλυτικότερα τα πρωτόκολλα της ανάλυσης κατά Southern παρατίθενται στο πα-

ράρτημα, Π.4, Π.5).     
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2.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

2.3.1 Μελέτη της κατανομής των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης σε 11 συμβιωτικές σχέ-

σεις Drosophila-Wolbachia 

Ανάλογα με τη θέση τους πάνω στο γονιδίωμα της Wolbachia, τα 23 γονίδια αγκυρίνης του 

στελέχους wMel μπορούν να ομαδοποιηθούν σε δύο ομάδες (Wu et al. 2004). Η πρώτη ομάδα 

αποτελείται από 13 γονίδια (WD0035, WD0073, WD0147, WD0191, WD0385, WD0438, 

WD0441, WD0498, WD0514, WD0550, WD0754, WD0766 και WD1213) τα οποία βρίσκο-

νται κατανεμημένα πάνω στο χρωμόσωμα του βακτηρίου ενώ η δεύτερη ομάδα περιλαμβάνει 

τα γονίδια (WD0285, WD0286, WD0291, WD0292, WD0294, WD0566, WD0596, WD0633, 

WD0636, WD0637) τα οποία βρίσκονται πάνω στα δύο κύρια προφαγικά στοιχεία που έχουν 

εντεθεί στο γονιδίωμα του στελέχους wMel. Στην Εικόνα 2.2 φαίνεται η αναπαράσταση του 

γονιδιώματος του στελέχους wMel και η κατανομή των 23 γονιδίων αγκυρίνης.  

 

        

 
Εικόνα 2.2. Κατανομή των γονιδίων αγκυρίνης στο στέλεχος wMel. 
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Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής μελετήθηκε η ύπαρξη ομολόγων των 23 γονιδίων αγκυρί-

νης που απαντώνται στο στέλεχος wMel της Wolbachia σε 11 διαφορετικές συμβιωτικές σχέ-

σεις Drosophila-Wolbachia (Πίνακας 2.1). Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε τόσο η τεχνι-

κή της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR) όσο και η τεχνική της αποτύπωσης κα-

τά Southern. Στις εικόνες που ακολουθούν παρουσιάζονται ενδεικτικά παραδείγματα των απο-

τελεσμάτων που προέκυψαν από την PCR ανάλυση (Εικόνα 2.3) και την ανάλυση κατά South-

ern (Εικόνα 2.4).     

 

 
Εικόνα 2.3. Ανίχνευση με τη μέθοδο PCR των γονιδίων αγκυρίνης, WD0292 (Α), WD0514 (Β), WD0498 (Γ) και 

WD0766 (Δ) στις 11 διαφορετικές συμβιωτικές σχέσεις Drosophila-Wolbachia που μελετήθηκαν. Τα σχήματα 

δεξιά των εικόνων, παρουσιάζουν τη κατεύθυνση 5΄-3΄ των γονιδίων, τη θέση υβριδοποίησης των εκκινητών που 

χρησιμοποιήθηκαν (Πίνακας 2.2) καθώς και το μέγεθος του προϊόντος στο στέλεχος αναφοράς wMel. 1: wMel, 2: 

wMelPopcorn, 3: wAu, 4: wTei, 5: wYak, 6: wSan, 7: wRi, 8: wHa, 9: wNo, 10: wMa, 11: wMau, 12: αρνητικός 

μάρτυρας. 

  1          2          3          4        5         6           7         8          9         10       11        12 
FR

3΄ 5΄

FR
3΄ 5΄

F R
3΄5΄

A)

B)

Γ)

1102bp

256bp

733bp

1       2       3      4        5      6      7        8
Δ)

F R
3΄5΄ 1161bp
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Εικόνα 2.4. Ανίχνευση με τη μέθοδο της αποτύπωσης κατά Southern των γονιδίων αγκυρίνης WD0441 (Α) και 

WD0294 (Β). Κάθε μεμβράνη υβριδοποιήθηκε ταυτόχρονα με δύο ιχνηθέτες, έναν ιχνηθέτη για το γονίδιο αγκυ-

ρήνης και έναν ιχνηθέτη για το γονίδιο ftsZ που αποτέλεσε τον μάρτυρα για την ύπαρξη Wolbachia DNA. 1: wMel, 

2: wMelPopcorn, 3: wAu, 4: wTei, 5: wYak, 6: wSan, 7: wRi, 8: wHa, 9: wNo, 10: wMa, 11: wMau. 

 

Τα αποτελέσματα της συνδυασμένης αυτής ανάλυσης παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.3 και 

μπορούν να συνοψιστούν ως εξής: 

 

1) Δεν υπάρχουν γονίδια αγκυρίνης τα οποία απαντούν αποκλειστικά στο στέλεχος wMel. 

2) Στο στέλεχος wMelPopcorn ανιχνεύτηκαν και τα είκοσι τρία (23) γονίδια αγκυρίνης. 

3) Επίσης τα στελέχη (wAu, wTei, wYak, wSan) περιέχουν στο γονιδίωμά τους και τα 23 

γονίδια αγκυρίνης που απαντούν στο στέλεχος wMel. Μόνη εξαίρεση αποτελεί το γονί-

διο WD0514 το οποίο απουσιάζει από το στέλεχος wAu. 

4) Μόνο 9 από τα 23 γονίδια αγκυρίνης ανιχνεύτηκαν και στις 11 συμβιωτικές σχέσεις 

Drosophila-Wolbachia που μελετήθηκαν. Τα 7 από τα 9 γονίδια αυτά βρίσκονται στο 

χρωμόσωμα του βακτηρίου και είναι τα (WD0035, WD0191, WD0438, WD0441, 

WD0498, WD0766, WD1213) ενώ τα άλλα 2 βρίσκονται πάνω στον προφάγο WO-B 

και είναι τα (WD0636 και WD0637). Θα πρέπει να σημειωθεί ότι η παρουσία των γονι-

δίων  WD0035, WD0438 και WD0766 στα στελέχη της υπερομάδας Β (wNo, wMa και 

wMau) δεν επιβεβαιώθηκε με PCR.    

ftsZ

1   2    3  4   5    6   7   8   9    10  11 A)   1   2   3   4   5   6   7   8    9  10  11 B)
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Πίνακας 2.3. Αποτελέσματα της συνδυασμένης μελέτης της κατανομής των γονιδίων αγκυρίνης 

με τις μεθόδους PCR και ανάλυσης κατά Southern σε 11 διαφορετικές συμβιωτικές σχέσεις Dro-

sophila-Wolbachia. 

 Υπερ-ομάδα A Υπερ-ομάδα B 

Γονίδια  
αγκυρίνης 

wMel 
wMel 

popcorn 
wAu wTei wYak wSan wRi wHa wNo wMau wMa 

WD0035 + + + + + + + + +* +* +* 

WD0073 + + + + + + + +* - - - 

WD0147 + + + + + + + - - - - 

WD0191 + + + + + + + + + + + 

WD0285 + + + + + + - + +* - - 

WD0286 + + + + + + - + - - - 

WD0291 + + + + + + - + - - - 

WD0292 + + + + + + - + - - - 

WD0294 + + + + + + - + - - - 

WD0385 + + + + + + + - +* - - 

WD0438 + + + + + + + +* +* +* +* 

WD0441 + + + + + + + + + + + 

WD0498 + + + + + + + + + + + 

WD0514 + + - + + + - - - - - 

WD0550 + + + + + + + - - - - 

WD0566 + + + + + + + - - - - 

WD0596 + + + + + + + + - - - 

WD0633 + + + + + + + +* - - - 

WD0636 + + + + + + + + + + + 

WD0637 + + + + + + + + + + + 

WD0754 + + + + + + + - - - - 

WD0766 + + + + + + + + +* +* +* 

WD1213 + + + + + + + + + + + 
+ Η παρουσία του γονιδίου έχει επιβεβαιωθεί με PCR και με ανάλυση κατά Southern  

-  Η απουσία του γονιδίου έχει επιβεβαιωθεί με PCR και με ανάλυση κατά Southern   

+* Τα αποτελέσματα δεν ήταν δυνατόν να επιβεβαιωθούν με PCR 

Τα γονίδια αγκυρίνης που βρίσκονται στους προφάγους παρουσιάζονται με γκρι σκιαγράφηση 

Τα γονίδια που απαντούν σε όλες τις συμβιωτικές σχέσεις που μελετήθηκαν παρουσιάζονται με μπλε σκιαγράφηση 

 

5) Τρία γονίδια αγκυρίνης, το χρωμοσωμικό WD0073 και τα προφαγικά WD0596 και 

WD0633, εντοπίστηκαν μόνο στα στελέχη της υπερ-ομάδας Α. 

6) Τα στελέχη της υπερ-ομάδας Α wRi και wHa βρέθηκαν θετικά για περίπου τον ίδιο α-

ριθμό γονιδίων (17 και 16 αντίστοιχα). Όμως, μόνο τα 12 από αυτά ήταν κοινά και για 

τα δύο στελέχη. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η ομάδα των 5 γονιδίων αγκυρίνης τα οποία 

βρίσκονται πάνω στον προφάγο WO-A του στελέχους wMel (WD0285, WD0286, 

WD0291, WD0292, WD0294). Τα γονίδια αυτά ανιχνεύτηκαν στο στέλεχος wHa αλλά 

όχι στο στέλεχος wRi.  
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7) Τα στελέχη της υπερ-ομάδας Β έφεραν μόνο τα 9 γονίδια αγκυρίνης που βρέθηκαν να 

απαντούν και στις 11 συμβιωτικές σχέσεις που μελετήθηκαν. Πιθανές εξηγήσεις για αυ-

τό το εύρημα παρουσιάζονται στη συζήτηση αυτού του κεφαλαίου. 

8) Ορισμένα γονίδια αγκυρίνης εμφάνισαν φαινόμενα πολυμορφισμού σχετικά με το μέγε-

θος του ενισχυμένου PCR προϊόντος μεταξύ των διαφόρων στελεχών (Εικόνα 2.3 Δ). Ο 

χαρακτηρισμός αυτής της γενετικής ποικιλομορφίας παρουσιάζεται στο Κεφάλαιο 3.  
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2.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

  

2.4.1 Τα γονίδια αγκυρίνης της Wolbachia παρουσιάζουν μεγάλη πυκνότητα. 

Η αποκρυπτογράφηση του γονιδιώματος διαφόρων στελεχών της Wolbachia αποκάλυψε την 

ύπαρξη ενός εκπληκτικά μεγάλου αριθμού γονιδίων τα οποία κωδικοποιούν πρωτεΐνες με επα-

ναλήψεις αγκυρίνης (Wu et a. 2004; Foster et al. 2005; Klasson et al. 2008; Klasson et al. 

2009). Ο αριθμός αυτός είναι ένας από τους μεγαλύτερους που έχουν βρεθεί σε προκαρυωτικά 

γονιδιώματα και γίνεται ακόμα πιο εντυπωσιακός εάν αναλογιστούμε το μικρό μέγεθος του γο-

νιδιώματος της Wolbachia (1.08 – 1.7 Mb), τυπικό παράδειγμα “γενωμικού μινιμαλισμού”, που 

χαρακτηρίζει την προσαρμογή σε έναν υποχρεωτικά ενδοκυτταρικό τρόπο ζωής. Στην πραγμα-

τικότητα, όπως φαίνεται και στον Πίνακα 2.4, η “πυκνότητα” των γονιδίων αγκυρίνης, η οποία 

εκφράζεται ως ο λόγος του αριθμού αυτών των γονιδίων προς το μέγεθος του αντίστοιχου γο-

νιδιώματος, είναι πολύ μεγάλη στη Wolbachia. Μάλιστα, η “πυκνότητα” είναι μεγάλη τόσο σε 

σχέση με τους άλλους προκαρυωτικούς οργανισμούς όσο και σε σχέση με τους ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς. Η “πυκνότητα” είναι παραπλήσια μόνο με αυτή των ιών.  

 

Πίνακας 2.4. Η πυκνότητα των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ διαφορετικών οργανισμών. 
 

  
Οργανισμός 

Αριθμός γονιδίων  
αγκυρίνης 

Μέγεθος γονιδιώματος 
(Mb) 

πυκνότητα των γονιδίων 
αγκυρίνης 

Β
α
κ
τή
ρι
α 

W
ol

ba
ch

ia
 wMel 23 1.27 18.11 

wRi 35 1.45 24.14 

wPip 60 1.50 40 

wBm 5-12* 1.08 4.36-16.45 

 Rickettsia spp. 1-25 1.11-1.52 0.9-16.45 

 Escherichia coli 3 4.64 0.65 

Ε
υκ
α
ρυ
ω
τι
κ
οί

  Drosophila melano-
gaster 

112 180 0.62 

 Anopheles gambiae 112 220 0.51 

 Caenorhabditis 
 elegans 

116 97 1.19 

Ιο
ί 

 Mimivirus 66 1.2 55 

 Canarypox virus 51 0.36 141.6 

 Fowlpox virus 31 0.3 103.3 

 Microplitis demolitor 
bracovirus 

12 0.2 60 

* 7 από τα 12 γονίδια αγκυρίνης του στελέχους wBm θεωρούνται ψευδογονίδια.     
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Στην παρούσα εργασία εστιάσαμε την προσοχή μας στην ανίχνευση και τη μελέτη της κατανο-

μής των 23 γονιδίων αγκυρίνης, που απαντούν στη συμβιωτική σχέση αναφοράς D. melanogas-

ter(wMel), σε 11 διαφορετικές συμβιωτικές σχέσεις Wolbachia-Drosophila. Τα αποτελέσματα 

της μελέτης αυτής συνηγορούν στη διατήρηση της μεγάλης πυκνότητας των γονιδίων αγκυρί-

νης μεταξύ των στελεχών Wolbachia. Προφανώς η ύπαρξη νέων γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ 

των στελεχών της Wolbachia τα οποία δεν υπάρχουν στο wMel δεν μπορεί να αποκλειστεί ό-

πως επιβεβαιώνεται με την αποκωδικοποίηση όλο και περισσότερων στελεχών του βακτηρίου 

(Klasson et al. 2008; Klasson et al. 2009). Η πρώτη μελέτη της κατανομής των γονιδίων αγκυ-

ρίνης σε διαφορετικά στελέχη Wolbachia πραγματοποιήθηκε το 2005 από τον Iturbe-Ormaetxe 

και τους συνεργάτες του. Στη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της υβριδοποί-

ησης σημείου (dot blot) καθώς και της ενίσχυσης με PCR και μελετήθηκε η κατανομή των γο-

νιδίων αγκυρίνης του στελέχους wMel σε εννέα (9) στελέχη της Wolbachia. Επτά (7) από αυτά 

τα στελέχη ήταν κοινά με στελέχη της παρούσας εργασίας. Γενικά τα αποτελέσματα των δύο 

μελετών για αυτά τα 7 στελέχη συμφωνούν. Υπάρχουν όμως και κάποιες διαφορές οι οποίες 

εστιάζονται κυρίως στα στελέχη της υπερομάδας Β. Συγκεκριμένα, η παρούσα μελέτη ανίχνευ-

σε στα στελέχη wNo, wMa και wMau της υπερομάδας Β γονίδια αγκυρίνης που δεν είχαν ανι-

χνευτεί στην προηγούμενη. Οι πιθανές εξηγήσεις για αυτές τις διαφορές είναι: (1) η χρήση δια-

φορετικών ανιχνευτών στην ανάλυση κατά Southern μεταξύ των δύο μελετών όπως το μήκος 

του ανιχνευτή και η θέση του πάνω στο γονίδιο, (2) οι διαφορές στις συνθήκες υβριδοποίησης 

και (3) τα διαφορετικά ζεύγη των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση PCR. 

Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει η ποικιλότητα σχετικά με τον αριθμό και την κατανο-

μή των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ των διαφορετικών στελεχών της Wolbachia. Συγκεκριμένα, 

όπως παρουσιάζεται και στην Εικόνα 2.5, στελέχη τα οποία ανήκουν στην ίδια φυλογενετική 

ομάδα παρουσιάζουν κοινά χαρακτηριστικά ως προς την κατανομή των γονιδίων αγκυρίνης. 

Για παράδειγμα, τα στελέχη wMelPopcorn, wTei, wYak, wSan, διαθέτουν στο ρεπερτόριο τους 

και τα 23 γονίδια αγκυρίνης που απαντούν στο στέλεχος αναφοράς wMel. Μάλιστα, τα γονι-

διώματα των στελεχών wMel και wMelPopcorn παρουσιάζουν την ίδια οργάνωση με εξαίρεση 

μια χρωμοσωμική αναστροφή (Sun et al. 2003). Το στέλεχος wAu, το οποίο φαίνεται να δια-

φοροποιείται εξελικτικά από τα υπόλοιπα, διαθέτει τα 22 από τα 23 γονίδια με εξαίρεση το 

WD0514. Επιπλέον, σύμφωνα με την μελέτη των Iturbe-Ormaetxe et al. 2005 απουσιάζει η ευ-

ρύτερη περιοχή του οπερονίου WD0512-WD0514. Μεταξύ των στελεχών της υπερομάδας Α, 

τα στελέχη wRi και wHa παρουσιάζουν τις περισσότερες διαφορές. Μάλιστα, η πρόσφατη απο-

κωδικοποίηση του γονιδιώματος του στελέχους wRi ανέδειξε την ύπαρξη 35 γονιδίων αγκυρί-
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νης (Klasson et al. 2009). Από τα 23 γονίδια αγκυρίνης του στελέχους wMel, μόνο τα 17 πα-

ρουσιάζουν ομολογία με τα γονίδια του στελέχους wRi (Εικόνα 2.5). Στο στέλεχος wHa ανι-

χνεύθηκαν 16 από τα 23 γονίδια αγκυρίνης, ωστόσο, σε σχέση με το στέλεχος wRi υπάρχουν 

διαφορές οι οποίες επικεντρώνονται κυρίως στα προφαγικά γονίδια. Στα στελέχη Wolbachia 

που ανήκουν στην υπερομάδα Β ανιχνεύθηκε ο μικρότερος αριθμός ομολόγων γονιδίων. Η δι-

αφορά αυτή πιθανόν οφείλεται σε δυσκολία ανίχνευσης των γονιδίων αυτών λόγω της μεγάλης 

εξελικτικής απόστασης που χωρίζει τις δύο υπερομάδες μεταξύ τους, η οποία εκτιμάται ότι εί-

ναι περίπου 60 εκατομμύρια χρόνια (Werren et al. 1995). Είναι ενδιαφέρον ότι η αποκωδικο-

ποίηση του γονιδιώματος του στελέχους wPip, το οποίο ανήκει στην Β υπερομάδα, ανέδειξε 

έναν εκπληκτικά μεγάλο αριθμό γονιδίων αγκυρίνης (Klasson et al. 2008). Συνολικά εντοπί-

στηκαν 60 γονίδια αγκυρίνης, ωστόσο, μόνο 15 από τα 23 γονίδια του στελέχους wMel έχουν 

ξεκάθαρη ομολογία με το στέλεχος wPip (Walker et al. 2007; Klasson et al. 2008).  

                    

 
Εικόνα 2.5. Η κατανομή των 23 γονιδίων αγκυρίνης του στελέχους wMel μεταξύ διαφορετικών 
στελεχών Wolbachia με βάση της PCR και Southern αναλύσεις της παρούσας μελέτης. Το δενδρό-
γραμμα, αναπαριστά τις φυλογενετικές σχέσεις των στελεχών, και ανακατασκευάστηκε βάσει των 
αποτελεσμάτων της MLST ανάλυσης (Baldo et al. 2006; Paraskevopoulos et al. 2006). Τα γονίδια 
αγκυρίνης των δύο προφάγων WO-A και WO-B φαίνονται με το κίτρινο και το πράσινο χρώμα α-
ντίστοιχα. Η κατανομή των γονιδίων αγκυρίνης των στελεχών wUni, wPip και wBm βασίζεται στη 
δημοσιευμένη αλληλουχία (ολική για το wPip και wBm ή μερική για το wUni) των γονιδιωμάτων 
τους (Klasson et al. 2008; Klasson et al. 2009; Foster et al. 2005). Αξίζει να σημειωθεί ότι η κατα-
νομή των γονιδίων στο στέλεχος wRi επιβεβαιώθηκε και με την πρόσφατη δημοσίευση του γονιδιώ-
ματος (Klasson et al. 2009).      
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2.4.2 Γονίδια αγκυρίνης και προφαγικά στοιχεία στη Wolbachia. 

Όπως είδαμε αρκετά γονίδια αγκυρίνης έχουν βρεθεί στα προφαγικά στοιχεία τα οποία βρίσκο-

νται εντεθειμένα στο γονιδίωμα της Wolbachia. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει ότι οι προφάγοι 

μπορούν να παίξουν καθοριστικό ρόλο στην εξάπλωση των γονιδίων αυτών μεταξύ των στελε-

χών της Wolbachia συμβάλλοντας στην παρατηρούμενη ποικιλότητα μεταξύ των στελεχών αυ-

τών. Πράγματι, όπως προκύπτει από τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας φαίνεται ότι το 

γονιδιακό περιεχόμενο των δύο προφάγων διαφέρει μεταξύ των στελεχών, όπως για παράδειγ-

μα στην περίπτωση των γονιδίων αγκυρίνης του προφάγου WO-A μεταξύ των στελεχών wRi 

και wHa. Τα προφαγικά αυτά γονίδια απαντούν στο στέλεχος wHa ενώ απουσιάζουν από το 

στέλεχος wRi (Εικόνα 2.5). Είναι αξιοσημείωτο ότι η διαφορά αυτή δεν οφείλεται στην απου-

σία του ίδιου του προφάγου. Η αποκωδικοποίηση του γονιδιώματος του στελέχους wRi επιβε-

βαίωσε την ύπαρξη ενός ομολόγου προφαγικού στοιχείου στο γονιδίωμα του στελέχους wRi με 

βάση τις ομοιότητες των βασικών δομικών τους γονιδίων (Klasson et al. 2009). Ενδιαφέρον 

παρουσιάζει ότι το προφαγικό αυτό στοιχείο διαθέτει διαφορετικό ρεπερτόριο γονιδίων αγκυ-

ρίνης, το οποίο μάλιστα, από τα μέχρι στιγμής δεδομένα, φαίνεται να απαντά μόνο στο στέλε-

χος wRi (Klasson et al. 2009). Το γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται πιθανόν σε ανεξάρτητη 

πρόσληψη της κάθε ομάδας των γονιδίων αγκυρίνης από τους δύο προφάγους. Επίσης, από τα 

συνολικά δέκα (10) γονίδια αγκυρίνης που βρίσκονται πάνω στους προφάγους του στελέχους 

wMel, μόνο τα δύο από αυτά (WD0636, WD0637) ανιχνεύτηκαν και στα 11 στελέχη που μελε-

τήθηκαν. Τα παραπάνω αποτελέσματα είναι σύμφωνα με εκείνα πρόσφατης μελέτης (Ishmael 

et al. 2009) στην οποία χρησιμοποιήθηκε η τεχνική των συγκριτικών υβριδισμών σε επίπεδο 

γονιδιώματος (Comparative Genomic Hybridizations – CGH) με τη χρήση μικροσυστοιχιών 

(microarrays) για τη σύγκριση διαφορετικών στελεχών της Wolbachia. Τέσσερα από τα στελέ-

χη που μελετήθηκαν από την Ishmael και συνεργάτες (wMel, wAu, wRi και wSan) είναι κοινά 

με στελέχη της παρούσας εργασίας. Συγκεκριμένα, η μελέτη αυτή έδειξε ότι τα γονίδια αγκυρί-

νης, και σε μεγαλύτερο βαθμό αυτά τα οποία βρίσκονται πάνω στα προφαγικά στοιχεία της 

Wolbachia, υπερ-αντιπροσωπεύονται στις ομάδες εκείνες των γονιδίων που εμφανίζουν τις με-

γαλύτερες διαφορές (απουσία ή πολυμορφισμός) μεταξύ των στελεχών.  

  

2.4.3 Συντηρημένα γονίδια μεταξύ των διαφορετικών συμβιωτικών σχέσεων Drosophila-

Wolbachia.  

Ενδιαφέρον παρουσιάζει επίσης το γεγονός ότι κάποια από τα γονίδια αγκυρίνης ανιχνεύθηκαν 

σε όλα τα στελέχη της Wolbachia που μελετήθηκαν ανεξαρτήτως του φαινοτύπου που επάγουν 
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αυτά στο ξενιστή τους (Εικόνα 2.5). Από τα εννέα αυτά γονίδια, τα τέσσερα (WD0438, 

WD0441, WD0498 και WD0766) έχουν βρεθεί και σε στελέχη του βακτηρίου τα οποία μολύ-

νουν διαφορετικά είδη ξενιστών όπως για παράδειγμα στο στέλεχος wUni το οποίο προκαλεί 

παρθενογένεση στο παρασιτοειδές έντομο Muscidifurax uniraptor (Klasson et al. 2009), στο 

στέλεχως wPip το οποίο προκαλεί κυτταροπλασματική συμβατότητα σε κουνούπια του είδους 

Culex pipiens (Walker et al. 2007) καθώς και στο στέλεχος wBm το οποίο αναπτύσσει σχέσεις 

αμοιβαίας συμβίωσης με το νηματώδη της φιλαρίασης Brugia malayi (Foster et al. 2005). Μά-

λιστα, στο στέλεχος wBm έχουν βρεθεί μόνο δώδεκα (12) γονίδια αγκυρίνης εκ των οποίων τα 

επτά (7) έχουν χαρακτηριστεί ως ψευδογονίδια ενώ μεταξύ των υπολοίπων πέντε (5) είναι και 

τα προαναφερθέντα. Ο αριθμός αυτός είναι ο μικρότερος μεταξύ των στελεχών της Wolbachia 

γεγονός που αποδίδεται στην αμοιβαία συμβιωτική σχέση που έχει αναπτύξει το στέλεχος αυτό 

με το ξενιστή του (Foster et al. 2005). Η συντηρημένη παρουσία των γονιδίων αυτών, μεταξύ 

φαινοτυπικά και εξελικτικά απομακρυσμένων στελεχών Wolbachia, υποδηλώνει την πιθανή 

συμμετοχή τους σε βασικούς μηχανισμούς αλληλεπιδράσεων μεταξύ Wolbachia και ξενιστή. 

Τέτοιοι μηχανισμοί μπορεί να σχετίζονται με: (α) την αποφυγή του ανοσοποιητικού συστήμα-

τος του ξενιστή και την εγκαθίδρυση των συμβιωτικών σχέσεων, (β) τον ενδοκυττάριο πολλα-

πλασιασμό του βακτηρίου καθώς και (γ) την μετακίνηση και την εξασφάλιση της κατακόρυφης 

μετάδοσης της Wolbachia από τη μητέρα στους απογόνους. Μελέτες σε διαφορετικά συστήμα-

τα συμβιωτικών ή/και παρασιτικών σχέσεων φαίνεται να ενισχύουν μια τέτοια προοπτική. Για 

παράδειγμα, στη συμβιωτική σχέση που αναπτύσσει το φυτό Lotus japonicus με το βακτήριο 

Mesorhizobium loti, το φυτικό γονίδιο ign1, το οποίο κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη με επαναλή-

ψεις αγκυρίνης, φαίνεται να κατέχει σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της σχέσης αυτής (Kuma-

gai et al. 2007). Επίσης, μελέτες έδειξαν ότι δύο από τα γονίδια αγκυρίνης, που κωδικοποιού-

νται από το γονιδίωμα του βακτηριακού είδους Legionella pneumophila, παίζουν καθοριστικό 

ρόλο στην προσαρμογή και τον πολλαπλασιασμό του βακτηρίου μέσα σε μια ποικιλία κυττά-

ρων ξενιστών (de Felipe et al. 2005; Habyarimana et al. 2008). Τα γονίδια αυτά πιστεύεται ότι 

εκκρίνονται μέσω του συστήματος έκκρισης τύπου IV που διαθέτει η L. pneumophila και παί-

ζουν κάποιο ρόλο στη βιογένεση των φαγοσωματίων (Habyarimana et al. 2008). 

 Αν και η Wolbachia διαθέτει ένα σύστημα έκκρισης τελεστών τύπου IV, δεν είναι γνω-

στό ακόμα εάν αυτό χρησιμοποιείται για την έκκριση κάποιων εκ των αγκυρινών. Ωστόσο, η 

πιθανότητα αυτή είναι πολύ μεγάλη καθώς οι πρωτεΐνες που περιέχουν επαναλήψεις αγκυρίνης 

ενδέχεται να αποτελούν μια νέα κατηγορία τελεστών του εκκριτικού συστήματος IV σε διάφο-

ρα παθογόνα ενδοκυτταρικά βακτήρια (Lin et al. 2007; Pan et al. 2008). Προσφάτως, μια εκτε-
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νής πρωτεωμική ανάλυση έδειξε ότι μεταξύ των πρωτεϊνικών προϊόντων έκκρισης του νημα-

τώδη Brugia malayi βρέθηκαν και δύο πρωτεΐνες με επαναλήψεις αγκυρίνης οι οποίες προέρ-

χονταν από την Wolbachia (Bennuru et al. 2009). Είναι αξιοσημείωτο ότι οι πρωτεΐνες αυτές 

αποτελούν προϊόντα των ομόλογων γονιδίων WD0438 και WD0441 οι οποίες απαντούν σε ό-

λες τις συμβιωτικές σχέσεις που μελετήθηκαν. Οι πρωτεΐνες αυτές, είναι οι πρώτες της οικογέ-

νειας των αγκυρινών της Wolbachia οι οποίες φαίνεται ότι εκκρίνονται από το βακτήριο γεγο-

νός που ενισχύει τις υποψίες της ενεργού συμμετοχής τους στην επικοινωνία Wolbachia και 

ξενιστή. Ωστόσο, χρειάζονται επιπλέον μελέτες προκειμένου να αποδειχθεί ότι οι πρωτεΐνες 

αυτές εκκρίνονται μέσω του εκκριτικού συστήματος τύπου IV.     

 

2.4.4 Κατανομή των γονιδίων αγκυρίνης και φαινοτυπικές διαφορές μεταξύ των στελεχών 

Wolbachia.   

Μέχρι σήμερα, ο λειτουργικός ρόλος των γονιδίων αγκυρίνης στην Wolbachia, παραμένει ά-

γνωστος. Ωστόσο, το γεγονός ότι οι επαναλήψεις αγκυρίνης συνήθως συμμετέχουν σε αλληλε-

πιδράσεις μεταξύ πρωτεϊνών καθώς και ο μεγάλος αριθμός τους στο γονιδίωμα της Wolbachia 

καθιστά τα γονίδια αυτά ενδιαφέροντες υποψηφίους για τη συμμετοχή τους στους μοριακούς 

μηχανισμούς επικοινωνίας μεταξύ βακτηρίου και ξενιστή. Ένας από τους στόχους της παρού-

σας μελέτης ήταν να εξετασθεί εάν συνδέονται τα πρότυπα της κατανομής των γονιδίων αγκυ-

ρίνης με τους διαφορετικούς φαινοτύπους του βακτηρίου. Από τις πρώτες κιόλας μελέτες των 

γονιδίων αγκυρίνης το ενδιαφέρον των επιστημόνων είχε στραφεί στον πιθανό ρόλο των γονι-

δίων αυτών στους μηχανισμούς επαγωγής των αναπαραγωγικών φαινοτύπων και κυρίως στη 

σχέση που μπορεί να έχουν αυτά με την κυτταροπλασματική ασυμβατότητα. Μια πρώτη προ-

σπάθεια συσχέτισης της παρουσίας ή της απουσίας των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ διαφορετι-

κών στελεχών της Wolbachia με τον φαινότυπο της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας έγινε 

από τον Iturbe-Ormaetxe και τους συνεργάτες του (Iturbe-Ormaetxe et al. 2005). Σύμφωνα με 

την παραπάνω μελέτη, ένα από τα γονίδια αγκυρίνης το οποίο αποτελεί σημαντικό υποψήφιο 

για τη συμμετοχή του στους μηχανισμούς της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας είναι το 

WD0514 καθώς και η ευρύτερη περιοχή του οπερονίου WD0512-WD0524. Το γονίδιο αυτό 

φαίνεται να είναι παρόν μόνο στα συγγενικά στελέχη wMel – wMelCS – wMelpopcorn τα ο-

ποία επάγουν κυτταροπλασματική ασυμβατότητα ενώ απουσιάζει από το στέλεχος wAu το ο-

ποίο δεν επάγει κυτταροπλασματική ασυμβατότητα. Παρόλα αυτά όμως, όπως προκύπτει και 

από την παρούσα μελέτη, η αγκυρίνη WD0514 απουσιάζει και από στελέχη τα οποία επάγουν 

πολύ ισχυρή κυτταροπλασματική ασυμβατότητα όπως είναι το wRi και το wNo στις συμβιωτι-
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κές σχέσεις D. simulans (wRi) και D. simulans (wNo) αντίστοιχα ενώ είναι παρόν σε στελέχη 

τα οποία δεν την επάγουν όπως τα wTei, wYak, wSan στις συμβιωτικές σχέσεις D. teissieri 

(wTei), D. yakuba (wYak) και D. santomea (wSan) αντίστοιχα. Μάλιστα, στην περίπτωση του 

wRi, όπως προκύπτει και από την ανάλυση του γονιδιώματος του, απουσιάζει ολόκληρο το ο-

περόνιο (Klasson et al. 2009; Ishmael et al. 2009). Θεωρώντας ότι οι συμβιωτικές σχέσεις που 

εμφανίζουν παρόμοιο φαινότυπο κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας θα πρέπει να διαθέτουν 

παρόμοιο ρεπερτόριο γονιδίων, η παρούσα μελέτη δεν ήταν δυνατόν να συσχετίσει, τουλάχι-

στον άμεσα, την παρουσία ή την απουσία γονιδίων αγκυρίνης με το φαινότυπο αυτό. Παρόμοια 

ήταν και τα αποτελέσματα όταν εξετάσθηκε η κατανομή των γονιδίων αγκυρίνης υπό το πρί-

σμα της εμβρυικής κατανομής των διαφορετικών στελεχών Wolbachia. 

  

Ανακεφαλαιώνοντας, τα αποτελέσματα της κατανομής των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ φαινο-

τυπικά διαφορετικών στελεχών Wolbachia φανερώνουν την  εκπληκτική αφθονία τους στο βα-

κτήριο αυτό. Αρκετά από τα γονίδια αυτά εντοπίζονται στα προφαγικά στοιχεία της Wolbachia 

τα οποία πιστεύεται ότι παίζουν καθοριστικό ρόλο στην εξάπλωση και τη διαμόρφωση των γο-

νιδίων αγκυρίνης μεταξύ των στελεχών της Wolbachia, συμβάλλοντας στην παρατηρούμενη 

ποικιλότητα. Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει η συντηρημένη παρουσία ορισμένων γονιδίων 

(WD0438, WD0441, WD0498 και WD0766) μεταξύ φαινοτυπικά και εξελικτικά απομακρυ-

σμένων στελεχών. Τα γονίδια αυτά εικάζεται ότι μπορεί να είναι σημαντικοί παράγοντες στην 

εγκαθίδρυση των συμβιωτικών σχέσεων της Wolbachia. Τέλος, τα αποτελέσματα της παρού-

σας διατριβής απορρίπτουν μια άμεση συσχέτιση της κατανομής των γονιδίων αγκυρίνης μετα-

ξύ των διαφορετικών στελεχών Wolbachia με τις φαινοτυπικές διαφορές μεταξύ των συμβιωτι-

κών σχέσεων. Η πολυπλοκότητα που διέπει τις αλληλεπιδράσεις αυτές καθιστά δύσκολη την 

απόδοση συγκεκριμένων λειτουργιών στα γονίδια αγκυρίνης. Παράγοντες όπως για παράδειγ-

μα το γενετικό υπόβαθρο του ξενιστή θα πρέπει να ληφθούν υπόψη καθώς επηρεάζουν σημα-

ντικά την έκφραση των φαινοτύπων αυτών. Νέα εργαλεία είναι απαραίτητα προκειμένου να 

αποσαφηνιστεί ο πιθανός ρόλος των γονιδίων αγκυρίνης στους μηχανισμούς αλληλεπίδρασης 

Wolbachia-ξενιστή.     
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3.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Όπως παρουσιάστηκε και σε προηγούμενα κεφάλαια, το γονιδίωμα της Wolbachia χαρακτηρίζε-

ται από έναν ασυνήθιστα μεγάλο αριθμό γονιδίων αγκυρίνης. Μάλιστα, η πυκνότητα τους στη 

Wolbachia υπερβαίνει κατά πολύ αυτή των ευκαρυωτικών οργανισμών, ενώ πλησιάζει αυτή των 

ιών. Μεταξύ των προκαρυωτικών οργανισμών, παρόμοιες τιμές πυκνότητας γονιδίων αγκυρίνης 

έχουν βρεθεί μόνο σε ορισμένα ενδοκυττάρια παθογόνα βακτήρια όπως η Coxiella (Seshadri et 

al. 2003), η Orientia (Nakayama et al. 2008), η Legionella (Cazalet et al. 2004; Chien et al. 

2004) και σε κάποια είδη Rickettsia (Ogata et al. 2005, 2006). Αντίθετα, τα υποχρεωτικώς ενδο-

κυττάρια συμβιωτικά βακτήρια όπως η Buchnera στερούνται των γονιδίων αυτών. Λόγω του 

αριθμού τους, καθώς και της δυνατότητας των μοτίβων αγκυρίνης να λαμβάνουν μέρος σε αλ-

ληλεπιδράσεις μεταξύ πρωτεϊνών, τα γονίδια αγκυρίνης θεωρούνται ένας από τους πλέον πιθα-

νούς παράγοντες για την ανάπτυξη των συμβιωτικών σχέσεων Wolbachia – ξενιστή. 

 Παρόλα αυτά, οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα γονίδια αγκυρίνης της Wolba-

chia δεν παρουσιάζουν σημαντικές ομοιότητες (πέραν των μοτίβων αγκυρίνης) με γνωστής λει-

τουργίας πρωτεΐνες. Το γεγονός αυτό καθιστά δύσκολη την απόδοση συγκεκριμένων λειτουρ-

γιών στις πρωτεΐνες αυτές και την άμεση συσχέτιση τους με τους φαινοτύπους που επάγονται 

από το βακτήριο όπως η κυτταροπλασματική ασυμβατότητα. Η δυσκολία αυτή ενισχύεται πε-

ραιτέρο λόγω της μη καλλιεργήσιμης φύσης του βακτηρίου που δυσχεραίνει την χρήση των 

κλασικών εργαλείων της βακτηριακής γενετικής. Η συγκριτική γονιδιωματική μελέτη, παράλ-

ληλα με την εξελικτική μελέτη των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia, αποτελούν μια πολύ κα-

λή αρχή και ένα σημαντικό εργαλείο στα χέρια των ερευνητών, στην προσπάθεια τους να κατα-

νοήσουν την εξέλιξη και τον ρόλο τους.  

 Το 2005 ο Sinkins και οι συνεργάτες του (Sinkins et al. 2005), εξετάζοντας τις ακολουθί-

ες των γονιδίων αγκυρίνης των στελεχών Wolbachia που απαντούν σε δύο αμφίδρομα ασύμβα-

τους πληθυσμούς του κουνουπιού Culex quinquefasciatus (Bei και Pel), παρατήρησαν την ύπαρ-

ξη πολυμορφισμού σε δύο γονίδια αγκυρίνης τόσο σε νουκλεοτιδικό όσο και σε αμινοξικό επί-

πεδο. Τα δύο αυτά γονίδια, τα οποία ονομάστηκαν pk1 και pk2, σχετίζονταν με μια προφαγική 

περιοχή του βακτηρίου και παρουσίαζαν ομοιότητα με τα γονίδια WD0596 και WD0636 αντί-

στοιχα του προφάγου WO-B στο στελέχους wMel. Το εύρημα αυτό, καθώς και το γεγονός ότι το 

pk2 βρέθηκε να εκφράζεται μόνο στα θηλυκά άτομα, οδήγησε τους ερευνητές να υποθέσουν ότι 

τα γονίδια αυτά πιθανόν να σχετίζονται με την επαγωγή της κυτταροπλασματικής ασυμβατότη-

τας. Αργότερα τον ίδιο χρόνο ο Iturbe-Ormaetxe και οι συνεργάτες του διαπίστωσαν την ύπαρξη 
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υψηλών επιπέδων πολυμορφισμού στα γονίδια αγκυρίνης μεταξύ στελεχών Wolbachia τα οποία 

επάγουν ή όχι κυτταροπλασματική ασυμβατότητα (Iturbe-Ormaetxe et al. 2005). Συγκεκριμένα, 

συγκρίνοντας τις γονιδιακές ακολουθίες 22 αγκυρινών μεταξύ των στελεχών wMel (mod+/resc+) 

και wAu (mod-/resc-), οι ερευνητές βρήκαν σημαντικές διαφορές σε 10 γονίδια. Μεταξύ των δι-

αφορών αυτών περιλαμβάνονταν μικρού μήκους ενθέσεις ή/και ελλείμματα καθώς και ο πρόω-

ρος τερματισμός της πολυπεπτιδικής αλυσίδας λόγω της ένθεσης μεταθέσιμων γενετικών στοι-

χείων ή μεταλλάξεων αναγνωστικού πλαισίου. Ωστόσο, πολύ μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει ο 

πολυμορφισμός που παρατηρήθηκε στον αριθμό τον μοτίβων αγκυρίνης που κωδικοποιούσαν τα 

ομόλογα γονίδια στα στελέχη wMel και wAu. Είναι αξιοσημείωτο ότι το γονίδιο που κωδικοποι-

εί για την κύρια επιφανειακή πρωτεΐνη και θεωρείται ένα από τα πιο γρήγορα εξελισσόμενα γο-

νίδια της Wolbachia, διαφέρει μόνο σε 5 αμινοξικές υποκαταστάσεις μεταξύ των δύο στελεχών 

(wMel και wAu). Παρόμοιες περιπτώσεις πολυμορφισμού στα γονίδια αγκυρίνης αναδείχθηκαν 

και με την ολοκλήρωση της αλληλούχησης του γονιδιώματος και νέων στελεχών Wolbachia 

(Klasson et al. 2008 & 2009). Ποιοι είναι όμως οι μηχανισμοί που είναι υπεύθυνοι για τη δημι-

ουργία του παρατηρούμενου πολυμορφισμού μεταξύ των αγκυρινών και πώς συνδέονται (συ-

σχετίζονται) οι γονιδιακές αυτές διαφορές με τους φαινοτύπους που επάγει η Wolbachia παρα-

μένουν προς διερεύνηση;  

 Σε αντίθεση με τα περισσότερα συμβιωτικά και μητρικά κληρονομούμενα βακτήρια, τα 

οποία χαρακτηρίζονται από μεγάλη γενετική (γενωμική) σταθερότητα (Moran 1996; Tamas et al. 

2002), το γονιδίωμα της Wolbachia παρουσιάζει όλα εκείνα τα χαρακτηριστικά που χαρακτηρί-

ζουν ένα γρήγορα εξελισσόμενο γονιδίωμα. Μεταξύ αυτών: 1) ένα ασυνήθιστα υψηλό ποσοστό 

αυτο-μετακινούμενων γενετικών στοιχείων όπως φάγους και μεταθέσιμα γενετικά στοιχεία (Wu 

et al. 2004; Bordenstein & Reznikoff 2005) και 2) τη δυνατότητα ανασυνδυασμού (Jiggings et al 

2001; Werren and Bartos 2001; Jiggins 2002; Reuter and Keller 2003; Bordenstein and Werne-

green 2004; Keller et al. 2004; Duron et al. 2005; Malloch and Fenton 2005; Baldo et al. 2005; 

Baldo et al. 2006; Ioannidis et al. 2007; Klasson et al. 2009; Ros et al. 2009). Όπως είδαμε και 

στο Κεφάλαιο 2, πολλά από τα γονίδια αγκυρίνης βρίσκονται πάνω στα προφαγικά στοιχεία της 

Wolbachia υποδηλώνοντας ότι οι φάγοι παίζουν κεντρικό ρόλο στην εισαγωγή και την εξάπλω-

ση των γονιδίων αυτών. Από την άλλη μεριά, ο γενετικός ανασυνδυασμός αποτελεί ίσως έναν 

από τους πιο ισχυρούς μηχανισμούς αύξησης της γονιδιακής ποικιλομορφίας και εξέλιξης νέων 

φαινοτύπων τόσο για τους ευκαρυωτικούς όσο και για τους προκαρυωτικούς οργανισμούς (Po-

sada et al. 2002). Καθώς οι μηχανισμοί που είναι υπεύθυνοι για τα φαινόμενα ανασυνδυασμού, 

είναι αποτελεσματικότεροι μεταξύ ομολόγων γενετικών περιοχών, έχει προταθεί ότι τα γονίδια 
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που κωδικοποιούν για επαναλαμβανόμενα μοτίβα, όπως είναι τα γονίδια αγκυρίνης, αποτελούν 

βασικούς στόχους του γενετικού ανασυνδυασμού (Andrade et al. 2001).  

Η διαλεύκανση των μηχανισμών, οι οποίοι υπαγορεύουν την εξέλιξη της οικογένειας των 

γονιδίων αγκυρίνης στο βακτήριο της Wolbachia, έχει εξαιρετική σημασία και αποτελεί το πρώ-

το βήμα για την κατανόηση του ρόλου των αγκυρινών στην ανάπτυξη των συμβιωτικών σχέσε-

ων της Wolbachia με τους ξενιστές της ή/και την επαγωγή των αναπαραγωγικών ανωμαλιών. 

Για τον λόγο αυτό, στο παρόν κεφάλαιο διεξάχθηκε μια μοριακή εξελικτική μελέτη των γονιδί-

ων αγκυρίνης με σκοπό: α) να αποσαφηνιστεί το εύρος της γενετικής ποικιλότητάς τους, β) να 

μελετηθούν οι φυλογενετικές σχέσεις των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ των 11 διαφορετικών 

συμβιωτικών σχέσεων Wolbachia-Drosophila, γ) να εξακριβώσουμε το εύρος και το ρόλο που 

κατέχει ο γενετικός ανασυνδυασμός στην εξέλιξη των γονιδίων αγκυρίνης και δ) να αποσαφηνι-

στεί ο ρόλος των αυτό-μετακινούμενων γενετικών στοιχείων (προφαγικά στοιχεία και μεταθέσι-

μα γενετικά στοιχεία) στην εξάπλωση και την εξέλιξη των γονιδίων αγκυρίνης. Τα αποτελέσμα-

τα που προέκυψαν φανερώνουν ότι οι αγκυρίνες της Wolbachia αποτελούν μια από τις πλέον 

δυναμικές και ευμετάβλητες ομάδες γονιδίων του βακτηρίου. Ο γενετικός ανασυνδυασμός, είτε 

με την μορφή του ομόλογου ανασυνδυασμού (homologous recombination) είτε με την μορφή 

του παράτυπου ανασυνδυασμού (illegitimate recombination), αποτελεί την κινητήριο δύναμη 

στη δημιουργία της παρατηρούμενης ποικιλομορφίας και τη γρήγορη εξέλιξη των γονιδίων αυ-

τών. Επίσης, η ύπαρξη ενός μεγάλου ποσοστού προφαγικών και μεταθέσιμων γενετικών στοι-

χείων στο γονιδίωμα της Wolbachia έχει συμβάλλει καθοριστικά στην εξάπλωση και τη διαμόρ-

φωση της ομάδας αυτής των γονιδίων.       
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3.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

3.2.1 Ενίσχυση με τη μέθοδο PCR και προσδιορισμός αλληλουχίας  

Τα ομόλογα γονίδια αγκυρίνης, που απαντούν στα διαφορετικά στελέχη της Wolbachia (Βλέπε 

Πίνακα 2.3 στο Κεφάλαιο 2), ενισχύθηκαν με τη μέθοδο PCR χρησιμοποιώντας εσωτερικούς 

ή/και εξωτερικούς εκκινητές (όπου ήταν δυνατό), σε μια προσπάθεια να ενισχύσουμε και να α-

πομονώσουμε όσο το δυνατόν μεγαλύτερο τμήμα των γονιδίων. Τα ζεύγη των εκκινητών, που 

χρησιμοποιήθηκαν, παρουσιάζονται αναλυτικά στον Πίνακα 3.1. Σε κάποιες περιπτώσεις έγινε 

προσπάθεια να σχεδιαστούν εξειδικευμένοι εκκινητές για τα στελέχη της υπερομάδας Β με βάση 

τις κατατεθειμένες, στη βάση δεδομένων του NCBI (National Center for Biotechnology Infor-

mation), αλληλουχίες ομόλογων αγκυρινών από το στέλεχος της Wolbachia wPip.  

 Οι αντιδράσεις PCR πραγματοποιήθηκαν όπως περιγράφεται στο Κεφάλαιο 2 με τη δια-

φορά ότι ο τελικός όγκος της κάθε αντίδρασης ήταν 50 μl προκειμένου να παραχθεί ικανοποιη-

τική ποσότητα DNA (~1-2 μg) για τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Μετά το 

πέρας της αντίδρασης ακολουθούσε ηλεκτροφόρηση μικρής ποσότητας των προϊόντων (~5μl) σε 

πήκτωμα αγαρόζης 1% για την επαλήθευση της ύπαρξης DNA. Στη συνέχεια, τα PCR προϊόντα 

καθαρίζονταν χρησιμοποιώντας ένα πρωτόκολλο επιλεκτικής κατακρήμνισης με polyethylene 

glycol (PEG) για την απομάκρυνση των ολιγονουκλεοτιδίων (αναλυτικά το πρωτόκολλο παρου-

σιάζεται στο Παράρτημα, Π.2). Το τελικό προϊόν του καθαρισμού ποσοτικοποιείτο και ~1000ng 

του προϊόντος στέλνονταν σε ξηρή μορφή στην εταιρία MACROGEN 

(http://www.macrogen.com, Κορέα) για τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 

χρησιμοποιώντας τους αντίστοιχους εκκινητές του Πίνακα 3.1. 

 

3.2.2 Κλωνοποίηση 

Στις περιπτώσεις όπου η ενίσχυση των ομολόγων γονιδίων με τη μέθοδο PCR δεν παρείχε αρκε-

τό υλικό για τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας ή/και εμφάνιζε πολλαπλές 

ζώνες προϊόντων, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της κλωνοποίησης. Αρχικά, τα προϊόντα των α-

ντιδράσεων αυτών εκχυλίστηκαν από το πήκτωμα της αγαρόζης χρησιμοποιώντας το QIAquick 

Gel Extraction Kit (QIAGEN) σύμφωνα με τις υποδείξεις των κατασκευαστών. Στη συνέχεια, τα 

προϊόντα αυτά ενσωματώθηκαν, μέσω της αντίδρασης της λιγάσης, στο φορέα κλωνοποίησης 

pGEM-T Easy (Pomega) σύμφωνα με τις υποδείξεις των κατασκευαστών. Τέλος, ο ανασυνδυα-

σμένος φορέας χρησιμοποιήθηκε για να μετασχηματίσει τα επιδεκτικά κύτταρα DH5α. Η ταυτο-

ποίηση των ανασυνδυασμένων κλώνων έγινε με χρωματικό διαχωρισμό των αποικιών (blue 
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white selection) σε στερεό θρεπτικό μέσο LB που περιείχε 100μg/ml αμπικιλίνη, 0.5mM IPTG 

και 80μg/ml X-Gal. Οι λευκές ανασυνδυασμένες αποικίες ελέγχθηκαν για την παρουσία του ε-

πιθυμητού ενθέματος μέσω colony PCR το οποίο στη συνέχεια καθαρίστηκε και προσδιορίστηκε 

η νουκλεοτιδική του αλληλουχία όπως παρουσιάστηκε στην προηγούμενη ενότητα.  

                  

3.2.3 Επεξεργασία δεδομένων  

Τα ανεπεξέργαστα αποτελέσματα της διαδικασίας αλληλούχησης (χρωματογραφήματα) ελέγ-

χθηκαν για τυχόν λάθη, όπως πολλαπλές κορυφές και υψηλό θόρυβο με το πρόγραμμα SeqMa-

nII του λογισμικού πακέτου DNAStar 5.0. Με το ίδιο πρόγραμμα προσδιορίστηκε επίσης η αμ-

φίκλωνη συναινετική αλληλουχία (consensus sequence) για κάθε ομόλογο γονίδιο αγκυρίνης 

ενώνοντας τα διαφορετικής κατεύθυνσης επιμέρους γονιδιακά τμήματα που προέκυψαν με κάθε 

εκκινητή όπως για παράδειγμα φαίνεται στην Εικόνα 3.1 για το ομόλογο του γονιδίου WD0566 

του στελέχους wTei. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 3.1. Προσδιορισμός της αμφίκλωνης συναινετικής αλληλουχίας (consensus sequence) για το ομόλογο του γονιδί-

ου WD0566 του στελέχους wTei.     
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3.2.4 Ανάλυση της γενετικής ποικιλομορφίας  

Για κάθε γονίδιο αγκυρίνης ξεχωριστά, οι ομόλογες αλληλουχίες από τα διαφορετικά στελέχη 

της Wolbachia μεταφράστηκαν σε πρωτεϊνική αλληλουχία, ελέχθησαν για την ύπαρξη τυχόν 

κωδικονίων λήξης ή μεταλλάξεων μετατόπισης αναγνωστικού πλαισίου και ευθυγραμμίστηκαν 

χρησιμοποιώντας τα προγράμματα MUSCLE (Edgar 2004) και ClustalW (Thompson et al. 

1994) μέσω της λογισμικής πλατφόρμας Genious 4.0.3 (Drummond et al. 2008). Ακολούθησε 

οπτική επιβεβαίωση και διόρθωση των ευθυγραμμίσεων, όπου αυτό ήταν απαραίτητο, και στη 

συνέχεια οι ευθυγραμμισμένες πρωτεϊνικές αλληλουχίες χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία 

των αντίστοιχων ευθυγραμμίσεων σε νουκλεοτιδικό επίπεδο (Εικόνα 3.2).   

 

 

      

 
 

 
Εικόνα 3.2.  Παράδειγμα ευθυγράμμισης του γονιδίου αγκυρίνης WD0498 σε πρωτεϊνικό επίπεδο και μετατροπής 

της στην αντίστοιχη ευθυγράμμιση σε νουκλεοτιδικό επίπεδο.     
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Η σύγκριση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών και η ανάλυση της γενετικής ποικιλομορφίας 

πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια του προγράμματος DnaSP, έκδοση 4.90.1 (Rozas et al. 2003). 

Για τον σκοπό αυτό τμήματα, τα οποία δεν μπορούσαν να ευθυγραμμιστούν με αξιοπιστία, όπως 

επίσης και τα κενά, απομακρύνθηκαν. Επίσης, με το πρόγραμμα αυτό υπολογίστηκε για κάθε 

ένα από τα 23 γονίδια αγκυρίνης: α) ο μέσος όρος της περιεκτικότητας επί της εκατό (%) των 

νουκλεοτιδικών δεδομένων σε γουανίνη και κυτοσίνη (%GC content), β) η παράμετρος της νου-

κλεοτιδικής ποικιλομορφίας ανά ζεύγη βάσεων (π) η οποία υπολογίζεται ως ο μέσος όρος όλων 

των συγκρίσεων ανά ζεύγη (Nei 1987) και γ) η παράμετρος (θ) ή αλλιώς η κατά εκτίμηση ανά 

βάση νουκλεοτιδική ποικιλομορφία ο υπολογισμός της οποίας έγινε σύμφωνα με την αναλογία 

του αριθμού των διαφορετικών βάσεων επί του συνόλου (Watterson 1975).  

 Για την εκτίμηση του ρυθμού των συνώνυμων (Ks) και των μη συνώνυμων (Ka) υποκα-

ταστάσεων χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Codeml το οποίο εμπεριέχεται στο λογισμικό πακέ-

το PAML έκδοση 4.1 (Yang 2007) το οποίο κάνει χρήση του μοντέλου μεγίστης πιθανοφάνειας 

(maximum likelihood) των Goldman and Yang (1994).  

 Επίσης, το σύνολο των αμινοξικών αλληλουχιών ελέγχθηκε για την ύπαρξη επαναλήψε-

ων αγκυρίνης μέσω αναζητήσεων στη βάση δεδομένων Pfam (Finn et al. 2008) χρησιμοποιώ-

ντας μοντέλα HMMs (Ηidden Markov Μodels).  

 Τέλος, η αναζήτηση πανομοιότυπων νουκλεοτιδικών επαναλήψεων κοινής κατεύθυνσης 

(exact direct repeats) μεγαλύτερες των 8 νουκλεοτιδίων πραγματοποιήθηκε με το διαδικτυακό 

πρόγραμμα REPFIND (Betley 2002, http://zlab.bu.edu/repfind/form.html) χρησιμοποιώντας σαν 

ανώτατο στατιστικά σημαντικό όριο την τιμή 0.0001.     

 

3.2.5 Φυλογενετική ανάλυση  

Η εκτίμηση των φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης έγινε χρη-

σιμοποιώντας τη μέθοδο μέγιστης πιθανοφάνειας (Maximum-likelihood, ML). Πριν πραγματο-

ποιηθεί η ανάλυση με την μέθοδο ML επιλέχθηκε για κάθε ομάδα δεδομένων ένα κατάλληλο 

εξελικτικό μοντέλο χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα Modeltest έκδοση 3.7 (Posada & Crandal 

1998) με βάση το πληροφοριακό κριτήριο Akaike (Akaike information criterion, AIC). Το πρό-

γραμμα αυτό χρησιμοποιεί ελέγχους μεγίστης πιθανοφάνειας (likelihood ratio test, LRT) ούτως 

ώστε να επιλέξει και να υπολογίσει τις παραμέτρους του εξελικτικού μοντέλου υποκαταστάσεων 

(DNA substitution model) το οποίο ερμηνεύει επαρκώς τα νουκλεοτιδικά δεδομένα μας. Η ML 

ανάλυση πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας 100 τυχαίες προσθήκες στελεχών τόσο με τη μέ-

θοδο της διχοτόμησης (bisection) όσο και με τη μέθοδο της επανασύνδεσης (reconnection) χρη-

σιμοποιώντας ανακατανομή των κλάδων κατά TBR (Tree-Bisection-Reconnection). Ο έλεγχος 

αξιοπιστίας του δένδρου περιελάμβανε 100 επαναληπτικές δοκιμές (bootstrap replicates). Η όλη 
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ανάλυση πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα PAUP, έκδοση 4.0b10 (Swofford 2002) μέσω της 

πλατφόρμας Genious, έκδοση 4.0.3 (Drummond et al. 2008). Τα δένδρα κατασκευάστηκαν χω-

ρίς τη χρήση κάποιας παραομάδας (άριζη ανάλυση – άριζο φυλογενετικό δένδρο).  

 

3.2.6 Στατιστικός έλεγχος της φυλογενετικής σύγκλισης  

Για τον στατιστικό έλεγχο των τοπολογικών διαφορών μεταξύ των φυλογενετικών δένδρων, που 

προέκυψαν για κάθε ομάδα γονιδίων αγκυρίνης, χρησιμοποιήσαμε τη δοκιμή SH (SH test) που 

αναπτύχθηκε από τους Shimodaira και Hasegawa (1999). Η συγκεκριμένη δοκιμή/ανάλυση ε-

μπεριέχεται στο πρόγραμμα PAUP, έκδοση 4.0b10. Το SH test αποτελεί ένα μη-παραμετρικό 

έλεγχο της μεγίστης πιθανοφάνειας μεταξύ διαφορετικών φυλογενετικών τοπολογιών. Συγκε-

κριμένα, ο στατιστικός έλεγχος SH συγκρίνει την τιμή της πιθανοφάνειας (likelihood score, -

lnL) που λαμβάνει μια ομάδα δεδομένων με βάση την τοπολογία του ίδιου του ML δένδρου με 

την τιμή της πιθανοφάνειας που λαμβάνει η ίδια ομάδα δεδομένων βάσει εναλλακτικών τοπολο-

γιών, που στην συγκεκριμένη περίπτωση είναι τα ML δένδρα που προκύπτουν από διαφορετικές 

ομάδες δεδομένων (Bordenstein & Wernegreen 2004). Η αξιολόγηση της στατιστικής σημαντι-

κότητας των διαφορών μεταξύ των τιμών πιθανοφάνειας έγινε με τη μέθοδο των επαναληπτικών 

δοκιμών (bootstrap test) χρησιμοποιώντας 1000 αντιμεταθέσεις (permutations) με τη μέθοδο της 

πλήρους βελτιστοποίησης (full optimization method) (Swofford 2002). 

 

3.2.7 Ανίχνευση φαινομένων γενετικού ανασυνδυασμού 

Οι στοιχισμένες ομόλογες αλληλουχίες των υπό μελέτη γονιδίων αγκυρίνης εξετάστηκαν ξεχω-

ριστά για την ύπαρξη σε αυτές φαινομένων γενετικού ανασυνδυασμού. Από τα 23 γονίδια αγκυ-

ρίνης, μόνο εκείνα τα οποία εμφάνιζαν επαρκή ποικιλομορφία μεταξύ των διαφορετικών ομολό-

γων χρησιμοποιήθηκαν στη συγκεκριμένη ανάλυση καθότι τέτοια φαινόμενα γενετικού ανασυν-

δυασμού μπορούν να ανιχνευθούν μόνο μεταξύ αλληλουχιών οι οποίες δεν είναι πανομοιότυπες 

μεταξύ τους. Για το λόγο αυτό, από κάθε ομάδα δεδομένων απομακρύνθηκαν όλες εκτός μιας 

από τις αλληλουχίες που ήταν πανομοιότυπες μεταξύ τους. Επίσης, οι αλληλουχίες οι οποίες εμ-

φάνιζαν μεγάλη ποικιλομορφία (<70% ομοιότητα) απορρίφθηκαν από τις ομάδες δεδομένων 

προκειμένου να αποφευχθούν οι περιπτώσεις μη αξιόπιστης στοίχισης οι οποίες θα μπορούσαν 

να οδηγήσουν στην ανίχνευση μη πραγματικών “σημάτων” γενετικού ανασυνδυασμού. Για τον 

σκοπό αυτό χρησιμοποιήσαμε το πρόγραμμα RDP, έκδοση 3b27 (Martin et al. 2005) το οποίο 

εφαρμόζει μια σειρά μη-παραμετρικών μεθόδων ανίχνευσης χωρίς την χρήση υποθετικών γενε-

τικών μοντέλων των πληθυσμών ή/και δεν υπολογίζουν το γενικό πληθυσμιακό ποσοστό ανα-

συνδυασμού. Κατά κύριο λόγο, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος MaxChi (Smith 1992; Posada & 

Crandall 2001). Τα αποτελέσματα των φαινομένων ανασυνδυασμού, που ανιχνεύθηκαν, θεωρή-
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θηκαν αξιόπιστα και στατιστικά σημαντικά μόνο αν επιβεβαιώνονταν από περισσότερες τις μιας 

μεθόδους συμπεριλαμβανομένων των Chimaera (Smith 1992; Posada & Crandall 2001), Gene-

conv (Padidam et al. 1999), RDP (Martin & Rybicki 2000) και Bootscan (Salminen et al. 1995). 

Τα προγράμματα αυτά έχουν την ικανότητα να ανιχνεύουν υποθετικά σημεία θραύσεως ανασυν-

δυασμού σε στοιχισμένες νουκλεοτιδικές αλληλουχίες και έχουν χρησιμοποιηθεί σε πλήθος με-

λετών για την ανίχνευση γενετικού ανασυνδυασμού (Baldo et al. 2005; Evans et al. 2005; 

Tsaousis et al. 2005; Baldo et al. 2006).  

Η μέθοδος MaxChi χρησιμοποιεί μια προσέγγιση ολισθαινόντων παραθύρων με σκοπό 

τον προσδιορισμό, για κάθε πιθανό ζευγάρι ακολουθιών στα ευθυγραμμισμένα γονιδιακά τμή-

ματα, σημαντικών αποκλίσεων που προκύπτουν από τα δύο χωρίσματα του παραθύρου. Έτσι 

υπολογίζεται μία τιμή x2
 για την απόδοση της διαφορετικότητας μεταξύ των μεταβλητών θέσεων 

από κάθε πλευρά του κεντρικού χωρίσματος. 

Η μέθοδος Chimaera είναι μια τροποποίηση της μεθόδου MaxChi καθώς, αντί για ζευγά-

ρια ακολουθιών, χρησιμοποιούνται τριπλέτες ακολουθιών για τις οποίες υπολογίζεται μια τιμή 

μέγιστου στατιστικού x2. 

Η μέθοδος Geneconv βασίζεται πάνω στη μέθοδο κατά Sawyer (Sawyer 1989), όπου 

ζεύγη νουκλεοτιδικών αλληλουχιών συγκρίνονται μεταξύ τους. Έτσι, υπολογίζεται μια τιμή p 

‘‘σφαιρικής αντιμετάθεσης” (global permutation p-value), η οποία αντιπροσωπεύει το ποσοστό 

των μεταλλαγμένων ακολουθιών (permuted alignments) για τις οποίες κάποιο μέρος από αυτές 

έχει υψηλότερη τιμή από αυτή της ολικής ακολουθίας. 

Οι μέθοδοι RDP και Bootscan αποτελούν φυλογενετικές μεθόδους οι οποίες στηρίζονται 

στην ανίχνευση ασύμφωνων προτύπων διακλάδωσης (discordant branching patterns) που δημι-

ουργούνται από την ανάλυση των παρακείμενων στοιχισμένων ακολουθιών για τον εντοπισμό 

πιθανών φαινομένων γενετικού ανασυνδυασμού. 

Οι γενικές ρυθμίσεις των παραμέτρων του προγράμματος ήταν οι παρακάτω:  

 όλες οι ακολουθίες θεωρήθηκαν γραμμικές (sequences considered linear) 

 σαν ανώτατο στατιστικά σημαντικό όριο επιλέχτηκε η τιμή 0.001 

 εφαρμόστηκε στατιστική διόρθωση κατά Bonferroni 

 η αξιολόγηση της σημαντικότητας έγινε χρησιμοποιώντας 1000 αντιμεταθέσεις (permu-

tations) 
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3.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.3.1 Γονιδιακές αλληλουχίες και γενετική ποικιλότητα  

Χρησιμοποιώντας εσωτερικούς ή/και εξωτερικούς εκκινητές κατέστη εφικτό να αλληλουχηθούν 

μερικώς ή/και πλήρως τα ομόλογα γονίδια αγκυρίνης διαφορετικών στελεχών Wolbachia που 

απαντούν σε είδη/στελέχη Drosophila.  Ο προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας επέ-

τρεψε τη μελέτη της γενετικής ποικιλότητας αυτών των ομολόγων γονιδίων. Στον Πίνακα 3.2 

παρουσιάζονται συγκεντρωτικά οι τιμές των βασικών παραμέτρων της γενετικής ποικιλότητας 

για κάθε γονίδιο αγκυρίνης όπως επίσης και στατιστικά στοιχεία για τις νουκλεοτιδικές αλλη-

λουχίες όπως για παράδειγμα: το μέγεθος των αξιόπιστα στοιχισμένων νουκλεοτιδίων, ο αριθμός 

των αλληλόμορφων, το ποσοστό γουανίνης και κυτοσίνης (GC content), η μέση τιμή της γενετι-

κής ποικιλομορφίας ανά ζεύγος βάσεων (π), η μέση τιμή του ρυθμού των συνώνυμων (Ks) και 

των μη συνώνυμων (Ka) υποκαταστάσεων καθώς και του λόγου Ka/Ks.  

 Αναλυτικότερα, η επί της εκατό (%) περιεκτικότητα των ομολόγων γονιδίων σε γουανίνη 

και κυτοσίνη (GC content) κυμάνθηκε μεταξύ 31.1% (στο χρωμοσωμικό γονίδιο WD0441) και 

41.8% (στο προφαγικό γονίδιο WD0636) με μέσο όρο 35.2%. Η περιεκτικότητα αυτή είναι ανά-

λογη της συνολικής περιεκτικότητας σε GC του γονιδιώματος της Wolbachia η οποία υπολογί-

ζεται γύρω στο 35%.  

 Από τη συγκριτική μελέτη της γενετικής ποικιλότητας μεταξύ των 23 γονιδίων αγκυρί-

νης προκύπτει ότι από τα δεκατρία (13) χρωμοσωμικά γονίδια αγκυρίνης που μελετήθηκαν, τα 

οχτώ (8) παρουσιάζουν πολύ μικρή νουκλεοτιδική ποικιλομορφία ανά ζεύγος βάσεων μεταξύ 

των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης. Για τα γονίδια αυτά, η παράμετρος (π) κυμάνθηκε από 

0.00141 (στην περίπτωση του γονιδίου WD0035) έως 0.04878 (στην περίπτωση του γονιδίου 

WD0498). Τα υπόλοιπα πέντε (5) χρωμοσωμικά γονίδια παρουσιάζουν μεγαλύτερη νουκλεοτι-

δική ποικιλομορφία (π > 0.05) η οποία κυμαίνεται από 0.06299 (στην περίπτωση του γονιδίου 

WD0441) έως 0.10722 (στην περίπτωση του γονιδίου WD0438). Ανάλογη είναι και η διακύ-

μανση της εκτιμώμενης νουκλεοτιδικής ποικιλομορφίας ανά νουκλεοτιδική θέση (θ) για τα γο-

νίδια αυτά. Στην Εικόνα 3.3 παρουσιάζεται γραφικά η παράμετρος της νουκλεοτιδικής ποικιλο-

μορφίας ανά ζεύγος βάσεων (π) όπως και η παράμετρος της εκτιμώμενης νουκλεοτιδικής ποικι-

λομορφίας ανά νουκλεοτιδική θέση (θ). Σε γενικές γραμμές, τα στελέχη wMel, wMelPopcorn, 

wAu, wTei, wYak και wSan μοιράζονται πολύ μεγάλη ομοιότητα σε νουκλεοτιδικό επίπεδο για 

την πλειονότητα των γονιδίων αγκυρίνης (σχεδόν 100% ομοιότητα) σε σύγκριση με τα στελέχη 

wRi και wHa της υπερομάδας Α καθώς επίσης και με τα στελέχη της υπερομάδας Β (wNo, 

wMau και wMa).              
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α Τα προφαγικά γονίδια αγκυρίνης παρουσιάζονται με τη γκρι σκίαση. 
β M: wMel, P: wPopcorn, A: wAu, T: wTei, Y: wYak, S: wSan, R: wRi, H: wHa, N: wNo, Ma: wMa, Mau: wMau 
γ Υποδηλώνει την παρουσία πολλαπλών αντιγράφων του γονιδίου.   
δ π: μέση τιμή της νουκλεοτιδικής ποικιλομορφίας ανά ζεύγη βάσεων.  
εθ: εκτιμώμενη νουκλεοτιδική ποικιλομορφία ανά νουκλεοτιδική θέση. 
στ μέση τιμή του ρυθμού των συνώνυμων αντικαταστάσεων. 
ζ μέση τιμή του ρυθμού των μη συνώνυμων αντικαταστάσεων 

 

 

 

 

Εικόνα 3.3. Γραφική αναπαράσταση των παραμέτρων της νουκλεοτιδικής ποικιλομορφίας ανά ζεύγος βάσεων 

(π) και εκτιμώμενης νουκλεοτιδικής ποικιλομορφίας ανά νουκλεοτιδική θέση (θ).  
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Επίσης είναι αξιοσημείωτο, όπως αναπαρίσταται και στο διάγραμμα της Εικόνας 3.3, ότι τα 

πρότυπα της νουκλεοτιδικής ποικιλομορφίας των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ των δύο προφάγων 

διαφέρουν σημαντικά (Wilcoxon, p < 0.05). Συγκεκριμένα, τα γονίδια αγκυρίνης τα οποία ανή-

κουν στον προφάγο WO-A είναι τα λιγότερο πολυμορφικά παρουσιάζοντας την χαμηλότερη 

νουκλεοτιδική ποικιλομορφία (π) η οποία κυμαίνεται από 0.00056 (στην περίπτωση του γονιδί-

ου WD0286) έως 0.00497 (στην περίπτωση του γονιδίου WD0291). Από την άλλη μεριά, τα γο-

νίδια αγκυρίνης τα οποία ανήκουν στον προφάγο WO-B παρουσιάζουν πολύ μεγαλύτερα ποσο-

στά γενετικής ποικιλότητας μεταξύ των ομολόγων γονιδίων, με την νουκλεοτιδική ποικιλομορ-

φία να κυμαίνεται από 0.05519 (στην περίπτωση του γονιδίου WD0633) έως 0.1198 (στην περί-

πτωση του γονιδίου WD0566). Μάλιστα, στην περίπτωση του γονιδίου WD0636 ανιχνεύθηκαν 

και αλληλουχήθηκαν δύο αντίγραφα του γονιδίου για τα στελέχη wSan (Α-υπερομάδα) και wNo 

(Β-υπερομάδα). Τα δύο παραομόλογα (paralogous) γονίδια του στελέχους wSan παρουσιάζουν 

ομοιότητα μεταξύ τους 95.2% σε νουκλεοτιδικό επίπεδο ενώ μεταξύ των δύο παραομόλογων 

του στελέχους wNo η ομοιότητα αυτή φτάνει τα 89%.  

 Επίσης, στα πλαίσια της μελέτης της γενετικής ποικιλότητας μεταξύ των γονιδίων αγκυ-

ρίνης υπολογίστηκε ο μέσος όρος, μεταξύ των ομολόγων γονιδίων, του ρυθμού των συνώνυμων 

(Ks) και των μη συνώνυμων (Kα)  υποκαταστάσεων (Πίνακας 3.2). Συγκρίνοντας τους ρυθμούς 

αυτούς είναι δυνατόν να εξάγουμε συμπεράσματα εάν και ποια γονίδια αγκυρίνης υπόκεινται σε 

αφαιρετική (purifying) ή θετική (positive) επιλογή. Συνεπώς, όταν ο λόγος του ρυθμού των μη 

συνώνυμων προς το ρυθμό των συνώνυμων υποκαταστάσεων είναι μικρότερος από την μονάδα 

(Kα / Κs < 1) υποδηλώνει ότι το γονίδιο αυτό υπόκειται σε αφαιρετική επιλογή ενώ αντίθετα ό-

ταν ο λόγος αυτός είναι μεγαλύτερος από την μονάδα (Kα / Κs >1) το γονίδιο θεωρείται ότι υπό-

κειται σε θετική επιλογή. Όπως παρουσιάζεται και στο διάγραμμα της Εικόνας 3.4, για την πλει-

ονότητα των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia ο λόγος Kα / Κs είναι μικρότερος από την μο-

νάδα υποδηλώνοντας ότι οι μη συνώνυμες θέσεις υπόκεινται σε λειτουργικούς φραγμούς (αφαι-

ρετική επιλογή) με αποτέλεσμα ο ρυθμός υποκατάστασής τους να είναι μικρότερος από τον α-

ντίστοιχο ρυθμό των συνώνυμων θέσεων. Ωστόσο, στην περίπτωση δύο προφαγικών γονιδίων 

(WD0291, WD0292) και δύο χρωμοσωμικών γονιδίων αγκυρίνης (WD0385, WD0766) ο λόγος 

Kα / Κs είναι μεγαλύτερος από την μονάδα υποδηλώνοντας ότι οι υποκαταστάσεις στις μη συ-

νώνυμες θέσεις παρέχουν στα γονίδια αυτά κάποιο λειτουργικό πλεονέκτημα (θετική επιλογή).                         
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Εικόνα 3.4. Γραφική αναπαράσταση του λόγου των μη συνώνυμων προς το ρυθμό των συνώνυμων υποκαταστά-

σεων (Kα / Κs). Οι μπλε μπάρες αναπαριστούν τα γονίδια αγκυρίνης των οποίων ο λόγος είναι >1 υποδηλώνοντας 

ότι τα γονίδια αυτά βρίσκονται υπό θετική επιλογή. Οι κόκκινες μπάρες αναπαριστούν τα γονίδια των οποίων ο 

λόγος είναι >1 υποδηλώνοντας αφαιρετική επιλογή.      

  

Ωστόσο, όπως είχε παρατηρηθεί και σε προηγούμενες μελέτες των στελεχών wAu (Iturbe-

Ormaethe et al. 2005) και wRi (Klasson et al. 2009), η γενετική ποικιλότητα που παρατηρήθηκε 

μεταξύ των ομολόγων γονιδίων δεν προέρχονταν μόνο από απλές υποκαταστάσεις βάσεων αλλά 

και σε μικρότερες ή μεγαλύτερες ενθέσεις – ελλείμματα, διαφορές στον αριθμό των επαναλή-

ψεων αγκυρίνης, διακοπή του αναγνωστικού πλαισίου (ORF) λόγω μεταλλάξεων μετατόπισης 

του αναγνωστικού πλαισίου ή/και σε ένθεση μεταθέσιμων γενετικών στοιχείων. Όλα τα παρα-

πάνω γεγονότα παρουσιάζονται συγκεντρωτικά στον Πίνακα 3.3.   

 Αξίζουν να σημειωθούν τα εξής: (α) στο γονίδιο WD0636, που βρίσκεται στον προφάγο 

WO-B, ένα πρόωρο κωδικόνιο λήξης, το οποίο προέκυψε από την ένθεση ενός νουκλεοτιδίου 

γουανίνης, έχει προκαλέσει τη διακοπή του αναγνωστικού πλαισίου στα στελέχη των συμβιωτι-

κών σχέσεων D. simulans(wAu) [mod-/resc-] και D. teissieri (wTei)[mod-/resc+]. Η πρόωρη αυτή 

διακοπή της κωδικοποιούσας περιοχής του γονιδίου οδηγεί σε έλλειμμα της τελευταίας επανά-

ληψης αγκυρίνης στο καρβοξυτελικό άκρο της πρωτεΐνης (Εικόνα 3.5), (β) για το γονίδιο 

WD1213 διαπιστώθηκε ότι και τα τρία ομόλογα των στελεχών της B-υπερομάδας (wNo, wMau, 

wMa), τα οποία μεταξύ τους είναι 100% όμοια, εμφανίζουν συνολικά έντεκα (11) περιπτώσεις 

ενθέσεων/ελλειμμάτων, σε σχέση με το ομόλογο γονίδιο του στελέχους αναφοράς wMel, εκ των 

οποίων οι τρεις από αυτές προκαλούν μετατόπιση του αναγνωστικού πλαισίου με αποτέλεσμα 
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την εισαγωγή πρόωρων κωδικονίων λήξης περίπου στο μέσο του γονιδίου, (γ) ενδιαφέρον πα-

ρουσιάζουν επίσης οι περιπτώσεις δύο γονιδίων αγκυρίνης στα οποία έχουν ενσωματωθεί μετα-

θέσιμα γενετικά στοιχεία (IS). Συγκεκριμένα, τα ομόλογα του γονιδίου WD0766 στα δύο συγγε-

νικά στελέχη wYak και wSan βρέθηκε να διαθέτουν από ένα πλήρες μεταθέσιμο στοιχείο της 

οικογένειας IS5 918 bp στη νουκλεοτιδική θέση 1120 (Εικόνα 3.6).        

 
 
 

Πίνακας 3.3. Μεγάλες δομικές αλλαγές στα γονίδια αγκυρίνης της Wolbachia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

α  Με τα πλαίσια επισημαίνονται τα προφαγικά γονίδια.   
β Πιθανά θυγατρικά στελέχη.  

            

 

 

   

    

 

 

 

Γονίδια 
Αγκυρίνηςα 

Ποικιλότητα στον 
αριθμό των  
επαναλήψεων  
αγκυρίνης  

Μεταλλάξεις 
μετατόπισης 
αναγνωστικού 

πλαισίου  

Ένθεση  
μεταθέσιμων 
στοιχείων  

Ανασυνδυασμός 
(MaxChi, p<0.001) 

WD0035     

WD0073    Ναι (wUni)β 

WD0147     

WD0191     

WD0285     

WD0286     

WD0291     

WD0292     

WD0294 Ναι    

WD0385 Ναι Ναι Ναι  

WD0438 Ναι   Ναι (wRi, wUni) 

WD0441     

WD0498  Ναι   

WD0514 Ναι    

WD0550 Ναι Ναι  Ναι (wUni) 

WD0566     

WD0596     

WD0633    Ναι (wAu) 

WD0636  Ναι   

WD0637     

WD0754     

WD0766 Ναι  Ναι Ναι 

WD1213  Ναι   
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Εικόνα 3.5. Παράδειγμα διακοπή του αναγνωστικού πλαισίου (ORF) λόγω ένθεσης ενός νουκλεοτιδίου γουανίνης 

στο ομόλογο γονίδιο WD0636 στο στέλεχος wAu.  

 

 

 

 

 

   

 
 

IS5 orfA IS5 orfB
A)

B)
 
 
Εικόνα 3.6. Τα ομόλογα του γονιδίου WD0766 στα δύο συγγενικά στελέχη wYak και wSan έχουν γίνει στόχος έν-

θεσης ενός μεταθέσιμου γενετικού στοιχείου (Α). Τα δύο γονίδια που κωδικοποιούν για τις τρανποζάσες παρουσιά-

ζονται με τα μωβ βέλη. Τα δύο μικρότερα πορτοκαλί βέλη αντιπροσωπεύουν τις δύο αντίστροφες επαναληπτικές 

ακολουθίες που οριοθετούν το μεταθέσιμο στοιχείο. Το κόκκινο αστέρι συμβολίζει την έλλειψη ενός νουκλεοτιδίου. 

Για σύγκριση παρατίθεται η ακολουθία του ομολόγου γονιδίου στο επίσης συγγενικό στέλεχος wTei το οποίο, με 

εξαίρεση την περιοχή ένθεσης, παρουσιάζει μεγάλη ομολογία με τα προηγούμενα (Β).     
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3.3.2 Φυλογενετική ανάλυση των γονιδίων αγκυρίνης  

Στην παρούσα ενότητα παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των αναλύσεων που πραγματοποιήθη-

καν προκειμένου να μελετηθούν οι φυλογενετικές και εξελικτικές σχέσεις μεταξύ των ομολόγων 

γονιδίων κάθε αγκυρίνης. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της μέγιστης πιθανο-

φάνειας (maximum likelihood, ML). Τα γονίδια αγκυρίνης, τα οποία εμφανίζουν μεγάλη ομολο-

γία μεταξύ των διαφορετικών στελεχών της Wolbachia (> 99% σε νουκλεοτιδικό επίπεδο), εξαι-

ρέθηκαν από την ανάλυση.  

 Σε γενικές γραμμές, στα περισσότερα φυλογενετικά δέντρα φαίνεται ξεκάθαρα ο διαχω-

ρισμός των δύο βασικών υπερομάδων Α και Β. Ωστόσο, το μήκος των κλάδων, οι οποίοι διαχω-

ρίζουν τις δύο υπερομάδες μεταξύ τους καθώς και τα επιμέρους στελέχη σε κάθε υπερομάδα, 

διαφέρουν μεταξύ των διαφορετικών γονιδίων αγκυρίνης (Εικόνες 3.7 & 3.8). Το γεγονός αυτό 

οφείλεται στο διαφορετικό ρυθμό εξέλιξης που έχει το κάθε γονίδιο αν αναλογιστούμε ότι το 

μήκος κάθε κλάδου αντιπροσωπεύει τον αριθμό των αντικαταστάσεων ανά νουκλεοτιδική θέση. 

Μεταξύ των στελεχών της υπερομάδας Α, για την οποία υπάρχουν και τα περισσότερα δεδομένα, 

οι τοπολογικές διαφορές μεταξύ των φυλογενετικών δέντρων δεν διαφέρουν σε σημαντικό βαθ-

μό και τοποθετούν την πλειονότητα των στελεχών σε μία ομάδα υποδηλώνοντας έναν αργό εξε-

λικτικό ρυθμό. Σε μερικές περιπτώσεις όμως, τα ομόλογα γονίδια αγκυρίνης των πιο απομακρυ-

σμένων στελεχών wRi, wHa και wUni (σύμφωνα με φυλογενετικές μελέτες βασισμένες στο γο-

νίδιο wsp και σε μεθόδους MLST) (Paraskevopoulos et al. 2006; Baldo et al. 2006) διακλαδίζο-

νται ξεκάθαρα σε διαφορετικές θέσεις από τα υπόλοιπα στελέχη της υπερομάδας Α (Εικόνα 3.7). 

Αυτό υποδηλώνει ότι τα ομόλογα γονίδια στα στελέχη αυτά χαρακτηρίζονται από ταχείς εξελι-

κτικούς ρυθμούς.  

Δύο ενδιαφέρουσες περιπτώσεις ήταν αυτές των γονιδίων WD0636 και WD0637 τα οποία 

σχετίζονται με τον προφάγο WO-B. Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, τα γονίδια αγκυρίνης 

που βρίσκονται σε αυτόν τον προφάγο παρουσιάζουν μεγάλη ποικιλομορφία σε επίπεδο νουκλε-

οτιδικής αλληλουχίας (Εικόνα 3.3) σε σχέση με τα υπόλοιπα γονίδια αγκυρίνης. Επίσης, το γο-

νίδιο WD0636 εμφανίζεται σε δύο αντίγραφα τόσο στο στέλεχος wSan της Α-υπερομάδας όσο 

και στο στέλεχος wNo της Β-υπερομάδας. Η ανακατασκευή των φυλογενετικών σχέσεων για τα 

δύο γονίδια αγκυρίνης αποκάλυψε ότι οι τοπολογίες των φυλογενετικών τους δέντρων δεν ήταν 

σύμφωνες με αυτές των χρωμοσωμικών γονιδίων (Εικόνα 3.8). Συγκεκριμένα, οι φυλογένειες με 

βάση τα γονίδια WD0636 και WD0637 ξεκάθαρα τοποθετούν τα στελέχη της Α-υπερομάδας  

wYak wSan και wHa στην ίδια ομάδα με τα στελέχη της Β-υπερομάδας. Επίσης, παρατηρήσαμε 

ότι τα γονίδια αυτά δεν παρουσίαζαν τοπολογική ασυμφωνία μόνο με τα χρωμοσωμικά γονίδια 

αγκυρίνης αλλά και με τα γειτονικά προφαγικά γονίδια αγκυρίνης, όπως το γονίδιο WD0633 

(Εικόνα 3.8). 
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0.002 αντικαταστάσεις/θέση

 Pip ANK50C. pipiens w

100

64

 RiD. simulans w

 MelpopcornD. melanogaster w

 AuD. simulans w

 TeiD. teissieri w

 UniM. uniraptor w

 SanD. santomea w

 MelD. melanogaster w

 YakD. yakuba w

B

A

WD0035

 D. simulans wHa

 RiD. simulans w

 AuD. simulans w

 TeiD. teissieri w

 MelD. melanogaster w

 MelpopcornD. melanogaster w

 SanD. santomea w

 YakD. yakuba w

 UniM. uniraptor w

WD0073

100

0.002 αντικαταστάσεις/θέση

 D.mauritiana wMau

 C. pipiens wPip

 D. simulans wHa

 D. yakuba wYak

 D. melanogaster wMel

 D. simulans wAu

 D. teissieri wTei

 D. melanogaster wMelpopcorn

 M. uniraptor wUni

 D. simulans wRi

WD0191
100

64

88

100

0.01 αντικαταστάσεις/θέση

B

A

 RiD. simulans w

 PipC. pipiens w

 TeiD. teissieri w

 MelD. melanogaster w

 AuD. simulans w

 MelpopcornD. melanogaster w

 YakD. yakuba w

 SanD. santomea w

WD0147
100

100

0.01 αντικαταστάσεις/θέση

(B)

A

(A)

 Pip ANK52C. pipiens w

  p04040D. simulans wRi

 D. melanogaster wMel

 D. yakuba wYak

 D. melanogaster wMelpopcorn

 D. teissieri wTei

 D. santomea wSan

 M. uniraptor wUni

WD0385

100

99

0.01 αντικαταστάσεις/θέση

A

B

0.2 αντικαταστάσεις/θέση

 MelD. melanogaster w

 MelpopcornD. melanogaster w

 YakD. yakuba w

 SanD. santomea w

 TeiD. teissieri w

 AuD. simulans w

 M. uniraptor wUni

 Pip ANK35C. pipiens w

  D. simulans wRi
63

WD0438

(B)

 
 

Εικόνα 3.7. Φυλογενετικές σχέσεις των στελεχών τις Wolbachia με βάση τα χρωμοσωμικά γονίδια WD0035, 

WD0073, WD0147, WD0191, WD0385, WD0438, WD0441, WD0498, WD0550, WD0754, WD0766 και WD1213 

σύμφωνα με τη μέθοδο ML. Στα φυλογενετικά δέντρα παρουσιάζονται και οι τιμές ελέγχου αξιοπιστίας που προέ-

κυψαν από 100 επαναληπτικές δοκιμές (οι τιμές που ήταν μικρότερες από 50% παραλήφθηκαν).   
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 D. simulans wMa

 D.mauritiana wMau

 D.simulans wNo

 C. pipiens wPip

 D. yakuba wYak

 D. santomea wSan

 D. melanogaster wMel

 D. melanogaster wMelpopcorn

 D. simulans wAu

 D. simulans wHa

 D. teissieri wTei

 M. uniraptor wUni

 D. simulans wRi0.01 αντικαταστάσεις/θέση

100

95

100

63

WD0441

A

B

WD0498
 PipC. pipiens w

 NoD. simulans w

 MaD. simulans w

 MauD. mauritiana w

 HaD. simulans w

 UniM. uniraptor w

 AuD. simulans w
 MelpopcornD. melanogaster w

 MelD. melanogaster w

 RiD. simulans w

 YakD. yakuba w

 SanD. santomea w

 TeiD. teissieri w
0.01 αντικαταστάσεις/θέση

100

79

79

100

69

63

B

A

0.01 αντικαταστάσεις/θέση

 UniM. uniraptor w

 MelD. melanogaster w

 AuD. simulans w

 TeiD. teissieri w

 YakD. yakuba w

 SanD. santomea w

 Ri D. simulans w

 MelpopcornD. melanogaster w

100

100

WD0550
 Pip ANK3C. pipiens w
 RiD. simulans w

 UniM. uniraptor w
 TeiD. teissieri w
 AuD. simulans w
 YakD. yakuba w
 SanD. santomea w
 MelpopcornD. melanogaster w
 MelD. melanogaster w

WD0754

100

100

100

0.01 αντικαταστάσεις/θέση

0.005 αντικαταστάσεις/θέση

 MelpopcornD. melanogaster w

 MelD. melanogaster w

 YakD. yakuba w

 SanD. santomea w

 TeiD. teissieri w

 AuD. simulans w

 Ri D. simulans w

 D. simulans wHa

 D.mauritiana wMau

 PipC. pipiens w

 NoD.simulans w

 MaD. simulans w

100

100

90

(B)

(A)

64

0.005 αντικαταστάσεις/θέση

 D. simulans wRi

 D. melanogaster wMelpopcorn

 D. melanogaster wMel

 D. simulans wAu

 D. teissieri wTei

 D. simulans wHa

 UniM. uniraptor w

WD0766

100

100 100

84

WD1213

B

A

 
Εικόνα 3.7. Συνέχεια.  
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0.0005 αντικαταστάσεις/θέση

 HaD. simulans w

 AuD. simulans w

 TeiD. teissieri w

 YakD. yakuba w

 MelD. melanogaster w

 MelpopcornD. melanogaster w

 SanD. santomea w

99 64

62
99

WD0291

0.0005 αντικαταστάσεις/θέση

 HaD. simulans w

 AuD. simulans w

 YakD. yakuba w

 SanD. santomea w

 TeiD. teissieri w

 MelpopcornD. melanogaster w

 MelD. melanogaster w

100

100
68

66

WD0292

WD0596

 Pip ANK14C. pipiens w

 Pip ANK56C. pipiens w
 Pip ANK8C. pipiens w

 HaD. simulans w
 MelD. melanogaster w

 AuD. simulans w

 SanD. santomea w

 D. simulans wRi 005620

 TeiD. teissieri w

 Ri 010280D. simulans w

 MelpopcornD. melanogaster w

 YakD. yakuba w

100

100
100

0.01 αντικαταστάσεις/θέση

B

A

(A)

0.02 αντικαταστάσεις/θέση

 MelD. melanogaster w

 AuD. simulans w

 YakD. yakuba w

 TeiD. teissieri w

 SanD. santomea w

 MelpopcornD. melanogaster w

 Ri D. simulans w

 Pip ANK19C. pipiens w

 Pip ANK27C. pipiens w

 Pip ANK57C. pipiens w

92

100

100

78

(B)

(B)

(A)

(A)

 Pip ank11C. pipiens w

 Pip ANK55C. pipiens w

 MelD. melanogaster w

 MelpopcornD. melanogaster w

 Ri 010050D. simulans w

 Ri005390D. simulans w

 SanD. santomea w

 YakD. yakuba w

 AuD. simulans w

WD0633

100

100

99

97

84

99

0.02 αντικαταστάσεις/θέση

A

(B)

WD0566

 
 

Εικόνα 3.8. Φυλογενετικές σχέσεις των στελεχών Wolbachia με βάση τα προφαγικά γονίδια WD0291, WD0292, 

WD0566, WD0596, WD0633, WD0636 και WD0637 σύμφωνα με τη μέθοδο ML. Στα φυλογενετικά δέντρα πα-

ρουσιάζονται και οι τιμές ελέγχου αξιοπιστίας που προέκυψαν από 100 επαναληπτικές δοκιμές (οι τιμές που ήταν 

μικρότερες από 50% παραλήφθηκαν). 
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WD0637

  ANK15C. pipiens wPip

  ANK13C. pipiens wPip

  ANK26C. pipiens wPip

 D.mauritiana wMau

 D. santomea wSan

 D. simulans wHa

 D. simulans wMa

 D. simulans wNo

 D. simulans wAu

 D. teissieri wTei

 D. melanogaster wMel

 D. melanogaster wMelpopcorn

  010110D. simulans wRi

  005450D. simulans wRi

100

56
90

99

98

98
61

99

0.01 αντικαταστάσεις/θέση

B

A

(A)

  D. santomea wSan 28

 D. simulans wMa

  18D. simulans wNo

 D. simulans wHa

 D. mauritiana wMau

  D. santomea wSan 17

 D. yakuba wYak

  C. pipiens wPip ANK12

  C. pipiens wPip ANK25

  11D. simulans wNo

  C. pipiens wPip ANK16

 D. Teissieri wTei

 D. simulans wAu

 D. simulans wRi 005440

 D. melanogaster wMel

 D. melanogaster wMelpopcorn

 D. Simulans wRi 010100

WD0636

64

96

100

100 99

0.01 αντικαταστάσεις/θέση

A

B

(B)

(A)

(A)

(A)

(B)

 
Εικόνα 3.8. Συνέχεια.   
 

Για να ελεγχθεί στατιστικά η σημαντικότητα των τοπολογικών διαφορών μεταξύ των φυλογενε-

τικών δένδρων των φαγικών γονιδίων (WD0636 και WD0637) σε σχέση με τα άλλα γονίδια α-

γκυρίνης χρησιμοποιήσαμε τη δοκιμή SH (Shimodaira & Hasegawa 1999). Για τη σύγκριση 

χρησιμοποιήσαμε τα χρωμοσωμικά γονίδια WD0441, WD0498 και WD1213 ενώ η ανάλυση 

πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας τα 8 κοινά στελέχη (wMel, wAu, wTei, wSan, wRi, wHa, 

wNo και wMau). Χωρίς αμφιβολία, όπως παρατηρείται και στον Πίνακα 3.4, οι φυλογενετικές 

σχέσεις των στελεχών που προκύπτουν από τα φαγικά γονίδια αγκυρίνης παρουσιάζουν σημα-

ντικές διαφορές με τις τοπολογίες των φυλογενετικών δέντρων που προκύπτουν από τα χρωμο-

σωμικά γονίδια, και αντίστροφα (SH test p < 0.001) υποδηλώνοντας ισχυρή τοπολογική ασυμ-

φωνία των φυλογενειών μεταξύ των προφαγικών γονιδίων και του βακτηριακού χρωμοσώματος.   

 

Πίνακας 3.4. Αποτελέσματα στατιστικής δοκιμής Shimodaira-Hasegawa για τη σημαντικότητα των το-

πολογικών διαφορών μεταξύ των φυλογενετικών δέντρων που προκύπτουν από τα γονίδια αγκυρίνης του 

προφάγου WO-B και του χρωμοσώματος της Wolbachia. 

Τοπολογία 
Δεδομένα 

WD0441 WD0498 WD0636 WD0637 WD1213 
WD0441 1228.38 1054.82 497.64*** 1599.62*** 1196.26 
WD0498 1228.56 1046.17 454.18*** 1365.17*** 1200.87 
WD0636 1624.91*** 1141.92*** 399.14 1118.92 1665.61*** 
WD0637 1624.91*** 1145.01*** 409.40 1091.34 1653.28*** 
WD1213 1228.38 1054.82 497.64*** 1565.64*** 1188.06 

Στον πίνακα παρουσιάζονται οι τιμές της πιθανοφάνειας (likelihood score, -lnL) που προκύπτει για κάθε 

φυλεγενετική ανάλυση με τη μέθοδο της μέγιστης πιθανοφάνειας. Η μικρότερή τιμή (αυτή που προκύπτει 

από την τοπολογία που εξηγεί καλύτερα τα δεδομένα) φαίνεται με την έντονη γραμματοσειρά. Τα επίπεδα 

σημαντικότητας βασίστηκαν στη μέθοδο της πλήρους βελτιστοποίησης (full optimization method): *** p 

< 0.0001.    
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Επίσης ελέγχθηκε η σημαντικότητα των τοπολογικών διαφορών που παρατηρούνται για τα στε-

λέχη wYak και wSan μεταξύ των φυλογενετικών δένδρων των γονιδίων αγκυρίνης που συσχετί-

ζονται με τον προφάγο WO-B. Για τον σκοπό αυτό, συγκρίθηκαν οι φυλογενετικές σχέσεις που 

προκύπτουν με τα γονίδια WD0633 και WD0636 χρησιμοποιώντας τα 6 κοινά στελέχη wMel, 

wPop, wAu, wSan, wRi και wPip. Τα γονίδια αυτά βρίσκονται πολύ κοντά μεταξύ τους καθώς η 

απόσταση που τα χωρίζει είναι μόνο 2.3kb. Όπως παρατηρείται και στον Πίνακα 3.5, οι τοπολο-

γικές διαφορές ήταν στατιστικά σημαντικές (SH test p < 0.05). 

 

Πίνακας 3.5. Αποτελέσματα της στατιστικής δοκιμής Shimodaira-Hasegawa για τη σημαντικότητα των 

τοπολογικών διαφορών μεταξύ των φυλογενετικών δέντρων των γονιδίων αγκυρίνης που συσχετίζονται 

με τον προφάγο WO-B. 

Τοπολογία 
Δεδομένα 

WD0633 WD0636 
WD0633 2904.53 419.71** 
WD0636 3192.81*** 394.14 

Στον πίνακα παρουσιάζονται οι τιμές της πιθανοφάνειας (likelihood score, -lnL) που προκύπτει για κάθε 

φυλεγενετική ανάλυση με τη μέθοδο maximum likelihood. Η μικρότερη τιμή (αυτή που προκύπτει από 

την τοπολογία που εξηγεί καλύτερα τα δεδομένα) φαίνεται με την έντονη γραμματοσειρά. Τα επίπεδα 

σημαντικότητας βασίστηκαν στη μέθοδο της πλήρους βελτιστοποίησης (full optimization method):** p < 

0.05, *** p < 0.0001.                                        
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3.3.3 Πολυμορφισμός σε επίπεδο αριθμού και οργάνωσης των επαναλήψεων αγκυρίνης 

Ένα σημαντικό χαρακτηριστικό των γονιδίων αγκυρίνης είναι οι διαφορές στον αριθμό των επα-

ναλήψεων αγκυρίνης μεταξύ των ομολόγων γονιδίων που απαντούν σε διαφορετικά στελέχη της 

Wolbachia. Το γεγονός αυτό γίνεται ακόμα πιο εμφανές μεταξύ των πολύ συγγενικών στελεχών 

wMel, wMelpopcorn, wAu, wTei, wYak και wSan τα οποία, αν και εμφανίζουν εξαιρετική ομο-

λογία σε νουκλεοτιδικό επίπεδο, διαφέρουν στον αριθμό των επαναλήψεων αγκυρίνης. Όπως θα 

δούμε αναλυτικά παρακάτω, οι διαφορές αυτές οφείλονται: α) στο διπλασιασμό γειτονικών επα-

ναλήψεων αγκυρίνης, β) στην απομάκρυνση ενός ή περισσοτέρων επαναλήψεων αγκυρίνης από 

τα ομόλογα γονίδια ή/και γ) στο ανακάτεμα των δομικών μονάδων (α-έλικες και β-πτυχώσεις) 

μεταξύ απομακρυσμένων επαναλήψεων αγκυρίνης που έχει ως αποτέλεσμα τον σχηματισμό νέ-

ων συνδυασμών. Όπως παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.3, 6 από τα γονίδια που μελετήθηκαν 

(WD0294, WD0385, WD0438, WD0514, WD0550, WD0766) εμφανίζουν πολυμορφισμό στον 

αριθμό των επαναλήψεων αγκυρίνης. Η κάθε περίπτωση παρουσιάζεται ξεχωριστά στις επόμε-

νες παραγράφους.  

 

WD0294. Όπως είδαμε και στο δεύτερο κεφάλαιο, το γονίδιο αυτό βρίσκεται πάνω στον προφά-

γο WO-A και ανιχνεύεται σε όλα τα στελέχη της υπερομάδας Α με εξαίρεση το στέλεχος wRi. 

Mεταξύ των στελεχών, η ομοιότητα των ομολόγων είναι εξαιρετικά μεγάλη (πμέση τιμή = 0.00242) 

σε νουκλεοτιδικό επίπεδο. Ωστόσο, η παρούσα μελέτη έδειξε διαφορές στον αριθμό των επανα-

λήψεων αγκυρίνης μεταξύ των στελεχών (Εικόνα 3.9). Συγκεκριμένα, τα στελέχη wAu και wTei 

περιέχουν δύο επαναλήψεις λιγότερες σε σχέση με τα στελέχη wMel, wMelpopcorn, wYak και 

wSan λόγω ελλειμματος της 4ης και της 5ης επανάληψης αγκυρίνης. Σε αντίθεση, το ομόλογο γο-

νίδιο στο στέλεχος wHa διαθέτει δύο επιπλέον επαναλήψεις, συνολικά έντεκα (11), σαν αποτέ-

λεσμα του διαδοχικού διπλασιασμού της 5ης επανάληψης αγκυρίνης.  

 

wHa

w , w ,
w , w

Mel Melpopcorn
Yak San

w , wAu Tei

 

Εικόνα 3.9. Πολυμορφισμός σε επίπεδο επαναλήψεων (μοτίβων) αγκυρίνης μεταξύ των ομολόγων του γονιδίου 

WD0294. Για οικονομία χώρου παρουσιάζονται μόνο οι συστοιχίες των επαναλήψεων. Με τις στικτές γραμμές 

συνδέονται οι ομόλογες επαναλήψεις αγκυρίνης. Με τα μικρά βέλη αναπαρίστανται οι πανομοιότυπες νουκλεοτιδι-

κές επαναλήψεις ενώ με τα βέλη διπλής κατεύθυνσης αναπαρίσταται ένα γεγονός διπλασιασμού.      
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WD0385. Το χρωμοσωμικό αυτό γονίδιο διαθέτει έντεκα (11) επαναλήψεις αγκυρίνης στο στέ-

λεχος wMel που φέρει τον μεγαλύτερο αριθμό επαναλήψεων μεταξύ των 23 γονιδίων αγκυρίνης 

του στελέχους. Το ομόλογο γονίδιο του WD0385 στο στέλεχος wRi διαθέτει δύο επιπλέον επα-

ναλήψεις σε σχέση με το wMel (Εικόνα 3.10). Η διαφορά αυτή οφείλεται πιθανόν σε έλλειμμα 

δύο επαναλήψεων αγκυρίνης στο γονίδιο του στελέχους wMel. Τα υπόλοιπα στελέχη, με εξαί-

ρεση το wAu το οποίο όπως είδαμε και προηγουμένως περιέχει ένα μεταθέσιμο στοιχείο, πα-

ρουσιάζουν μεγάλη ομολογία μεταξύ τους, ~99% σε νουκλεοτιδικό επίπεδο. Ενδιαφέρον πα-

ρουσιάζει επίσης το γεγονός ότι το ομόλογο γονίδιο στο στέλεχος wUni, που μολύνει το παρασι-

τοειδές έντομο Muscidifurax uniraptor, φέρει μόνο μία επανάληψη αγκυρίνης (Εικόνα 3.10). 

Τέλος, θα πρέπει να αναφέρουμε ότι το 3΄ άκρο του γονιδίου, το οποίο περιλαμβάνει τις διαμεμ-

βρανικές περιοχές (transmembrane domains), παρουσιάζει εξαιρετική ομολογία μεταξύ των στε-

λεχών.        

    

 

wMel

wRi

wUni

 
Εικόνα 3.10. Πολυμορφισμός σε επίπεδο επαναλήψεων (μοτίβων) αγκυρίνης μεταξύ των ομολόγων του γονιδίου 

WD0385. Με τις στικτές γραμμές συνδέονται οι ομόλογες επαναλήψεις αγκυρίνης (κόκκινα βέλη). Στο 3΄ άκρο του 

γονιδίου διακρίνεται το τμήμα του γονιδίου που κωδικοποιεί για τις διαμεμβρανικές περιοχές και το οποίο παρου-

σιάζει εξαιρετική ομολογία μεταξύ των στελεχών.  

 

WD0438. Το χρωμοσωμικό αυτό γονίδιο ανιχνεύθηκε σε όλες τις συμβιωτικές σχέσεις που με-

λετήθηκαν. Ωστόσο, δεν κατέστη δυνατή η αλληλούχηση των ομολόγων γονιδίων από τα στελέ-

χη της υπερομάδας Β, καθώς και στο στέλεχος wHa. Μεταξύ των στελεχών που ανήκουν στην 

ομάδα Α, τα στελέχη (wMel, wMelPop, wAu, wTei, wYak, wSan) παρουσιάζουν μεγάλη ομολο-

γία σε νουκλεοτιδικό επίπεδο. Επίσης διαθέτουν δύο επαναλήψεις αγκυρίνης στο 5΄ άκρο του 

γονιδίου. Αντιθέτως, το ομόλογο γονίδιο στο στέλεχος wRi, διαθέτει 6-7 επαναλήψεις αγκυρίνης 

ενώ παρουσιάζει μερική ομολογία στο 5΄ άκρο των υπολοίπων ομολόγων συμπεριλαμβανομένου 

των δύο πρώτων επαναλήψεων (Εικόνα 3.11). Αξιοσημείωτο είναι και το γεγονός ότι το μεσαίο 

τμήμα του γονιδίου παρουσιάζει μεγαλύτερη ομολογία με το στέλεχος wUni (Εικόνα 3.11).       
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wMel

wRi

wUni

 
Εικόνα 3.11. Πολυμορφισμός σε επίπεδο επαναλήψεων (μοτίβων) αγκυρίνης μεταξύ των ομολόγων του γονιδίου 

WD0438. Με τις στικτές γραμμές αντιστοιχούνται οι ομόλογες επαναλήψεις αγκυρίνης. Με τα μικρά βέλη αναπα-

ρίστανται οι πανομοιότυπες νουκλεοτιδικές επαναλήψεις σε επίπεδο γονιδίου ενώ με τα βέλη διπλής κατεύθυνσης 

αναπαρίστανται τα γεγονότα διπλασιασμού. 

 

WD0514. Το γονίδιο αυτό ανιχνεύεται μόνο στα στελέχη της υπερομάδας Α εκτός των στελε-

χών wAu, wRi και wHa. Μεταξύ των ομολόγων, η ομοιότητα σε νουκλεοτιδικό επίπεδο είναι 

εξαιρετικά μεγάλη (πμεση τιμή = 0.00182). Ωστόσο, τα ομόλογα γονίδια στα στελέχη wTei, wYak 

και wSan διαθέτουν δύο επαναλήψεις λιγότερες σε σχέση με τα στελέχη wMel και wMelPopcorn 

(Εικόνα 3.12). Η διαφορά αυτή φαίνεται ότι προκύπτει από το έλλειμμα των επαναλήψεων 4 και 

5 των στελεχών wMel και wMelPop και όχι λόγω κάποιου διπλασιασμού.        

 

 

wMel

w w wTei, Yak, San

 
Εικόνα 3.12. Πολυμορφισμός σε επίπεδο επαναλήψεων (μοτίβων) αγκυρίνης μεταξύ των ομολόγων του γονιδίου 

WD0514. Με τις στικτές γραμμές συνδέονται οι ομόλογες επαναλήψεις αγκυρίνης. Με τα μικρά βέλη αναπαρίστα-

νται οι πανομοιότυπες νουκλεοτιδικές επαναλήψεις. 

 

 

WD0550. Το γονίδιο αυτό ανιχνεύεται μόνο στα στελέχη της υπερομάδας Α εκτός από το στέ-

λεχος wHa. Μεταξύ των στελεχών wMel, wMelPopcorn, wAu, wTei, wYak και wSan, τα ομόλο-

γα γονίδια παρουσιάζουν μεγάλη ομοιότητα σε νουκλεοτιδικό επίπεδο με μόνο δύο μη συνώνυ-

μες υποκαταστάσεις βάσεων. Ωστόσο, τα στελέχη wMelPopcorn και wAu είναι μεγαλύτερα κα-

τά δύο επαναλήψεις αγκυρίνης λόγω ενός διαδοχικού διπλασιασμού της 4ης επανάληψης (Εικόνα 

3.13). Αντιθέτως, το στέλεχος wRi, αν και διαθέτει τον ίδιο αριθμό επαναλήψεων αγκυρίνης με 

το στέλεχος wMel, παρουσιάζει πολύ μικρή ομολογία (55% ομοιότητα σε νουκλεοτιδικό επίπεδο 

και 42% σε αμινοξικό επίπεδο). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι το 3΄ άκρο μεταξύ των 

ομολόγων παρουσιάζει μεγάλη συντήρηση μεταξύ των στελεχών (Εικόνα 3.14). Η περιοχή αυτή 

κωδικοποιεί για δύο διαμεμβρανικά τμήματα της πρωτεΐνης (transmembrane domains).     
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Εικόνα 3.13. Πολυμορφισμός σε επίπεδο επαναλήψεων (μοτίβων) αγκυρίνης μεταξύ των ομολόγων του γονιδίου 

WD0550. Με τις στικτές γραμμές συνδέονται οι ομόλογες επαναλήψεις αγκυρίνης. Με τα μικρά βέλη αναπαρίστα-

νται οι πανομοιότυπες νουκλεοτιδικές επαναλήψεις. 
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Εικόνα 3.14. Γραφική αναπαράσταση της νουκλεοτιδικής ποικιλομορφίας ανά ζεύγος βάσεων (π), κατά μήκος των 

ομολόγων του γονιδίου WD0550 στα στελέχη wMel, wRi, και wUni, βάση της μεθόδου του ολισθαίνοντος παραθύ-

ρου. Το 3΄ άκρο του γονιδίου, το οποίο κωδικοποιεί για τις διαμεμβρανικές περιοχές, παρουσιάζει μεγάλη ομοιότη-

τα μεταξύ των στελεχών σε αντίθεση με το τμήμα του γονιδίου το οποίο κωδικοποιεί για τις επαναλήψεις αγκυρίνης. 

(Μέγεθος παραθύρου: 50 nt, βήμα: 5nt, από τις στοιχισμένες ακολουθίες τα κενά παραλήφθηκαν).      

 

WD0766. Ίσως η πιο περίπλοκη και ενδιαφέρουσα περίπτωση πολυμορφισμού σε επίπεδο επα-

ναλήψεων αγκυρίνης είναι αυτή του γονιδίου WD0766. Το γονίδιο αυτό παρουσιάζει εκτεταμέ-

νη ποικιλομορφία μεταξύ των διαφορετικών στελεχών τόσο στον αριθμό όσο και στην οργάνω-

ση των επαναλήψεων αγκυρίνης (Εικόνα 3.15 Α). Όπως προαναφέρθηκε για τα πολύ συγγενικά 

στελέχη wYak και wSan, το γονίδιο παρουσιάζει ένθεση ενός μεταθέσιμου γενετικού στοιχείου 

και μια μετάλλαξη μετατόπισης του αναγνωστικού πλαισίου. Η ανακατασκευή των προγονικών 

αλληλουχιών για τα δύο στελέχη αποκάλυψε ότι αποτελούνται από 14 επαναλήψεις αγκυρίνης, 

δύο λιγότερες σε σχέση με το ομόλογο γονίδιο του πολύ συγγενικού στελέχους wTei το οποίο 

είναι 100% όμοιο με αυτό του στελέχους wAu. Είναι άξιο προσοχής ότι τόσο το 5΄ όσο και το 3΄ 
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άκρο του γονιδίου, τα οποία περιλαμβάνουν την πρώτη και την τελευταία επανάληψη αγκυρίνης, 

παρουσιάζουν μεγάλη ομολογία μεταξύ των στελεχών. Ωστόσο, οι εκτεταμένοι διπλασιασμοί 

και τα ελλείμματα των εσωτερικών επαναλήψεων δημιουργούν πρόβλημα στη σωστή στοίχιση 

των ομόλογων γονιδίων. Ένα σημαντικό εύρημα το οποίο προέκυψε από την προσεκτική παρα-

τήρηση των στοιχισμένων αλληλουχιών ήταν ότι κάποιες από τις περιπτώσεις ελλειμμάτων εσω-

τερικών περιοχών των γονιδίων οδήγησαν στο ανακάτεμα των δομικών μονάδων (α-έλικες και 

β-πτυχώσεις) μεταξύ απομακρυσμένων επαναλήψεων αγκυρίνης.  

 Μια περίπτωση είναι αυτή της προέλευσης της 2ης επανάληψης αγκυρίνης στα ομόλογα 

γονίδια των στελεχών wMel και wMelpopcorn. Όπως προκύπτει από την ανάλυση των στοιχι-

σμένων ομολόγων γονιδίων, η αλληλουχία αυτής της επανάληψης είναι χιμαιρική. Συγκεκριμένα, 

τα πρώτα 42 νουκλεοτίδια τα οποία κωδικεύουν για την πρώτη α-έλικα (αμινοξέα 1-14) παρου-

σιάζουν μεγάλη ομολογία με την αντίστοιχη περιοχή της 2ης επανάληψης αγκυρίνης του ομόλο-

γου γονιδίου στα στελέχη wAu, wTei, wYak, wSan, wRi και wHa (διαφέρουν μόνο σε ένα νου-

κλεοτίδιο). Από την άλλη μεριά, τα εναπομείναντα 57 νουκλεοτίδια τα οποία κωδικεύουν για τη 

δεύτερη α-έλικα (αμινοξέα 15-33) παρουσιάζουν μεγάλη ομολογία με την αντίστοιχη περιοχή 

της 4ης επανάληψης αγκυρίνης των ίδιων στελεχών (επίσης, διαφέρουν σε ένα νουκλεοτίδιο) 

[Εικόνα 3.15 Β].  

 Με έναν παρόμοιο τρόπο φαίνεται να έχει προκύψει και η 11η επανάληψη αγκυρίνης στα 

ομόλογα γονίδια των στελεχών wAu και wTei. Από την ανάλυση των στοιχισμένων γονιδίων 

προκύπτει ότι η επανάληψη αυτή είναι το αποτέλεσμα του ανασυνδυασμού μεταξύ της 11ης και 

της 13ης επανάληψης αγκυρίνης των ομολόγων γονιδίων των στελεχών wYak και wSan. Επίσης, 

τα ομόλογα γονίδια των πολύ συγγενικών στελεχών wMel και wMelpopcorn διαφέρουν κατά μια 

επανάληψη αγκυρίνης ενώ φέρουν και 2 μη-συνώνυμες υποκαταστάσεις. Η διαφορά στον αριθ-

μό των επαναλήψεων αγκυρίνης φαίνεται να έχει προκύψει από ένα έλλειμμα στο στέλεχος 

wMelpopcorn μεταξύ των επαναλήψεων αγκυρίνης 5 και 6 του ομόλογου γονιδίου η οποία είχε 

ως αποτέλεσμα τη δημιουργία της 5ης επανάληψης αγκυρίνης στο στέλεχος wMel (Εικόνα 3.15 

Α). Αξίζει να σημειωθεί ότι δεν μπορεί να αποκλειστεί η πιθανότητα ότι και άλλες επαναλήψεις 

αγκυρίνης έχουν προκύψει από παρόμοια φαινόμενα ανασυνδυασμού τόσο μεταξύ των ομολό-

γων του γονιδίου WD0766 όσο και άλλων γονιδίων. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι ο εκτετα-

μένος ή ο πολύ περιορισμένος πολυμορφισμός που παρατηρείται μεταξύ των επαναλήψεων 

μπορεί να κρύψει αυτά τα φαινόμενα.             
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Εικόνα 3.15. A) Πολυμορφισμός σε επίπεδο επαναλήψεων (μοτίβων) αγκυρίνης μεταξύ των ομολόγων του γονιδί-

ου WD0766. Για οικονομία χώρου παρουσιάζονται μόνο οι συστοιχίες των επαναλήψεων. Επίσης παρουσιάζεται 

και η ανακατασκευασμένη ακολουθία των στελεχών wYak και wSan. Με τις στικτές γραμμές αντιστοιχούνται οι 

ομόλογες επαναλήψεις αγκυρίνης. Με τα μικρά βέλη αναπαρίστανται οι πανομοιότυπες νουκλεοτιδικές επαναλή-

ψεις σε επίπεδο γονιδίου ενώ με τα βέλη διπλής κατεύθυνσης αναπαρίστανται τα γεγονότα διπλασιασμού. B) Νου-

κλεοτιδικές ομοιότητες και διαφορές της δεύτερης επανάληψης αγκυρίνης στο στέλεχος wMel που αποδεικνύει την 

χιμαιρική του προέλευση. Το βέλος υποδεικνύει τη θέση του βρόγχου μεταξύ των δύο α-ελίκων στη δομή της επα-

νάληψης αγκυρίνης.       
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3.3.4 Ανίχνευση φαινομένων ανασυνδυασμού στα γονίδια αγκυρίνης 

Ο ομόλογος ανασυνδυασμός αποτελεί έναν πανίσχυρο μηχανισμό διαμόρφωσης και επιτάχυνσης 

της γονιδιακής εξέλιξης τόσο στους προκαρυωτικούς όσο και στους ευκαρυωτικούς οργανι-

σμούς. Σε αντίθεση με τα περισσότερα ενδοκυττάρια βακτήρια, η Wolbachia παρουσιάζει ευρέ-

ως διαδεδομένα φαινόμενα ανασυνδυασμού. Για παράδειγμα, το γονίδιο που κωδικοποιεί για 

την κύρια επιφανειακή πρωτεΐνη του βακτηρίου (wsp) εμφανίζει εκτεταμένα φαινόμενα ανασυν-

δυασμού μεταξύ των στελεχών της Wolbachia (Werren and Bartos 2001; Reuter and Keller 

2003; Keller et al. 2004; Malloch and Fenton 2005; Baldo et al. 2005). Επίσης, φαινόμενα ανα-

συνδυασμού έχουν εντοπιστεί και σε άλλα γονίδια της Wolbachia όπως: (α) σε γονίδια βασικών 

λειτουργιών (Jiggings et al 2001; Jiggins 2002; Baldo et al. 2006; Klasson et al. 2009), (β) σε 

γονίδια τα οποία απαντούν στους προφάγους (Bordenstein and Wernegreen 2004), (γ) σε γονίδια 

τα οποία συνθέτουν τις υπομονάδες του εκκριτικού συστήματος τύπου IV (Klasson et al. 2009), 

(δ) σε μεταθέσιμα στοιχεία (Duron et al. 2005), (ε) στην περιοχή έναρξης της αντιγραφής (Ioan-

nidis et al. 2007) καθώς και στο 16S rDNA (Ros et al. 2009).  

Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής μελετήθηκε ο ρόλος που διαδραματίζει ο γενετικός 

ανασυνδυασμός στην εξέλιξη των γονιδίων αγκυρίνης. Η αναζήτηση φαινομένων ανασυνδυα-

σμού πραγματοποιήθηκε με το πρόγραμμα MaxChi το οποίο εμπεριέχεται στο πακέτο RDP3b27. 

Η ύπαρξη στατιστικά σημαντικών ενδείξεων ανασυδυασμού επιβεβαιώθηκε και με τα προγράμ-

ματα Chimera, Geneconv, RDP και Bootscan. Όπως παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.3, πέντε (5) 

γονίδια αγκυρίνης παρουσίασαν στατιστικά σημαντικά στοιχεία ενδογονιδιακού ανασυνδυα-

σμού (MaxChi, P < 0.001 με βάση 1,000 αντιμεταθέσεις): τα χρωμοσωμικά γονίδια WD0073, 

WD0438, WD0550, WD0766 καθώς και το προφαγικό γονίδιο WD0633. Στις παραγράφους που 

ακολουθούν περιγράφεται η κάθε περίπτωση ξεχωριστά.  

 

WD0073: Στην περίπτωση του γονιδίου αυτού, δύο στατιστικά σημαντικά γεγονότα γενετικού 

ανασυνδυασμού ανιχνεύθηκαν και με τα πέντε προγράμματα που χρησιμοποιήθηκαν στην πα-

ρούσα μελέτη (P < 0.001 με βάση 1,000 αντιμεταθέσεις). Τα εμπλεκόμενα στελέχη της Wolba-

chia είναι αφενός το wUni το οποίο έχει και τη φερόμενη ως ανασυνδυασμένη (χιμαιρική) νου-

κλεοτιδική ακολουθία και αφετέρου τα στελέχη wRi και wMel-wAu τα οποία και πιθανά αποτε-

λούν τα γονικά στελέχη (parental strains). Η πρώτη περιοχή που λαμβάνει μέρος στο γενετικό 

ανασυνδυασμό βρίσκεται μεταξύ των θέσεων 780 και 1080 των στοιχισμένων ακολουθιών ενώ 

η δεύτερη περιοχή βρίσκεται μεταξύ των θέσεων 1425 και 1790. Και οι δύο περιοχές βρίσκονται 

έξω από τις συστοιχίες των επαναλήψεων αγκυρίνης που έχουν ανιχνευθεί ελέγχοντας στη βάση 

δεδομένων Pfam τις αντίστοιχες πρωτεϊνικές ακολουθίες. Όπως παρατηρούμε και στην Εικόνα 

3.16 A, με βάση τον έλεγχο αξιοπιστίας με τη μέθοδο των επαναληπτικών δοκιμών (Bootscan 
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method), στις δύο ανασυνδυασμένες περιοχές του γονιδίου το στέλεχος wUni ομαδοποιείται με 

τα στελέχη wMel και wAu ενώ αντιθέτως, εκτός των περιοχών αυτών, το wUni ομαδοποιείται 

ξεκάθαρα με το στέλεχος wRi. Η ανεξάρτητη ανακατασκευή των φυλογενετικών σχέσεων των 

εμπλεκομένων στελεχών με βάση τα ανασυνδυασμένα (Εικόνα 3.16.B) και μη (Εικόνα 3.16.Γ) 

τμήματα του γονιδίου επίσης ενισχύουν τη σημαντικότητα των γεγονότων γενετικού ανασυνδυ-

ασμού που ανιχνεύθηκαν. Τα δύο αυτά γεγονότα πιθανά αποτελούν είτε δύο ανεξάρτητα περι-

στατικά είτε ένα μοναδικό περιστατικό το οποίο περιλάμβανε την ανταλλαγή των δύο γονιδια-

κών τμημάτων. 

 
Εικόνα 3.16. Ανασυνδυασμός στο χρωμοσωμικό γονίδιο WD0073. Α) Στο διάγραμμα παρουσιάζονται οι τιμές ε-

λέγχου αξιοπιστίας με τη μέθοδο bootstrap (1000 επαναλήψεις) οι οποίες υπολογίστηκαν για ένα μετακινούμενο 

παράθυρο 200 bp με βήμα 10 bp κατά μήκος των στοιχισμένων ακολουθιών των ομολόγων γονιδίων. Για κάθε πα-

ράθυρο, οι γενετικές αποστάσεις και οι φυλογενετικές σχέσεις υπολογίστηκαν με τη μέθοδο Neighbor joining. Με 

τη διακεκομμένη γραμμή παρουσιάζεται το όριο αξιοπιστίας 70% ενώ η εικόνα πάνω από το διάγραμμα δείχνει τη 

θέση των επαναλήψεων αγκυρίνης. Β, Γ) Φυλογενετικές σχέσεις των εμπλεκομένων στελεχών που προκύπτουν με 

βάση το ανασυνδυασμένο τμήμα (Β) και με βάση το υπόλοιπο τμήμα του γονιδίου (Γ) όπου φαίνεται ξεκάθαρα η 

αλλαγή της ομαδοποίησης του στελέχους (wUni) που φέρει την ανασυνδυασμένη ακολουθία. 
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WD0438: Σύμφωνα με τα αποτελέσματα του προγράμματος MaxChi ανιχνεύθηκαν τρεις πιθα-

νές περιπτώσεις γενετικού ανασυνδυασμού (Πίνακας 3.6). Οι δύο από αυτές τις περιπτώσεις, οι 

οποίες στατιστικά ήταν και οι σημαντικότερες, αφορούσαν την ακολουθία του στελέχους wRi 

ενώ η τρίτη ανιχνεύθηκε στο στέλεχος wMel. Στην Εικόνα 3.17 βλέπουμε τη γραφική απεικόνι-

ση των αποτελεσμάτων της μεθόδου MaxChi για την πρώτη περίπτωση γενετικού ανασυνδυα-

σμού (P = 5.03x10-13) στην ακολουθία του στελέχους wRi. Συγκεκριμένα, το πρόγραμμα εντό-

πισε δύο σημεία διακοπής (breakpoints) στις θέσεις 666 και 838 αντίστοιχα της νουκλεοτιδικής 

ευθυγράμμισης. Εντός της περιοχής αυτής, η ακολουθία του wRi παρουσιάζει ομολογία με το 

στέλεχος wBm ενώ εκτός αυτής, η νουκλεοτιδική ομολογία είναι μεγαλύτερη με το στέλεχος 

wUni. Στη δεύτερη περίπτωση ανασυνδυασμού που ανιχνεύθηκε στο στέλεχος wRi (P = 

5.56x10-05,) τα πιθανά γονικά στελέχη φαίνεται να είναι τα wUni και wMel. Στην τελευταία πε-

ρίπτωση, αν και η σημαντικότητα του γεγονότος ήταν μικρότερη (P = 1.36x10-03), η ακολουθία 

του στελέχους wMel φαίνεται να έχει προκύψει από τον ανασυνδυασμό των στελεχών wRi και 

wBm.               

 

Πίνακας 3.6. Πιθανά γεγονότα γενετικού ανασυνδυασμού στο γονίδιο WD0438. 

Γεγονός 
Θυγατρική  
ακολουθία 

Πατρική 
ακολουθία 1 

Πατρική 
ακολουθία 2 

Περιοχή 
 ανασυνδυασμού 

MaxChi P 

1 wRi wUni wBm 666 - 838 5.03x10-13 
2 wRi wUni wMel 2 - 346 5.56x10-05 
3 wMel wRi wBm 357 - 406 1.36x10-03 
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Εικόνα 3.17. Ανασυνδυασμός στο χρωμοσωμικό γονίδιο WD0438. Στο διάγραμμα απεικονίζονται τα αποτελέσμα-

τα του προγράμματος MaxChi για την πρώτη και σημαντικότερη περίπτωση γενετικού ανασυνδυασμού στην ακο-

λουθία του στελέχους wRi όπου φαίνονται καθαρά τα δύο στατιστικά σημαντικά σημεία διακοπής (break points) 

που οριοθετούν το ανασυνδυασμένο τμήμα της ακολουθίας.   
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WD0550: Στην περίπτωση του χρωμοσωμικού γονιδίου WD0550, τα πέντε προγράμματα ανί-

χνευσαν ένα πιθανό φαινόμενο γενετικού ανασυνδυασμού μεταξύ των θέσεων ευθυγράμμισης 1-

190 (MaxChi, P = 1.29x10-11). Τα πιθανά εμπλεκόμενα στελέχη είναι τα wUni, wMel και wRi 

ενώ το σημείο διακοπής των στοιχισμένων ακολουθιών αντιστοιχεί στην αρχή της 4ης επανάλη-

ψης αγκυρίνης του στελέχους wMel. Συγκεκριμένα, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 3.18 όπου 

απεικονίζεται διαγραμματικά η ομοιότητα ανά ζεύγη των εμπλεκομένων στελεχών με βάση την 

προσέγγιση ολισθαινόντων παραθύρων, η ακολουθία του στελέχους wUni (θυγατρική ακολου-

θία) φαίνεται να έχει προκύψει από τον ανασυνδυασμό των ακολουθιών των στελεχών wMel και 

wRi (πατρικά στελέχη).      
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Εικόνα 3.18. Ανασυνδυασμός στο χρωμοσωμικό γονίδιο WD0550. Στο διάγραμμα απεικονίζονται τα αποτελέσμα-

τα του προγράμματος RPD και παρουσιάζουν την ομοιότητα ανά ζεύγος η οποία υπολογίστηκε για ένα μετακινού-

μενο παράθυρο 30 bp κατά μήκος των ευθυγραμμισμένων ακολουθιών που εμπλέκονται στο φαινόμενο. 

 

WD0633: Το γονίδιο WD0633 ανήκει στον προφάγο WO-B του στελέχους wMel. Στην περί-

πτωση αυτή, το πρόγραμμα MaxChi ανίχνευσε την παρουσία ενός στατιστικά σημαντικού γεγο-

νότος γενετικού ανασυνδυασμού το οποίο επιβεβαιώθηκε και από τα υπόλοιπα προγράμματα (P 

< 0.001 με βάση 1,000 αντιμεταθέσεις). Το ρήγμα (breakpoint) εντοπίζεται γύρω από τη θέση 

620 των ευθυγραμμισμένων νουκλεοτιδικών ακολουθιών και χωρίζει τις στοιχισμένες ακολουθί-

ες σε δύο τμήματα εκ τον οποίων το πρώτο περιλαμβάνει την συστοιχία των επαναλήψεων α-

γκυρίνης (Εικόνα 3.19.Α). Συγκεκριμένα, πριν το ρήγμα, η νουκλεοτιδική ακολουθία του στελέ-

χους wAu (ανασυνδυασμένη-χιμαιρική ακολουθία) παρουσιάζει μεγαλύτερη ομολογία με τα 

στελέχη wRi και wMel ενώ μετά το σημείο αυτό, η ομολογία του στελέχους είναι μεγαλύτερη με 

τα στελέχη wYak και wSan όπως παρατηρούμε και από τις τιμές αξιοπιστίας με την μέθοδο των 

επαναληπτικών δοκιμών (Bootscan method). Επίσης, η ανακατασκευή των φυλογενετικών σχέ-

σεων των εμπλεκομένων στελεχών, ανεξάρτητα για τα δύο γονιδιακά τμήματα, ενισχύει τη ση-
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μαντικότητα του γεγονότος δείχνοντας ξεκάθαρα το 5΄ άκρο του γονιδίου του στέλεχος wAu να 

ομαδοποιείται με το στέλεχως wRi ενώ το 3΄ άκρο του να ομαδοποιείται με τα στελέχη wYak 

και wSan (Εικόνα 3.19 Β&Γ). 
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Εικόνα 3.19. Ανασυνδυασμός στο φαγικό γονίδιο WD0633. Α) Στο διάγραμμα παρουσιάζονται οι τιμές ελέγχου 

αξιοπιστίας με τη μέθοδο bootstrap (1000 επαναλήψεις) οι οποίες υπολογίστηκαν για ένα ολισθαίνον παράθυρο 200 

bp με βήμα 10 bp κατά μήκος των στοιχισμένων ακολουθιών των ομολόγων γονιδίων. Για κάθε παράθυρο, οι γενε-

τικές αποστάσεις και οι φυλογενετικές σχέσεις υπολογίστηκαν με τη μέθοδο Neighbor joining. Με τη διακεκομμένη 

γραμμή παρουσιάζεται το όριο αξιοπιστίας 70% ενώ η εικόνα πάνω από το διάγραμμα δείχνει τη θέση των επανα-

λήψεων αγκυρίνης. Β, Γ) Φυλογενετικές σχέσεις των εμπλεκομένων στελεχών που προκύπτουν από την περιοχή 

πριν (Β) και μετά το ρήγμα (Γ) όπου φαίνεται ξεκάθαρα η αλλαγή της ομαδοποίησης του στελέχους (wAu) που φέ-

ρει την ανασυνδυασμένη ακολουθία.   
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WD0766: Όπως είδαμε και προηγουμένως, το γονίδιο αυτό παρουσιάζει εκτεταμένη ποικιλότητα 

μεταξύ των διαφορετικών στελεχών τόσο στον αριθμό όσο και στην οργάνωση των επαναλήψε-

ων αγκυρίνης που εν μέρει μπορεί να αποδοθεί σε φαινόμενα παράτυπου (αντικανονικού) ανα-

συνδυασμού (illegitimate recombination). Επιπλέον, τα ομόλογα γονίδια των στελεχών wYak 

και wSan έχουν γίνει στόχος της ένθεσης ενός μεταθέσιμου γενετικού στοιχείου. Η αναζήτηση 

ενδείξεων φαινομένων γενετικού ανασυνδυασμού αποκάλυψε επίσης την ύπαρξη δύο στατιστι-

κά σημαντικών γεγονότων όπως φαίνεται και στον Πίνακα 3.7. Στην πρώτη περίπτωση, τα πέντε 

προγράμματα ανίχνευσης γενετικού ανασυνδυασμού ανίχνευσαν δύο σημεία διακοπής στις ανα-

κατασκευασμένες προγονικές ακολουθίες των στελεχών wYak και wSan (Εικόνα 3.20). Εκτός 

της περιοχής που οριοθετούσαν τα σημεία αυτά, οι ακολουθίες των δύο στελεχών (θυγατρικά 

στελέχη) εμφάνιζαν μεγαλύτερη ομολογία με τα στελέχη wAu και wTei (τα οποία είναι 100% 

όμοια μεταξύ τους) ενώ εντός της περιοχής, η ομολογία είναι μεγαλύτερη με τις ακολουθίες των 

στελεχών wMel και wMelpopcorn. Στο δεύτερο γεγονός που ανιχνεύτηκε, η πιθανή θυγατρική 

αλληλουχία είναι αυτή του στελέχους wHa ενώ σαν πατρικές αναγνωρίζονται οι ακολουθίες των 

στελεχών wMel και wYak-wSan.                

 

Πίνακας 3.7. Πιθανά γεγονότα γενετιού ανασυνδυασμού στο γονίδιο WD0766. 

Γεγονός 
Θυγατρική  
ακολουθία 

Πατρική 
ακολουθία 1 

Πατρική 
ακολουθία 2 

Περιοχή 
 ανασυνδυασμού 

MaxChi P 

1 wYak, wSan wAu, wTei wMel, wMelpop 1599 - 1252 7.50x10-08 
2 wHa wMel,  wYak, wSan 1036 - 1117 1.67x10-03 
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Εικόνα 3.20. Ανασυνδυασμός στο χρωμοσωμικό γονίδιο WD0766. Στο διάγραμμα απεικονίζονται τα αποτελέσμα-

τα του προγράμματος MaxChi για την πρώτη και σημαντικότερη περίπτωση γενετικού ανασυνδυασμού στις ακο-

λουθίες των στελεχών wYak και wSan όπου φαίνονται καθαρά τα δύο στατιστικά σημαντικά σημεία ρηγμάτων 

(breakpoints). 
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3.3.5 Αστάθεια επαναλαμβανόμενων γειτονικών αλληλουχιών DNA και πολυμορφισμός σε 

επίπεδο επαναλήψεων αγκυρίνης 

Η προσεκτική παρατήρηση των στοιχισμένων αλληλουχιών, που εμφάνιζαν πολυμορφισμό σε 

επίπεδο επαναλήψεων αγκυρίνης, αποκάλυψε ότι σε κάθε περίπτωση οι περιοχές αυτές, που ορι-

οθετούσαν τα τμήματα εκείνα του γονιδίου που είχαν υποστεί διπλασιασμό ή έλλειμμα, αποτε-

λούνταν από πανομοιότυπες νουκλεοτιδικές επαναλήψεις κοινής κατεύθυνσης (π.χ. Εικόνες 3.9 

και 3.15 Α). Οι νουκλεοτιδικές επαναλήψεις αυτού του είδους είναι γνωστό ότι παίζουν σημα-

ντικό ρόλο στις διεργασίες διπλασιασμών ή ελλειμμάτων γενετικού υλικού τόσο στους ευκαρυ-

ωτικούς όσο και στους προκαρυωτικούς οργανισμούς. Ο μηχανισμός αυτός είναι γνωστός με τον 

όρο παράτυπος-μη ομόλογος ανασυνδυασμός (illegitimate recombination) και χαρακτηρίζει όλα 

εκείνα τα γεγονότα ανασυνδυασμού τα οποία είναι ανεξάρτητα της δράσης της πρωτεΐνης RecA 

(Bzymek & Lovett 2001; Rocha 2003). Ο παράτυπος-μη ομόλογος ανασυδυασμός είναι γνωστό 

ότι πραγματοποιείται μέσω τουλάχιστον δύο διαφορετικών μηχανισμών: α) της ολίσθησης του 

εκμαγείου DNA κατά τη διάρκεια της αντιγραφής του γονιδιώματος (replication slippage) και β) 

single-strand annealing. Για να εξεταστεί στατιστικά η παραπάνω υπόθεση υπολογίστηκε για 

κάθε ομόλογο γονίδιο αγκυρίνης, η πυκνότητα των νουκλεοτιδικών επαναλήψεων κοινής κατεύ-

θυνσης (DR) που είναι μεγαλύτερες από 8 νουκλεοτίδια ανά kb (αριθμός DR / kb). Στη συνέχεια, 

ελέχθηκε εάν τα γονίδια τα οποία εμφανίζουν πολυμορφισμό σε επίπεδο επαναλήψεων αγκυρί-

νης εμφάνιζαν και μεγαλύτερη πυκνότητα DR (Πίνακας 3.8). Πράγματι, τα γονίδια αυτά περιεί-

χαν σημαντικά πολύ περισσότερες νουκλεοτιδικές επαναλήψεις κοινής κατεύθυνσης σε σχέση 

με τα γονίδια τα οποία δεν παρουσίαζαν πολυμορφισμό σε επίπεδο επαναλήψεων αγκυρίνης 

(μέσος όρος 15.9 και 1.9 DR / kb αντίστοιχα, P < 0.005, Mann-Whitney test). Βάσει των αποτε-

λεσμάτων αυτών είναι ιδιαίτερα πιθανό ότι οι νουκλεοτιδικές επαναλήψεις κοινής κατεύθυνσης 

που εντοπίζονται στα γονίδια αγκυρίνης να εμπλέκονται σε φαινόμενα παράτυπου ανασυνδυα-

σμού προκαλώντας διπλασιασμούς και ελλείματα επαναλήψεων αγκυρίνης.  
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 Γονίδιο  
αγκυρίνης 

DRs 

WD0035 0 

WD0073 6.66 

WD0147 2.99 

WD0191 0 

WD0285 0 

WD0286 0 

WD0291 1.49 

WD0292 1.51 

WD0294 19.35 

WD0385 17.9 

WD0438 2.82 

WD0441 0.56 

WD0498 0.62 

WD0514 7.92 

WD0550 14.40 

WD0566 0 

WD0596 1.52 

WD0633 0.22 

WD0636 0.81 

WD0637 3.02 

WD0754 1.12 

WD0766 33.16 

WD1213 4.45 

Πίνακας 3.8. Πυκνότητα των νουκλεοτιδικών επανα-

λήψεων κοινής κατεύθυνσης (DRs) που είναι μεγαλύ-

τερες από 8 νουκλεοτίδια κατά μήκος των γονιδίων 

αγκυρίνης. Με τη σκιαγράφηση παρουσιάζονται τα 

γονίδια αγκυρίνης τα οποία εμφανίζουν πολυμορφι-

σμό σε επίπεδο αριθμού επαναλήψεων αγκυρίνης.   
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3.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η αποκωδικοποίηση του πρώτου γωνιδιώματος της Wolbachia ανέδειξε έναν εκπληκτικά μεγά-

λο αριθμό γονιδίων που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες με επαναλήψεις (μοτίβα) αγκυρίνης προ-

σελκύοντας το ενδιαφέρον των επιστημόνων για τον πιθανό ρόλο τους στις αλληλεπιδράσεις 

βακτηρίου και ξενιστή. Οι επαναλήψεις (μοτίβα) αγκυρίνης, αποτελούν γνώρισμα των ευκαρυω-

τικών πρωτεϊνών και πιστεύεται ότι εξελίχθηκαν και: (α) φέρουν εις πέρας τις πολυάριθμες και 

πολύπλοκες λειτουργίες των ευκαρυωτικών κυττάρων και (β) επιτρέπουν την ταχεία προσαρμο-

γή των ευκαρυωτικών οργανισμών σε διάφορες μεταβολές του περιβάλλοντος (Marcotte et al. 

1998; Kobe and Kajava 2000; Mosavi et al. 2004). Τα αποτελέσματά της παρούσας μελέτης υ-

ποδηλώνουν ότι τα γονίδια αγκυρίνης της Wolbachia αποτελούν μια γρήγορα εξελισσόμενη οι-

κογένεια γονιδίων. Επίσης, παρέχουν μια πληθώρα στοιχείων όσον αφορά τους μηχανισμούς οι 

οποίοι είναι υπεύθυνοι για την εξέλιξή τους. Μάλιστα, τα φαινόμενα παράτυπου (αντικανονι-

κού) και ομόλογου γενετικού ανασυνδυασμού, καθώς και η ιδιαίτερη γονιδιακή “ρευστότητα” 

που παρέχεται από τα προφαγικά και τα μεταθέσιμα γενετικά στοιχεία, έχουν διαδραματίσει ση-

μαντικό ρόλο στη διαμόρφωση της γενετικής ποικιλότητας των γονιδίων αυτών. 

 

3.4.1 Γενετική ποικιλότητα 

Η αλληλούχηση των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης από τα διαφορετικά στελέχη Wolbachia α-

ποκάλυψε σημαντικά στοιχεία για τη γενετική τους ποικιλότητα. Από την μελέτη της επί της ε-

κατό (%) περιεκτικότητας σε γουανίνη και κυτοσίνη (% GC content) προκύπτει ότι: (α) δεν υ-

πάρχουν σημαντικές διάφορες μεταξύ των προφαγικών και των χρωμοσωμικών γονιδίων αγκυ-

ρίνης ενώ (β) η περιεκτικότητα αυτή είναι ανάλογη της συνολικής περιεκτικότητας σε GC του 

γονιδιώματος της Wolbachia. Τα στοιχεία αυτά υποδηλώνουν ότι τα γονίδια αγκυρίνης συνυ-

πάρχουν με το γονιδίωμα της Wolbachia για μεγάλο χρονικό διάστημα και δεν έχουν προέλθει 

από μια σχετικά πρόσφατη οριζόντια μεταφορά. Πολύ μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει η ποικι-

λομορφία που παρατηρείται μεταξύ των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης στα διάφορα στελέχη. Η 

ποικιλομορφία αυτή διακρίνεται σε τρία επίπεδα: (α) την ποικιλομορφία σε νουκλεοτιδικό επί-

πεδο, (β) την ποικιλομορφία που παρατηρείται στον αριθμό και την οργάνωση των επαναλήψε-

ων αγκυρίνης και (γ) σε γεγονότα που έχουν ως αποτέλεσμα τον εκφυλισμό των γονιδίων.  

 Η μέση νουκλεοτιδική ποικιλομορφία ανά ζεύγος βάσεων παρουσιάζει μεγάλη διακύ-

μανση με πάνω από 200 τάξεις μεγέθους (200-fold) διαφορά μεταξύ των 23 γονιδίων αγκυρίνης. 

Η μικρότερη νουκλεοτιδική ποικιλότητα παρατηρήθηκε μεταξύ των ομολόγων γονιδίων αγκυρί-

νης του προφάγου WO-A ενώ η μεγαλύτερη μεταξύ των ομολόγων του προφάγου WO-B. Οι 

διαφορές στα επίπεδα της ποικιλότητας μεταξύ των δύο προφάγων αντικατοπτρίζονται και στον 
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αριθμό των αλληλομόρφων των γονιδίων τους. Η ετερογένεια αυτή υποδηλώνει ξεχωριστές εξε-

λικτικές πορείες μεταξύ των δύο προφαγικών στοιχείων. Μια υπόθεση είναι ότι τα γονίδια α-

γκυρίνης του προφάγου WO-A αποτελούν σχετικά πρόσφατη ενσωμάτωση σε σχέση με τα γονί-

δια του προφάγου WO-B. Αντιθέτως, η μεγαλύτερη ποικιλομορφία μεταξύ των ομολόγων αγκυ-

ρινών του προφάγου WO-B πιθανόν να σχετίζεται με την ύπαρξη φαινομένων οριζόντιας μετα-

φοράς και ανασυνδυασμού. Η υπόθεση αυτή ενισχύεται μάλιστα από το γεγονός ότι δεν παρα-

τηρείται φυλογενετική συμφωνία μεταξύ των χρωμοσωμικών γονιδίων και των γονιδίων αγκυρί-

νης του προφάγου WO-B. Επίσης, η ανίχνευση πολλαπλών αντιγράφων του γονιδίου WD0636 

στα στελέχη wSan και wNo, πιθανόν να οφείλεται στην ύπαρξη πολλαπλών προφαγικών στοι-

χείων του ίδιου τύπου. Είναι επίσης πιθανόν, το γεγονός αυτό να οφείλεται σε φαινόμενα οριζό-

ντιας μεταφοράς. Όσον αφορά τα υπόλοιπα χρωμοσωμικά γονίδια, οι φυλογενετικές αναλύσεις 

υποδεικνύουν φαινόμενα μεγαλύτερης φυλογενετικής σύγκλισης. Επιπλέον, μεταξύ των στελε-

χών της υπερομάδας Α, τα στελέχη wRi και wHa παρουσιάζουν τους γρηγορότερους εξελικτι-

κούς ρυθμούς. Τα υπόλοιπα στελέχη (wMel, wMelPopcorn, wAu, wTei, wYak και wSan) εμφα-

νίζουν μικρότερες γενετικές αποστάσεις, γεγονός που αντικατοπτρίζει και τη μεγαλύτερη συγγέ-

νεια τους. Μάλιστα, οι φυλογενετικές σχέσεις των στελεχών βάσει των χρωμοσωμικών γονιδίων 

αγκυρίνης, είναι παρόμοια με την MLST φυλογένεια (Paraskevopoulos et al. 2006) υποδηλώνο-

ντας τη μακρόχρονη παρουσία των αγκυρινών στα στελέχη Wolbachia.   

 Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι το γονίδιο που κωδικοποιεί την κύρια επιφανειακή 

πρωτεΐνη της Wolbachia υπόκειται σε θετική επιλογή ιδιαίτερα μεταξύ των “ταχέως μεταβαλλό-

μενων περιοχών” (Hyper Variable Region, HVR) [Baldo et al. 2002; Jiggins et al. 2002; Baldo 

et al 2005]. Μάλιστα, σύμφωνα με τους Jiggins και συνεργάτες (Jiggins et al. 2002), θετική επι-

λογή παρατηρείτε μόνο στα στελέχη της Wolbachia που αναπτύσσουν παρασιτικές σχέσεις και 

όχι αυτά που αναπτύσσουν σχέσεις αμοιβαιότητας. Αυτό μπορεί να οφείλεται στο γεγονός ότι η 

επιλογή ευνοϊκών μεταλλάξεων, οι οποίες παρέχουν λειτουργικό πλεονέκτημα, είναι ισχυρότερη 

στα παρασιτικά στελέχη λόγω μεγαλύτερου ανταγωνισμού με τον ξενιστή (Jiggins et al. 2002). 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας, πέντε γονίδια αγκυρίνης εμφανίζουν 

στοιχεία θετικής επιλογής, καθώς ο λόγος των μη συνώνυμων προς το ρυθμό των συνώνυμων 

υποκαταστάσεων είναι μεγαλύτερος από την μονάδα (Kα/Ks > 1). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το 

γονίδιο WD0292 του προφάγου WO-A το οποίο εμφανίζει και τον μεγαλύτερο λόγο (Kα/Ks = 

2.3). Είναι αξιοσημείωτο ότι ακολουθίες που εμφανίζουν τον ίδιο πολυμορφισμό μοιράζονται 

κοινά είδη Drosophila. Συνεπώς, η επιλογή αυτή μπορεί να σχετίζεται με την προσαρμογή των 

στελεχών Wolbachia στον εκάστοτε ξενιστή. Σε κάθε περίπτωση, η ανίχνευση μεταλλάξεων που 

υπόκεινται σε θετική επιλογή είναι πολύ σημαντική όχι μόνο για την κατανόηση της εξέλιξης 

των γονιδίων αγκυρίνης αλλά και για την κατανόηση της λειτουργίας τους.  
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Πολύ μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζουν όμως και οι μεγαλύτερες δομικές διαφορές που ανι-

χνεύθηκαν σε κάποια από τα γονίδια αγκυρίνης. Στο γονίδιο WD0766 στα στελέχη wYak και 

wSan έχει εντεθεί ένα μεταθέσιμο γενετικό στοιχείο της οικογένειας IS5. Η οικογένεια αυτή των 

μεταθέσιμων γενετικών στοιχείων (IS5) είναι ιδιαίτερα διαδεδομένη στο βακτήριο Wolbachia 

ενώ πιστεύεται ότι έχει σημαντική επίδραση στην προσαρμοστικότητά του (Foster et al. 2005). 

Το στέλεχος wMel διαθέτει 13 πανομοιότυπα αντίγραφα διάσπαρτα στο γονιδίωμά του (Wu et al. 

2004) ενώ το στέλεχος wRi διαθέτει 17. Το IS5 διαθέτει δύο ανοιχτά αναγνωστικά πλαίσια 

(ORFs) τα οποία κωδικοποιούν για τις τρανσποζάσες (το ένζυμο το οποίο καταλύει την αντί-

δραση ένθεσης του στοιχείου) ενώ οριοθετείται στα άκρα του από δύο αντίστροφες επαναληπτι-

κές ακολουθίες. Στην περίπτωση του γονιδίου WD0766, το μεταθέσιμο στοιχείο οριοθετείται 

από μη συμμετρικές αντίστροφες επαναληπτικές ακολουθίες οι οποίες διαφέρουν μεταξύ τους 

σε ένα νουκλεοτίδιο (5΄- AGA GGT TGT CCG GAA AC(A/Τ) AGT AAA- 3΄) όπως συμβαίνει 

και στην περίπτωση των 13 μεταθέσιμων στοιχείων του στελέχους wMel. Επίσης, όπως έχει πε-

ριγραφεί και από τους Iturbe-Ormaetxe και συνεργάτες (Iturbe-Ormaetxe et al. 2005), το ομόλο-

γο του γονιδίου WD0385 στο στέλεχος wAu βρέθηκε να περιέχει ένα πλήρες μεταθέσιμο στοι-

χείο της ίδιας οικογένειας IS5 στη μέση της 7ης επανάληψης αγκυρίνης. Σε αυτή την περίπτωση 

όμως, το μεταθέσιμο στοιχείο οριοθετείται από πανομοιότυπες αντιστρεπτές επαναληπτικές α-

κολουθίες (5΄-AGAGGTTGTCCGAAACAAGTAAA- 3΄). Το ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο 

αυτού του γονιδίου διακόπτεται και στο στέλεχος wRi λόγω της ενσωμάτωσης ενός μεταθέσιμου 

στοιχείου (Klasson et al. 2009). Αξίζει να σημειωθεί ότι στα γονίδια αγκυρίνης έχουν παρατη-

ρηθεί και μεταλλάξεις μετατόπισης αναγνωστικού πλαισίου, όπως στην περίπτωση του προφα-

γικού γονιδίου WD0636 στα στελέχη wAu και wTei καθώς και του γονιδίου WD1213 στα στε-

λέχη της υπερομάδας Β. Και στις δύο περιπτώσεις, οι αλλαγές αυτές πιθανά να έχουν σημαντική 

επίδραση στην έκφραση ή/και στη λειτουργία των. Κάτι αντίστοιχο έχει παρατηρηθεί στο υπο-

χρεωτικά ενδοκυττάριο παθογόνο βακτήριο Coxiella burnetii. Οι έρευνες έδειξαν ότι η γενετική 

ποικιλότητα που παρατηρείται στα γονίδια αγκυρίνης μεταξύ διαφορετικών στελεχών του βα-

κτηρίου έχει άμεση επίπτωση στην έκκριση των πρωτεϊνών μέσω του T4SS. Μέχρι στιγμής δεν 

έχει αποδειχθεί η συμμετοχή του συστήματος έκκρισης τύπου IV της Wolbachia σην έκκριση 

των αγκυρινών, αν και η πιθανότητα αυτή είναι πολύ μεγάλη (Pan et al. 2008; Bennuru et al. 

2009).  

Θα πρέπει να σημειωθεί ότι μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι περιπτώσεις πολυμορ-

φισμού σε επίπεδο επαναλήψεων αγκυρίνης, τόσο στον αριθμό όσο και στην οργάνωση τους 

μέσα στο γονίδιο. Μάλιστα, τέτοιες περιπτώσεις παρατηρήθηκαν και μεταξύ ομολόγων γονιδίων 

αγκυρίνης, που απαντούν σε πολύ συγγενικά στελέχη, αν και κατά τα άλλα παρουσιάζουν μεγά-

λη ομοιότητα σε νουκλεοτιδικό επίπεδο. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι, στην εξέλιξη των γο-
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νιδίων αγκυρίνης της Wolbachia συμμετέχουν μοριακοί μηχανισμοί, εκτός εκείνων που είναι 

υπεύθυνοι για τη δημιουργία μεταλλάξεων σε νουκλεοτιδικό επίπεδο.    

                

3.4.2 Ποιοι μηχανισμοί είναι υπεύθυνοι για την εξέλιξη των γονιδίων αγκυρίνης της Wolba-

chia 

Τα φαινόμενα γενετικού ανασυνδυασμού αποτελούν ένα πολύ αποτελεσματικό μέσο για την αύ-

ξηση της γενετικής ποικιλότητας των βακτηριακών γονιδιωμάτων. Η δράση του ανασυνδυασμού 

είναι δυνατόν να οδηγήσει στη δημιουργία νέων μορφών γονιδίων και γενοτύπων και κατ’ επέ-

κταση νέων φαινοτύπων (Rajalingam et al. 2004). Ειδικά στην περίπτωση των γονιδίων που κω-

δικοποιούν πρωτεΐνες με επαναλαμβανόμενα μοτίβα, όπως στην περίπτωση των γονιδίων αγκυ-

ρίνης, εικάζεται ότι αυτά μπορούν να εξελιχθούν με πολύ πιο γρήγορους ρυθμούς σε σχέση με 

τα γονίδια τα οποία κωδικοποιούν πρωτεΐνες χωρίς επαναλαμβανόμενα μοτίβα (Mercotte et al. 

1998; Tripp and Barrick 2004). Η συγκριτική ανάλυση των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia 

αποκάλυψε ότι ένας από τους βασικούς μηχανισμούς της δημιουργίας της ποικιλότητας που πα-

ρατηρήσαμε μεταξύ των διαφορετικών στελεχών είναι ο γενετικός ανασυνδυασμός τόσο με την 

κλασική μορφή του ομόλογου ανασυνδυασμού όσο και με την μορφή του παράτυπου (αντικανο-

νικού) ανασυνδυασμού.  

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης προκύπτει ότι τα γονίδια αγκυρίνης 

που απαντούν στη Wolbachia υπόκεινται σε φαινόμενα γενετικού ανασυνδυασμού. Μάλιστα, η 

συχνότητα με την οποία συμβαίνει ο γενετικός ανασυνδυασμός στα γονίδια αγκυρίνης φαίνεται 

να είναι αρκετά υψηλή, δεδομένου ότι ανιχνεύθηκε ένας σημαντικός αριθμός στατιστικά σημα-

ντικών γεγονότων παρά τα περιορισμένα δεδομένα που υπάρχουν για κάθε γονίδιο. Αν και φαι-

νόμενα ανασυνδυασμού ανιχνεύθηκαν μόνο σε 5 από τα 23 συνολικά γονίδια, δεν μπορεί να α-

ποκλειστεί ότι παρόμοια φαινόμενα λαμβάνουν χώρα και στα άλλα γονίδια. Πολλά φαινόμενα 

γενετικού ανασυνδυασμού μπορεί να επισκιαστούν είτε από την εκτεταμένη νουκλεοτιδική ποι-

κιλότητα των ακολουθιών είτε από την πιθανότητα να μην συμπεριλαμβάνονται τα θυγατρικά ή 

τα πατρικά στελέχη στα διαθέσιμα δεδομένα. Πραγματικά, ένα στοιχείο το οποίο ενισχύει την 

άποψη αυτή είναι ότι κάποια γονίδια αγκυρίνης, για τα οποία τα προγράμματα απέτυχαν να ανι-

χνεύσουν φαινόμενα γενετικού ανασυνδυασμού, εμφανίζουν τοπικές διαφοροποιήσεις στα επί-

πεδα της νουκλεοτιδικής ποικιλότητας μεταξύ των στελεχών. Για παράδειγμα, στο χρωμοσωμι-

κό γονίδιο WD0441 παρατηρείται ότι το 3΄ άκρο του γονιδίου (το οποίο περιλαμβάνει και τις 

δύο επαναλήψεις αγκυρίνης) παρουσιάζει μεγάλη συντήρηση μεταξύ των στελεχών (~90% σε 

νουκλεοτιδικό επίπεδο) ενώ το 5΄ άκρο παρουσιάζει εκτεταμένη ποικιλομορφία με λιγότερο από 

50% ομοιότητα (Εικόνα 3.21). Αυτή η τοπική διαφορά μπορεί να οφείλεται σε φαινόμενα ανα-

συνδυασμού. 
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Εικόνα 3.21. Τοπικές διαφοροποιήσεις στα επίπεδα της νουκλεοτιδικής ποικιλότητας κατά μήκος του γονιδίου 

WD0441. Η ανάλυση της γενετικής απόστασης με τη μέθοδο του ολισθαίνοντος παραθύρου, μεταξύ στελεχών 

της Wolbachia που ανήκουν στις υπερομάδες Α και Β, φανερώνει τη μεγαλύτερη ομοιότητα που παρουσιάζουν 

στο 3΄ άκρο του γονιδίου.   

  

Η παρούσα μελέτη εντόπισε φαινόμενα ομόλογου ενδογονιδιακού ανασυνδυασμού τόσο σε 

χρωμοσωμικά γονίδια όσο και σε προφαγικά γονίδια αγκυρίνης. Φαίνεται ότι η σχετικά συντη-

ρημένη φύση των επαναλήψεων αγκυρίνης αποτελεί στόχο για τους μηχανισμούς που συμμετέ-

χουν στις διαδικασίες του ομόλογου γενετικού ανασυνδυασμού. Σε κάποιες από αυτές τις περι-

πτώσεις, όπως σε αυτή του προφαγικού γονιδίου WD0633, ο ανασυδυασμός είχε ως αποτέλεσμα 

την ανταλλαγή ολόκληρων συστοιχιών από επαναλήψεις αγκυρίνης μεταξύ διαφορετικών στε-

λεχών της Wolbachia. Δεδομένου ότι οι επαναλήψεις αγκυρίνης συμμετέχουν σε αλληλεπιδρά-

σεις μεταξύ πρωτεϊνών, η ανταλλαγή αυτή των συστοιχιών μπορεί να επηρεάσει την συνάφεια 

των εμπλεκομένων πρωτεϊνών ως προς το υπόστρωμά τους και επομένως τη λειτουργία τους. 

  Επίσης, η παρούσα μελέτη έδειξε ότι ο παράτυπος-μη ομόλογος ανασυνδυασμός, ο ο-

ποίος υφίσταται μεταξύ των μικρού μήκους νουκλεοτιδικών επαναλήψεων κοινής κατεύθυνσης 

που βρίσκονται διάσπαρτες μεταξύ των μοτίβων αγκυρίνης, κατέχει σημαντική θέση στην αύξη-

ση της ποικιλότητας των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia. Μέσω αυτού του φαινομένου είναι 

δυνατόν να προκύψουν νέοι συνδυασμοί μοτίβων αγκυρίνης λόγω διπλασιασμού ή απομάκρυν-

σης μεμονωμένων μοτίβων καθώς επίσης και να δημιουργηθούν νέα μοτίβα από την αναδιάταξη 

των δομικών μονάδων μεταξύ απομακρυσμένων επαναλήψεων αγκυρίνης. Στην Εικόνα 3.22 

παρουσιάζεται ένα μοντέλο το οποίο δείχνει τους πιθανούς τρόπους δράσης του παράτυπου (α-

ντικανονικού) ανασυνδυασμού στα μοτίβα αγκυρίνης. Σύμφωνα με αυτό, όταν οι μικρού μήκους 
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νουκλεοτιδικές επαναλήψεις βρίσκονται στα άκρα των μοτίβων μπορούν να οδηγήσουν σε φαι-

νόμενα διπλασιασμού ή ελλειμμάτων (Εικόνα 3.22Α). Όταν όμως οι επαναλήψεις αυτές βρίσκο-

νται εσωτερικά των μοτίβων αγκυρίνης τότε οδηγούν στον σχηματισμό νέων χιμαιρικών μοτί-

βων (Εικόνα 3.22Β). Σε κάθε περίπτωση, η σταθερή θέση των επαναλήψεων στην ίδια θέση με-

ταξύ των διαφορετικών μοτίβων αγκυρίνης είναι απαραίτητη προϋπόθεση προκειμένου να δια-

τηρηθεί η ακεραιότητα του αναγνωστικού πλαισίου του γονιδίου και επομένως η λειτουργικότη-

τά του. 

  

 

Εικόνα 3.22. Μοντέλο επίδρασης του παράτυπου ανασυνδυασμού στην εξέλιξη των μοτίβων 

αγκυρίνης. Τα διαφορετικού χρώματος διαγραμμισμένα ορθογώνια πλαίσια αναπαριστούν 

διαφορετικά μοτίβα αγκυρίνης. Τα μαύρα ορθογώνια πλαίσια στο εσωτερικό τους αναπαρι-

στούν πανομοιότυπες νουκλεοτιδικές επαναλήψεις (DRs). Όταν τα DRs βρίσκονται στα όρια 

των μοτίβων αγκυρίνης μπορούν να οδηγήσουν σε διπλασιασμό ή έλλειμμα μοτίβων ανάλογα 

με το εάν η ολισθαίνουσα αλυσίδα DNA είναι η νεοσυντεθείσα ή το εκμαγείο (Α). Όταν τα 

DRs είναι εσωτερικά τότε μπορούν να δημιουργηθούν χιμαιρικά μοτίβα αγκυρίνης (Β). 

 

Σε αντίθεση με τον ομόλογο ανασυνδυασμό, ο οποίος απαιτεί την συνύπαρξη δύο ή περισσοτέ-

ρων στελεχών της Wolbachia στον ίδιο ξενιστή προκειμένου να πραγματοποιηθεί ανταλλαγή 

γενετικού υλικού, ο παράτυπος-μη ομόλογος ανασυνδυασμός δεν απαιτεί κάτι τέτοιο ενώ μπορεί 

να παρέχει στο βακτήριο μια άμεση πηγή γενετικής ποικιλότητας η οποία είναι απαραίτητη για 

τη γρήγορη προσαρμογή του σε νέα περιβάλλοντα συμπεριλαμβανομένου της μετακίνησης με-

ταξύ διαφορετικών ξενιστών. Είναι γνωστό εξάλλου ότι πολλά γονίδια προκαρυωτικών οργανι-

σμών, τα οποία συμμετέχουν σε μηχανισμούς απόκρισης καταστάσεων στρες, χαρακτηρίζονται 

από την ύπαρξη μεγάλου αριθμού νουκλεοτιδικών επαναλήψεων οι οποίες μπορούν να μετά-

σχουν σε φαινόμενα παράτυπου ανασυνδυασμού, παρέχοντας την απαραίτητη πηγή ποικιλότη-

τας για την ταχεία προσαρμογή στις νέες συνθήκες (Rocha et al. 2002). Έχει προταθεί επίσης ότι 
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η εξελικτική επιτυχία της οικογένειας των ευκαρυωτικών πρωτεϊνών με μοτίβα αγκυρίνης οφεί-

λεται εν μέρει στην ικανότητά τους να αλληλεπιδρούν με έναν μεγάλο αριθμό μορίων στόχων. 

Αυτό επιτυγχάνεται απλά με το να προσαρμόζεται κάθε φορά το αλληλεπιδρών τμήμα της πρω-

τεΐνης, το οποίο αποτελείται από τα μοτίβα αγκυρίνης, μέσω του εναλλακτικού ματίσματος των 

εξονίων τα οποία κωδικοποιούν για τα μοτίβα αυτά  (Tripp and Barrick 2004; Kobe et al. 2000; 

Marcote et al. 1998; Cai and Zhang 2005). Αποτέλεσμα αυτής της διαδικασίας ματίσματος είναι 

η δημιουργία εναλλακτικών μορφών της ίδιας πρωτεΐνης οι οποίες διαφέρουν μόνο ως προς τον 

αριθμό και την οργάνωση των μοτίβων αγκυρίνης.                                                           

Λόγω της δομής τους, οι πρωτεΐνες οι οποίες αποτελούνται από επαναλαμβανόμενα μο-

τίβα φαίνεται ότι παρουσιάζουν μεγάλη ανοχή σε φαινόμενα διπλασιασμού, ένθεσης ή ελλειμ-

μάτων των δομικών τους μοτίβων (Tripp and Barrick 2004). Συγκεκριμένα, μελέτες δείχνουν ότι 

σε μια συστοιχία μοτίβων αγκυρίνης, η απομάκρυνση των εξωτερικών μοτίβων επιφέρει λιγότε-

ρες δομικές αλλαγές σε σχέση με την απομάκρυνση εσωτερικών μοτίβων. Ωστόσο, οι εσωτερι-

κές αλλαγές μπορούν να προκαλέσουν μεγαλύτερη δομική ποικιλότητα με αποτέλεσμα να ευ-

νοούνται στην περίπτωση που υπόκεινται σε λειτουργική επιλογή (functional selection). Τέτοιου 

είδους αλλαγές μπορούν επίσης να επηρεάσουν την αναδίπλωση των πρωτεϊνών, τη συγγένειά 

τους ως προς τα αλληλεπιδρώντα μόρια και επομένως τη λειτουργία τους (Mosavi et al. 2004). 

Για παράδειγμα, η απομάκρυνση του δεύτερου μοτίβου αγκυρίνης από τον πρωτεϊνικό παράγο-

ντα IκBα έχει ως αποτέλεσμα την αποτυχία της μεταφοράς του στον πυρήνα του κυττάρου 

(Sachdev et al. 1998). Οι αναπαραγωγικές ανωμαλίες που επάγονται από τα διαφορετικά στελέ-

χη της Wolbachia θα μπορούσαν για παράδειγμα να ρυθμίζονται μέσω της ποικιλότητας της δο-

μής των γονιδίων αγκυρίνης η οποία θα μπορούσε να επηρεάσει τη σταθερότητα και την ειδί-

κευση των πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται. Την παρούσα στιγμή, αυτή η παρατήρηση αποτελεί 

μόνο μια υπόθεση που απαιτεί πειραματική επιβεβαίωση. 

 Όπως προαναφέραμε, άλλο ένα στοιχείο το οποίο διαδραματίζει πολύ σημαντικό ρόλο 

στη διαμόρφωση της γενετικής ποικιλότητας των γονιδίων αγκυρίνης στη Wolbachia είναι και 

τα προφαγικά στοιχεία που έχουν βρεθεί στο γονιδίωμά της. Πλήθος μελετών έχουν δείξει ότι οι 

βακτηριοφάγοι αποτελούν βασικούς συντελεστές της διαμόρφωσης και της εξέλιξης των βακτη-

ριακών γονιδιωμάτων. Η δυνατότητα που έχουν να λειτουργούν ως “όχημα” μεταφοράς γενετι-

κού υλικού ακόμα και μεταξύ διαφορετικών ειδών βακτηριακών κυττάρων προσφέρει στα τε-

λευταία μια πηγή εξελικτικής καινοτομίας η οποία είναι απαραίτητη προκειμένου να αποκτή-

σουν το πλεονέκτημα έναντι άλλων ειδών και να ανταπεξέλθουν στις γρήγορα μεταβαλλόμενες 

συνθήκες του περιβάλλοντος (Wagner and Waldor 2002; Casjens 2003; Moran et al. 2005). 

Αν και τα εξειδικευμένα γονιδιώματα των ενδοκυτταρικών συμβιωτικών βακτηρίων συχνά στε-

ρούνται της ύπαρξης προφαγικών στοιχείων, οι μελέτες δείχνουν ότι τα προφαγικά στοιχεία έ-
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χουν επηρεάσει σε μεγάλο βαθμό την εξέλιξη του γονιδιώματος της Wolbachia (Masui et al. 

2000; Bordenstein and Wernegreen 2004; Gavotte et al. 2006). Το πρώτο στοιχείο που οδηγεί σε 

αυτό το συμπέρασμα είναι η μεγάλη εξάπλωση του βακτηριοφάγου WO μεταξύ των διαφορετι-

κών στελεχών της Wolbachia. Περίπου το 89% των στελεχών που μελετήθηκαν διαθέτουν του-

λάχιστον έναν προφάγο ενσωματωμένο στο γονιδίωμά τους (Bordenstein and Wernegreen 2004; 

Gavotte et al. 2006). Το δεύτερο στοιχείο είναι ότι ο βακτηριοφάγος WO έχει την ικανότητα να 

μεταφέρεται οριζόντια μεταξύ πολύ διαφορετικών στελεχών της Wolbachia τα οποία μολύνουν 

τον ίδιο ξενιστή (για παράδειγμα μεταξύ στελεχών που ανήκουν σε διαφορετικές υπερομάδες) 

[Bordenstein and Wernegreen 2004].  

 Όπως προκύπτει από τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, τα προφαγικά στοιχεία 

της Wolbachia έχουν διαδραματίσει και συνεχίζουν να διαδραματίζουν κεντρικό ρόλο στη διά-

δοση και την εξέλιξη των γονιδίων αγκυρίνης. Η έλλειψη φυλογενετικής συμφωνίας μεταξύ των 

χρωμοσωμικών και των προφαγικών γονιδίων αγκυρίνης υποδηλώνει την εκτεταμένη οριζόντια 

μεταφορά των φαγικών σωματιδίων μεταξύ των συμβιωτικών σχέσεων Drosophila-Wolbachia. 

Οι φάγοι της Wolbachia αποτελούν μια σημαντική πηγή γονιδιακής ποικιλότητας η οποία μπο-

ρεί να εξαπλωθεί και να διαμορφώσει το γενετικό ρεπερτόριο των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ 

διαφορετικών στελεχών. Η ανταλλαγή αυτή γενετικού υλικού είναι καθοριστικής σημασίας για 

την οικολογική επιτυχία των συμβιωτικών σχέσεων.       

  

3.4.3 Συνδέεται η γενετική ποικιλομορφία των αγκυρινών με τους φαινοτύπους της Wolba-

chia;  

Λόγω της ικανότητάς τους να προάγουν τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ των πρωτεϊνών, τα γονίδια 

αγκυρίνης της Wolbachia έχουν προταθεί ως βασικοί συντελεστές των αλληλεπιδράσεων μεταξύ 

βακτηρίου και ξενιστή. Η συγκριτική μελέτη της γενετικής ποικιλότητας των γονιδίων αγκυρί-

νης υπό το πρίσμα των διαφορετικών φαινοτύπων, με έμφαση την κυτταροπλασματική ασυμβα-

τότητα, αποτελεί μια πρόκληση. Σε προηγούμενη μελέτη, η σύγκριση των γονιδίων αγκυρίνης 

μεταξύ των στελεχών wMel (mod+/resc+) και wAu (mod-/resc-) ανέδειξε 10 υποψήφια γονίδια με 

πιθανό ρόλο στην επαγωγή των αναπαραγωγικών ανωμαλιών (Iturbe-Ormaetxe et al. 2005). Στο 

ίδιο πλαίσιο, ο Sinkins και οι συνεργάτες του βρήκαν ότι υπάρχουν σημαντικά επίπεδα πολυ-

μορφισμού στις ακολουθίες δύο γονιδίων αγκυρίνης (pk1 και pk2) που βρίσκονται σε δύο στελέ-

χη Wolbachia που μολύνουν δύο διαφορετικούς και ασύμβατους πληθυσμούς κουνουπιών του 

είδους Culex quinquefasciatus (Sinkins et al. 2005). Τα γονίδια αυτά ανήκουν σε ένα προφάγο 

της Wolbachia και παρουσιάζουν ομολογία με τα γονίδια WD0596 και WD0636 του στελέχους 

wMel. Σε μια πιο πρόσφατη μελέτη, εξετάστηκε η κατανομή της ποικιλότητας 58 γονιδίων α-

γκυρίνης σε σχέση με τα πρότυπα της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας 14 διακριτών στελε-
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χών Wolbachia που μολύνουν το είδος Culex pipiens (Duron et al. 2007). Ωστόσο, δεν βρέθηκε 

καμία ένδειξη που να συσχετίζει τα πρότυπα της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας με την 

παρατηρούμενη ποικιλότητα στα γονίδια αγκυρίνης (Duron et al. 2007). Βάσει των αποτελεσμά-

των της παρούσας μελέτης, δεν ήταν επίσης δυνατόν να συσχετιστούν άμεσα η ποικιλομορφία 

των γονιδίων αγκυρίνης με τους διαφορετικούς φαινοτύπους των στελεχών της Wolbachia που 

εξετάστηκαν. Στελέχη του βακτηρίου, τα οποία τα οποία παρουσιάζουν διαφορετικούς φαινοτύ-

πους κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας καθώς και εμβρυϊκής κατανομής, φαίνεται να μοιρά-

ζονται παρόμοιους τύπους ποικιλότητας μεταξύ των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης. Σύμφωνα με 

τα παραπάνω στοιχεία, η άμεση τουλάχιστον συμμετοχή των γονιδίων αγκυρίνης στους μηχανι-

σμούς επαγωγής των διαφορετικών φαινοτύπων είναι λιγότερο πιθανή. Μελέτες δείχνουν ότι η 

βακτηριακή πυκνότητα στους γενετικούς ιστούς των εντόμων φαίνεται να σχετίζεται με τα επί-

πεδα της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας που εκφράζουν (Breeuwer & Werren 1993; 

Poinsot et al. 1998; Perrot-Minnot & Werren 1999; Noda et al. 2001; Veneti et al. 2003). Μάλι-

στα, σε μια πρόσφατη εργασία επισημάνθηκε η πολύπλοκη σχέση των βακτηριοφάγων της Wol-

bachia στην έκφραση της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Οι βακτηριοφάγοι μέσω του 

λυτικού κύκλου έχουν την ικανότητα να ρυθμίζουν την βακτηριακή πυκνότητα και κατ’ επέκτα-

ση τα επίπεδα της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας (Bordenstein et al. 2006). Επίσης, είναι 

γνωστό ότι το γενετικό υπόβαθρο του ξενιστή παίζει πολύ σημαντικό ρόλο στην έκφραση του 

φαινοτύπου της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας (Bordenstein & Werren 1998; Poinsot et 

al. 1998; Clark et al. 2002; Sinkins et al. 2005).                             

 

Αν και η προέλευση των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia παραμένει άγνωστη, μελέτες υπο-

στηρίζουν ότι η οικογένεια των γονιδίων αυτών στους προκαρυωτικούς οργανισμούς έχει 

προέλθει πιθανότατα μέσω οριζόντιας μεταφοράς από τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς παρά 

το ότι έχει εξελιχθεί ανεξάρτητα (Ponting et al. 1999). Ένα στοιχείο το οποίο συνηγορεί με την 

ευκαρυωτική προέλευση των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia είναι και η μεγαλύτερη ομοιό-

τητα που παρουσιάζουν αυτά με αντίστοιχα ευκαρυωτικά γονίδια (Wu et al. 2004; Ioannidis un-

published). Επίσης, ένα άλλο στοιχείο το οποίο υποστηρίζει την παραπάνω άποψη είναι και το 

γεγονός ότι εκτός από την Wolbachia ο μεγαλύτερος αριθμός γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ των 

προκαρυωτικών οργανισμών έχει βρεθεί σε γονιδιώματα ενδοκυτταρικών βακτηρίων (υποχρεω-

τικών και προαιρετικών) τα οποία χρησιμοποιούν ως ξενιστές τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς 

κάνοντας πολύ πιθανή την περίπτωση τα γονίδια αυτά να έχουν μεταφερθεί από τους ξενιστές 

(Seshadri et al. 2003; Chien et al. 2004; Cazalet et al. 2004; Ogata et al. 2005; Ogata et al. 2006; 

Nakayama et al. 2008). Η παρουσία ενός τόσο μεγάλου αριθμού γονιδίων αγκυρίνης σε αυτά τα 

βακτήρια μπορεί να σχετίζεται με το μοναδικό τρόπο διαβίωσής τους και την ανάγκη για συνεχή 
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επικοινωνία με τους ξενιστές τους. Αρκετές μελέτες έχουν προσπαθήσει να συσχετίσουν την 

παρουσία των γονιδίων αγκυρίνης με τους διαφορετικούς φαινοτύπους της Wolbachia (Iturbe-

Ormaetxe et al. 2005; Sinkins et al. 2005; Duron et al. 2007). Ωστόσο, μια άμεση (λειτουργική) 

συσχέτιση δεν έχει επιβεβαιωθεί. Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης δείχνουν ότι η Wol-

bachia διαθέτει ένα μοναδικό ρεπερτόριο γονιδίων αγκυρίνης στη διαμόρφωση και την εξέλιξη 

του οποίου έχουν συμβάλει α) η οριζόντια μεταφορά των προφαγικών στοιχείων, β) τα φαινόμε-

να ομόλογου ανασυνδυασμού καθώς και γ) τα φαινόμενα παράτυπου ανασυνδυασμού. Τα γονί-

δια αυτά πιθανά να αντικατοπτρίζουν εν μέρει τη μεγάλη προσαρμοστικότητα της Wolbachia 

διαδραματίζοντας βασικό ρόλο σε διαφορετικές πτυχές της φυσιολογίας της, όπως η εγκαθίδρυ-

ση συμβιωτικών σχέσεων, η οριζόντια και κάθετη μετάδοσή της και η έκφραση των αναπαρα-

γωγικών φαινοτύπων. Όλα τα παραπάνω, όμως, αναμένουν πειραματική επιβεβαίωση.                                    
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4.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Τα τελευταία χρόνια έχει πραγματοποιηθεί αξιόλογη πρόοδος όσον αφορά τη μελέτη της οικο-

λογίας, της γενετικής και της κυτταρικής βιολογίας των συμβιωτικών σχέσεων που αναπτύσσει 

η Wolbachia με τους ξενιστές της. Ελάχιστα όμως είναι γνωστά για τους μοριακούς μηχανι-

σμούς που υπαγορεύουν της αλληλεπιδράσεις αυτές. Πως καταφέρνει η Wolbachia να εδραιώσει 

το πλήθος των συμβιωτικών σχέσεων που αναπτύσσει και να παρακάμψει το ανοσοποιητικό σύ-

στημα του ξενιστή; Ποιους μηχανισμούς χρησιμοποιεί για τη “μετακίνησή” της; Πώς καταφέρ-

νει να επιδρά πάνω στις αναπαραγωγικές λειτουργίες των ξενιστών της;  

Είναι γνωστό ότι η Wolbachia μολύνει τόσο τους γενετικούς όσο και τους σωματικούς 

ιστούς συμπεριλαμβανομένης και της αιμολέμφου (Dobson et al. 1999). Ωστόσο, η παρουσία 

του βακτηρίου στους γενετικούς ιστούς είναι καίριας σημασίας τόσο για την έκφραση τω ανα-

παραγωγικών φαινοτύπων καθώς και για την μετάδοση του βακτηρίου από γενιά σε γενιά. Κυτ-

ταρολογικές μελέτες έχουν δείξει ότι η Wolbachia αλληλεπιδρά με το κυτταροσκελετικό σύστη-

μα του ξενιστή της προκειμένου να εξασφαλίσει τη “μετακίνησή” της κατά τη διάρκεια της ωο-

γένεσης και της εμβρυογένεσης (Callaini et al. 1994; Kose & Karr 1995; Ferree et al. 2005; Ser-

bus et al. 2008). Οι αλληλεπιδράσεις αυτές είναι ουσιώδεις για την αποδοτική μετάδοση του βα-

κτηρίου στους απογόνους. Αν και η Wolbachia δεν μεταφέρεται μέσω των αρσενικών ατόμων, η 

παρουσία της κατά τα στάδια της σπερματογένεσης είναι απαραίτητη για την επαγωγή της κυτ-

ταροπλασματικής ασυμβατότητας (Clark & Karr 2002; Clark et al. 2002, 2003; Veneti et al. 

2003). Σύμφωνα με το μοντέλο της “τροποποίησης-διάσωσης”, που προτάθηκε από τον Werren 

το 1997, ο φαινότυπος της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας οφείλεται σε δύο διακριτές λει-

τουργίες της Wolbachia (Werren 1997). Η λειτουργία της “τροποποίησης” λαμβάνει χώρα κατά 

τη διάρκεια της σπερματογένεσης και έχει ως αποτέλεσμα την τροποποίηση των πατρικών γαμε-

τών (Presgraves 2000; Veneti et al. 2003; Serbus et al. 2008). Από την άλλη, η λειτουργία της 

“διάσωσης” πραγματοποιείται στο ωάριο κατά τα πρώτα εμβρυικά στάδια και έχει ως αποτέλε-

σμα την αντιστάθμιση της τροποποίησης (Ferree & Sullivan 2006). 

Το ερώτημα που δημιουργείται είναι, πως καταφέρνει η Wolbachia να ρυθμίζει όλες αυ-

τές τις πολύπλοκες αλληλεπιδράσεις μεταξύ των διαφορετικών ιστών; Πολύπλοκες βιολογικές 

διαδικασίες συχνά περιλαμβάνουν τον συντονισμένο έλεγχο της έκφρασης μεμονωμένων ή ομά-

δων γονιδίων. Η δυνατότητα της Wolbachia να διακρίνει και να επιδρά με διαφορετικό τρόπο 

στους ιστούς των αρσενικών και των θηλυκών εντόμων πιθανά να σχετίζεται με την ενεργοποί-

ηση και την έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων. Αξιοσημείωτο όμως είναι το γεγονός ότι η Wol-
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bachia διαθέτει έναν μικρό αριθμό γονιδίων υπεύθυνων για την ρύθμιση της μεταγραφής (Fenn 

& Blaxter 2006). Συνεπώς, αυτό πιθανά υποδηλώνει ότι η διαφορική έκφραση των γονιδίων του 

βακτηρίου μεταξύ των διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων του ξενιστή, είναι περιορισμένη.  

Ένα από τα πιο αινιγματικά χαρακτηριστικά των βακτηρίων του γένους Wolbachia είναι 

ο ασυνήθιστα μεγάλος (για προκαρυωτικό οργανισμό) αριθμός γονιδίων που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες με επαναλήψεις αγκυρίνης (Masui et al. 2000; Wu et al. 2004; Foster et al. 2005; 

Salzberg et al. 2005; Klasson et al. 2008; Klasson et al. 2009). Τα γονίδια αυτά θεωρούνται βα-

σικοί υποψήφιοι για τη συμμετοχή τους στους μοριακούς μηχανισμούς που υπαγορεύουν τις αλ-

ληλεπιδράσεις Wolbachia-ξενιστή. Τα χαρακτηριστικά εκείνα τα οποία οδηγούν σε αυτό το συ-

μπέρασμα είναι τα εξής: (α) Έχει βρεθεί ότι οι επαναλήψεις αγκυρίνης συμμετέχουν σε αλληλε-

πιδράσεις μεταξύ πρωτεινών (Sedwick & Smerdon 1999) και (β) οι επαναλήψεις αγκυρίνης της 

Wolbachia παρουσιάζουν μεγαλύτερη ομοιότητα με τις επαναλήψεις αγκυρίνης που απαντώνται 

σε ευκαρυωτικές πρωτεΐνες παρά με τις αντίστοιχες προκαρυωτικές (Ioannidis et al. in prepara-

tion).  

Η μελέτη της έκφρασης των γονιδίων αγκυρίνης αποτελεί ένα σημαντικό στάδιο για την 

κατανόηση της λειτουργίας τους καθώς και του πιθανού τους ρόλου στην επαγωγή της κυτταρο-

πλασματικής ασυμβατότητας. Στα πλαίσια της διατριβής αυτής πραγματοποιήθηκε η πρώτη ε-

κτεταμένη μελέτη της έκφρασης (σε μεταγραφικό επίπεδο) των γονιδίων αγκυρίνης της Wolba-

chia. Χρησιμοποιώντας τη μέθοδο της συμβατικής RT-PCR μελετήθηκαν τα πρότυπα μεταγρα-

φής των γονιδίων αγκυρίνης στους αναπαραγωγικούς ιστούς (όρχεις και ωοθήκες) καθώς και σε 

τρία αναπτυξιακά στάδια (πρώιμα έμβρυα, ώριμα έμβρυα και ενήλικα άτομα και των δύο φύ-

λων) σε 11 διαφορετικές συμβιωτικές σχέσεις Drosophila-Wolbachia. Η ανίχνευση ειδικών με-

ταγραφικών προτύπων ανάλογα με τον ιστό, το αναπτυξιακό στάδιο καθώς και τη συμβιωτική 

σχέση παρέχει σημαντικές πληροφορίες χρήσιμες για το λειτουργικό χαρακτηρισμό των γονιδί-

ων αγκυρίνης και τη συσχέτιση τους με  τους διαφορετικούς φαινοτύπους. 
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4.2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

4.2.1 Προετοιμασία υλικού και απομόνωση ολικού RNA  

Η μελέτη της έκφρασης των γονιδίων αγκυρίνης πραγματοποιήθηκε στους αναπαραγωγικούς 

ιστούς (όρχεις και ωοθήκες) καθώς και σε τρία (3) αναπτυξιακά στάδια των εντόμων, πρώιμα 

και τελικά εμβρυικά στάδια καθώς και ενήλικα άτομα (θηλυκά και αρσενικά) σε 11 συμβιωτικές 

σχέσεις Drosophila - Wolbachia (Πίνακα 4.1). Συνολικά απομονώθηκαν οι αναπαραγωγικοί ι-

στοί από ~150 παρθένα θηλυκά άτομα ηλικίας τριών (3) ημερών και ~300 παρθένα αρσενικά 

άτομα ηλικίας μιας (1) ημέρας. Τα έντομα διατηρούνταν αναισθητοποιημένα στον πάγο ενώ οι 

ανατομίες πραγματοποιήθηκαν κάτω από στερεοσκόπιο μέσα σε διάλυμα Ringer (182 mM KCl, 

46 mM NaCl, 3 mM CaCl2, 10 mM Tris-Cl, pH 7.2) προς αποφυγή αφυδάτωσης των ιστών. Με-

τά την απομάκρυνση τους, οι ιστοί ομογενοποιήθηκαν σε μικρό όγκο (100-200 μl) διαλύματος 

Trizol (Invitrogen) και διατηρήθηκαν στους -80oC μέχρι περαιτέρω επεξεργασίας. 

 

Πίνακας 4.1. Οι 11 συμβιωτικές σχέσεις που χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη της έκφρασης των γονιδίων  
αγκυρίνης.  

Ξενιστής Στέλεχος Wolbachia Υπερ-ομάδα Εμβρυική κατανομή Φαινότυπος ΚΑ
D. melanogaster wMel 

A 

οπίσθια mod+ resc+ 
D. melanogaster wMelpopcorn οπίσθια mod+ resc+ 
D. simulans wAu οπίσθια mod- resc- 
D. teissieri wTei οπίσθια mod- resc+ 
D. yakuba wYak οπίσθια mod- resc+ 
D. santomea wSan οπίσθια mod- resc+ 
D. simulans wRi ομοιόμορφη mod+ resc+ 
D. simulans wHa ομοιόμορφη mod+ resc+ 
D. simulans wNo 

B 
πρόσθια mod+ resc+ 

D. mauritiana wMau πρόσθια mod- resc+ 
D. simulans wMa πρόσθια mod- resc+ 

 

Για τη συλλογή των εμβρύων, τα έντομα τοποθετούνταν σε ειδικά κλουβιά για ωοαπόθεση σε 

τρυβλία Petri που περιείχαν μίγμα χυμού μήλου και 3% agar ενώ στο κέντρο τους τοποθετείτο 

μικρή ποσότητα νωπής μαγιάς. Η συλλογή των πρώιμων εμβρύων πραγματοποιούνταν κάθε δύο 

(2) ώρες ενώ τα έμβρυα που βρίσκονταν στα τελικά στάδια της ανάπτυξης συλλέγονταν κάθε 16 

ώρες. Συνολικά συλλέγθησαν περί τα 100-200 μl εμβρύων, αποχοριοποιήθηκαν, για 1 λεπτό σε 

διάλυμα υποχλωριώδους νατρίου (50% χλωρίνη – 50% νερό), ξεπλύθηκαν διαδοχικά με απιονι-

σμένο νερό, ομογενοποιήθηκαν σε διάλυμα Trizol (Invitrogen) και διατηρήθηκαν στους -80oC 

μέχρι περεταίρω επεξεργασίας. 

Ολικό RNA απομονώθηκε μέσω επιλεκτικής εκχύλισης με Trizol (Invitrogene) και χλω-

ροφόρμιο σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή ακολουθούμενη από κατακρήμνιση των 
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ριβονουκλεϊκών οξέων με τη χρήση ισοπροπανόλης. Η απομόνωση RNA επιβεβαιώθηκε με η-

λεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Το παραγόμενο RNA ποσοτικοποιήθηκε μετρώντας 

την απορρόφησή του στα 260 nm. Η καθαρότητα του προσδιορίσθηκε με μέτρηση της απορρό-

φησης στα 260 nm και 280 nm και υπολογίζοντας το λόγο A260 nm/A280 nm. 

 

4.2.2 Αντίστροφη μεταγραφή και σύνθεση συμπληρωματικού DNA (cDNA) 

Πριν τη σύνθεση του συμπληρωματικού DNA (cDNA), το ολικό RNA υποβλήθηκε σε επεξερ-

γασία με το ένζυμο της δεσοξυριβονουκλεάσης (DNase I, Amplification Grade, Invitrogen) 

προκειμένου να απομακρυνθούν τυχόν ίχνη DNA που παρέμειναν κατά τη διάρκεια της εκχύλι-

σης και τα οποία θα μπορούσαν να οδηγήσουν σε μη αξιόπιστα αποτελέσματα. Για την αντί-

στροφη μεταγραφή του RNA σε cDNA χρησιμοποιήθηκε το σύστημα SuperScriptTM ΙΙΙ First-

Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) χρησιμοποιώντας ως εκκινητές τυχαία εξαμε-

ρή ολιγονουκλεοτίδια (random hexamer primers) από την Promega. Η ποσότητα του ολικού 

RNA που χρησιμοποιήθηκε για τη σύνθεση του cDNA ήταν 5μg. Το αρχικό μίγμα αντίδρασης 

περιείχε 5μg ολικού RNA, μίγμα τριφωσφονουκλεοτιδίων (dNTPs) 0.1 mM, 50 ng εκκινητών 

(random hexamer primers) σε τελικό όγκο 15 μl. Το μίγμα RNA/εκκινητών υπέστη θερμική α-

ποδιάταξη για 5 λεπτά στους 65οC και αμέσως τοποθετήθηκε σε πάγο για άλλα 5 λεπτά. Στη συ-

νέχεια, σε κάθε αντίδραση προστέθηκαν 15μl από το μίγμα που περιείχε 1X ρυθμιστικό διάλυμα, 

5mM MgCl2, 0.01M DTT 40 U RnaseOUTΤΜ; Recombinant Ribonuclease Inhibitor και 200 U 

από την αντίστροφη μεταγραφάση SuperScriptTM IΙI Reverse Transcriptase. Το νέο μίγμα παρέ-

μεινε για 10 λεπτά στους 25οC και ακολούθησε επώαση για μία ώρα στους 42οC και για 5 λεπτά 

στους 85οC. Στη συνέχεια, διατηρώντας τις αντιδράσεις στον πάγο, προστέθηκαν 2U RNase H 

και επωάσθηκαν στους 37οC για 20 λεπτά.  

 

4.2.3 Ανίχνευση της μεταγραφής των γονιδίων αγκυρίνης  

Η ανίχνευση της μεταγραφής των γονιδίων αγκυρίνης πραγματοποιήθηκε μέσω συμβατικής α-

λυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR). Η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν ίδια με 

αυτή που περιγράφεται στο κεφάλαιο 2 ενώ ως υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε 1μl από κάθε μίγ-

μα cDNA. Τα ζεύγη των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για κάθε γονίδιο παρουσιάζονται 

στον Πίνακα 4.2. Από κάθε αντίδραση, 1-2 μl αποθηκεύονταν στους -20oC ενώ η υπόλοιπη πο-

σότητα ηλεκτροφορούνταν σε πήκτωμα αγαρόζης συγκέντρωσης 2% σε διάλυμα 1H Tris-

Acetate-EDTA το οποίο περιείχε 100 μg βρωμιούχο αιθίδιο για την ανίχνευση της μεταγραφής. 

Στις περιπτώσεις όπου η ενίσχυση δεν ήταν επιτυχής, χρησιμοποιήθηκε 1μl από το προϊόν ως 
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υπόστρωμα σε μια νέα αντίδραση PCR (nested PCR) χρησιμοποιώντας έναν εσωτερικό εκκινητή 

(Πίνακας 4.2) προκειμένου να ανιχνευτούν σπάνια.  

 Για τον έλεγχο της ποιότητας του cDNA που συντέθηκε πραγματοποιήθηκαν αντιδρά-

σεις για την ενίσχυση του γονιδίου της κύριας επιφανειακής πρωτεΐνης της Wolbachia (Wsp) με 

τους εκκινητές wsp81F 5΄-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3΄ και wsp691R 5΄-

AAAAATTAAACGCTACTCCA-3΄ (Zhou et al., 1998) καθώς και για την ενίσχυση του γονιδίου 

της ριβοσωμικής πρωτείνης της Drosophila rp49 με τους εκκινητές ΤΗ61 5΄-

GTATCGACAACAGAGTC GGTCGC-3΄ και ΤΗ62 5΄-TTGGTGAGCGGACCGACAGCTGC-3΄ 

(Bourtzis et al. 1994). Η απουσία DNA μετά την κατεργασία του RNA με DNase I ελέγχθηκε 

μέσω της αρνητικής ενίσχυσης των γονιδίων wsp και rp49 πριν την αντίστροφη μεταγραφή του 

RNA σε cDNA (-RT controls). 
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4.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Η έκφραση των 23 γονιδίων αγκυρίνης μελετήθηκε σε μεταγραφικό επίπεδο μέσω συμβατικής 

RT-PCR χρησιμοποιώντας RNA το οποίο απομονώθηκε από τις ωοθήκες, τους όρχεις, έμβρυα 2 

και 16 ωρών καθώς και από ενήλικα άτομα (αρσενικά και θηλυκά) των 11 συμβιωτικών σχέσε-

ων Drosophila-Wolbachia που παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.1. Όπως αναφέρθηκε και στην 

παράγραφο 4.2.3, για τον έλεγχο της ποιότητας του cDNA που συντέθηκε, ενισχύθηκε το γονί-

διο της κύριας επιφανειακής πρωτεΐνης του βακτηρίου (wsp) καθώς και της ριβοσωμικής πρω-

τείνης rp49 της Drosophila. Για τον έλεγχο επίσης της πλήρους απομάκρυνσης του γενωμικού 

DNA από τα δείγματα cDNA, οι ίδιοι εκκινητές χρησιμοποιήθηκαν σε αντιδράσεις PCR με υπό-

στρωμα ολικού RNA πριν την προσθήκη της αντίστροφης μεταγραφάσης (-RT). Και οι δύο γε-

νετικοί τόποι εκφράζονται σε όλα τα στελέχη της Wolbachia, σε όλους τους ιστούς και τα ανα-

πτυξιακά στάδια που μελετήθηκαν. Αντίθετα, κανένα προϊόν ενίσχυσης δεν παρατηρήθηκε όταν 

ως υπόστρωμα για την PCR χρησιμοποιήθηκε ολικό RNA πριν την προσθήκη της αντίστροφης 

μεταγραφάσης (Εικόνα 4.1) υποδηλώνοντας την καλή ποιότητα του cDNA απαλλαγμένο από 

ίχνη γενωμικού DNA.  

 

        

            

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Εικόνα 4.1. Αντιδράσεις ελέγχου της ποιότητας του cDNA στα στελέχη wSan (A), wAu (B) και

wNo (Γ). Το RT- υποδηλώνει την απουσία της αντίστροφης μεταγραφάσης απο την αντίδραση

σύνθεσης του cDNA. ♂: ενήλικα αρσενικά άτομα, ♀: ενήλικα θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθή-

κες, 2h: έμβρυα 2 ωρών, o/n: έμβρυα 16 ωρών, και gDNA: γενωμικό DNA.       

wsp

rp49

B

wsp

rp49

Γ

wsp

rp49

A
RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- gDNA

♂ ♀ O Ω 2h o/n

wspwsp

rp49rp49

B

wspwsp

rp49rp49

Γ

wspwsp

rp49rp49

A
RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- RT+ RT- gDNART+ RT-RT+ RT- RT+ RT-RT+ RT- RT+ RT-RT+ RT- RT+ RT-RT+ RT- RT+ RT-RT+ RT- RT+ RT- gDNA

♂ ♀ O Ω 2h o/n♂ ♀ O Ω 2h o/n
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Στις παραγράφους που ακολουθούν παρουσιάζονται αναλυτικά τα αποτελέσματα της μεταγρα-

φής των ομολόγων γονιδίων για κάθε ένα στέλεχος της Wolbachia. 

 

wMel: Στον Πίνακα 4.3 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα της μεταγραφής των 

23 γονιδίων αγκυρίνης όπως αυτή προκύπτει από την RT-PCR ενίσχυση ή/και την επανενίσχυση 

(nested RT-PCR).  

 

D. melanogaster 
(wMel) 

♂ ♀ Ο Ω 2h o/n 

WD0035             
WD0073             
WD0147             
WD0191             
WD0285             
WD0286             
WD0291             
WD0292             
WD0294             
WD0385             
WD0438             
WD0441             
WD0498             
WD0514             
WD0550             
WD0566             
WD0596             
WD0633             
WD0636             
WD0637             
WD0754             
WD0766             
WD1213             

    

 

Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι τα περισσότερα γονίδια αγκυρίνης (18 από τα 23) μεταγρά-

φονται σε όλους τους ιστούς και τα αναπτυξιακά στάδια του στελέχους wMel. Μόνο τα δύο φα-

γικά γονίδια WD0286 και WD0294 δεν έδωσαν ανιχνεύσιμα επίπεδα μεταγραφής ακόμα και με-

τά την επανενίσχυση τους. Ωστόσο παρατηρούμε κάποιες ποσοτικές διαφορές στα επίπεδα της 

έκφρασης. Όπως φαίνεται και στον Πίνακα 4.3 η μεταγραφής των γονιδίων WD0035, WD0292 

και WD0636 ανιχνεύθηκε μόνο μετά την επανενίσχυση γεγονός που οφείλεται στα χαμηλότερα 

επίπεδα μεταγραφής των γονιδίων αυτών. Επίσης, διαφορές παρατηρήσαμε και μεταξύ των δια-

φορετικών ιστών που μελετήθηκαν. Για παράδειγμα, το γονίδιο WD0073 εκφράζεται μόνο στα 

ενήλικα άτομα και στους αναπαραγωγικούς ιστούς ενώ η μεταγραφή δεν είναι ανιχνεύσιμη στα 

Πίνακας 4.3. Τα μεταγραφικά πρότυπα των γονιδίων 

αγκυρίνης στη συμβιωτική σχέση D. melanogaster 

(wMel), όπως προέκυψαν από την RT-PCR ανάλυση. 

Με πράσινο χρώμα συμβολίζεται η έκφραση του γο-

νιδίου. Με μπλε χρώμα συμβολίζεται η ανίχνευση 

έκφρασης μόνο μετά τη χρήση εμφωλιασμένης 

(nested) PCR. Με κόκκινο χρώμα συμβολίζεται η 

απουσία έκφρασης. ♂: ενήλικα αρσενικά άτομα, ♀: 

ενήλικα θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθήκες, 2h: 

έμβρυα 2 ωρών και o/n: έμβρυα 16 ωρών. Με πορτο-

καλί χρώμα συμβολίζονται τα γονίδια των δύο προ-

φαγικών στοιχείων.              
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έμβρυα. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η φυλοειδική έκφραση του γονιδίου WD0514. Το γονίδιο εκ-

φράζεται στα αρσενικά άτομα (ενήλικα άτομα και όρχεις) καθώς κα στα ύστερα εμβρυικά στά-

δια.             

 

wMelpopcorn: Τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα της μεταγραφής παρουσιάζονται στον Πίνακα 

4.4. Τα μεταγραφικά πρότυπα των γονιδίων αγκυρίνης στο στέλεχος αυτό είναι σε πολύ μεγάλο 

βαθμό όμοια με τα μεταγραφικά πρότυπα του στελέχους wMel, γεγονός που αντικατοπτρίζει και 

τη συγγένεια των στελεχών. Αναλυτικότερα, και σε αυτή την περίπτωση, μόνο τα φαγικά γονί-

δια WD0286 και WD0294 δεν έδωσαν ανιχνεύσιμα επίπεδα μεταγραφής σε κανέναν από τους 

ιστούς και τα αναπτυξιακά στάδια ενώ 19 από τα 23 γονίδια εκφράζονται παντού. Ωστόσο, ενδι-

αφέρον παρουσιάζουν οι διαφορές μεταξύ των δύο στελεχών. Οι σημαντικότερες επικεντρώνο-

νται στα γονίδια WD0514 και WD0636. Στην περίπτωση του γονιδίου WD0514 και στα δύο 

στελέχη παρατηρούμε φυλοειδική έκφραση με τη διαφορά ότι στο στέλεχος wMel το γονίδιο 

εκφράζεται μόνο στα αρσενικά άτομα ενώ στο στέλεχος wMelpopcorn εκφράζεται στα θηλυκά.           

 

 

D. melanogaster 
(wMelPopcorn) 

♂ ♀ Ο Ω 2h o/n 

WD0035             
WD0073             
WD0147             
WD0191             
WD0285             
WD0286             
WD0291             
WD0292             
WD0294             
WD0385             
WD0438             
WD0441             
WD0498             
WD0514             
WD0550             
WD0566             
WD0596             
WD0633             
WD0636             
WD0637             
WD0754             
WD0766             
WD1213             

 

Πίνακας 4.3. Τα πρότυπα έκφρασης των γονιδίων 
αγκυρίνης στη συμβιωτική σχέση D. melanogaster 
(wMelPopcorn), όπως προέκυψαν από την RT-PCR 
ανάλυση. Με πράσινο χρώμα συμβολίζεται η έκφρα-
ση του γονιδίου, με μπλε χρώμα συμβολίζεται η ανί-
χνευση έκφρασης μόνο μετά την χρήση επικαλυπτό-
μενης (nested) PCR, ενώ με κόκκινο χρώμα συμβολί-
ζονται οι περιπτώσεις όπου τα επίπεδα έκφρασης είναι 
κάτω από τα όρια ανίχνευσης. ♂: ενήλικα αρσενικά 
άτομα, ♀: ενήλικα θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθή-
κες, 2h: έμβρυα 2 ωρών και o/n: έμβρυα 16 ωρών. Με 
πορτοκαλί χρώμα συμβολίζονται τα γονίδια των δύο 
προφαγικών στοιχείων.              

Πίνακας 4.4. Τα μεταγραφικά πρότυπα των γονιδίων 

αγκυρίνης στη συμβιωτική σχέση D. melanogaster 

(wMelPopcorn), όπως προέκυψαν από την RT-PCR 

ανάλυση. Με πράσινο χρώμα συμβολίζεται η έκφρα-

ση του γονιδίου. Με μπλε χρώμα συμβολίζεται η ανί-

χνευση έκφρασης μόνο μετά τη χρήση εμφωλιασμέ-

νης (nested) PCR. Με κόκκινο χρώμα συμβολίζεται η 

απουσία έκφρασης. ♂: ενήλικα αρσενικά άτομα, ♀: 

ενήλικα θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθήκες, 2h: 

έμβρυα 2 ωρών και o/n: έμβρυα 16 ωρών. Με πορτο-

καλί χρώμα συμβολίζονται τα γονίδια των δύο προ-

φαγικών στοιχείων.              
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Επίσης το φαγικό γονίδιο WD0636 εκφράζεται αποκλειστικά στους αναπαραγωγικούς ιστούς 

ενώ δεν ανιχνεύεται στα υπόλοιπα αναπτυξιακά στάδια. Διαφορές εντοπίστηκαν επίσης και στο 

γονίδιο WD0073 το οποίο, σε αντίθεση με το wMel, εκφράζεται και στα έμβρυα καθώς και στο 

γονίδιο WD0385 το οποίο εκφράζεται στα ύστερα έμβρυα.        

 

wAu: Στο στέλεχος αυτό, 17 από τα συνολικά 22 γονίδια αγκυρίνης (το γονίδιο WD0514 απου-

σιάζει) εκφράζονται σε όλους τους ιστούς και τα αναπτυξιακά στάδια που μελετήθηκαν όπως 

παρουσιάζεται με το πράσινο και μπλε χρώμα στον Πίνακα 4.5. Σε αντίθεση με τα δύο προη-

γούμενα στελέχη (wMel και wMelpopcorn), μόνο για το φαγικό γονίδιο WD0286 δεν ανιχνεύ-

θηκε η έκφραση σε κανέναν από τους ιστούς και τα αναπτυξιακά στάδια. Για το γονίδιο 

WD0294 ανιχνεύτηκαν χαμηλά, μετά από επανενίσχυση, επίπεδα έκφρασης στους σωματικούς 

ιστούς των ενήλικων θηλυκών ατόμων και στα πρώιμα έμβρυα. Ενδιαφέρουσες διαφορές με τα 

προηγούμενα στελέχη παρατηρήθηκαν για τα γονίδια WD0147, WD0285 και WD0637. Στην 

πρώτη περίπτωση, τα επίπεδα μεταγραφής του γονιδίου στα έμβρυα ήταν κάτω από τα όρια ανί-

χνευσης ακόμα και μετά την επανενίσχυση. Επίσης, στην περίπτωση του γονιδίου WD0285 δεν 

παρατηρήσαμε έκφραση σε κανέναν από τους αναπαραγωγικούς ιστούς όπως επίσης και στα 

ύστερα εμβρυικά στάδια ενώ το γονίδιο WD0637 δεν εκφράζεται στις ωοθήκες. Ενδιαφέρον πα-

ρουσιάζει επίσης το γεγονός ότι παρόλο που το γονίδιο WD0385 έχει γίνει στόχος ένθεσης ενός 

μεταθέσιμου στοιχείου στο στέλεχος wAu τα αποτελέσματα της RT-PCR έδειξαν χαμηλά επίπε-

δα μεταγραφής του 3΄ άκρου του γονιδίου σε όλους τους ιστούς και τα αναπτυξιακά στάδια ό-

πως φαίνεται και στην Εικόνα 4.2.     

 

      

 

 

 

F R
3΄5΄ wAu WD0385

IS

                        Ο        Ω        2              h o/n gDNA Εικόνα 4.2. Μεταγραφή του 3΄ άκρου του 

ομολόγου γονιδίου WD0385 στο στέλεχος 

wAu. Η θέση του μεταθέσιμου στοιχείου 

καθώς και η περιοχή ενίσχυσης των εκκινη-

τών φαίνεται στη γραφική απεικόνιση του 

γονιδίου. ♂: ενήλικα αρσενικά άτομα, ♀: 

ενήλικα θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθή-

κες, 2h: έμβρυα 2 ωρών, o/n: έμβρυα 16 ω-

ρών, και gDNA: γενωμικό DNA.    
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D. simulans 
(wAu) 

♂ ♀ O Ω 2h o/n 

WD0035             
WD0073             
WD0147             
WD0191             
WD0285             
WD0286             
WD0291             
WD0292             
WD0294             
WD0385             
WD0438             
WD0441             
WD0498             
WD0514             
WD0550             
WD0566             
WD0596             
WD0633             
WD0636             
WD0637             
WD0754             
WD0766             
WD1213             

 

 

D. teissieri (wTei), D. yakuba (wYak) και D. santomea (wSan): Τα μεταγραφικά πρότυπα των 

γονιδίων αγκυρίνης των τριών αυτών συγγενικών στελεχών διαφέρουν σε μεγάλο βαθμό, τόσο 

ποιοτικά όσο και ποσοτικά, συγκρινόμενα με αυτά των προηγούμενων στελεχών (Πίνακας 4.6). 

Σε γενικές γραμμές, τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων είναι χαμηλότερα σε σχέση με τις προη-

γούμενες συμβιωτικές σχέσεις. Συνοπτικά, όπως προκύπτει από τον Πίνακα 4.6, μπορούμε να 

παρατηρήσουμε τα εξής: (α) τα γονίδια WD0291, WD0292 και WD1213 εκφράζονται σχεδόν σε 

όλους τους ιστούς και τα αναπτυξιακά στάδια των τριών συμβιωτικών σχέσεων, (β) δεν ανι-

χνεύθηκε η έκφραση των γονιδίων WD0286, WD0294 και WD0514 σε καμία από τις τρεις συμ-

βιωτικές σχέσεις και για κανένα αναπτυξιακό στάδιο ή ιστό που μελετήθηκε, (γ) το προφαγικό 

γονίδιο WD0566 εκφράζεται κυρίως στα εμβρυικά στάδια ενώ δεν ανιχνεύθηκε στους αναπαρα-

γωγικούς ιστούς και των τριών συμβιωτικών σχέσεων, (δ) όπως παρουσιάστηκε και στο προη-

γούμενο κεφάλαιο, στα ομόλογα του γονιδίου WD0766 στα στελέχη wYak και wSan έχει εντεθεί 

ένα μεταθέσιμο στοιχείο. Είναι αξιοσημείωτο ότι και στην περίπτωση αυτή τα αποτελέσματα 

της RT-PCR έδειξαν χαμηλά επίπεδα έκφρασης του 3΄ άκρου του γονιδίου μόνο μετά την χρήση 

Πίνακας 4.5. Τα μεταγραφικά πρότυπα των γονιδίων 

αγκυρίνης στη συμβιωτική σχέση D. melanogaster 

(wMel), όπως προέκυψαν από την RT-PCR ανάλυση. 

Με πράσινο χρώμα συμβολίζεται η έκφραση του γο-

νιδίου. Με μπλε χρώμα συμβολίζεται η ανίχνευση 

έκφρασης μόνο μετά τη χρήση εμφωλιασμένης 

(nested) PCR. Με κόκκινο χρώμα συμβολίζεται η 

απουσία έκφρασης ενώ με τη διαγράμμιση συμβολίζε-

ται η απουσία του γονιδίου. ♂: ενήλικα αρσενικά ά-

τομα, ♀: ενήλικα θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθή-

κες, 2h: έμβρυα 2 ωρών και o/n: έμβρυα 16 ωρών. Με 

πορτοκαλί χρώμα συμβολίζονται τα γονίδια των δύο 

προφαγικών στοιχείων.              
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εμφωλιασμένης (nested) PCR (Εικόνα 4.3). Ενδιαφέρον παρουσιάζει επίσης το γεγονός ότι, σε 

αντίθεση με το πολύ συγγενικό στέλεχος wTei, δεν ανιχνεύθηκε έκφραση στους αναπαραγωγι-

κούς ιστούς (όρχεις και ωοθήκες) των στελεχών wYak και wSan. Αντιθέτως, το γονίδιο εκφρά-

ζεται στα ενήλικα θηλυκά άτομα και των τριών στελεχών. Επιπλέον στο στέλεχος wSan ανι-

χνεύτηκε έκφραση του γονιδίου και στα εμβρυικά στάδια και (ε) τα υπόλοιπα γονίδια παρουσιά-

ζουν ανομοιογενή μεταγραφικά πρότυπα μεταξύ των τριών συμβιωτικών σχέσεων ανάλογα με 

τον ιστό και το αναπτυξιακό στάδιο.                 

 

 

 

F R
3΄5΄

w , wYak San 
  WD0766

IS

Fnes

                        Ο        Ω        2              h o/n gDNA

wTeiwTeiww

wYakwwww

wSanwwww

w

A)

B)

 
 

Εικόνα 4.3. RT-PCR ανάλυση της έκφρασης του ομολόγου γονιδίου WD0766 στα συγγενικά 

στελέχη wTei, wYak και wSan. A) Αποτελέσματα εμφωλιασμένης (nested) PCR όπου φαίνε-

ται η απουσία έκφρασης στους αναπαραγωγικούς ιστούς των στελεχών wYak και wSan. Β) 

Γραφική απεικόνιση του γονιδίου στα στελέχη wYak και wSan όπου διακρίνεται η περιοχή 

ένθεσης του μεταθέσιμου γενετικού στοιχείου καθώς και η περιοχή ενίσχυσης των εκκινητών 

που χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη της έκφρασης. ♂: ενήλικα αρσενικά άτομα, ♀: ενήλικα 

θηλυκά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθήκες, 2h: έμβρυα 2 ωρών, o/n: έμβρυα 16 ωρών, και gDNA: 

γενωμικό DNA.      
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D. simulans (wRi): Στον Πίνακα 4.7 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα της έκ-

φρασης των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης του στελέχους wRi στη συμβιωτική σχέση D. simu-

lans (wRi). Έξι από τα 23 γονίδια αγκυρίνης του στελέχους αναφοράς wMel (WD0285, 

WD0286, WD0291, WD0292, WD0294, WD0514), συμπεριλαμβανομένου των γονιδίων αγκυ-

ρίνης του προφάγου WO-A, δεν περιλαμβάνονται στο ρεπερτόριο του στελέχους wRi. Η πλειο-

νότητα των υπολοίπων γονιδίων εκφράζεται σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια και τους ιστούς με 

κάποιες ποσοτικές διαφορές. Για παράδειγμα, τα γονίδια WD0035, WD0073, WD0191 και 

WD0636 εκφράζονται σε χαμηλότερα επίπεδα καθώς ανιχνεύθηκαν μόνο μετά τη χρήση εμφω-

λιασμένης (nested) PCR. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η φυλοειδική έκφραση του χρωμοσωμικού 

γονιδίου WD0438. Το γονίδιο εκφράζεται στα θηλυκά ενήλικα άτομα και στις ωοθήκες καθώς 

επίσης και στα εμβρυικά στάδια ενώ δεν ανιχνεύεται η έκφραση του στους ιστούς των αρσενι-

κών εντόμων.           

 

 

 

D. simulans 
(wRi) 

♂ ♀ Ο Ω 2h o/n 

WD0035             
WD0073             
WD0147             
WD0191             
WD0285             
WD0286             
WD0291             
WD0292             
WD0294             
WD0385             
WD0438             
WD0441             
WD0498             
WD0514             
WD0550             
WD0566             
WD0596             
WD0633             
WD0636             
WD0637             
WD0754             
WD0766             
WD1213             

Πίνακας 4.7. Τα μεταγραφικά πρότυπα των γονιδίων 

αγκυρίνης στη συμβιωτική σχέση D. simulans (wRi), 

όπως προέκυψαν από την RT-PCR ανάλυση. Με πρά-

σινο χρώμα συμβολίζεται η έκφραση του γονιδίου. 

Με μπλε χρώμα συμβολίζεται η ανίχνευση έκφρασης 

μόνο μετά την χρήση εμφωλιασμένης (nested) PCR. 

Με κόκκινο χρώμα συμβολίζεται η απουσία έκφρασης 

ενώ με τη διαγράμμιση συμβολίζεται η απουσία του 

γονιδίου. ♂: ενήλικα αρσενικά άτομα, ♀: ενήλικα 

θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθήκες, 2h: έμβρυα 2 

ωρών και o/n: έμβρυα 16 ωρών. Με πορτοκαλί χρώμα 

συμβολίζονται τα γονίδια των δύο προφαγικών στοι-

χείων.              
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D. simulans (wHa): Στον Πίνακα 4.8 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα της έκ-

φρασης των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης του στελέχους wHa στη συμβιωτική σχέση D. simu-

lans (wHa). Όπως αναφέρθηκε και στο δεύτερο κεφάλαιο, 6 από τα 23 γονίδια αγκυρίνης του 

στελέχους αναφοράς wMel δεν ανιχνεύθηκαν στην συμβιωτική σχέση D. simulans (wHa). Για τα 

υπόλοιπα 17 γονίδια προκύπτουν τα εξής: (α) η έκφραση 6 γονιδίων αγκυρίνης ανιχνεύθηκε σε 

όλους τους ιστούς και τα αναπτυξιακά στάδια που μελετήθηκαν. Από αυτά, τα γονίδια, τα 

WD0191, WD0291 και WD1213 παρουσιάζουν τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης ενώ τα 

WD0073, WD0292 τα χαμηλότερα καθώς ανιχνεύθηκαν μόνο μετά τη χρήση εμφωλιασμένης 

(nested) PCR, (β) τρία γονίδια αγκυρίνης που σχετίζονται με τον προφάγο WO-A (WD0285, 

WD0286, WD294) εκφράζονται μόνο στους σωματικούς ιστούς των ενηλίκων ατόμων καθώς 

δεν ανιχνεύθηκε η έκφραση στους αναπαραγωγικούς ιστούς και στα έμβρυα, (γ) για 3 γονίδια 

αγκυρίνης, τα WD0385, WD0438 και WD0633, δεν κατέστη δυνατή η μελέτη της έκφρασης λό-

γω αδυναμίας ενίσχυσης των ομολόγων αυτών.             

 
 

D. simulans 
(wHa) 

♂ ♀ Ο Ω 2h o/n 

WD0035             
WD0073             
WD0147             
WD0191             
WD0285             
WD0286             
WD0291             
WD0292             
WD0294             
WD0385 ? 
WD0438 ? 
WD0441             
WD0498             
WD0514             
WD0550             
WD0566             
WD0596             
WD0633 ? 
WD0636             
WD0637             
WD0754             
WD0766             
WD1213             

 
 
 

Πίνακας 4.8. Τα μεταγραφικά πρότυπα των γονιδίων 

αγκυρίνης στη συμβιωτική σχέση D. simulans (wHa), 

όπως προέκυψαν από την RT-PCR ανάλυση. Με πρά-

σινο χρώμα συμβολίζεται η έκφραση του γονιδίου. 

Με μπλε χρώμα συμβολίζεται η ανίχνευση έκφρασης 

μόνο μετά την χρήση εμφωλιασμένης (nested) PCR. 

Με κόκκινο χρώμα συμβολίζεται η απουσία έκφρα-

σης. Με τη διαγράμμιση συμβολίζεται η απουσία του 

γονιδίου. ♂: ενήλικα αρσενικά άτομα, ♀: ενήλικα 

θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθήκες, 2h: έμβρυα 2 

ωρών, o/n: έμβρυα 16 ωρών και ?: η μελέτη της έκ-

φρασης δεν ήταν δυνατή  λόγω αδυναμίας ενίσχυσης 

του ομολόγου γονιδίου. Με πορτοκαλί χρώμα συμβο-

λίζονται τα γονίδια των δύο προφαγικών στοιχείων.       
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D. simulans (wNo): Στον Πίνακα 4.9 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα της έκ-

φρασης των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης του στελέχους wNo στη συμβιωτική σχέση D. simu-

lans (wNo). Σε αντίθεση με τα στελέχη Wolbachia που ανήκουν στην υπερομάδας Α, στα στελέ-

χη της υπερομάδας Β δεν ήταν δυνατή η ανίχνευση των περισσοτέρων γονιδίων αγκυρίνης. Από 

τα 11 γονίδια αγκυρίνης που ανιχνεύτηκαν στην σχέση D. simulans (wNo) παρατηρούμε ότι: (α) 

τρία γονίδια (WD0191, WD0441, WD0636) δεν εμφανίζουν ανιχνεύσιμα επίπεδα έκφρασης σε 

κανένα από τα αναπτυξιακά στάδια και τους ιστούς, (β) τα γονίδια WD0498, WD0766 και 

WD1213 εκφράζονται σχεδόν σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια και τους ιστούς με εξαίρεση την 

απουσία έκφρασης του ομολόγου του WD0498 στις ωοθήκες και του WD1213 στα ενήλικα θη-

λυκά άτομα (γ) για το προφαγικό γονίδιο WD0637 ανιχνεύθηκαν χαμηλά επίπεδα έκφρασης μό-

νο στα ενήλικα θηλυκά άτομα και (δ) για 4 γονίδια αγκυρίνης δεν κατέστη δυνατή η μελέτη της 

έκφρασης λόγω αδυναμίας ενίσχυσης των ομολόγων αυτών.        

 

 

D. simulans 
(wNo) 

♂ ♀ Ο Ω 2h o/n 

WD0035 ? 
WD0073             
WD0147             
WD0191             
WD0285 ? 
WD0286             
WD0291             
WD0292             
WD0294             
WD0385 ? 
WD0438 ? 
WD0441             
WD0498             
WD0514             
WD0550             
WD0566             
WD0596             
WD0633             
WD0636             
WD0637             
WD0754             
WD0766             
WD1213             

Πίνακας 4.9. Τα μεταγραφικά πρότυπα των γονιδίων 

αγκυρίνης στη συμβιωτική σχέση D. simulans (wNo), 

όπως προέκυψαν από την RT-PCR ανάλυση. Με πρά-

σινο χρώμα συμβολίζεται η έκφραση του γονιδίου. 

Με μπλε χρώμα συμβολίζεται η ανίχνευση έκφρασης 

μόνο μετά την χρήση εμφωλιασμένης (nested) PCR. 

Με κόκκινο χρώμα συμβολίζεται η απουσία έκφρα-

σης. Με τη διαγράμμιση συμβολίζεται η απουσία του 

γονιδίου. ♂: ενήλικα αρσενικά άτομα, ♀: ενήλικα 

θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθήκες, 2h: έμβρυα 2 

ωρών, o/n: έμβρυα 16 ωρών και ?: η μελέτη της έκ-

φρασης δεν ήταν δυνατή  λόγω αδυναμίας ενίσχυσης 

του ομολόγου γονιδίου. Με πορτοκαλί χρώμα συμβο-

λίζονται τα γονίδια των δύο προφαγικών στοιχείων.       
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D. mauritiana (wMau): Στον Πίνακα 4.10 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα 

της έκφρασης των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης του στελέχους wMau στη συμβιωτική σχέση D. 

mauritiana (wMau). Από τα 9 συνολικά γονίδια αγκυρίνης που ανιχνεύθηκαν στην συμβιωτική 

αυτή σχέση: (α) τα επίπεδα έκφρασης του χρωμοσωμικού γονιδίου WD0191, και των προφαγι-

κών WD0636 και WD0637 βρίσκονται κάτω από τα όρια ανίχνευσης καθώς δεν προέκυψε κά-

ποιο προϊόν ενίσχυσης ούτε μετά την χρήση εμφωλιασμένης (nested) PCR, (β) αντιθέτως, τα γο-

νίδια WD0498 και WD0766 εκφράζονται σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια και τους ιστούς που 

μελετήθηκαν, (γ) τα γονίδια WD0441 και WD1213 εκφράζοντα κυρίως στους αναπαραγωγικούς 

ιστούς και στα έμβρυα και (δ) όπως και στο στέλεχος wNo, δεν ήταν δυνατή η μελέτη της έκ-

φρασης των γονιδίων WD0035 και WD0438 λόγω αδυναμίας ενίσχυσης τους.       

 

 

 

D. mauritiana 
(wMau) 

♂ ♀ Ο Ω 2h o/n 

WD0035 ? 
WD0073             
WD0147             
WD0191             
WD0285             
WD0286             
WD0291             
WD0292             
WD0294             
WD0385             
WD0438 ? 
WD0441             
WD0498             
WD0514             
WD0550             
WD0566             
WD0596             
WD0633             
WD0636             
WD0637             
WD0754             
WD0766             
WD1213             

Πίνακας 4.10. Τα μεταγραφικά πρότυπα των γονιδίων 

αγκυρίνης στη συμβιωτική σχέση D. mauritiana 

(wMau), όπως προέκυψαν από την RT-PCR ανάλυση. 

Με πράσινο χρώμα συμβολίζεται η έκφραση του γο-

νιδίου. Με μπλε χρώμα συμβολίζεται η ανίχνευση 

έκφρασης μόνο μετά την χρήση εμφωλιασμένης 

(nested) PCR. Με κόκκινο χρώμα συμβολίζεται η 

απουσία έκφρασης. Με τη διαγράμμιση συμβολίζεται 

η απουσία του γονιδίου. ♂: ενήλικα αρσενικά άτομα, 

♀: ενήλικα θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθήκες, 2h: 

έμβρυα 2 ωρών, o/n: έμβρυα 16 ωρών και ?: η μελέτη 

της έκφρασης δεν ήταν δυνατή  λόγω αδυναμίας ενί-

σχυσης του ομολόγου γονιδίου. Με πορτοκαλί χρώμα 

συμβολίζονται τα γονίδια των δύο προφαγικών στοι-

χείων.                          
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D. simulans (wMa): Στον Πίνακα 4.11 παρουσιάζονται τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα της 

έκφρασης των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης του στελέχους wMa στη συμβιωτική σχέση D. si-

mulans (wMa). Τα μεταγραφικά πρότυπα είναι παρόμοια με αυτά των δύο προηγούμενων συμ-

βιωτικών σχέσεων. Και σε αυτή την περίπτωση, η έκφραση των γονιδίων WD0191 και WD0636 

είναι κάτω από τα όρια ανίχνευσης, ενώ τα γονίδια WD0498 και WD0766 εκφράζονται σε όλα 

τα αναπτυξιακά στάδια και τους ιστούς. Ενδιαφέρον παρουσιάζει η φυλοειδική έκφραση του 

γονιδίου WD0441 το οποίο ανιχνεύεται στους ιστούς των θηλυκών εντόμων καθώς επίσης και 

στα έμβρυα 2 ωρών. Επιπλέον, για το προφαγικό γονίδιο WD0637 ανιχνεύθηκαν χαμηλά επίπε-

δα έκφρασης στους όρχεις. Τέλος, δεν ήταν δυνατή η μελέτη της έκφρασης των γονιδίων 

WD0035 και WD0438 λόγω αδυναμίας ενίσχυσης τους.          

 

 

 

D. simulans 
(wMa) 

♂ ♀ O Ω 2h o/n 

WD0035 ? 
WD0073             
WD0147             
WD0191             
WD0285             
WD0286             
WD0291             
WD0292             
WD0294             
WD0385             
WD0438 ? 
WD0441             
WD0498             
WD0514             
WD0550             
WD0566             
WD0596             
WD0633             
WD0636             
WD0637             
WD0754             
WD0766             
WD1213             

 

Πίνακας 4.11. Τα μεταγραφικά πρότυπα των γονιδίων 

αγκυρίνης στη συμβιωτική σχέση D. simulans (wMa), 

όπως προέκυψαν από την RT-PCR ανάλυση. Με πρά-

σινο χρώμα συμβολίζεται η έκφραση του γονιδίου. 

Με μπλε χρώμα συμβολίζεται η ανίχνευση έκφρασης 

μόνο μετά την χρήση εμφωλιασμένης (nested) PCR. 

Με κόκκινο χρώμα συμβολίζεται η απουσία έκφρα-

σης. Με τη διαγράμμιση συμβολίζεται η απουσία του 

γονιδίου. ♂: ενήλικα αρσενικά άτομα, ♀: ενήλικα 

θηλικά άτομα, Ο: όρχεις, Ω: ωοθήκες, 2h: έμβρυα 2 

ωρών, o/n: έμβρυα 16 ωρών και ?: η μελέτη της έκ-

φρασης δεν ήταν δυνατή  λόγω αδυναμίας ενίσχυσης 

του ομολόγου γονιδίου. Με πορτοκαλί χρώμα συμβο-

λίζονται τα γονίδια των δύο προφαγικών στοιχείων.       
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4.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

4.4.1 Η έκφραση των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia παρουσιάζει μεγάλη ετερογένεια 

μεταξύ των συμβιωτικών σχέσεων και των αναπτυξιακών σταδίων του ξενιστή 

Ένα από τα σημαντικότερα ευρήματα της παρούσας μελέτης είναι ότι τα μεταγραφικά πρότυπα 

των γονιδίων αγκυρίνης διαφέρουν τόσο ποιοτικά όσο και ποσοτικά, ανάλογα με την συμβιωτι-

κή σχέση, τον ιστό ή/και το αναπτυξιακό στάδιο που μελετήθηκαν. Οι μεγαλύτερες διαφορές 

εντοπίστηκαν στις τρεις συμβιωτικές σχέσεις D. teissieri (wTei), D. yakuba (wYak) και D. san-

tomea (wSan). Σε γενικές γραμμές, τα γονίδια αγκυρίνης των στελεχών αυτών εμφανίζουν τα 

χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης. Επίσης, πολλά από τα γονίδια δεν παρουσίασαν ανιχνεύσιμα 

επίπεδα έκφρασης ακόμα και μετά την χρήση εμφωλιασμένης (nested) PCR. Το γεγονός αυτό 

μπορεί να οφείλεται στα πολύ χαμηλά επίπεδα μόλυνσης που χαρακτηρίζουν τα στελέχη Wolba-

chia αυτών των συμβιωτικών σχέσεων (Veneti et al. 2003, 2004), παρά σε πραγματική απουσία 

έκφρασης. Είναι αξιοσημείωτο ότι ορισμένα γονίδια αγκυρίνης, όπως τα προφαγικά (WD0291, 

WD0292, WD0633) και χρωμοσωμικά (WD0550 και WD1213) γονίδια, εκφράζονται σχεδόν σε 

όλα τα αναπτυξιακά στάδια και τους ιστούς των συμβιωτικών σχέσεων που ανιχνεύονται. Μάλι-

στα το WD1213 ανήκει στην ομάδα των 9 γονιδίων αγκυρίνης (WD0035, WD0191, WD0438, 

WD0441, WD0498, WD0636, WD0637, WD0766, WD1213) τα οποία ανιχνεύθηκαν σε όλες τις 

συμβιωτικές σχέσεις που μελετήθηκαν. Το γεγονός αυτό πιθανόν να σχετίζεται με τον ρόλο που 

μπορεί να έχουν τα γονίδια αυτά στην πραγματοποίηση βασικών λειτουργιών, όπως για παρά-

δειγμα η εγκαθίδρυση των συμβιωτικών σχέσεων ή/και η αποφυγή του ανοσοποιητικού συστή-

ματος του ξενιστή. Επιπλέον, όπως προκύπτει και από τον λόγο Ka/Ks (Κεφάλαιο 3), τα προφα-

γικά γονίδια WD0291 και WD0292 πιθανόν να υπόκεινται σε θετική επιλογή, γεγονός που πιθα-

νά αντικατοπτρίζει τον κεντρικό ρόλο των γονιδίων αυτών και επομένως την ευρεία έκφραση 

τους. 

 Τα υπόλοιπα γονίδια παρουσιάζουν ανομοιογενή μεταγραφικά πρότυπα ανάλογα με τη 

συμβιωτική σχέση που εξετάζεται. Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι περιπτώσεις ιστοειδι-

κής έκφρασης κάποιων εκ των γονιδίων αγκυρίνης, που πιθανόν αντικατοπτρίζουν πιο εξειδι-

κευμένες λειτουργίες των γονιδίων αυτών. Είναι αξιοσημείωτο ότι το γονιδίωμα της Wolbachia 

κωδικοποιεί για έναν μικρό αριθμό ρυθμιστικών πρωτεϊνών. Το γεγονός αυτό ίσως υποδηλώνει 

ότι η διαφορική έκφραση των γονιδίων της σε διαφορετικούς ιστούς και αναπτυξιακά στάδια 

είναι περιορισμένη (Fenn & Blaxter 2006). Το μεγαλύτερο ενδιαφέρον εστιάζεται στη φυλοειδι-

κή έκφραση μερικών αγκυρινών που ίσως σχετίζεται με την επαγωγή ή την ρύθμιση των αναπα-
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ραγωγικών φαινοτύπων όπως της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Ένα παράδειγμα φυλο-

ειδικής έκφρασης είναι αυτό του γονιδίου WD0514. Όπως παρουσιάστηκε και στο δεύτερο κε-

φάλαιο, το γονίδιο ανιχνεύεται σε 5 από τις 11 συμβιωτικές σχέσεις. Στη συμβιωτική σχέση 

D.melanogaster (wMel) το γονίδιο εκφράζεται στα ενήλικα αρσενικά άτομα και στους όρχεις 

καθώς επίσης και στα έμβρυα των 16 ωρών. Ωστόσο, στο συγγενικό στέλεχος wMelPopcorn το 

γονίδιο εκφράζεται μόνο στους θηλυκούς ιστούς (ενήλικα άτομα και ωοθήκες). Και τα δύο στε-

λέχη έχουν την ικανότητα να επάγουν κυτταροπλασματική ασυμβατότητα. Επίσης, το στέλεχος 

wMelPopcorn χαρακτηρίζεται από πολύ υψηλούς ρυθμούς ανάπτυξης στους σωματικούς ιστούς 

των εντόμων (νευρικό και μυϊκό σύστημα) με αποτέλεσμα τη μείωση του χρόνου ζωής του ξενι-

στή (Min & Benzer 1997). Είναι αξιοσημείωτο ότι, στις τρεις συμβιωτικές σχέσεις D. teissieri 

(wTei), D. yakuba (wYak) και D. santomea (wSan), που χαρακτηρίζονται με το φαινότυπο (mod-

/resc+) [Zabalou et al. 2004], δεν παρατηρήθηκαν ανιχνεύσιμα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου 

σε κανέναν ιστό και αναπτυξιακό στάδιο. Μάλιστα, τα ομόλογα γονίδια των τριών αυτών στελε-

χών είναι κατά 2 επαναλήψεις αγκυρίνης μικρότερα σε σχέση με εκείνα των στελεχών wMel και 

wMelPopcorn (Κεφάλαιο 3). Παρόλα αυτά, δεν είναι γνωστό αν ο πολυμορφισμός αυτός μπορεί 

να σχετίζεται με τις παρατηρούμενες διαφορές στην έκφραση τους.  

 Περιπτώσεις φυλοειδικής έκφρασης έχουν αναφερθεί και σε άλλες συμβιωτικές σχέσεις, 

όπως στην περίπτωση του κουνουπιού C. pipiens (Sinkins et al. 2005; Duron et al. 2007; Walker 

et al. 2007). Ο Sinkins και οι συνεργάτες του (2005) ανέφεραν την ύπαρξη φυλοειδικών διαφο-

ρών όταν μελέτησαν την έκφραση δύο αμφίδρομα ασύμβατων πληθυσμών κουνουπιού του εί-

δους C. quinquefasciatus (Sinkins et al. 2005). Συγκεκριμένα, έδειξαν ότι το προφαγικό γονίδιο 

pk2 (WD0636) εκφράζεται μόνο στα θηλυκά άτομα γεγονός που το κατέστησε υποψήφιο για την 

εμπλοκή του στην επαγωγή της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Η ίδια ομάδα, δύο χρόνια 

αργότερα, χρησιμοποιώντας συμβατική RT-PCR και qRT-PCR επιβεβαίωσαν την ύπαρξη φυλο-

ειδικών διαφορών μόνο σε ορισμένες συμβιωτικές σχέσεις και για άλλα δύο γονίδια αγκυρίνης 

pk1 (WD0596) και ank2 (Walker et al. 2007). Ωστόσο τα αποτελέσματά τους δεν ήταν δυνατόν 

να συσχετιστούν άμεσα με τον φαινότυπο της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Το ίδιο έ-

τος, μια δεύτερη ερευνητική ομάδα χρησιμοποιώντας qRT-PCR μελέτησε την έκφραση 58 γονι-

δίων αγκυρίνης σε 7 διαφορετικούς πληθυσμούς κουνουπιού (Duron et al. 2007). Σε αυτή την 

περίπτωση, τα προαναφερθέντα γονίδια βρέθηκε ότι εκφράζονται στους ιστούς και των δύο φύ-

λων με μικρές διαφορές στα επίπεδα έκφρασης. Ωστόσο, οι διαφορές αυτές αποδόθηκαν κυρίως 

στα διαφορετικά επίπεδα μόλυνσης της Wolbachia μεταξύ των αρσενικών και των θηλυκών α-

τόμων παρά στην διαφορική ρύθμιση της έκφρασης. Στην περίπτωση των συμβιωτικών σχέσεων 

Drosophila-Wolbachia τα οποία αποτέλεσαν αντικείμενο της παρούσας διατριβής, δεν εντοπί-
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στηκαν σημαντικές φυλοειδικές διαφορές στην έκφραση των δύο προφαγικών γονιδίων 

WD0596 και WD0636. Επιπλέον, τα επίπεδα έκφρασης του WD0636 ήταν κάτω από τα όρια 

ανίχνευσης και στα τρία στελέχη της υπερομάδας Β (wNo, wMa, wMau) που εξετάστηκαν. Βά-

σει των αποτελεσμάτων της παρούσας μελέτης, δεν κατέστη δυνατή η άμεση συσχέτιση των 

ποιοτικών καθώς και των ποσοτικών διαφορών στην έκφραση των γονιδίων αγκυρίνης  με την 

Wolbachia-επαγόμενη κυτταροπλασματική ασυμβατότητα.                   

 

4.4.2 Είναι τα “ψευδογονίδια” αγκυρίνης λειτουργικά;  

Όπως προαναφέρθηκε, κάποια από τα γονίδια αγκυρίνης έχουν υποστεί σημαντικές δομικές αλ-

λαγές είτε λόγω ένθεσης μεταθέσιμων γενετικών στοιχείων είτε μεταλλάξεων μετατόπισης του 

αναγνωστικού πλαισίου. Είναι αξιοσημείωτο ότι τα γονίδια αυτά εμφανίζουν ανιχνεύσιμα επίπε-

δα έκφρασης παρά το γεγονός ότι βρίσκονται στο στάδιο “εκφυλισμού”. Χαρακτηριστικά είναι 

τα παραδείγματα των γονιδίων αγκυρίνης WD0385 στη συμβιωτική σχέση D. simulans (wAu) 

και WD0766 στις συμβιωτικές σχέσης D. yakuba (wYak) και D. santomea (wSan). Και στις 

τρεις περιπτώσεις ανιχνεύθηκαν χαμηλά επίπεδα έκφρασης του 3΄ άκρου των γονιδίων. Μάλιστα, 

σε μια προηγούμενη μελέτη, οι ερευνητές έδειξαν ότι μεταγράφεται εξίσου και το 5΄ άκρο του 

γονιδίου WD0385 στο στέλεχος wAu, ενώ αντιθέτως δεν παρατηρήθηκε έκφραση κατά μήκος 

της ένθεσης (Iturbe-Ormaetxe et al. 2005). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι τα δύο τμήματα του 

γονιδίου, εκατέρωθεν του μεταθέσιμου στοιχείου, έχουν την δυνατότητα να μεταγράφονται ανε-

ξάρτητα σαν δυο ξεχωριστά γονίδια. Ενδιαφέρουσα είναι και η περίπτωση των ομολόγων του 

γονιδίου WD1213 στα τρία στελέχη που ανήκουν στη Β υπερομάδα. Όπως παρουσιάστηκε στο 

τρίτο κεφάλαιο, τα τρία ομόλογα έχουν υποστεί μετατόπιση του αναγνωστικού τους πλαισίου 

λόγω πολλαπλών νουκλεοτιδικών ενθέσεων ή/και ελλειμμάτων. Ωστόσο και τα τρία γονίδια πα-

ραμένουν μεταγραφικώς ενεργά.  

 Το ερώτημα που τίθεται είναι κατά πόσον τα γονίδια αυτά βρίσκονται στο στάδιο εκφυ-

λισμού ή παραμένουν λειτουργικά. Σε αντίθεση με τα περισσότερα βακτήρια, η ύπαρξη μεγάλου 

αριθμού εκφυλισμένων γονιδίων (pseudogenes) είναι σχετικά κοινή στα υποχρεωτικά ενδοκυτ-

τάρια βακτήρια (Andersson & Andersson 1999a,b; Andersson & Andersson 2001; Ochman & 

Moran 2001). Μάλιστα, όπως προκύπτει από μελέτες, πολλά από τα εκφυλισμένα γονίδια παρα-

μένουν μεταγραφικώς ενεργά δημιουργώντας πολλά ερωτήματα ως προς τη διαδικασία του εκ-

φυλισμού τους καθώς και τον πιθανό τους ρόλο (Ogata et al. 2001; Davids et al. 2002; Nakamu-

ra et al. 2009). Πιστεύεται ότι η μεταγραφή παρόμοιων εκφυλισμένων γονιδίων είναι προσωρινή 

και παρατηρείται κατά τα πρώτα στάδια της διαδικασίας εκφυλισμού ενός γονιδίου (Davids et al. 

2002). Μάλιστα, στην περίπτωση των υποχρεωτικά ενδοκυττάριων βακτηρίων, εικάζεται ότι λό-
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γω του υψηλού ποσοστού αδενίνης και θυμίνης η ρύθμιση της μεταγραφής είναι λιγότερο απο-

δοτική. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι οι βακτηριακοί υποκινητές της μεταγραφής (όπως για 

παράδειγμα το πλαίσιο του Pribnow) είναι πλούσιοι στις παραπάνω βάσεις. Συνεπώς, η συχνό-

τητα εμφάνισης τους μέσα στα γονίδια είναι μεγαλύτερη (Andersson et al. 1998; Ogata et al. 

2001; Davids et al. 2002). Πράγματι, η εξέταση των γονιδίων αγκυρίνης, που έχουν υποστεί ρή-

ξη λόγω ένθεσης μεταθέσιμων γενετικών στοιχείων, αποκάλυψε την ύπαρξη ενός μεγάλου αριθ-

μού πιθανώνν υποκινητών της μεταγραφής (Εικόνα 4.4). Η ύπαρξη τους θα μπορούσε να οδη-

γήσει στη διατήρηση της μεταγραφικής ενεργότητας των γονιδιακών αυτών τμημάτων.    

 

A)

B)

 
Εικόνα 4.4. Γραφική αναπαράσταση του ομολόγου γονιδίου WD0766 στα στελέχη wYak και wSan (Α) και του 

ομολόγου γονιδίου WD0385 στο στέλεχος wAu (Β), τα οποία έχουν υποστεί ρήξη λόγω ένθεσης μεταθέσιμων γενε-

τικών στοιχείων. Με τα μπλε βέλη αναπαρίστανται τα γονίδια των τρανσποζασών ενώ με τα πορτοκαλί βέλη οι α-

ντίστροφες επαναληπτικές ακολουθίες. Τα κόκκινα βέλη αναπαριστούν τη θέση και την κατεύθυνση πιθανών υπο-

κινητών της μεταγραφής (πλαίσιο του Pribnow).     

                      

 

Παρόλα αυτά, δεν είναι ξεκάθαρο εάν τα μόρια αυτά RNA που παράγονται από εκφυλισμένα 

γονίδια αγκυρίνης αποτελούν απλώς απομεινάρια παλαιών λειτουργικών γονιδίων ή παίζουν κά-

ποιον ρόλο στη βιολογία της Wolbachia. Μια πολύ ενδιαφέρουσα υπόθεση που επικρατεί τα τε-

λευταία χρόνια είναι ότι τα εκφυλισμένα αυτά γονίδια λειτουργούν σαν μια νέα κατηγορία μη-

κωδικοποιών μορίων RNA (non-coding RNAs ή nc-RNAs). Τα μόρια αυτά λειτουργούν ως 

ρυθμιστές της μεταγραφής άλλων γονιδίων (Eddy 2001; Erdmann et al. 2001a,b). Πράγματι, πα-

ρόμοια μη-κωδικοποιά μόρια RNA έχουν βρεθεί σε έναν μεγάλο αριθμό οργανισμών, τόσο προ-

καρυωτικών όσο και ευκαρυωτικών, και μπορούν να συμμετέχουν σε μηχανισμούς όπως: (α) η 

ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης, (β) η γενωμική τροποποίηση (genomic imprinting), (γ) η 

ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου και (δ) η κυτταρική διαφοροποίηση (Erdmann et al. 2001b). 
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Ανακεφαλαιώνοντας, ο ρόλος των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia παραμένει ακόμα άγνω-

στος. Παρόλα αυτά, αποτελούν βασικούς υποψηφίους για συμμετοχή στις αλληλεπιδράσεις του 

βακτηρίου με τους ξενιστές στους, όπως η εγκαθίδρυση των συμβιωτικών σχέσεων και η επα-

γωγή αναπαραγωγικών φαινοτύπων. Σημαντικά στοιχεία έχουν προκύψει από τη μελέτη συγγε-

νικών βακτηρίων, όπως για παράδειγμα η πρωτεΐνη AnkA από την Anaplasma phagocytophilum. 

Η πρωτείνη αυτή βρέθηκε ότι εκκρίνεται μέσω ενός συστήματος έκκρισης τύπου IV και δεσμεύ-

εται στη χρωματίνη του ξενιστή (Caturegli et al. 2000). Επίσης σε μια πρόσφατη μελέτη, βρέθη-

κε ότι μία πρωτείνη με επαναλήψεις αγκυρίνης (p200) από την Ehrichia chaffeensis δεσμεύεται 

σε ρυθμιστές του τύπου Alu-Sx στους πυρήνες των ανθρώπινων φαγοκυττάρων (Zhu et al. 2009). 

Γονίδια τα οποία χρησιμοποιούν αυτού του τύπου τους ρυθμιστές σχετίζονται: (α) με τη ρύθμιση 

της μεταγραφής, (β) την απόπτωση καθώς και (γ) δομικές πρωτεΐνες του πυρήνα και των οργα-

νιδίων του κυττάρου (Zhu et al. 2009). 

Όπως προκύπτει από τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, η έκφραση των γονιδίων 

αγκυρίνης της Wolbachia παρουσιάζει μεγάλη ετερογένεια. Οι διαφορές αυτές εξαρτώνται από 

τη συμβιωτική σχέση καθώς και από τον ιστό και το αναπτυξιακό στάδιο που εξετάζεται. Μεγά-

λο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι φυλοειδικές διαφορές, γιατί μπορεί να συνδέονται με τους μη-

χανισμούς επαγωγής των αναπαραγωγικών φαινοτύπων όπως αυτός της κυτταροπλασματικής 

ασυμβατότητας. Ωστόσο, ένας άμεσος συσχετισμός της διαφορικής έκφρασης των γονιδίων α-

γκυρίνης με τους φαινοτύπους της Wolbachia δεν κατέστη δυνατός στην παρούσα μελέτη. Η 

αδυναμία αυτή μάλιστα, μπορεί να σχετίζεται με την πολυπλοκότητα που χαρακτηρίζει την επα-

γωγή των φαινοτύπων αυτών. Επίσης, ένα σημαντικό εύρημα ήταν και η ανίχνευση της έκφρα-

σης των εκφυλισμένων γονιδίων αγκυρίνης. Ο λόγος που συμβαίνει αυτό δεν είναι ακόμα κατα-

νοητός, αλλά δίνει νέες προεκτάσεις όσον αναφορά τον λειτουργικό ρόλο παρόμοιων γονιδίων. 

Η αποσαφήνιση του ρόλου της οικογένειας αυτής των γονιδίων θα δώσει νέα στοιχεία και θα 

βοηθήσει στην κατανόηση της βιολογίας ενός από τους πιο ιδιαίτερους συμβιώτες στη φύση.  
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5.1 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  

Η ανάπτυξη των μοριακών τεχνικών τις τελευταίες δεκαετίες έφερε στο φως μια κρυμμένη και 

απίστευτα μεγάλη ποικιλία συμβιωτικών μικροοργανισμών που απαντούν στα αρθρόποδα. Λόγω 

των δυσκολιών που παρουσίαζαν στην μελέτη τους, η εξάπλωση καθώς και η σημασία των μι-

κροοργανισμών αυτών είχε αρχικά υποεκτιμηθεί. Ωστόσο, καθώς οι γνώσεις μας για τα συμβιω-

τικά βακτήρια αυξάνονται ολοένα και περισσότερο, αποδεικνύεται ότι αυτά κατέχουν βασικό 

ρόλο στη οικολογία και την εξέλιξη των ξενιστών τους (Moran et al. 2008). Το βακτήριο Wol-

bachia αποτελεί ίσως το πιο ευρέως διαδεδομένο συμβιωτικό βακτήριο στη φύση, μολύνοντας 

ένα μεγάλο αριθμό ειδών αρθροπόδων (κυρίως έντομα) καθώς και νηματώδεις (Jeyaprakash & 

Hoy 2000; Hilgenboecker et al. 2008; Ros et al. 2009). Μόνο μεταξύ των εντόμων πιστεύεται 

ότι το βακτήριο μολύνει τουλάχιστον ένα εκατομμύρια είδη (Jeyaprakash & Hoy 2000; Hilgen-

boecker et al. 2008). Εκτός όμως από την ευρεία διάδοση του, αυτό που πραγματικά κάνει εντύ-

πωση είναι η ποικιλία των συμβιωτικών σχέσεων που αναπτύσσει η Wolbachia με τους ξενιστές 

της. Οι σχέσεις αυτές κυμαίνονται από την αμοιβαία συμβίωση έως τον αναπαραγωγικό παρασι-

τισμό (Werren 1997; Stouthamer et al. 1999; Bourtzis & Miller 2003). Ως αναπαραγωγικό πα-

ράσιτο, η Wolbachia επιδρά στην αναπαραγωγική επιτυχία των ξενιστών της προκειμένου να 

εξασφαλίσει τη μητρική μεταβίβασή της. Οι επιδράσεις αυτές είναι: η θηλυκοποίηση, η παρθε-

νογένεση, η θανάτωση των αρσενικών ατόμων και η  κυτταροπλασματική ασυμβατότητα (Wer-

ren 1997; Stouthamer et al. 1999; Bourtzis & Miller 2003). Λόγω της ευρείας διάδοσής και των 

ιδιοτήτων της πιστεύεται ότι η Wolbachia παίζει σημαντικό ρόλο στις διεργασίες ειδογένεσης 

των αρθροπόδων (Bordenstein et al. 2001; Charlat et al. 2003) ενώ έχει προταθεί και η χρήση 

της ως φιλικό προς το περιβάλλον εργαλείο πληθυσμιακού ελέγχου επιβλαβών ειδών χωρίς τη 

χρήση χημικών ουσιών (Ioannidis & Bourtzis 2007; Bourtzis 2008).  

 Η μελέτη της γενετικής ποικιλότητας και της εξέλιξης της Wolbachia καθώς και της βιο-

λογίας των αλληλεπιδράσεων της με τους ξενιστές βρίσκεται στο επίκεντρο των ερευνητικών 

προσπαθειών τα τελευταία χρόνια. Η παρούσα διατριβή στηρίχθηκε στα αποτελέσματα της απο-

κωδικοποίησης του πρώτου γονιδιώματος στελέχους της Wolbachia (Wu et al. 2004) το οποίο 

έδωσε νέα στοιχεία για τη βιολογία του βακτηρίου. Μεταξύ αυτών, η παρουσία ενός ιδιαίτερα 

εντυπωσιακού αριθμού γονιδίων που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες με επαναλήψεις (μοτίβα) α-

γκυρίνης. Τα ερωτήματα τα οποία προσπάθησε να απαντήσει η παρούσα διατριβή ήταν: (α) ποι-

ος είναι ο ρόλος των αγκυρινών στη γενετική ποικιλότητα και την εξέλιξη της Wolbachia; (β) 

ποιοι είναι οι υπεύθυνοι μηχανισμοί για την εξέλιξη των γονιδίων αυτών στη Wolbachia; (γ) 

ποιος είναι ο βιολογικός ρόλος των γονιδίων αυτών της Wolbachia; (δ) συμμετέχουν τα γονίδια 
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αγκυρίνης στην εγκαθίδρυση της συμβίωσης ή/και την επαγωγή των αναπαραγωγικών ανωμα-

λιών;  

Για τον σκοπό αυτό διεξήχθη μια συγκριτική μελέτη προκειμένου να εξετάσουμε: (α) την κατα-

νομή των 23 αγκυρινών που εντοπίζονται στο στέλεχος wMel σε 11 διαφορετικές συμβιωτικές 

σχέσεις Wolbachia-Drosophila οι οποίες διαφέρουν τόσο ως προς την κατανομή του βακτηρίου 

στα πρώιμα εμβρυικά στάδια καθώς και ως προ το φαινότυπο της κυτταροπλασματικής ασυμβα-

τότητας που επάγουν στους ξενιστές τους,  (β) την γενετική ποικιλομορφία καθώς και τις φυλο-

γενετικές και εξελικτικές σχέσεις των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ των διαφορετικών στελεχών 

Wolbachia και (γ) την έκφραση των γονιδίων αυτών σε διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια και 

ιστούς του ξενιστή και για τις 11 συμβιωτικές σχέσεις Drosophila-Wolbachia.             

 

5.1.1 Η κατανομή των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ διαφορετικών συμβιωτικών σχέσεων 

Drosophila-Wolbachia  

Η ύπαρξη καλά χαρακτηρισμένων συμβιωτικών σχέσεων Drosophila-Wolbachia αποτελεί ένα 

σημαντικό εργαλείο στα χέρια των επιστημόνων λόγω της συγκριτικής αξίας που έχουν. Εκμε-

ταλλευόμενοι το γεγονός αυτό, η παρούσα ενότητα εστιάστηκε στην ανίχνευση και τη συγκριτι-

κή μελέτη της κατανομής των 23 γονιδίων αγκυρίνης που απαντούν στο στέλεχος Wolbachia 

wMel, σε 11 διαφορετικές συμβιωτικές σχέσεις Drosophila-Wolbachia. Οι σχέσεις αυτές διαφέ-

ρουν: (α) ως προς την φυλογενετική κατάσταση των στελεχών, περιλαμβάνοντας τόσο συγγενι-

κά όσο και πιο απομακρυσμένα στελέχη Wolbachia, (β) ως προς τη βακτηριακή κατανομή στα 

έμβρυα του ξενιστή και (γ) ως προς την έκφραση του φαινοτύπου της κυτταροπλασματικής α-

συμβατότητας (βλ. Κεφάλαιο 2).   

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης σε πρώτη φάση συνηγορούν με την ύπαρξη ε-

νός ασυνήθιστα, για προκαρυωτικό οργανισμό, μεγάλου αριθμού γονιδίων αγκυρίνης. Η ύπαρξη 

των γονιδίων αυτών πιθανόν σχετίζεται με τον ενδοκυτταρικό τρόπο ζωής της Wolbachia καθώς 

και τις ιδιαίτερες συμβιωτικές σχέσεις που αναπτύσσει με τους ξενιστές της. Είναι ενδιαφέρον 

ότι το στέλεχος wBm, το οποίο αναπτύσσει αμοιβαία συμβιωτική σχέση με το νηματώδη Brugia 

malayi, διαθέτει μέχρι στιγμής τον μικρότερο αριθμό γονιδίων αγκυρίνης (5 ORFs + 7 ψευδογο-

νίδια) μεταξύ των γονιδιωμάτων της Wolbachia που έχουν αποκωδικοποιηθεί πλήρως (Foster et 

al. 2005). Το γεγονός αυτό ενισχύει την άποψη ότι πολλά από τα γονίδια αγκυρίνης πιθανόν να 

σχετίζονται με τους αναπαραγωγικούς φαινοτύπους που επάγει το βακτήριο. Ένα σημαντικό εύ-

ρημα της παρούσας εργασίας είναι ότι ορισμένα από τα γονίδια αγκυρίνης (WD0035, WD0191, 

WD0438, WD0441, WD0498, WD0636, WD0637, WD0766, WD1213) ανιχνεύονται σε όλες 

τις συμβιωτικές σχέσεις Drosophila-Wolbachia που μελετήθηκαν (υπερομάδες Α και Β). Μάλι-
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στα, όπως προκύπτει από την αναζήτηση στις βάσεις δεδομένων, ομόλογα των γονιδίων αυτών 

βρίσκονται μεταξύ των γονιδίων αγκυρίνης που απαντούν στο στέλεχως wBm (υπερομάδα D). 

Επίσης, ομόλογα γονίδια έχουν βρεθεί και στα στελέχη του βακτηρίου που συμβιώνουν με τα 

είδη Muscidifurax uniraptor και Culex pipiens. Η συντηρημένη παρουσία γονιδίων αγκυρίνης 

μεταξύ φαινοτυπικά και εξελικτικά απομακρυσμένων στελεχών Wolbachia θέτει ένα ενδιαφέρον 

ερώτημα. Θα μπορούσαν τα γονίδια αυτά να συμμετέχουν στους μηχανισμούς που υπαγορεύουν 

τον ενδοκυττάριο τρόπο διαβίωσης και είναι υπεύθυνοι για την εγκαθίδρυση των συμβιωτικών 

σχέσεων με τον εκάστοτε ξενιστή; Μια ενδιαφέρουσα θεωρία είναι ότι τα γονίδια αυτά έχουν 

προέλθει από κάποιον κοινό πρόγονο των στελεχών αυτών πριν το διαχωρισμό των υπερομάδων 

Α, Β, D παρά ότι πρόκειται για ανεξάρτητη πρόσληψη των γονιδίων για κάθε υπερομάδα. Πιθα-

νόν, ο πρόγονος της Wolbachia “υιοθέτησε” μια ομάδα γονιδίων αγκυρίνης κατά τη μετάβαση 

του στον ενδοκυττάριο τρόπο διαβίωσης.  

Επίσης, ενδιαφέρον παρουσιάζει η ετερογένεια που παρατηρείται στην κατανομή των 

γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ των στελεχών. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της παρούσας εργασί-

ας, στελέχη τα οποία είναι εξελικτικά πιο συγγενικά διαθέτουν παρόμοιο ρεπερτόριο γονιδίων 

αγκυρίνης. Βασικό ρόλο στην εξάπλωση των γονιδίων αγκυρίνης φαίνεται ότι παίζουν οι προ-

φάγοι που έχουν εντοπιστεί στο γονιδίωμα της Wolbachia όπως προκύπτει από τις διαφορές της 

κατανομής των προφαγικών αγκυρινών μεταξύ των στελεχών. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγο-

νός ότι το στέλεχος wBm, που μέχρι στιγμής διαθέτει τον μικρότερο αριθμό γονιδίων αγκυρίνης 

μεταξύ των στελεχών Wolbachia, δεν διαθέτει προφάγους στο γονιδίωμά του (Foster et al. 2005). 

Ωστόσο, σε αντίθεση με τους ιούς, οι βακτηριοφάγοι στερούνται γονιδίων αγκυρίνης. Το γεγο-

νός αυτό υποδηλώνει ότι τα γονίδια αγκυρίνης μεταφέρθηκαν στους φάγους της Wolbachia μέ-

σω του βακτηριακού χρωμοσώματος κατά την διάρκεια της συνύπαρξης βακτηρίου και φάγου. 

Οι φάγοι στη συνέχεια αποτέλεσαν το όχημα μεταφοράς των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ των 

διαφορετικών στελεχών του βακτηρίου. 

Τα γονίδια αγκυρίνης έχουν προταθεί ως βασικοί υποψήφιοι για τη συμμετοχή τους 

στους μηχανισμούς έκφρασης της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας (Wu et al. 2004; Iturbe-

Ormaetxe et al. 2005; Sinkins et al. 2005). Η παρούσα μελέτη αξιοποίησε τον μεγάλο αριθμό 

των φαινοτυπικά χαρακτηρισμένων συμβιωτικών σχέσεων Drosophila-Wolbachia, που έχει το 

εργαστήριο μας (Veneti et al. 2003, 2004, Zabalou et al. 2008) σε μια προσπάθεια να συσχετίσει 

την παρουσία-απουσία των γονιδίων αγκυρίνης με τους διαφορετικούς φαινοτύπους. Σύμφωνα 

με τα αποτελέσματα που προέκυψαν, η άμεση τουλάχιστον συσχέτιση της κατανομής των γονι-

δίων αγκυρίνης με τις φαινοτυπικές διαφορές μεταξύ των στελεχών απορρίπτεται. Το γεγονός 

αυτό δεν αποκλείει ωστόσο την συμμετοχή των γονιδίων αυτών στους παραπάνω μηχανισμούς, 
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ιδιαίτερα εάν αναλογιστούμε: (α) την πολυπλοκότητα που διέπει τις αλληλεπιδράσεις βακτηρί-

ου-ξενιστή καθώς και (β) το γεγονός ότι το πραγματικό εύρος των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ 

των διαφορετικών στελεχών μπορεί να είναι μεγαλύτερο, κάτι που επιβεβαιώνεται με την απο-

κωδικοποίηση όλο και περισσότερων στελεχών Wolbachia (Klasson et al. 2008, 2009). Η ανά-

πτυξη νέων εργαλείων, όπως η τεχνική των συγκριτικών υβριδισμών σε επίπεδο γονιδιώματος 

(CGH) με τη χρήση μικροσυστοιχιών, δίνει νέα ώθηση σε παρόμοιες συγκριτικές μελέτες και 

μπορούν να βοηθήσουν στην ανάδειξη του γονιδιακού πλούτου των αγκυρινών στη Wolbachia 

(Ishmael et al. 2009).                

 

5.1.2 Ανάλυση της γενετικής ποικιλομορφίας – φυλογενετική και εξελικτική μελέτη των 

γονιδίων αγκυρίνης 

Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής, πραγματοποιήθηκε η πρώτη εκτεταμένη μελέτη της γενε-

τικής ποικιλότητας και της εξέλιξης των γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ διαφορετικών συμβιωτικών 

σχέσεων Drosophila-Wolbachia. Στόχοι της ενότητας αυτής ήταν αφενός να αποσαφηνιστεί το 

εύρος της γενετικής ποικιλότητας μεταξύ των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης και αφετέρου να 

διαλευκανθούν οι μηχανισμοί οι οποίοι υπαγορεύουν την εξέλιξη των γονιδίων αυτών στη Wol-

bachia. Η κατανόηση της εξέλιξης των γονιδίων αυτών είναι πολύ σημαντική και αποτελεί το 

πρώτο βήμα για την κατανόηση του ρόλου των αγκυρινών στην ανάπτυξη των συμβιωτικών 

σχέσεων της Wolbachia με τους ξενιστές της.  

 Προηγούμενες μελέτες έδειξαν ότι υπάρχουν σημαντικά επίπεδα ποικιλομορφίας στα 

γονίδια αγκυρίνης ανάμεσα σε διαφορετικά στελέχη του βακτηρίου Wolbachia (Iturbe-Ormaetxe 

et al. 2005; Sinkins et al. 2005; Duron et al. 2007). Ωστόσο, οι μελέτες αυτές περιορίστηκαν κυ-

ρίως σε μια προσπάθεια συσχετισμού της παρατηρούμενης γονιδιακής ποικιλομορφίας με τον 

φαινότυπο της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής έγινε 

αλληλούχηση των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης από 11 διαφορετικά στελέχη Wolbachia που 

αναπτύσσουν συμβιωτικές σχέσεις με διάφορα είδη Drosophila. Τα δεδομένα, που προέκυψαν, 

αποτελούν μέχρι στιγμής το μεγαλύτερο αριθμό δεδομένων για τα γονίδια αγκυρίνης που απα-

ντούν σε συμβιωτικές σχέσεις Drosophila-Wolbachia. 

 Από την ανάλυση των παραπάνω δεδομένων προκύπτει ότι τα γονίδια αγκυρίνης της 

Wolbachia αποτελούν μια γρήγορα εξελισσόμενη οικογένεια γονιδίων. Ένα σημαντικό εύρημα 

αποτελεί η μεγάλη διακύμανση της ποικιλομορφίας μεταξύ των διαφορετικών γονιδίων. Με λίγα 

λόγια, ορισμένα γονίδια αγκυρίνης φαίνεται να εξελίσσονται με πιο γρήγορους ρυθμούς από κά-

ποια άλλα. Η ετερογένεια αυτή θα μπορούσε να σχετίζεται με τις διαφορετικές λειτουργίες των 

γονιδίων. Ο γρήγορος ρυθμός εξέλιξης για ορισμένα από τα γονίδια αγκυρίνης πιθανόν αντανα-
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κλά την ανάγκη επικοινωνίας μεταξύ βακτηρίου και νέων ξενιστών καθώς και την προσαρμο-

στικότητα της Wolbachia σε νέα περιβάλλοντα. Η ετερογένεια αυτή γίνεται ιδιαίτερα αισθητή 

μεταξύ των γονιδίων αγκυρίνης που απαντούν στους δύο προφάγους της Wolbachia. Το γεγονός 

αυτό υποδηλώνει ξεχωριστές εξελικτικές πορείες μεταξύ των δύο προφαγικών στοιχείων και πι-

θανά τα γονίδια αγκυρίνης του προφάγου WO-A να αποτελούν μια σχετικά πρόσφατη ενσωμά-

τωση στα στελέχη wMel, wMelPopcorn, wAu, wTei, wYak, wSan και wHa. 

 Ωστόσο, ένα από τα σημαντικότερα και ενδιαφέροντα ευρήματα της παρούσας μελέτης 

είναι ο πολυμορφισμός που παρατηρείται τόσο στον αριθμό όσο και στην οργάνωση των επανα-

λήψεων αγκυρίνης μεταξύ των ομολόγων γονιδίων αγκυρίνης. Η ύπαρξη διαφορών στον αριθμό 

και στην οργάνωση των επαναλήψεων αγκυρίνης είχε γίνει αντιληπτή νωρίτερα από τους Iturbe-

Ormaetxe et al. 2005. Ωστόσο, η μελέτη αυτή είχε βασιστεί στη σύγκριση των γονιδιακών δεδο-

μένων μόνο δύο στελεχών Wolbachia, wMel και wAu, χωρίς να δίνεται έμφαση στους μηχανι-

σμούς που είναι υπεύθυνοι για την εξέλιξη των γονιδίων αυτών. Η παρούσα εργασία, με την συ-

γκριτική ανάλυση των γονιδίων αγκυρίνης 11 διαφορετικών συμβιωτικών σχέσεων Drosophila-

Wolbachia, αποκάλυψε βασικά στοιχεία όσον αφορά τους μηχανισμούς που είναι υπεύθυνοι για 

την εξέλιξη των γονιδίων αυτών. Η δυνατότητα οριζόντιας μεταφοράς των προφαγικών στοιχεί-

ων, ο ομόλογος γενετικός ανασυνδυασμός καθώς και ο παράτυπος-μη ομόλογος ανασυνδυασμός 

κατέχουν σημαντικό ρόλο στη διαμόρφωση και την εξέλιξη των γονιδίων αγκυρίνης της Wolba-

chia. Μάλιστα, η παρούσα μελέτη αποτελεί την πρώτη αναφορά για τη συμμετοχή των γονιδίων 

αγκυρίνης της Wolbachia σε φαινόμενα ομόλογου ανασυνδυασμού. Ο γενετικός ανασυνδυασμός 

οδηγεί στη δημιουργία νέων γονιδιακών μορφών μέσω της ανταλλαγής και της αναδιάταξης γο-

νιδιακών τμημάτων, και κατ’ επέκταση μπορεί να οδηγήσει στη δημιουργία νέων φαινοτύπων. 

Πολύ σημαντικό ρόλο στον γενετικό ανασυνδυασμό μεταξύ των στελεχών της Wolbachia φαί-

νεται έχουν οι προφάγοι οι οποίοι μέσω του μηχανισμού της μεταγωγής αποτελούν το “όχημα” 

για την ανταλλαγή γενετικού υλικού.  

 Ωστόσο, ένα από τα σημαντικότερα ευρήματα της παρούσας μελέτης ήταν η ανάδειξη 

του ρόλου του παράτυπου (αντικανονικού) ανασυνδυασμού στη δημιουργία του παρατηρούμε-

νου πολυμορφισμού σε επίπεδο επαναλήψεων αγκυρίνης. Το είδος αυτό του ανασυνδυασμού 

οφείλεται στην αστάθεια των πανομοιότυπων νουκλεοτιδικών επαναλήψεων που βρίσκονται 

διάσπαρτες μεταξύ των μοτίβων αγκυρίνης. Το αποτέλεσμά του είναι η δημιουργία διπλασια-

σμών, ελλειμμάτων αλλά και η αναδιάταξη των δομικών μονάδων διαφορετικών επαναλήψεων 

αγκυρίνης. Οι δομικές αυτές αλλαγές που υφίστανται οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τα 

γονίδια αυτά πιθανά επηρεάζουν τη “δραστική” επιφάνεια τους καθιστώντας έτσι ικανές να αλ-

ληλεπιδρούν με ένα μεγάλο αριθμό μορίων στόχων. Η σημαντικότητα του παράτυπου (αντικα-
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νονικού) ανασυνδυασμού έγκειται στο γεγονός ότι δρα σε τοπικό επίπεδο παρέχοντας στη Wol-

bachia μια άμεση πηγή ποικιλότητας που είναι απαραίτητη για την ταχεία προσαρμογή της σε 

νέες συνθήκες. Μάλιστα, είναι ενδιαφέρον ότι ο τρόπος με τον οποίο ανασυνδυάζονται οι επα-

ναλήψεις αγκυρίνης στη Wolbachia μέσω του παράτυπου (αντικανονικού) ανασυνδυασμού, έχει 

μεγάλες ομοιότητες με το εναλλακτικό μάτισμα που υφίστανται τα εξόνια των ευκαρυωτικών 

γονιδίων αγκυρίνης (Cai & Zhang 2005). Αν και τα γονίδια αγκυρίνης της Wolbachia δεν διαθέ-

τουν εξόνια, η ομοιότητα αυτή πιθανόν αντικατοπτρίζει την εύπλαστη και ευπροσάρμοστη φύση 

των γονιδίων αυτών.  

 Η φύση των γονιδίων αγκυρίνης έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον ως προς την πιθανή 

εμπλοκή τους στους μηχανισμούς των αναπαραγωγικών επιδράσεων της Wolbachia και κυρίως 

της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Από τη συγκριτική ανάλυση του παρατηρούμενου 

πολυμορφισμού στα γονίδια αγκυρίνης με τους διαφορετικούς φαινότυπους των 11 στελεχών 

Wolbachia που μελετήθηκαν, δεν προέκυψε κάποια άμεση συσχέτιση. Το αποτέλεσμα αυτό 

συμφωνεί πλήρως με προηγούμενη μελέτη στην οποία είχε εξετασθεί η γενετική ποικιλομορφία 

των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia μεταξύ ασύμβατων πληθυσμών του κουνουπιού Culex 

pipiens (Duron et al. 2007). Τα παραπάνω οδηγούν στο συμπέρασμα ότι η πολυπλοκότητα που 

χαρακτηρίζει τις αλληλεπιδράσεις της Wolbachia με τους ξενιστές της δυσχεραίνει μια άμεση 

λειτουργική συσχέτιση των γονιδίων αγκυρίνης με τον μηχανισμό της κυτταροπλασματικής α-

συμβατότητας. Νέα εργαλεία είναι απαραίτητα προκειμένου να ταυτοποιηθούν τα γονίδια εκείνα 

τα οποία επάγουν κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Η ανάπτυξη ενός συστήματος γενετι-

κού μετασχηματισμού για τη Wolbachia θα άνοιγε το δρόμο για τον λειτουργικό χαρακτηρισμό 

των αγκυρινών αλλά και άλλων γονιδίων του βακτηρίου και τη διαλεύκανση της βιολογίας του. 

Ο πρόσφατος μάλιστα in silico προσδιορισμός της περιοχής έναρξης της αντιγραφής του DNA 

στη Wolbachia δίνει νέα ώθηση προς στην κατεύθυνση αυτή (Ioannidis et al. 2007).            

                                         

5.1.3 Η έκφραση των γονιδίων αγκυρίνης  

Στα πλαίσια της παρούσας διατριβής πραγματοποιήθηκε η πρώτη εκτεταμένη μελέτη της έκ-

φρασης των γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia σε 11 διαφορετικές συμβιωτικές σχέσεις Droso-

phila-Wolbachia. Μελέτες της έκφρασης τον γονιδίων αγκυρίνης της Wolbachia έχουν παρου-

σιαστεί και σε προηγούμενες εργασίες, τόσο σε συμβιωτικές σχέσεις Drosophila-Wolbachia 

(Iturbe-Ormaetxe et al. 2005) όσο και σε συμβιωτικές σχέσεις Culex-Wolbachia (Sinkins et al. 

2005; Duron et al. 2007). Παρόλα αυτά οι εργασίες αυτές είχαν εστιαστεί στη μελέτη μόνο ενή-

λικων ατόμων ενώ στην περίπτωση των συμβιωτικών σχέσεων Drosophila-Wolbachia δεν έγινε 

καμία διάκριση μεταξύ των δύο φύλων. Η μελέτη των προτύπων έκφρασης των γονιδίων αγκυ-
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ρίνης πραγματοποιήθηκε σε αναπαραγωγικούς ιστούς, ενήλικα άτομα καθώς και σε δύο εμβρυι-

κά στάδια, χρησιμοποιώντας τη μέθοδο της συμβατικής RT-PCR. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα 

αυτής της μελέτης, η έκφραση των γονιδίων αγκυρίνης παρουσιάζει μεγάλη ετερογένεια και ε-

ξαρτάται από τη συμβιωτική σχέση καθώς και από τον ιστό και το αναπτυξιακό στάδιο που με-

λετάται. Ένα σημαντικό πρόβλημα που ανακύπτει κατά τη μελέτη της έκφρασης των γονιδίων 

αγκυρίνης της Wolbachia είναι τα χαμηλά επίπεδα μόλυνσης που παρατηρούνται σε ορισμένες 

συμβιωτικές σχέσεις και ιστούς. Το γεγονός αυτό δυσχεραίνει την ανίχνευση γονιδίων που με-

ταγράφονται σε πολύ χαμηλά επίπεδα.  

Ένα σημαντικό εύρημα της παρούσας εργασίας είναι ότι ορισμένα γονίδια αγκυρίνης εκ-

φράζονται σχεδόν σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια και τους ιστούς. Το γεγονός αυτό μπορεί να 

σχετίζεται με τη συμμετοχή των γονιδίων αυτών στους βασικούς μηχανισμούς επικοινωνίας της 

Wolbachia με τα κύτταρα του ξενιστή ή/και στους μηχανισμούς αποφυγής του ανοσοποιητικού 

συστήματος του εντόμου (Siozios et al. 2008). Μάλιστα, από τα δεδομένα της εξελικτικής μελέ-

της προκύπτει ότι δύο από τα γονίδια αγκυρίνης που εκφράζονται καθολικά πιθανόν υπόκεινται 

σε θετική επιλογή (WD0291 και WD0292). Πολύ μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζουν επίσης οι 

περιπτώσεις ιστοειδικής ή/και φυλοειδικής έκφρασης των γονιδιών αγκυρίνης. Αν και δεν προέ-

κυψε κάποια άμεση συσχέτιση των ποιοτικών και των ποσοτικών διαφορών στην έκφραση των 

γονιδίων αγκυρίνης με τους φαινοτύπους της Wolbachia, η ιστοειδική έκφραση μπορεί να συν-

δέεται με τους μηχανισμούς επαγωγής των αναπαραγωγικών φαινοτύπων. Για παράδειγμα, η 

ειδική έκφραση γονιδίων του βακτηρίου Wolbachia στους όρχεις πιθανά συνδέεται με τους μη-

χανισμούς τροποποίησης των πατρικών χρωμοσωμάτων (modification, mod) και επομένως την 

επαγωγή της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας. Από την άλλη μεριά, η ειδική έκφραση γονι-

δίων στις ωοθήκες και κατά τα πρώτα εμβρυικά στάδια πιθανά συνδέεται με την λειτουργία της 

διάσωσης (rescue, resc) στις συμβατές διασταυρώσεις.    

Οι διαφορές που εντοπίστηκαν στα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων αγκυρίνης αποτε-

λούν μόνο μια ημιποσοτική εκτίμηση. Η ακριβής ποσοτικοποίηση της διαφορικής έκφραση των 

γονιδίων αγκυρίνης μεταξύ των διαφορετικών συμβιωτικών σχέσεων, ιστών και αναπτυξιακών 

σταδίων, έχει μεγάλη σημασία στις προσπάθειες που γίνονται για των λειτουργικό χαρακτηρι-

σμό τους και, κατά την εκτίμησή μας, θα πρέπει να αποτελέσει αντικείμενο μιας μελλοντικής 

μελέτης.  

Τέλος, από τη μελέτη αυτή προέκυψαν ενδιαφέροντα συμπεράσματα όσον αφορά την 

έκφραση των γονιδίων αγκυρίνης που έχουν υποστεί σημαντικές δομικές αλλαγές όπως: (α) έν-

θεση μεταθέσιμων γενετικών στοιχείων και (β) μεταλλάξεων μετατόπισης του αναγνωστικού 

πλαισίου. Αν και τα γονίδια αυτά αρχικά θεωρήθηκαν ανενεργά, όλα τους εμφάνισαν ανιχνεύσι-
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μα επίπεδα έκφρασης. Ακόμα δεν είναι ξεκάθαρο γιατί συμβαίνει αυτό. Πιστεύεται ότι εν μέρει 

μπορεί να οφείλεται στο υψηλό ποσοστό αδενίνης και θυμίνης που καθιστά τη ρύθμιση της με-

ταγραφής λιγότερο αποδοτική στα ενδοκυττάρια συμβιωτικά βακτήρια (Davids et al. 2002). Ω-

στόσο, η προοπτική τα γονίδια αυτά να παίζουν κάποιο ρόλο στη βιολογία της Wolbachia, αντί-

στοιχο με τον ρυθμιστικό ρόλο των μη-κωδικοποιών μορίων RNA (nc-RNAs), είναι πολύ ενδι-

αφέρουσα. Νέες μελέτες απαιτούνται όμως προκειμένου να επιβεβαιωθεί αυτή η υπόθεση.  

 

5.2 ΣΥΝΟΨΗ 

Η Wolbachia αποτελεί έναν από τους πλέον διαδεδομένους και επιτυχημένους συμβιωτικούς 

μικροοργανισμούς στη φύση. Ωστόσο, η έλλειψη ενός συστήματος γενετικού μετασχηματισμού 

δυσχεραίνει τις προσπάθειες για την αποσαφήνιση των μηχανισμών που υπαγορεύουν τις αλλη-

λεπιδράσεις του βακτηρίου με τον εκάστοτε ξενιστή. Η παρούσα διδακτορική διατριβή εστιά-

στηκε στη μελέτη μιας από τις πιο ιδιαίτερες και ενδιαφέρουσες οικογένειες γονιδίων που έχουν 

εντοπιστεί στο γονιδίωμα της Wolbachia, αυτής των γονιδίων αγκυρίνης. Μέσω της συγκριτικής 

μελέτης της κατανομής των γονιδίων αγκυρίνης αναδείχτηκε η μεγάλη πυκνότητα και η ποικιλό-

τητα τους σε διαφορετικές συμβιωτικές σχέσεις Drosophila-Wolbachia. Η μελέτη της γενετικής 

ποικιλότητας και της εξέλιξης των γονιδίων αγκυρίνης ανέδειξε βασικές πτυχές των μηχανισμών 

που είναι υπεύθυνοι για τη διαμόρφωση και την εξέλιξη της οικογένειας αυτής των γονιδίων. 

Τέλος, η μελέτη της έκφρασης των γονιδίων αγκυρίνης σε διαφορετικούς ιστούς καθώς και ανα-

πτυξιακά στάδια ανέδειξε μια μεγάλη και ενδιαφέρουσα ετερογένεια καθώς: (α) οι ιστοειδικές 

διαφορές πιθανά να συνδέονται με τους αναπαραγωγικούς φαινοτύπους και (β) η έκφραση των 

εκφυλισμένων γονιδίων αναδεικνήει νέες προεκτάσεις στον πιθανό λειτουργικό ρόλο των γονι-

δίων αυτών.                                    

Η περαιτέρω πειραματική μελέτη των γονιδίων αγκυρίνης θα βοηθήσει να κατανοήσουμε 

το λειτουργικό τους ρόλο καθώς και την πιθανή συμμετοχή τους στις ιδιαίτερες αλληλεπιδρά-

σεις που αναπτύσσει η Wolbachia με τους ξενιστές της. Μάλιστα, αν αποδειχθεί ότι τα γονίδια 

αγκυρίνης συμμετέχουν στον μηχανισμό επαγωγής της κυτταροπλασματικής ασυμβατότητας, 

τότε ανοίγει ο δρόμος για την χρήση των γονιδίων αυτών σε βιοτεχνολογικές εφαρμογές περι-

βαλλοντικού ενδιαφέροντος, όπως η ανάπτυξη φιλικών μεθόδων καταπολέμησης επιβλαβών πα-

ρασίτων και ασθενειών.  
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ  
 

 

Π.1 Απομόνωση γενωμικού DNA με τη μέθοδο Holmes-Bonner 

 

Υλικά 

- Διάλυμα Holmes-Bonner  

0.1 M Tris-HCl pH 7.5 

0.35 M EDTA pH 8.0 

10 mM EDTA pH 8.0 

2% SDS 

7 M Urea 

- Φαινόλη-χλωροφόρμιο (1:1) 

- Χλωροφόρμιο 

- 3Μ sodium acetate pH 5.2 

 

Διαδικασία 

1. Ομογενοποιούμε Χ μl μυγών σε 3Χ όγκο διαλύματος Holmes-Bonner, στον πάγο. 

2. Αφού μεταφέρουμε σε κατάλληλο σωληνάριο προσθέτουμε RNase (20 μg/ml, τελική συ-

γκέντρωση) και επωάζουμε για 30 min στους 37oC.   

3. Προσθέτουμε 1Χ όγκο φαινόλη-χλωροφόρμιο (1:1) και αναδεύουμε για 10 min. 

4. Φυγοκεντρούμε για 5 min στις 5000 rpm. 

5. Μεταφέρουμε προσεκτικά την υδάτινη (υπερκείμενη) φάση σε νέο σωληνάριο προσέχο-

ντας να μην διαταράξουμε τη μεσόφαση. 

6. Επαναλαμβάνουμε τα βήματα 2 και 3 άλλες δύο φορές μέχρι να απομακρυνθεί η μεσό-

φαση. 

7. Προσθέτουμε 1 όγκο χλωροφόρμιο και αναδεύουμε για 5 min. 

8. Φυγοκεντρούμε για 5 min στις 5000 rpm. 

9. Μεταφέρουμε σε νέο σωληνάριο και επαναλαμβάνουμε τα βήματα 6 και 7 άλλη μία φο-

ρά. 

10. Προσθέτουμε 1/10 όγκους 3Μ sodium acetate pH 5.2, 2 όγκους 100% αιθανόλη, αναμι-

γνύουμε και επωάζουμε στους -20oC για τουλάχιστον 1 ώρα.  

11. Φυγοκεντρούμε στο μέγιστο για 15 min στους 4 oC. 
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12. Απομακρύνουμε το υπερκείμενο και ξεπλένουμε το ίζημα με 70% αιθανόλη.  

13. Απομακρύνουμε την αιθανόλη και στεγνώνουμε το ίζημα. Επαναδιάλυση του ιζήματος 

σε αποστειρωμένο dH2O.     

    

 

Π.2 Καθαρισμός των προϊόντων της PCR με επιλεκτική κατακρήμνιση  

 

Υλικά 

- Διάλυμα PEG 

20% PEG 8000 

 2.5 M NaCl 

- 80% Αιθανόλη  

- 100% Αιθανόλη 

 

Διαδικασία 

1. Αναμιγνύουμε καλά Χ µL PCR προϊόντος με Χ µL διαλύματος PEG. 

2. Επωάζουμε στους 37°C για 15 λεπτά. 

3. Φυγοκεντρούμε σε υψηλή ταχύτητα (~14,000 rpm) για 15 λεπτά. 

4. Απομακρύνουμε το υπερκείμενο προσεκτικά και ξεπλένουμε το ίζημα με 200 µl παγω-

μένης 80% αιθανόλης. 

5. Φυγοκεντρούμε σε υψηλή ταχύτητα για 2 λεπτά και απομακρύνουμε το υπερκείμενο. 

6. Ξεπλένουμε με 200 μl 100% αιθανόλη  

7. Απομακρύνουμε την αιθανόλη και στεγνώνουμε το ίζημα. Επαναδιάλυση του ιζήματος 

σε ~25 μl αποστειρωμένο dH2O. 

 

 

Π.3 Μεταφορά DNA σε νάιλον μεμβράνες  

 

Υλικά  

- Διάλυμα 0.2 Ν HCI  

- Διάλυμα αποδιάταξης: 0.5 Μ ΝaΟΗ, 1.5 Μ ΝaCl  

- Διάλυμα εξουδετέρωσης: 1 Μ Tris-HCl pH 7.4, 1.5 M NaCl  

- Διάλυμα 20X SSC: 0.3 M Na-Citrate pH 7, 3 M NaCl  

- Νάυλον μεμβράνη Immobilon-Ny+ 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

 - 4 - 

- Χαρτί Whatmann 3 mm 

 

Διαδικασία 

1. Το DNA υδρολύεται μερικώς με μεταφορά του πηκτώματος σε 0.2 Ν HCl για 15 λεπτά. 

Το στάδιο αυτό έχει σκοπό την τμηματοποίηση μεγάλων τμημάτων DNA που είναι δύ-

σκολο να μεταφερθούν.  

2. Το πήκτωμα ξεπλένεται 2 φορές με Η2Ο. Ακολουθεί προσθήκη του διαλύματος αποδιά-

ταξης για 30 λεπτά. Ξεπλένουμε με Η2Ο και στη συνέχεια προστίθεται το διάλυμα εξου-

δετέρωσης για 30 λεπτά. 

3. Για τη μεταφορά χρησιμοποιείται νάιλον μεμβράνη η οποία διαβρέχεται σε Milli-Q νερό 

για περίπου 10 λεπτά και ακολουθεί μεταφορά της σε διάλυμα 20Χ SSC για 5 λεπτά 

τουλάχιστον. 

4. Το πήκτωμα τοποθετείται πάνω σε γέφυρα διηθητικού χαρτιού Whatmann 3 mm του ο-

ποίου οι άκρες εμβαπτίζονται σε διάλυμα 20Χ SSC. Απομακρύνονται οι φυσαλίδες με-

ταξύ πηκτώματος και Whatmann και οι περιοχές του διηθητικού χαρτιού οι οποίες δεν 

καλύπτονται από το πήκτωμα, καλύπτονται με πλαστική μεμβράνη ώστε να αποκλειστεί 

η πιθανότητα διέλευσης του διαλύματος μεταφοράς μέσω αυτών. 

5. Η μεμβράνη τοποθετείται πάνω στο πήκτωμα και απομακρύνονται όλες οι φυσαλίδες. 

Πάνω από τη μεμβράνη τοποθετούνται 3 χαρτιά Whatmann, που έχουν κορεσθεί σε 20Χ 

SSC, απορροφητικά χαρτιά ύψους 10 cm και μια γυάλινη πλάκα βάρους περίπου 300 gr. 

6. Μετά από 18 ώρες και αφού έχει ολοκληρωθεί η μεταφορά του DNA στη μεμβράνη, α-

φαιρούνται τα απορροφητικά χαρτιά και σημαδεύεται η μεμβράνη ώστε να είναι γνωστός 

ο προσανατολισμός της. Η μεμβράνη ξεπλένεται σε διάλυμα 6Χ SSC, στεγνώνεται και 

ξηραίνεται για 2 ώρες στους 80οC υπό κενό και διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου. 

 

 

Π.4 Υβριδοποίηση DNA  

 

Υλικά  

- Διάλυμα 20Χ SSC.  

- Διάλυμα 50Χ Denhardt’s: 1% φικόλλη,  

- 1% πολυβινυλο-πυρρολιδόνη,  

- 1% αλβουμίνη ορού βοός (BSA, Fraction V). 

- Διάλυμα προϋβριδοποίησης: 6X SSC,  
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5X Denhardt’s,  

0.5% SDS,  

0.1 mg/ml DNA (αποδιαταγμένο σπέρμα σολομού).  

- Διάλυμα υβριδοποίησης: 6X SSC,  

5X Denhardt’s  

0.5% SDS,  

0.2 mg/ml DNA (αποδιαταγμένο σπέρμα σολομού).  

- Διαλύματα εκπλύσεων: 2Χ SSC-0.1% SDS,  

0.2X SSC-0.1% SDS,  

0.1X SSC. 

 

Διαδικασία  

Η νάιλον μεμβράνη διαβρέχεται σε διάλυμα 6Χ SSC για δύο λεπτά και μεταφέρεται σε 

γυάλινο σωλήνα φούρνου υβριδοποίησης. Στη συνέχεια τοποθετείται στο σωλήνα προθερμα-

σμένο διάλυμα προϋβριδοποίησης και ακολουθεί επώαση στους 68οC για 2  ώρες.  Το  διάλυμα 

προϋβριδοποίησης αντικαθίσταται με προθερμασμένο διάλυμα υβριδοποίησης στο οποίο προ-

στίθεται ο σημασμένος ανιχνευτής ο οποίος έχει αποδιαταχθεί με βράσιμο για 10 λεπτά. Ακο-

λουθεί επώαση για 18 ώρες, στους 680C αν ο ανιχνευτής είναι ομόλογος ή στους 630C αν ο ανι-

χνευτής είναι ετερόλογος. Μετά το τέλος της υβριδοποίησης η μεμβράνη ξεπλένεται σε : 2Χ 

SSC-0.1% SDS σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά (2Χ), 0.2X SSC-0.1% SDS στους 68οC 

(50οC για ετερόλογο ανιχνευτή) για 30 λεπτά (2Χ), 0.1X SSC σε θερμοκρασία δωματίου για 1 

λεπτό. Στη συνέχεια, η μεμβράνη καλύπτεται με διάφανη πλαστική μεμβράνη και εκτίθεται για 

αυτοραδιογραφία στους -800C. Το φίλμ που χρησιμοποιείται είναι Kodak X-omat AR και η έκ-

θεση διαρκεί 1-5 ημέρες.  

  

 

Π.5 Σήμανση DΝΑ με τυχαίους εκκινητές (Random primed DNA labeling)  
 
Για τη σήμανση DNA μορίων με τη μέθοδο αυτή, χρησιμοποιήθηκε το της εταιρείας Promega 
(Prime-a-Gene

 
Labeling SYSTEM, #U1100).  

 
Υλικά  
 
-Διάλυμα Sephadex G-50: 250 ml TE-pH 7.4, 30 gr Sephadex G-50.  

 
Διαδικασία  
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1. 25-50 ng DNA αποδιατάσσονται στους 100
ο
C για 10 λεπτά και τοποθετούνται σε πάγο για 

περίπου 5 λεπτά. 

2. Στο DNA προστίθενται 2 μl μίγματος δεοξυνουκλεοτιδίων εκτός dATP, 2 μl BSA, 10 μl 
ρυθμιστικού διαλύματος (5Χ), 5 μl [α-

32
P]-dATP 3000 μCi/mmol και 1 μl DNA πολυμερά-

σης Klenow (5 u/μl).  

3. Το διάλυμα επωάζεται στους 37
ο
C για 60 λεπτά. Μεταφέρεται σε πάγο και προστίθεται 1 μl 

διαλύματος EDTA 0.4 Μ. 

4. Τα μη ενσωματωμένα νουκλεοτίδια απομακρύνονται από το διάλυμα του σημασμένου ανι-
χνευτή μέσω στήλης μοριακής διήθησης Sephadex G-50. 

 

Η πορεία που χρησιμοποιείται για την παρασκευή στηλών μοριακής διήθησης είναι η εξής: 

1. Σε μια κενή μικροφυγοκεντρική στήλη διήθησης προσθέτουμε με μια πιπέτα παστέρ 1 ml δι-
αλύματος Sephadex G-50 

2. Φυγοκεντούμε στις 3000 rpm για 1 min.  

3. Μεταφέρουμε την στήλη σε νέο σωληνάριο και προσθέτω το σημασμένο DNA από την προ-
ηγούμενη διαδικασία. 

4. Φυγοκεντρούμε στις 3000 rpm για 2 min και πετάμε τη στήλη η οποία έχει συγκρατήσει τα 
μη ενσωματωμένα νουκλεοτήδια.       
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