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1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Γενικά 

Τα βακτήρια του γένους Wolbachia είναι υποχρεωτικά ενδοκυττάρια, µητρικά 

κληρονοµούµενα βακτήρια, τα οποία µολύνουν ένα πλήθος ξενιστών όπως έντοµα,  

ακάρεα, καρκινοειδή (O’Neill 1997, Werren 1997, Bourtzis and O’Neill 1998, Bourtzis 

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

2003), αράχνες (Oh et al. 2000) και νηµατώδεις (Taylor and Hoerauf 1999). Ανήκουν 

στην α-υποοµάδα  των πρωτεοβακτηρίων (O'Neill et al. 1992), στην οικογένεια 

Rickettsiaceae. Όταν δεν έχουν αναπτύξει αµοιβαία συµβιωτική σχέση µε τους 

ξενιστές τους, όπως µε τα σκουλήκια που προκαλούν φιλαριάσεις (Bandi et al. 

1999a), ένα είδος παρασιτικών σφηκών (Dedeine et al. 2001) ή ένα είδος κονουπιού 

(Dobson et al. 2002), προκαλούν µία σειρά αναπαραγωγικών ανωµαλιών σε αυτούς, 

όπως παρθενογένεση, θηλυκοποίηση, θανάτωση αρσενικών και κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα (cytoplasmic incompatibility, CI ) (O’Neill 1997, Werren 1997, Bourtzis 

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

2001, Bourtzis and Miller 2003). Επιπρόσθετα, έχει περιγραφεί και ένα στέλεχος του 

βακτηρίου, το οποίο είναι παθογόνο στη µύγα του ξυδιού και προκαλεί πρώιµο 

θάνατο (Min and Benzer 1997). Τα τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον των ερευνητών 

για αυτά έχει αυξηθεί µια και η Wolbachia είναι ίσως το πιο κοινό µολυσµατικό 

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

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

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

Zimmer 2001). 
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1.2  Ιστορική ανασκόπηση 

Τα βακτήρια Wolbachia πρωτοαναφέρθηκαν στη βιβλιογραφία το 1924, από 

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

ρικέτσιες (Rickettsiaceae) στις ωοθήκες του κουνουπιού Culex pipiens. Το είδος 

ονοµάστηκε επίσηµα Wolbachia pipientis το 1936 (Hertig 1936). Στη δεκαετία του 

1950, οι Laven ( 1951) και Ghelelovitch ( 1952) ανακάλυψαν ότι ορισµένες 

διασταυρώσεις µεταξύ κουνουπιών Culex pipiens ήταν ασύµβατες, δηλαδή δεν 

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

κληρονοµούνταν κυτταροπλασµατικά, δηλαδή µέσω της µητέρας και ονόµασε αυτό το 

φαινόµενο κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα (CI). Οι δύο αυτές ανακαλύψεις δε 

συνδέθηκαν παρά µόνο τη δεκαετία του 1970, όταν οι Yen και Barr ( 1971) έδειξαν ότι 

η κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα σχετιζόταν µε βακτήρια του γένους των 

ρικετσιών, αφού µε παροχή αντιβιοτικών, εξαφανίζονταν τόσο τα βακτήρια, όσο και το 

φαινόµενο της ασυµβατότητας. Πιο συγκεκριµένα, βρέθηκε ότι µολυσµένα αρσενικά 

ήταν ασύµβατα µε θηλυκά, στα οποία είχαν χορηγηθεί αντιβιοτικά, ενώ η αντίστροφη 

διασταύρωση ήταν συµβατή. Τα επόµενα 25 χρόνια το φαινόµενο παρατηρήθηκε σε 

πληθώρα εντόµων, όπως σκαθάρια, σφήκες, ακρίδες, κουνούπια, µύγες κλπ., ως 

µείωση του αριθµού των απογόνων σε συγκεκριµένες διασταυρώσεις (O’Neill 1997, 

Werren 1997, Bourtzis and O’Neill 1998, Bourtzis and Braig 1999, Stouthamer et al. 

1999, Stevens et al.  2001, Bourtzis and Miller 2003). Η σχέση των βακτηρίων µε το 

φαινόµενο, υπονοούνταν άλλοτε µικροσκοπικά και άλλοτε µε αντιβιοτικά ή θερµική 

θεραπεία. Παρόλα αυτά, η φυλογενετική σχέση των βακτηρίων, τα οποία βρίσκονταν 

στους αναπαραγωγικούς ιστούς των διαφόρων εντόµων, παρέµενε άγνωστη µέχρι τις 

αρχές της δεκαετίας του 1990.  

Σε παρόµοιες έρευνες βρέθηκαν αρκετοί µικροοργανισµοί, που 

κληρονοµούνταν µητρικά και επηρέαζαν την αναλογία φύλου των ξενιστών τους, 

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

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

περιπτώσεις διαπιστώθηκε επιλεκτική θανάτωση των αρσενικών ατόµων από 

οργανισµούς όπως τα σπιροπλάσµατα στις µύγες, κάποια εντεροβακτήρια στις 
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σφήκες και ορισµένες ρικέτσιες στις πασχαλίτσες (Hurst 1993). Όµως, σχετικά µε τη  

Wolbachia, δεν ήταν παρά µόνο δύο ευρήµατα: πρώτος ο Legrand και οι συνεργάτες 

του έδειξαν ότι κάποια κυτταροπλασµατικά βακτήρια ήταν υπεύθυνα για την επαγωγή 

θηλυκοποίησης σε ισόποδα (Legrand et al. 1987) και δεύτερος ο Stouthamer έδειξε 

ότι η παρθενογένεση σε κάποια είδη Trichogramma µπορούσε να «θεραπευτεί» µε 

αντιβιοτικά (Stouthamer 1990).  

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

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

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

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

2000), σχηµάτιζαν µία µονοφυλετική οµάδα, τη Wolbachia. 

1.3 Μορφολογική περιγραφή 

Ο Hertig το 1936  δίνει µία λεπτοµερή περιγραφή των βακτηρίων Wolbachia. 

Έχουν τα γενικά χαρακτηριστικά των ρικετσιών. Είναι διµορφικά, µε ραβδοειδή (0.5-

1.3 µm σε µήκος) ή κοκκοειδή µορφή  (0.25-1.5 µm σε διάµετρο). Μερικές φορές 

δηµιουργούν σύµπλοκα των δύο ή και περισσότερων µαζί. Η Wolbachia pipientis 

βρίσκεται σε κενοτόπιο (vacuole) και περιβάλλεται από τρεις µεµβράνες: Η εξωτερική 

µεµβράνη προέρχεται από το κύτταρο του ξενιστή, η ενδιάµεση είναι το βακτηριακό 

κυτταρικό τοίχωµα και τέλος η εσωτερική είναι η µεµβράνη του βακτηρίου (Wright et 

al. 1978, Wright and Barr 1980, Binnington and Hoffmann 1989, Louis and Nigro 

1989). Συνήθως είναι παρούσα στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων των 

αναπαραγωγικών οργάνων, ωοθηκών και όρχεων (Εικ. 1.1). Επίσης έχουν 

παρατηρηθεί σε µαλπιγγειανά σωληνάρια, µυϊκό και νευρικό ιστό, καθώς και 

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

µεταξύ εκατοντάδων και εκατοµµυρίων (Bourtzis et al. 1996). 

 7



 

 

ΕΙΚΟΝΑ 1.1 Το βακτήριο µέσα σε αυγό ∆ροσόφιλας (άνοσο-ιστοχηµεία χρυσού µε αντί-WSP 
αντίσωµα, φωτογραφία από ∆ρ. Βασίλη Γαλανόπουλο). 

1.4 Κατανοµή και φυλογένεση  

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

στην α-υποκατηγορία των πρωτεοβακτηρίων και είναι κοντινός συγγενής κάποιων 

παθογόνων των θηλαστικών που µεταδίδονται µέσω αρθροπόδων, όπως είναι τα 

βακτήρια που ανήκουν στα γένη Anaplasma, Erlichia, Cowdria και Rickehttsia (O'Neill 

et al. 1992). Παρόλη τη συγγένεια της µε παθογόνα των θηλαστικών, η Wolbachia 

έχει βρεθεί µέχρι στιγµής µόνο σε αρθρόποδα και νηµατώδεις. Μολαταύτα, αν κρίνει 

κανείς από το γεγονός ότι το βακτήριο αυτό µολύνει το 76% των  63 ειδών 

αρθροπόδων, που εξετάστηκαν µε την τεχνική της επιµηκυσµένης αλυσιδωτής 

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

της παρουσίας του σε άλλα ασπόνδυλα, σπονδυλωτά και ίσως και σε θηλαστικά, δεν 

µπορεί να αποκλειστεί.  

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

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

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

βακτήρια των αρθροπόδων, ενώ οι C και D αυτές των νηµατωδών (Εικ. 1.2 και 1.3). 

Υπολογίζεται ότι οι οµάδες A και Β διαχωρίστηκαν πριν από 60 εκατοµµύρια χρόνια, 

ενώ χώρισαν από τις οµάδες C και D πριν από περίπου 100 εκατοµµύρια χρόνια. 

Λόγω του ότι τα αρθρόποδα διαχωρίστηκαν από τους νηµατώδεις πριν από 600 

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

 8



χρόνια, συνέβη είτε ένα γεγονός οριζόντιας µετάδοσης του βακτηρίου µεταξύ 

αρθροπόδων και νηµατωδών, είτε τα φύλα αυτά κληρονόµησαν ανεξάρτητα το 

βακτήριο από κάποιο τρίτο οργανισµό. Θεωρείται απίθανο ότι η Wolbachia τα χρόνια 

αυτά ήταν αυτόνοµο βακτήριο, µια και η οµάδα των βακτηρίων στα οποία ανήκει, 

απέκτησε ενδοκυττάριο τρόπο ζωής παλαιότερα. 

Τα γονίδια που χρησιµοποιούνται µέχρι σήµερα για την εκτίµηση της φυλογένεσης 

του βακτηρίου είναι κυρίως το 16S rDNA, το ftsZ (γονίδιο για την κυτταρική διαίρεση) 

και το wsp (γονίδιο της εξωτερικής µεµβράνης) (van der Meer 1999, Schulenburg et 

al. 2000, Jeyaprakash and Hoy 2000, Casiraghi et al. 2001, Lo et al. 2002 και 

πληθώρα άλλων πρόσφατων µελετών). Η φυλογένεση του βακτηρίου παρουσιάζει 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον αφενός, γιατί δεν υπάρχει συσχέτιση µεταξύ της φυλογένεσης 

των βακτηριακών στελεχών και των αρθροπόδων-ξενιστών και αφετέρου, γιατί 

συγγενικά στελέχη προκαλούν διαφορετικούς φαινοτύπους στους ξενιστές τους. 

Συγκεκριµένα στα αρθρόποδα δεν υπάρχει συµφωνία της φυλογένεσης του 

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

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

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

σχετικά εύκολα και κατ’ επέκταση επαναλαµβανόµενα. Οριζόντια µεταφορά δείχθηκε 

να συµβαίνει συχνά στο εργαστήριο από µη µολυσµένες σε µολυσµένες προνύµφες 

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

µεταφορά δείχθηκε να συµβαίνει επίσης µε µεταφορά µολυσµένης αιµολέµφου στα 

ισόποδα (Rigaud et al. 1995, Bouchon et al. 1998). Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι 

ένα δεδοµένο στέλεχος του βακτηρίου µπορεί να επάγει διαφορετικούς φαινοτύπους 

αν βρεθεί σε διαφορετικά γενετικά υπόβαθρα, για παράδειγµα ένα στέλεχος που 

προκαλεί θηλυκοποίηση σε ένα είδος λεπιδοπτέρου, προκαλεί θανάτωση αρσενικών 

αν µεταφερθεί σε ένα άλλο (Fujii et al. 2001), όπως και ένα άλλο που προκαλεί 

ασυµβατότητα στο φυσικό του ξενιστή (Sasaki et al. 2002). Από την άλλη πλευρά η 

αµοιβαία σχέση που έχουν αναπτύξει τα βακτήρια αυτά µε τους νηµατώδεις ξενιστές 

τους, αντανακλάται στη συµφωνία της φυλογένεσης τους (Bandi et al. 1998) (Πιν. 

1.1).  
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ΕΙΚΟΝΑ 1.2 Φυλογενετικό δέντρο των στελεχών της Wolbachia, που υπάρχουν στα 
αρθρόποδα και στους νηµατώδεις (από Lo et al. 2002). 
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Πρόσφατη µελέτη (Lo et al. 2002) επιβεβαιώνει την ύπαρξη δύο καινούργιων 

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

της F σε δύο είδη τερµιτών (Bandi et al. 1997).  

T. d r o so ph i la e

G . au st e n i
P. papa ta si

E. c au t e l la
D . se c h e l l i a

D . sim u lan s (R i v e r si d e )

A. a lb o p i c tu s
D . m e lan o g a st e r  (H arw ich )

A. fu sc i p e n n i s

D . m e lan o g a st e r  (A U B)
D. sim u lan s (C offs H arbour)

M. u n i r ap t o r

T . ka y ka i  (LC 110)
E. ku e h n i e l la

T . b o u r a r a c h a e

C . p e r e g r i n u s
G . c e n t r a l i s
N. v i t r i p e n n i s

G . m o r si t an s

A. d i v e r si c o r n i s

T . c o n fu su m
L. st r i a t e l lu s

T . b e d e g u a r i s

T . d e i o n  T X
T. si b e r i c u m  (Sib)

T. n u b i la l e  (234)

T. kay ka i  (JT 6-3)
T. d e i o n  (SW 436)

T. kay ka i  (LC 110)

A. v u l g a r e

C . p i p i e n s (ESPR O )
D. sim u lan s (DSW (M au))
A. a lb o p i c tu s

E. f o r m o sa
T. o r i zi c o lu s

D . r o sa e
S. fu sc i p e s

E. c au t e l la
E. st au f f e r i

L. au st r a l i s

A

B

M el

A lbA

M ors

Kue

U ni
R iv

H aw

Pap
A us

Dro

C on

Dei

Kay

Div
For

O ri

Pip

V ul

81
56

100
83

91

80

75

100

62

95
86

98

74
100

100
99

45

99

73
100

97

100
100

76

60
72

97

100

100

100

90

58
99

79
100

47

50

99

Sib

 

ΕΙΚΟΝΑ 1.3 Φυλογενετικό δένδρο των wsp γονιδίων της Wolbachia των αρθροπόδων 
(οµάδες Α και Β). Τα ονόµατα των ειδών των ξενιστών ακολουθούνται από το όνοµα των 
στελεχών του βακτηρίου και την οµάδα στην οποία κατατάσσονται. Η εικόνα προέρχεται από 
van Meer et al. 1999. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 1.1 Ξενιστές στους οποίους απαντάται η Wolbachia και οι επαγόµενοι φαινότυποι. 
Ο πίνακας προέρχεται από Bourtzis and Braig, 1999 
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1.5 Επιπτώσεις της Wolbachia στους ξενιστές 

H Wolbachia προκαλεί ένα πλήθος αναπαραγωγικών ανωµαλιών στους ξενιστές 

της, έτσι ώστε να ευνοείται η κάθετη µετάδοση και εξάπλωσή της. Η πρώτη αναφορά 

πάνω στις ανωµαλίες αυτές έγινε από τους Yen και Barr το 1971 (Yen and Barr 

1973), οι οποίοι ανακάλυψαν ότι η ασυµβατότητα που είχε παρατηρηθεί στις 

διασταυρώσεις ανάµεσα στα κουνούπια Culex pipiens σχετίζεται άµεσα µε τη 

µόλυνση µε Wolbachia. Η ασυµβατότητα αυτή ονοµάζεται κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα (cytoplasmic incompatibility, CI) και στην απλούστερη µορφή της είναι 

θάνατος των εµβρύων που προέρχονται από µη µολυσµένα θηλυκά που έχουν 

γονιµοποιηθεί από µολυσµένο σπέρµα. Στη συνέχεια διαπιστώθηκε ότι τα βακτήρια 

προκαλούν και άλλες ανωµαλίες στην αναπαραγωγή των ξενιστών τους όπως 

παρθενογένεση (Stouthamer et al. 1993), θηλυκοποίηση (Bouchon et al. 1998) και 

θανάτωση αρσενικών (Hurst et al. 1996). Τέλος βρέθηκε ένα στέλεχος Wolbachia το 

οποίο δεν φαίνεται να προκαλεί αναπαραγωγικές ανωµαλίες, αλλά µειώνει τη 

διάρκεια ζωής των ξενιστών. Το στέλεχος αυτό, που απαντάται στη Drosophila 

melanogaster, προκαλεί βλάβες στο νευρικό και στο µυϊκό ιστό του ξενιστή 

οδηγώντας τα άτοµα σε πρόωρο θάνατο (Min and Benzer 1997). 

Παρακάτω παρουσιάζονται αναλυτικότερα οι επιπτώσεις της  Wolbachia στους 

διάφορους ξενιστές της. 

1.5.1  Wolbachia και κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα 

Η Wolbachia προκαλεί σε µια πληθώρα εντόµων κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα (CI) (Charlat et al. 2002, Bourtzis et al. 2003), σε µερικά ισόποδα 

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

είναι µία µορφή εµβρυϊκής θνησιµότητας σε διασταυρώσεις µεταξύ µολυσµένων 

αρσενικών µε µη µολυσµένα θηλυκά (Εικ. 1.4). Όσον αφορά το µηχανισµό αυτής λίγα 

πράγµατα είναι γνωστά µέχρι σήµερα. Σύµφωνα µε γενετικές και κυτταρολογικές 

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

και αυτή η τροποποίηση πρέπει να διασωθεί από το ίδιο βακτηριακό στέλεχος στο 
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αυγό για να συνεχιστεί κανονικά η ανάπτυξη του εµβρύου. Η κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα µπορεί να είναι µονόδροµη, όταν εµπλέκεται ένα βακτηριακό στέλεχος 

ή αµφίδροµη όταν εµπλέκονται παραπάνω από ένα στελέχη. Για την CI γίνεται 

εκτενέστερα λόγος παρακάτω.    

 

ΕΙΚΟΝΑ 1.4 Κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα. Από τους τέσσερις πιθανούς συνδυασµούς 
διασταυρώσεων µεταξύ µολυσµένων µυγών µε Wolbachia (κόκκινες) και µη µολυσµένων 
(µαύρες), ο ένας (µολυσµένη αρσενική Χ µη µολυσµένη θηλυκή), έχει ως αποτέλεσµα τη χαµηλή 
ή τη µη βιωσιµότητα των απογόνων. Συνέπεια αυτού, είναι η ραγδαία αύξηση της συχνότητας 
των µολυσµένων ατόµων, όταν αυτά εισβάλουν σε ένα µη µολυσµένο πληθυσµό. 

1.5.2 Wolbachia και παρθενογένεση 

Η Wolbachia προκαλεί παρθενογένεση σε διάφορα είδη υµενοπτέρων 

(Stouthamer 1997), σε ένα γένος φυτοφάγων ακάρεων (Weeks and Breeuwer 2001) 

και σε ένα είδος θυσανόπτερων (Arakaki et al. 2001). Τα είδη αυτά έχουν ένα 

ιδιαίτερο  σύστηµα φυλοκαθορισµού (αρρενοτοκία), κατά το οποίο τα αρσενικά 

προέρχονται από απλοειδή αυγά (µη γονιµοποιηµένα), ενώ τα θηλυκά από διπλοειδή 
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(γονιµοποιηµένα). Το βακτήριο τροποποιεί την πρώτη µιτωτική διαίρεση στα µη 

γονιµοποιηµένα αυγά, και συγκεκριµένα την ανάφαση (Stouthamer and Kazmer 

1994), µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία διπλοειδούς πυρήνα και την περαιτέρω 

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

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

µόνο από τα θηλυκά, ενώ τα αρσενικά αποτελούν αδιέξοδο για αυτά.  

1.5.3 Wolbachia και θηλυκοποίηση  

Η Wolbachia προκαλεί θηλυκοποίηση σε διάφορα είδη  χερσαίων ισόποδων 

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

Τα ισόποδα αναπτύσσονται σε θηλυκά εκτός και αν ο ανδρογενετικός αδένας 

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

αυτά εµποδίζουν την ανάπτυξη του αδένα, µε αποτέλεσµα άτοµα γενετικά 

καθορισµένα ως αρσενικά να συµπεριφέρονται ως θηλυκά, ευνοώντας την µετάδοση 

των βακτηρίων, όπως και παραπάνω. 

1.5.4 Wolbachia και θάνατος αρσενικών 

Η Wolbachia προκαλεί θάνατο αρσενικών εµβρύων σε λεπιδόπτερα (Dyson et 

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

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

στιγµής τρόπο. 

1.5.5 Wolbachia στους νηµατώδεις  

Ένας από τους πιο ενδιαφέροντες τοµείς έρευνας που σχετίζονται µε τη 

Wolbachia, αφορά τη σχέση της µε τους νηµατώδεις που προκαλούν φιλαριάσεις. 

Συγκεκριµένα το βακτήριο έχει αναπτύξει αµοιβαία συµβιωτική σχέση µε αυτούς, µε 

αποτέλεσµα τη διακοπή της κανονικής ανάπτυξης των νηµατωδών µετά τη χορήγηση 

αντιβιοτικών (Hoerauf et al. 1999). Ευρήµατα όπως το ότι ασθένειες του ανθρώπου 
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σαν την τύφλωση του ποταµού (river blindness) σχετίζονται µε φλεγµονώδη 

απόκριση του ανθρώπινου οργανισµού στα βακτήρια και όχι στους νηµατώδεις που 

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

ασθενειών.  

1.5.6 Wolbachia και ειδογένεση 

Μελέτες στο παρελθόν έχουν προσφέρει ενδείξεις για την πιθανή συµβολή της 

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

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

δειχθεί ότι η αµφίδροµη κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα σχετίζεται µε τη 

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

µολυσµένων εντόµων, οδηγεί στην παραγωγή βιώσιµων και γόνιµων υβριδίων 

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

εµπλοκή του βακτηρίου σε φαινόµενα ειδογένεσης, η έκταση αυτής παραµένει 

αµφισβητήσιµη.  

1.6 ΚΥΤΤΑΡΟΠΛΑΣΜΑΤΙΚΗ ΑΣΥΜΒΑΤΟΤΗΤΑ 

1.6.1 Περιγραφή 

H Wolbachia αναγνωρίστηκε ως η αιτία που προκαλούσε CI σε κουνούπια το 

1971 από τους Yen και Barr (1971). H CI περιγράφεται ως η εµβρυϊκή θνησιµότητα, 

που προκύπτει από τη διασταύρωση µολυσµένων αρσενικών µε µη µολυσµένα 

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

(αµφίδροµη) (Εικ. 1.5 και 1.6). Συνεπώς τα µολυσµένα θηλυκά έχουν επιλεκτικό 

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

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

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

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

από τα δίπτερα έχει περιγραφεί σε κολεόπτερα (Wade and Stevens 1985), 
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υµενόπτερα (Reed and Werren 1995), οµόπτερα (Hoshizaki and Shimada 1995), 

ισόπτερα (Bandi et al. 1997), λεπιδόπτερα (Brower 1976), ορθόπτερα (Kamoda et al. 

2000) και ίσως αποτελεί τον πιο κοινό φαινότυπο που επάγεται από τη Wolbachia. Η 

φυλογενετική ανάλυση έδειξε ότι τα στελέχη της Wolbachia που επάγουν CI δεν 

αποτελούν µονοφυλετική οµάδα, σε σχέση µε τα στελέχη που επάγουν διαφορετικούς 

φαινοτύπους (Werren et al. 1995, Zhou et al. 1998), οπότε µπορεί η επαγωγή της να 

αποτελεί αρχέγονη ιδιότητα του βακτηρίου.  

1.6.2 Μηχανισµοί 

Το µοντέλο που παρέχει ένα γενικό πλαίσιο για τη διερεύνηση της 

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας είναι αυτό της τροποποίησης /διάσωσης 

(mod/resc: modification, rescue), το οποίο υποθέτει δύο βακτηριακές λειτουργίες: i) 

τη λειτουργία mod, το «δηλητήριο», το οποίο εκφράζεται κατά τη διάρκεια της 

σπερµατογένεσης και ii) τη λειτουργία resc, το «αντίδοτο», το οποίο εκφράζεται στο 

αυγό. ∆ηλαδή αν το σπέρµα έχει επηρεαστεί από το «δηλητήριο» ενός βακτηριακού 

στελέχους, το αντίστοιχο βακτηριακό «αντίδοτο» πρέπει να εκφραστεί στο αυγό, για 

να προχωρήσει κανονικά η ανάπτυξη. Παρόλο, που ο µοριακός µηχανισµός 

παραµένει άγνωστος, οι λειτουργίες αυτές έχουν αρχίσει να χαρακτηρίζονται από 

διάφορες ιδιότητες (Werren et al. 1995). Αναλυτικότερα, η ένταση της 

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας ποικίλει και πιο συγκεκριµένα το ποσοστό των 

αυγών που δεν εκκολάπτονται από µία ασύµβατη διασταύρωση κυµαίνεται από 0 - 

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

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

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

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

σηµαντική συµβολή του ξενιστή στη ρύθµιση των επιπέδων, µε πειράµατα 

διαµόλυνσης στελεχών Wolbachia από D. simulans (υψηλά επίπεδα) σε 

D.melanogaster (χαµηλά επίπεδα) και το αντίθετο. 

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

από την ύπαρξη της αµφίδροµης ασυµβατότητας. ∆ηλαδή, κάθε στέλεχος Wolbachia 
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είναι απολύτως συµβατό µόνο µε τον εαυτό του. Αρσενικά µολυσµένα µε δύο στελέχη 

είναι συµβατά µόνο µε θηλυκά διπλά µολυσµένα µε τα αντίστοιχα στελέχη (Perrot-

Minnot et al. 1996, Rousset and Solignac 1995, Sinkins et al. 1995). 

 

ΕΙΚΟΝΑ 1.5 Μονόδροµη κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα µεταξύ µολυσµένων και µη 
µολυσµένων εντόµων. Τα κόκκινα σύµβολα αντιστοιχούν σε έντοµα µολυσµένα µε Wolbachia. 

 

ΕΙΚΟΝΑ 1.6 Αµφίδροµη κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα µεταξύ µολυσµένων µε 
διαφορετικό βακτηριακό στέλεχος εντόµων. Το κάθε χρώµα αντιστοιχεί σε διαφορετικό είδος 
Wolbachia. 
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Επίσης, η τροποποίηση και η διάσωση είναι πιθανώς διαφορετικές λειτουργίες. 

Θεωρητικά, τέσσερις διαφορετικοί τύποι Wolbachia µπορούν να υπάρχουν: 

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

έχουν περιγραφεί µέχρι σήµερα ανήκουν στην πρώτη κατηγορία, µπορούν δηλαδή να 

τροποποιούν το σπέρµα και να διασώζουν την τροποποίηση. Ένα στέλεχος mod-

/resc- έχει περιγραφεί στη Drosophila simulans (Hoffmann et al. 1996) µέχρι σήµερα, 

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

ασυµβατότητα που επάγουν συγγενικά τους στελέχη (resc+) (Bourtzis et al. 1998, 

Mercot and Poinsot 1998). Στελέχη τέλος που επάγουν, αλλά δεν διασώζουν 

(mod+/resc-), δεν έχουν περιγραφεί µέχρι σήµερα. Θεωρητικά µοντέλα υποστηρίζουν 

πως τα στελέχη αυτά είναι δύσκολο να διατηρηθούν σε ένα πληθυσµό, µια και είναι 

«αυτοκτονικά», αν και κάποιες θεωρητικές µελέτες υποστηρίζουν την πιθανή ύπαρξη 

τους κάτω από συγκεκριµένες προϋποθέσεις (Charlat et al. 2001).   

Η Wolbachia βρίσκεται άφθονη στους όρχεις των αρσενικών που παρουσιάζουν 

υψηλά επίπεδα CI (Veneti Z., 2003). Κατά την ωρίµανση του σπέρµατος το 

κυτταρόπλασµα αποµακρύνεται και αδειάζει µέσα στον κάδο απορριµµάτων (waste 

bag). Κατά τη διαδικασία αυτή φαίνεται ότι αποµακρύνονται και τα βακτηριακά 

κύτταρα (Binnington and Hoffmann 1989, Bressac and Rousset 1993). Έτσι το ώριµο 

σπέρµα δεν είναι σε επαφή µε τα βακτηριακά κύτταρα (Εικ. 1.7). Συνεπώς η δράση 

της Wolbachia δεν είναι άµεση, αλλά επιτυγχάνεται µέσω κάποιας τροποποίησης του 

σπέρµατος. Θεωρητικά, η τροποποίηση αυτή θα µπορούσε να έχει ως στόχο είτε 

απευθείας τα πατρικά χρωµοσώµατα, είτε εξωπυρηνικούς παράγοντες του 

σπέρµατος, απαραίτητους για την ανάπτυξη του εµβρύου. Πειράµατα σε D. 

melanogaster έδειξαν ότι οι εξωπυρηνικοί παράγοντες δεν επηρεάζονται από την 

τροποποίηση αυτή (Presgraves 2000). Στόχος λοιπόν της τροποποίησης είναι είτε τα 

ίδια τα χρωµοσώµατα, είτε κάποιος παράγοντας απαραίτητος για τη φυσιολογική 

δηµιουργία του πατρικού προπυρήνα. 

Πολλές µελέτες είχαν εστιαστεί στο παρελθόν στη συσχέτιση της βακτηριακής 

πυκνότητας και των επιπέδων ασυµβατότητας, µε περίπλοκα αποτελέσµατα. 

Σύµφωνα µε το «µοντέλο δόσης» (dosage model) (Breeuwer and Werren 1993), τα 

επίπεδα ασυµβατότητας είναι ανάλογα µε τον αριθµό των βακτηρίων µεταξύ 
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αρσενικών και θηλυκών. Αναλυτικότερα, παρατηρήθηκε ότι αρσενικά µε υψηλούς 

αριθµούς βακτηρίων ήταν ασύµβατα µε θηλυκά, µολυσµένα µε λιγότερα βακτήρια. 

Στη Drosophila simulans έχει δειχθεί επίσης ότι ηλικιωµένα αρσενικά προκαλούν 

χαµηλότερη CI (Hoffmann et al. 1986) και έχουν λιγότερα βακτήρια στους όρχεις τους 

(Binnington and Hoffmann 1989). Επιπρόσθετα δείχθηκε ότι τα ηλικιωµένα αρσενικά 

έχουν λιγότερες µολυσµένες σπερµατοκύστες (Bressac and Rousset 1993) στους 

όρχεις τους. Θετική συσχέτιση παρατηρήθηκε επίσης στα πειράµατα διαµόλυνσης 

(transinfection). Συγκεκριµένα, όταν το βακτηριακό στέλεχος της D. melanogaster 

µεταφέρθηκε στη D. simulans, τα επίπεδα CI αυξήθηκαν εντυπωσιακά, όπως και 

αριθµός των µολυσµένων σπερµατοκύστων (Poinsot et al. 1998). Επίσης, όταν η 

Wolbachia µεταφέρθηκε από το φυσικό ξενιστή της D. simulans στη D. melanogaster, 

παρατηρήθηκε πτώση τόσο στα επίπεδα CI, όσο και στον αριθµό των βακτηρίων στα 

αυγά (Boyle et al. 1993). Εντούτοις, ασυµφωνία παρατηρήθηκε σε µερικές 

περιπτώσεις (Bourtzis et al. 1996, Bourtzis et al. 1998, Giordano et al. 1995), όπου 

δεν υπάρχει απόλυτη συσχέτιση µεταξύ βακτηριακής πυκνότητας και CI.  

 Κυτταρολογικές µελέτες έδειξαν ότι η γονιµοποίηση λαµβάνει χώρα κανονικά 

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

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

κυτταροπλασµατικά συστατικά, κατά το τελευταίο στάδιο της ωρίµανσής του. Στη 

Drosophila, γίνεται σύντηξη των προπυρήνων, αλλά τα πατρικά χρωµοσώµατα 

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

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

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

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

αποτέλεσµα τη δηµιουργία ανευπλοειδών και απλοειδών ατόµων. Στα απλοδιπλειοδή 

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

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

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

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

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

κυτταρολογική  µελέτη στη συγκεκριµένη σφήκα, έδειξε ότι η CI είναι αποτέλεσµα της 
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καθυστερηµένης αποδιάταξης του πυρηνικού φακέλου του πατρικού προπυρήνα, 

υπονοώντας αλληλεπίδραση του βακτηρίου µε  πρωτεΐνες του ξενιστή που ρυθµίζουν 

τον κυτταρικό κύκλο (Tram and Sullivan 2002).    

Κυτταρολογικές µελέτες στη Drosophila έδειξαν επίσης ότι η Wolbachia 

συγκεντρώνεται στους πόλους της µιτωτικής ατράκτου, στο στάδιο του συγκυτιακού 

βλαστοδέρµατος και συνεντοπίζεται µε τους αστρικούς µικροσωληνίσκους (Callaini et 

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

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

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

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

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

οµοιόµορφη κατανοµή γύρω από το φλοιό του αυγού (Εικ. 1.8) (Boyle et al. 1993, 

Callaini et al. 1994, Kose and Karr 1995, O'Neill and Karr 1990). Λίγα πράγµατα είναι 

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

των ξενιστών της. Όσον αφορά την εµβρυογένεση της Drosophila τα βακτήρια δεν 

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

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

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

πολλαπλασιάζεται στον εγκέφαλο της µύγας ανεξέλεγκτα και τη σκοτώνει στη µέση 

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

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

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

περιβάλλον που µεγαλώνουν οι προνύµφες (Clancy and Hoffmann 1998).  
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ΕΙΚΟΝΑ 1.7 Σχηµατικό διάγραµµα της σπερµατογένεσης της Drosophila (Α) και κατανοµή της 
Wolbachia (κίτρινο-πράσινο) σε ένα νεαρό DSR αρσενικό άτοµο(D. simulans riverside). Το DNA 
δείχνεται µε κόκκινο, ενώ µε άσπρα βέλη σηµειώνονται ενδεικτικά πυρήνες του σπέρµατος 
από τρεις κύστες διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων. Με µαύρα βέλη σηµειώνονται 
βακτήρια, που βρίσκονται στην αντίθετη πλευρά, από αυτή των πυρήνων. Μπάρα, 100µm. 
(Veneti Z., Ph D thesis) 

 

 

ΕΙΚΟΝΑ 1.8 Η κατανοµή της Wolbachia σε έµβρυα Drosophila, στο στάδιο του συγκυτιακού 
βλαστοδέρµατος (µιτωτικοί κύκλοι 10-13). ∆ιακρίνονται τα βακτήρια (πράσινο και κίτρινο 
χρώµα) καθώς και οι πυρήνες των κυττάρων του εµβρύου (κόκκινο χρώµα). (Veneti Z., Ph D 
thesis) 
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1.7 Σκοπός της µελέτης του βακτηρίου Wolbachia 

Σήµερα στον κλάδο της γεωργίας υπάρχει έντονο ενδιαφέρον  για µεθόδους 

βιολογικής καταπολέµησης εντόµων βλαβερών για τη γεωργική παραγωγή. Οι 

µέθοδοι αυτές θα πρέπει να είναι οικονοµικές και να µην επιβαρύνουν επιπλέον το 

περιβάλλον. Ειδικότερα, υπάρχει ένα αυξανόµενο ενδιαφέρον για τη χρησιµοποίηση 

της Wolbachia στην ανάπτυξη εναλλακτικών µεθόδων βιολογικού ελέγχου επιβλαβών 

εντόµων, όπως η µύγα της Μεσογείου (Ceratitis capitata), ο δάκος (Bactrocera oleae) 

και άλλα έντοµα. 

Πιθανή εφαρµογή στη βιολογική καταπολέµηση επιβλαβών εντόµων στη 

γεωργία είναι η µείωση και καταστολή των φυσικών πληθυσµών µέσω της Wolbachia 

επαγόµενης κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας (CI). Η κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα χρησιµοποιήθηκε στο παρελθόν µε τρόπο ανάλογο της τεχνικής 

στείρωσης εντόµων (Sterile Insect Technique- S.I.T.), ως µέθοδος βιολογικού 

ελέγχου πληθυσµών κουνουπιών και λεπιδοπτέρων µε µεγάλη επιτυχία, τόσο στο 

εργαστήριο όσο και στη φύση. Μέσω της Wolbachia-επαγόµενης 

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας µπορούµε να µειώσουµε σε σηµαντικό βαθµό 

τους πληθυσµούς των εντόµων που είναι βλαβερά για τη γεωργία χωρίς να 

χρησιµοποιήσουµε εντοµοκτόνα ή ακτινοβολίες, που επιβαρύνουν το περιβάλλον και 

εν τέλει και τον ίδιο τον άνθρωπο που καταναλώνει τα προϊόντα. 

Για τους παραπάνω λόγους η καλή γνώση της βιολογίας του βακτηρίου και της 

σχέσης του µε τους ξενιστές του πιστεύουµε θα οδηγήσει σε σωστότερη χρήση του 

στο άµεσο µέλλον. 

Θα αναρωτηθεί κανείς γιατί στα πειράµατα που αφορούν την βιολογία του 

βακτηρίου χρησιµοποιούµε την Drosophila και όχι κάποιο άλλο είδος εντόµου, που να 

είναι και µεγαλύτερης γεωργικής σηµασίας. Η απάντηση δίνεται παρακάτω: 

1. Η Drosophila είναι ένας οργανισµός µοντέλο. 

2. Σήµερα µας είναι γνωστό όλο το γονιδίωµα της, πράγµα που διευκολύνει τα 

γενετικά πειράµατα. 

3. Η Drosophila έχει µικρό κύκλο ζωής (12–15 ηµέρες) και έχει καλή 

προσαρµοστικότητα σε θερµοκρασία δωµατίου. 
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4. Είναι εύκολο να πάρουµε αγονιµοποίητα αρσενικά και θηλυκά άτοµα, καθώς τα 

αγονιµοποίητα διακρίνονται από τα ώριµα ενήλικα. 

5. Η φροντίδα και διατήρηση των πληθυσµών απαιτεί λίγο και φτηνό εξοπλισµό και 

καταλαµβάνουν λίγο χώρο στο εργαστήριο, ακόµα και αν πρόκειται για µεγάλους 

πληθυσµούς. 

Για τους παραπάνω λόγους λοιπόν χρησιµοποιούµε τη Drosophila για τα 

πειράµατά µας και αφού φτάσουµε σε ένα υψηλό στάδιο κατανόησης του µηχανισµού 

δράσης του βακτηρίου σε αυτή, που να µας επιτρέπει την ασφαλή µεταφορά του σε 

άλλα είδη γεωργικού ενδιαφέροντος, µπορούµε να προσπαθήσουµε να το 

µεταφέρουµε σε αυτά τα είδη εντόµων. 

Τις δύο τελευταίες δεκαετίες οι µολύνσεις µε Wolbachia και το φαινόµενο της 

«Wolbachia-επαγόµενης κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας» έχουν αναφερθεί σε 

πολλά είδη του εντόµου Drosophila. Εστιάζοντας σε είδη της υποοµάδας της 

Drosophila melanogaster βλέπουµε ότι αυτή περιλαµβάνει εννέα είδη (Εικ. 1.9) : D. 

simulans, D. sechellia, D. mauritiana, και D. melanogaster (σχηµατίζουν το 

σύµπλεγµα της melanogaster), D. orena και D. erecta (δεν έχει καθοριστεί 

σύµπλεγµα), και τέλος D. teissieri, D. santomea και D. yakuba, που σχηµατίζουν το 

σύµπλεγµα της  yakuba (Lachaise et al. 2003, Lachaise et al. 2000).  
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ΕΙΚΟΝΑ 1.9 Σχηµατικό διάγραµµα των ειδών της υποοµάδας της Drosophila melanogaster. 

Μέχρι στιγµής οι περισσότερες µελέτες της Wolbachia έχουν εστιαστεί στην 

υποοµάδα της melanogaster (Bourtzis et al. 1998, Bourtzis et al. 1996, Bourtzis et al. 

1994, Boyle et al. 1993, Giordano et al. 1995, Hoffmann 1988, Hoffmann et al. 1996, 

Hoffmann et al. 1994, Hoffmann et al. 1986, Holden et al 1993, Mercot et al. 1995, O’ 

Neill and Karr 1990, Poinsot et al. 1998, Rousset et al. 1999, Rousset and Solignac 

1995, Rousset et al. 1992, Solignac et al. 1994). Σ’ αυτήν την υποοµάδα η D. 

simulans φαίνεται να είναι ο ξενιστής µε τις περισσότερες διαφορετικές µολύνσεις, 

φέροντας τουλάχιστον πέντε διαφορετικά φυλογενετικά και φαινοτυπικά ευδιάκριτα 

είδη Wolbachia. Τρία απ’ αυτά το wRi (Hoffmann et al. 1986) το wHa (O’Neill and Karr 

1990) και το wNo (Mercot et al. 1995) βρέθηκε ότι εκφράζουν και τη mod και τη resc 

λειτουργία στον φυσικό τους ξενιστή (mod+/resc+ φαινότυπος) και παρουσιάζουν όλα 

αµφίδροµη ασυµβατότητα. Το στέλεχος wMa (Charlat et al. 2003, Rousset and 

Solignac 1995) δεν είναι ικανό να ασκήσει την τροποποίηση στο γονιδίωµα του 

αρσενικού. Εντούτοις, η µόλυνση αυτή µπορεί να διασώσει πλήρως την τροποποίηση 

του στελέχους wNo (Bourtzis et al. 1998, Mercot and Poinsot 1998), κατά συνέπεια 

εκφράζει έναν mod-  resc+ φαινότυπο. Το πέµπτο στέλεχος, το wAu, δεν εµφανίζεται 
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να προκαλεί (Charlat et al. 2003, Hoffmann et al. 1996, James and Ballard 2000) ούτε 

να διασώζει τη CI (Poinsot et al. 1998), συνεπώς εκφράζει έναν mod-/resc- φαινότυπο. 

Στο σύµπλεγµα της yakuba, η Wolbachia ανιχνεύτηκε µε PCR και στα τρία είδη 

(Lachaise et al. 2000). Επιπλέον η µόλυνση φαίνεται ότι είναι πανοµοιότυπη µε το 

στέλεχος wAu στη D. simulans κρίνοντας µε βάση τις αλληλουχίες του wsp γονιδίου 

(Lachaise et al. 2000, Zabalou et al. 2003). 

Οι µολύνσεις στο σύµπλεγµα της yacuba χαρακτηρίστηκαν µέσω δοκιµών για 

την πρόκληση κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας (CΙ) και δεν εκφράζουν την 

τροποποίηση στους φυσικούς ξενιστές τους, συνεπώς είναι στενά συγγενικές µε το 

wAu στέλεχος της D. Simulans (Zabalou et al. 2003). Τα στελέχη αυτά του βακτηρίου 

ονοµάστηκαν wSty (από τα santomea, teissieri και yakuba) (Zabalou et al. 2003). 

Ο στόχος της παρούσας µελέτης είναι να εξεταστεί, αν το γεγονός ότι δεν 

εκφράζουν τροποποίηση στους φυσικούς τους ξενιστές (mod-) οφείλεται στα ίδια τα 

βακτήρια ή σε παράγοντες των φυσικών τους ξενιστών. 

Για το λόγο αυτό µεταφέρθηκαν µε µικροενέσεις στη D. simulans,τα στελέχη του 

βακτηρίου και από τα τρία είδη του συµπλέγµατος yacuba. Η D. simulans αποτελεί 

ένα µοντέλο για τέτοιου είδους έρευνες καθώς είναι το πιο καλά µελετηµένο είδος και 

όπως προαναφέραµε φέρει το µεγαλύτερο αριθµό στελεχών του βακτηρίου, δίνοντας 

τη δυνατότητα για µια πληρέστερη συγκριτική έρευνα. Η αλλαγή στην έκφραση του 

mod και resc φαινοτύπου στον νέο ξενιστή, µελετήθηκε για ένα από τα στελέχη wSty 

αυτό που προέρχονταν από την D. santomea. 
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2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1 Στελέχη και Καλλιέργεια Εντόµων 

 Τα στελέχη εντόµων που χρησιµοποιήθηκαν στην µελέτη αυτή είναι: 

1. Drosophila simulans STCP : Το στέλεχος αυτό δεν έχει Wolbachia (µη µολυσµένο 

στέλεχος). 

2. Drosophila simulans Riverside (DSR) : Το στέλεχος αυτό είναι φυσικά µολυσµένο 

µε το στέλεχος wRi της Wolbachia. 

3. Drosophila yakuba: Το στέλεχος αυτό είναι φυσικά µολυσµένο µε Wolbachia 

wSty. 

4. Drosophila santomea: Επίσης φυσικά µολυσµένο µε Wolbachia wSty. 

5. Drosophila teissieri: Φυσικά µολυσµένο στέλεχος µε Wolbachia wSty. 

6. Drosophila simulans yaksim: Το στέλεχος αυτό προέρχεται από στελέχη 

Drosophila simulans STCP που µολύνθηκαν τεχνητά στο εργαστήριο µε το 

στέλεχος του βακτηρίου wSty που πάρθηκε από τη Drosophila yakuba. 

7. Drosophila simulans sansim : Το στέλεχος αυτό προέρχεται από στελέχη 

Drosophila simulans STCP που µολύνθηκαν τεχνητά στο εργαστήριο µε το 

στέλεχος του βακτηρίου wSty που πάρθηκε από τη Drosophila santomea. 

8. Drosophila simulans teisim: Το στέλεχος αυτό προέρχεται από στελέχη 

Drosophila simulans STCP που µολύνθηκαν τεχνητά στο εργαστήριο µε το 

στέλεχος του βακτηρίου wSty που πάρθηκε από τη Drosophila teissieri. 

Οι καλλιέργειες των εντόµων έγιναν στους 250C σε θρεπτικό υλικό 

καλαµποκάλευρου, άγαρ, ζάχαρης και µαγιάς, (60g καλαµποκάλευρο, 10g άγαρ, 20g 

ζάχαρη, 50g µαγιά, 0,15g Nipogen και νερό µέχρι το 1Lt) κάτω από αραιές 

πληθυσµιακές συνθήκες (50 περίπου προνύµφες / φιαλίδιο). 
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2.2 Έλεγχος της ύπαρξης του βακτηρίου 

 Το συνολικό DNA αποµονώθηκε από µεµονωµένες θηλυκές µύγες Drosophila 

simulans ακολουθώντας την STE µέθοδο (O’ Neil et al. 1992). Η παρουσία της 

Wolbachia ανιχνεύτηκε µε PCR χρησιµοποιώντας τους ειδικούς εκκινητές για το 

γονίδιο wsp 81F (5΄-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3΄) και 691R (5΄-

AAAAATTAAACGCTACTCCA-3΄) οι οποίοι πολλαπλασιάζουν ένα κοµµάτι DNA 

µεγέθους περίπου 600 βάσεων (600bp). Το ακριβές µέγεθος ποικίλλει ανάλογα µε το 

βακτηριακό στέλεχος (Braig et al. 1998, Zhou et al. 1998).  

2.3 Αποµόνωση DNA από έντοµα (STE µέθοδος) 

 Το κάθε άτοµο οµογενοποιήθηκε µέσα σε ένα µικροσωληνάκι (microtube) τύπου 

Eppendorf των 1.5ml που περιέχει  50µl STE buffer 1x (100mM NaCl2, 10mM Tris 

HCl pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0) και 1µl Proteinasse K (20mg/L)]. Στη συνέχεια τα 

µικροσωληνάκια µεταφέρθηκαν σε ένα θάλαµο µε θερµοκρασία 37˚C για 30 λεπτά, 

για να επωαστεί το µείγµα και να δράσει η πρωτεϊνάση. Μετά το πέρας των 30’ τα 

µικροσωληνάκια τοποθετήθηκαν για 5 λεπτά σε heat blocks στους 95˚C για να 

επωαστεί το µείγµα και να απενεργοποιηθεί η πρωτεϊνάση (prot. K). Τέλος 

φυγοκεντρήθηκαν για 6 λεπτά στις 12000 στροφές ανά λεπτό, για να διαχωριστεί το 

DNA από τα µη οµογενοποιηµένα κοµµάτια του εντόµου. 

2.4 PCR (Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης)  

Κάθε άτοµο εξετάστηκε χωριστά. Οι αντιδράσεις έγιναν σε τελικό όγκο 25µl. 

Κάθε αντίδραση περιείχε: 2,5µl buffer 10x (50mM KCl, 10 mM Tris HCl pH 9.0, 1,5µl 

MgCl2 1,5mM, 0.1% Triton) 2,5µl µίγµα dNTPs 0,2 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 

0,5µl από τον wsp εκκινητή 81F (20pmol), 0,5µl από τον wsp εκκινητή 691R 

(20pmol), 1,5u Taq πολυµεράση και 16,2µl H2O. Τέλος, προστίθεται 1µl DNA total 

(100–200 ng). Το πρόγραµµα που χρησιµοποιήθηκε ήταν το παρακάτω:  

1. 94˚C για 2’ (αποδιάταξη των αλυσίδων του DNA). 
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2. 94˚C για 30’’ (αποδιάταξη των αλυσίδων του DNA). 

3. 55˚C για 30’’ (δέσµευση εκκινητών στις ειδικές θέσεις). 

4. 72˚C για 1’ (σύνθεση του DNA µε τη δράση του Taq πολυµεράση)  

5. Επανάληψη από το βήµα 2 ως 5 για 35 φορές 

6. 72˚C για 10’ για να ολοκληρωθούν τα τυχόν ατελή κοµµάτια. 

Η ανάλυση έγινε µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1% σε 1x ΤΑΕ 

(40mM Tris-acetate, 1mM EDTA). Ακολούθησε φωτογράφηση µε την Kodak DC120 
Electrophoresis Documentation and Analysis Camera και επεξεργασία στον 

υπολογιστή µε τη βοήθεια του προγράµµατος φωτογραφίας Kodak Digital 
Science1D. 

2.5  Έλεγχος της µεταβίβασης των βακτηρίων στα έντοµα  

Η µεταφορά του βακτηρίου έγινε στο στάδιο των εµβρύων. Από τους απογόνους 

των εµβρύων αυτών δηµιουργήθηκαν ισοµητρικές σειρές (isofemale lines), δηλαδή 

σειρές εντόµων που προέρχονταν από ένα µόνο θηλυκό. Το βακτήριο είναι µητρικά 

κληρονοµούµενο, γι’ αυτό κρατάµε τους απογόνους µόνο των µολυσµένων θηλυκών,  

επειδή σ’ ατούς έχει µεταβιβαστεί το βακτήριο. Οι απόγονοι ενός µολυσµένου 

θηλυκού αποτελούν µια νέα σειρά. Ο έλεγχος της µεταβίβασης του βακτηρίου 

συνεχίζεται για κάποιες γενιές έως ότου σταθεροποιηθεί η µόλυνση και έχουµε 

πλήρως µολυσµένα άτοµα. Από κάθε σειρά επιλέγονται τυχαία 10 θηλυκά και 10-20 

αρσενικά άτοµα. Κάθε θηλυκό τοποθετείται ξεχωριστά σε ένα µπουκαλάκι µε 

θρεπτικό υλικό  µαζί µε ένα ή δύο αρσενικά άτοµα, της ίδιας σειράς, και αφήνεται να 

ζευγαρώσει και να γεννήσει. Όταν βγουν οι προνύµφες, οι θηλυκοί γονείς συλλέγονται 

και ελέγχονται για να εξακριβωθεί ποια έντοµα είναι µολυσµένα. Αν κάποιο έντοµο 

δεν είναι µολυσµένο, τότε δεν χρησιµοποιούµε τους απογόνους του,  ειδάλλως τα 

µπουκαλάκια φυλάγονται και οι απόγονοι αναµειγνύονται δηµιουργώντας τη νέα 

σειρά. 
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2.6 Μέτρηση της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας (CI)  

Πραγµατοποιήθηκαν διασταυρώσεις µεταξύ ενός αγονιµοποίητου θηλυκού 3 

ηµερών και ενός νεαρού αρσενικού 1 ηµέρας, σε µπουκαλάκια που στον πάτο τους 

έχουν πιατάκια Petri µε πήκτωµα µηλόζουµου (100% φυσικός χυµός µήλου από 

συµπυκνωµένο χυµό, 3 % άγαρ, 3% Nipogen). Πάνω σ’ αυτό γεννούν τα αυγά τους οι 

µύγες. Για κάθε συνδυασµό στελεχών διασταυρώθηκαν 20–30 ζευγάρια εντόµων. Οι 

διασταυρώσεις πραγµατοποιήθηκαν σε θερµοκρασία 25˚C. Ανά 24 ώρες τα πιατάκια 

αλλάζονται και µετρούνται τα αυγά (έµβρυα) που είχαν αφεθεί πάνω στο πήκτωµα. 

Κατόπιν τα πιατάκια αυτά φυλάσσονται για άλλες 36 ώρες ώστε να εκκολαφθούν τα 

έµβρυα και στη συνέχεια µετρούνται τα αυγά που δεν εκκολάφθηκαν. Η διαδικασία 

αυτή επαναλαµβανόταν έως ότου συλλεχθούν το λιγότερο 50 έµβρυα από κάθε 

διασταύρωση (ζευγάρι). Κατόπιν οι γονείς πετάχτηκαν. Με αυτόν τον τρόπο µετριέται 

το ποσοστό της στειρότητας  για κάθε διασταύρωση. Το ποσοστό στειρότητας είναι ο 

αριθµός των µη εκκολαπτόµενων εµβρύων προς τον συνολικό αριθµό των εµβρύων 

που εκκολάφθηκαν.  

Με σκοπό να ελαχιστοποιηθεί ο θόρυβος (background) από την εµβρυϊκή 

θνησιµότητα των διασταυρώσεων που δεν σχετίζεται µε την κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα (cytoplasmic incompatibility, CI), τα επίπεδα της κυτταροπλασµατικής 

ασυµβατότητας υπολογίζονται ως εξής: Χρησιµοποιώντας τις µετρήσεις από τις 

αντίστροφες (reciprocal) διασταυρώσεις (µολυσµένα θηλυκά µε µη µολυσµένα 

αρσενικά) προκύπτει ο δείκτης CCM (Compatible Cross Mortality), ο οποίος δείχνει τη 

θνησιµότητα στις διασταυρώσεις αυτές (Poinsot et al. 1998). Η διορθωµένη έκφραση 

του CI (CIcorr) είναι ο αριθµός των εµβρύων που δεν εκκολάπτονται, ανάµεσα σε αυτά 

που θα είχαν επιζήσει απουσία CI. Υπολογίζεται από τον ακόλουθο τύπο και 

εκφράζεται σε ποσοστό (CIcorr%). 

CIcorr(%) = [(CIobs – CCM) / (100 – CCM)] x 100 

όπου CIobs είναι το ποσοστό των µη εκκολαφθέντων αυγών στην ασύµβατη 

διασταύρωση.  

Ο υπολογισµός των µέσων τιµών, των τυπικών σφαλµάτων και η διορθωµένη 

κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα υπολογίστηκαν µε το πρόγραµµα Microsoft Excel.  
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3  ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1  ∆ηµιουργία µολυσµένων εντόµων 

Όταν άρχισε η εκπόνηση της εργασίας αυτής οι ενέσεις µεταφοράς του 

βακτηρίου από τα τρία είδη D. teissieri, D. santomea και D. yakuba, στα έµβρυα της 

D. simulans είχαν ήδη γίνει και αναµενόταν να εκκολαφθούν τα ενήλικα άτοµα της G0 

γενιάς (πρώτη θυγατρική γενιά), για να γίνει ο έλεγχος της κληρονόµησης του 

βακτηρίου. Όταν εκκολάφθηκαν, δηµιουργήθηκαν ισοµητρικές σειρές από κάθε 

θηλυκό άτοµο της G0 γενιάς. Τα άτοµα αυτά αφέθηκαν να γεννήσουν αυγά και 

ακολούθησε ο έλεγχος µε PCR για την ανίχνευση της Wolbachia. Υπήρχαν τρεις 

σειρές εντόµων D. Simulans: έντοµα µολυσµένα µε το στέλεχος του βακτηρίου που 

προέρχονταν από την D. yakuba και ονοµάστηκαν yaksim, έντοµα µολυσµένα µε το 

στέλεχος του βακτηρίου που προέρχονταν από την D. santomea και ονοµάστηκαν 

sansim και έντοµα µολυσµένα µε το στέλεχος του βακτηρίου που προέρχονταν από 

την D. teissieri και ονοµάστηκαν teisim (Πιν. 1.1). 

3.1.1 Έλεγχος στην G0 γενιά 

• Από τη σειρά yaksim ελέγχθηκαν 22 G0 θηλυκά. ∆ύο από αυτά ήταν θετικά, οι 

αριθµοί 14 και 18. Από τους απογόνους των δύο αυτών θηλυκών και 

δηµιουργήθηκαν δύο µολυσµένες σειρές εντόµων, η σειρά yaksim14 και η σειρά 

yaksim18 (Εικ.3.1). 

• Από τη σειρά sansim ελέγχθηκαν 40 G0 θηλυκά. Τέσσερα από αυτά ήταν θετικά, 

οι αριθµοί 1, 13, 31 και 41. Από  τους απογόνους των τεσσάρων αυτών θηλυκών 
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και δηµιουργήθηκαν τέσσερις µολυσµένες σειρές εντόµων, οι σειρές  sansim1, 

sansim13, sansim31 και sansim41 (Εικ. 3.2). 

• Από τη σειρά teisim ελέγχθηκαν 35 G0 θηλυκά. Έξι από αυτά ήταν θετικά, οι 

αριθµοί 1, 2, 4, 5, 19 και 23. Από  τους απογόνους των έξι αυτών θηλυκών και 

δηµιουργήθηκαν έξι µολυσµένες σειρές εντόµων, οι σειρές teisim1, teisim2, 

teisim4, teisim5, teisim19 και teisim23 (Εικ. 3.3). 

ΕΙΚΟΝΑ 3.1 Έλεγχος των σειρών της yaksim µε PCR (στην εικόνα φαίνοντ
σειρές που ελέγχθηκαν). Το + είναι ο θετικός µάρτυρας και το – ο αρνητικός. 

ΕΙΚΟΝΑ 3.2 Έλεγχος των σειρών της sansim µε PCR (στην εικόνα φαίνοντ
σειρές που ελέγχθηκαν). Το + είναι ο θετικός µάρτυρας και το – ο αρνητικός.  

 

600 bp
 

αι µερικές από τις 

 

αι µερικές από τις 
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ΕΙΚΟΝΑ 3.3 Έλεγχος των σειρών της teisim µε PCR (στην εικόνα φαίνονται µερικές από τις 
σειρές που ελέγχθηκαν). Το + είναι ο θετικός µάρτυρας και το – ο αρνητικός. 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3.1 Αποτελέσµατα µεταβίβασης του βακτηρίου στην γενιά G0. 

ΓΕΝΙΑ G0 
ΕΙ∆ΟΣ ΜΕΤΑΦΟΡΑΣ 

θετικά/σύνολο 

ΝΕΕΣ ΣΕΙΡΕΣ 

yaksim 14 
D. yakuba→D. simulans (yaksim) 2/22 

yaksim 18 

sansim 1 

sansim 13 

sansim 31 
D. santomea→D. simulans (sansim) 4/40 

sansim 41 

teisim 1 

teisim 2 

teisim 4 

teisim 5 

teisim 19 

D. teissieri→D. simulans (teisim) 6/35 

teisim 23 

 

Οι µολυσµένες σειρές κρατήθηκαν στο εργαστήριο και µετά από δύο γενιές  (G2 

γενιά) έγινε επανέλεγχος για τη µεταβίβαση του βακτηρίου,  παίρνοντας τυχαίο δείγµα 

θηλυκών ατόµων από κάθε σειρά. 
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3.1.2 Έλεγχος στην G2 γενιά 

Σειρές yaksim 

• Από τη σειρά yaksim14 δηµιουργήθηκαν 9 ισοµητρικές σειρές, από 9 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

9 δείγµατα µόνο τα 8 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά  yaksim14. 

• Από τη σειρά yaksim18 δηµιουργήθηκαν 16 ισοµητρικές σειρές, από 16 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

16 δείγµατα µόνο τα 5 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά  yaksim18. 

Σειρές sansim 

• Από τη σειρά sansim1 δηµιουργήθηκαν 6 ισοµητρικές σειρές, από 6 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

6 δείγµατα και τα 6 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά sansim1. 

• Από τη σειρά sansim13 δηµιουργήθηκαν 18 ισοµητρικές σειρές, από 18 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

18 δείγµατα µόνο τα 7 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά sansim13. 

• Από τη σειρά sansim31 δηµιουργήθηκαν 14 ισοµητρικές σειρές, από 14 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

14 δείγµατα µόνο τα 6 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά sansim31. 

• Από τη σειρά sansim41 δηµιουργήθηκαν 8 ισοµητρικές σειρές, από 8 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 
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8 δείγµατα µόνο τα 5 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά sansim41. 

 

Σειρές teisim 

• Από τη σειρά teisim1 δηµιουργήθηκαν 10 ισοµητρικές σειρές, από 10 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

10 δείγµατα µόνο τα 6 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά teisim1. 

• Από τη σειρά teisim2 δηµιουργήθηκαν 9 ισοµητρικές σειρές, από 9 τυχαία θηλυκά. 

Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 9 

δείγµατα µόνο τα 4 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά teisim2. 

• Από τη σειρά teisim4 δηµιουργήθηκαν 10 ισοµητρικές σειρές, από 10 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

10 δείγµατα και τα 10 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά teisim4. 

• Από τη σειρά teisim5 δηµιουργήθηκαν 8 ισοµητρικές σειρές, από 8 τυχαία θηλυκά. 

Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 8 

δείγµατα µόνο τα 3 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά teisim5. 

• Από τη σειρά teisim19 δηµιουργήθηκαν 11 ισοµητρικές σειρές, από 11 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

11 δείγµατα µόνο τα 6 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά teisim19. 

• Από τη σειρά teisim23 δηµιουργήθηκαν 9 ισοµητρικές σειρές, από 9 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 
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9 δείγµατα µόνο το 1 ήταν θετικό. Οι απόγονοι του θετικού θηλυκού κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν τη σειρά teisim23. 

Στις εικόνες 3.4, 3.5 και 3.6 απεικονίζονται µερικοί από τους ελέγχους µε PCR 

που έγιναν στην  G2 γενιά των εντόµων. Στον πίνακα 3.2 φαίνονται συνολικά τα 

αποτελέσµατα της G2 γενιάς. 

 

ΕΙΚΟΝΑ 3.4 Έλεγχος των σειρών µε PCR στην G2 γενιά 

 

  

   teisim23                         teisim19                           +       -

teisim2yaksim

 

ΕΙΚΟΝΑ 3.5 Έλεγχος τ

 

   sansim1                                  teisim4                              -    +  
ων σειρών µε PCR στην G2 γενιά 
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3

ΕΙΚΟΝΑ 3.6 Έλεγχος των σειρώ

ΠΙΝΑΚΑΣ 3.2 Αποτελέσµα

ΣΕΙΡ

yaksim

yaksim

sansim

sansim

sansim

sansim

teisim

teisim

teisim

teisim

teisim

teisim

 

yaksim18 sansim1
 

+ 
 sansim13                                                     -   

ν µε PCR στην G2 γενιά 

τα µεταβίβασης του βακτηρίου στην γενιά G2 

ΓΕΝΙΑ G2 
Α 

θετικά/σύνολο 

 14  8/9 

 18 5/16 

 1 6/6 

 13 7/18 

 31 6/14 

 41 5/8 

 1 6/10 

 2 4/9 

 4 10/10 

 5 3/8 

 19 6/11 

 23 1/9 
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3.1.3 Έλεγχος στη G4 γενιά 

Επανελέγχτηκαν στην G4 γενιά όλες οι σειρές των εντόµων και όλα τα δείγµατα 

βρέθηκαν θετικά,  εποµένως η µόλυνση του βακτηρίου είχε σταθεροποιηθεί στις 

σειρές αυτές και µπορούσαµε να προχωρήσουµε στα γενετικά πειράµατα.  

Σειρές yaksim 

• Από τη σειρά yaksim14 δηµιουργήθηκαν 10 ισοµητρικές σειρές, από 10 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

10 δείγµατα και τα 10 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά yaksim14. 

• Από τη σειρά yaksim18 δηµιουργήθηκαν 10 ισοµητρικές σειρές, από 10 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

10 δείγµατα µόνο τα 9 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά yaksim18. 

 

Σειρές sansim 

• Από τη σειρά sansim1 δηµιουργήθηκαν 9 ισοµητρικές σειρές, από 9 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

9 δείγµατα και τα 9 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά sansim1. 

• Από τη σειρά sansim13 δηµιουργήθηκαν 10 ισοµητρικές σειρές, από 10 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

10 δείγµατα και τα 10 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά sansim13. 

• Από τη σειρά sansim31 δηµιουργήθηκαν 9 ισοµητρικές σειρές, από 9 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

9 δείγµατα και τα 9 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά sansim31. 
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• Από τη σειρά sansim41 δηµιουργήθηκαν 10 ισοµητρικές σειρές, από 10 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

10 δείγµατα και τα 10 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά sansim41. 

Σειρές teisim 

• Από τη σειρά teisim1 δηµιουργήθηκαν 5 ισοµητρικές σειρές, από 5 τυχαία θηλυκά. 

Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 5 

δείγµατα και τα 5 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν όλοι 

µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά teisim1. 

• Από τη σειρά teisim2 δηµιουργήθηκαν 10 ισοµητρικές σειρές, από 10 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

10 δείγµατα και τα 10 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά teisim2. 

• Από τη σειρά teisim4 δηµιουργήθηκαν 10 ισοµητρικές σειρές, από 10 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

10 δείγµατα και τα 10 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά teisim4. 

• Από τη σειρά teisim5 δηµιουργήθηκαν 7 ισοµητρικές σειρές, από 7 τυχαία θηλυκά. 

Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα  

δείγµατα και τα 7 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν όλοι 

µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά teisim5. 

• Από τη σειρά teisim19 δηµιουργήθηκαν 8 ισοµητρικές σειρές, από 8 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

8 δείγµατα και τα 8 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά teisim19. 

• Από τη σειρά teisim23 δηµιουργήθηκαν 7 ισοµητρικές σειρές, από 7 τυχαία 

θηλυκά. Τα θηλυκά αφέθηκαν να γεννήσουν και µετά ελέγχθηκαν µε PCR. Από τα 

7 δείγµατα και τα 7 ήταν θετικά. Οι απόγονοι των θετικών θηλυκών κρατήθηκαν 

όλοι µαζί και από εδώ και πέρα θα  αποτελούν την τελική σειρά teisim23. 
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Στις εικόνες 3.7, 3.8 και 3.9 απεικονίζονται οι έλεγχοι µε PCR στην  G4 γενιά. Στον 

πίνακα 3.3 εµφανίζονται συνολικά τα αποτελέσµατα της G4 γενιάς. 

 

 

 

ΕΙΚΟΝΑ 3.7 Έλεγχος τω

 

 

yaksim18 sansim1
 

- 
  sansim31                                        teisim19                      +   
ν σειρών µε PCR στην G4 γενιά 
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yaksim14 teisim1 sansim13

 

sansim13                                sansim41                                   -   + 

 
 

 teisim5                                   teisim23                      +   -

 

ΕΙΚΟΝΑ 3.8 Έλεγχος των σειρών µε PCR στην G4 γενιά 

teisim2 teisim4

 

 

ΕΙΚΟΝΑ 3.9 Έλεγχος των σειρών µε PCR στην G4 γενιά 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 3.3 Αποτελέσµατα µεταβίβασης του βακτηρίου στην γενιά G4. 

ΓΕΝΙΑ G4 
ΣΕΙΡΑ 

θετικά/σύνολο 
 

yaksim 14  10/10 

yaksim 18 9/10 

sansim 1 9/9 

sansim 13 10/10 

sansim 31 9/9 

sansim 41 10/10 

teisim 1 5/5 

teisim 2 10/10 

teisim 4 10/10 

teisim 5 7/7 

teisim 19 8/8 

teisim 23 7/7 

 

 

3.2  Έλεγχος επαγωγής κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας 

Λόγω του µεγάλου αριθµού στελεχών και εποµένως µεγάλου όγκου 

πειραµάτων, για τα γενετικά πειράµατα στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν τα 

στελέχη sansim1 και sansim41 που προέρχονταν από την µόλυνση της D. 

santomea µε σκοπό να βγάλουµε κάποια συµπεράσµατα όσον αφορά στην 

πρόκληση της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας, σύµφωνα µε το µοντέλο 

τροποποίησης-διάσωσης (mod/resc), µετά την προσθήκη του στελέχους του 

βακτηρίου wSty στη D. simulans στα έντοµα αυτά. 

Με σκοπό να ελέγξουµε αν τα παραπάνω στελέχη εντόµων προκαλούν την 

έκφραση της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας ως προς τη λειτουργία της 

τροποποίησης (mod function), διασταυρώσαµε  αρσενικά στελέχη που είχαν 
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µολυνθεί µε το στέλεχος wSty της Wolbachia µε θηλυκά άτοµα που δεν ήταν 

µολυσµένα. Για την κάθε µία από τις δύο σειρές µολυσµένων εντόµων 

πραγµατοποιήσαµε περίπου 25 διασταυρώσεις µε σκοπό να έχουµε 

αντιπροσωπευτικά αποτελέσµατα για κάθε διασταύρωση. Οι διασταυρώσεις µε 

αριθµό εµβρύων <50 αφαιρούνταν από το σύνολο. 

 Συγχρόνως, µε όµοιο τρόπο πραγµατοποιήσαµε την αντίστροφη (reciprocal) 

διασταύρωση, δηλαδή µη µολυσµένα αρσενικά µε µολυσµένα θηλυκά για να δούµε τα 

φυσιολογικά ποσοστά της εµβρυϊκής θνησιµότητας και να πάρουµε έτσι αληθή τελικά 

αποτελέσµατα. 

Αναλυτικότερα, πραγµατοποιήσαµε 22 διασταυρώσεις ανάµεσα στις σειρές 

♀STCP x sansim1♂ και σε σύνολο 4090 εµβρύων, καταµετρήθηκαν 130 έµβρυα που 

δεν εκκολάφθηκαν, δηλαδή ένα ποσοστό 3,6%. Συγχρόνως πραγµατοποιήσαµε 18 

διασταυρώσεις ανάµεσα στις σειρές ♀sansim1 x STCP♂ και σε σύνολο 1691 

εµβρύων, καταµετρήθηκαν 115 έµβρυα που δεν εκκολάφθηκαν, αριθµός που 

αναλογεί σε ποσοστό 7,9% των εµβρύων. 

Επίσης, πραγµατοποιήσαµε 26 διασταυρώσεις ανάµεσα στις σειρές ♀STCP x 
sansim41♂ και σε σύνολο 4107 εµβρύων, καταµετρήθηκαν 1234 έµβρυα που δεν 

εκκολάφθηκαν, δηλαδή ένα ποσοστό της τάξης του 30,1%. Από τις 16 διασταυρώσεις 

των σειρών ♀sansim41 x STCP♂  καταµετρήθηκαν 2328 έµβρυα, εκ των οποίων τα 

151 δεν εκκολάφθηκαν, που αναλογούν σε ποσοστό 6,1% του συνόλου.  

Στον πίνακα 3.4 και την εικόνα 3.10 φαίνονται αναλυτικότερα τα αποτελέσµατα 

των παραπάνω πειραµάτων για προσδιορισµό της Wolbachia-επαγόµενης 

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 3.4 Κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα 

∆ιασταυρωση 

ΘηλυκΟ x ΑρσενικΟ 

Αριθµος 
διασταυρΩσεων 

ΑριθµΟς 
εµβρΥων 

ΑριθµΟς µη 
εκκολαΦΘΕΝΤΩΝ 

εµβρυων 

% ΕµβρυIκΗ 
θνησιµΟτητα± SΕ 

1ο στέλεχος 

STCP x sansim1 22 4090 130 3,6 ± 0,75 

sansim1 x STCP 18 1691 115 7,9 ± 3,13 

2ο στέλεχος 

STCP x sansim41 26 4107 1234 30,1 ± 6,55 

sansim41 x STCP 16 2328 151 6,1 ± 2,23 
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ΕΙΚΟΝΑ 3.10 Παρουσίαση της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας που προκαλούν τα 
στελέχη (mod φαινότυπος) 
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3.3 Έλεγχος διάσωσης της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας 

Για να ελέγξουµε εάν τα στελέχη sansim1 και sansim41 των εντόµων διασώζουν 

την κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα που προκαλεί το wRi στέλεχος (resc 
function), διασταυρώσαµε αρσενικά άτοµα  DSR που ήταν µολυσµένα µε το 

στέλεχος wRi του βακτηρίου µε θηλυκά από τις σειρές sansim1 και sansim41. 

Συγχρόνως πραγµατοποιήσαµε και την αντίστροφη διασταύρωση για να δούµε τα 

φυσιολογικά ποσοστά της εµβρυϊκής θνησιµότητας.  

Πραγµατοποιήσαµε 19 διασταυρώσεις ανάµεσα στις σειρές ♀sansim1 x DSR ♂  

και σε σύνολο 2092 εµβρύων καταµετρήθηκαν 1119 έµβρυα που δεν εκκολάφθηκαν, 

που αναλογεί στο 50,7% του συνόλου των εµβρύων. Ανάµεσα στις σειρές ♀DSR x 
sansim1 ♂ πραγµατοποιήσαµε 23 διασταυρώσεις. Καταµετρήθηκαν 2685 έµβρυα, 

από τα οποία δεν εκκολάφθηκαν τα 652, δηλαδή ένα ποσοστό της τάξης του 25,9%. 

Ακόµα, πραγµατοποιήσαµε 19 διασταυρώσεις ανάµεσα στις σειρές ♀sansim41 x 
DSR ♂ στις οποίες καταµετρήθηκαν συνολικά 2269 έµβρυα από τα οποία τα 1183 

είναι έµβρυα που δεν εκκολάφθηκαν, δηλαδή ένα ποσοστό 54,7%. Συγχρόνως, 

ανάµεσα στις σειρές ♀DSR x sansim41♂ πραγµατοποιήσαµε 23 διασταυρώσεις. Σ’ 

αυτές καταµετρήθηκαν 3346 έµβρυα, δεν εκκολάφθηκαν τα 1039, δηλαδή ένα 

ποσοστό της τάξης του 32,2%. 

Στον πίνακα 3.5 και την εικόνα 3.11 φαίνονται αναλυτικότερα τα αποτελέσµατα των 

παραπάνω πειραµάτων για τον προσδιορισµό της ικανότητας διάσωσης της 

κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 3.5 ∆ιάσωση της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας 

 

∆ιαστΑΥρωση 

Θηλυκο x Αρσενικο 

ΑριθµΟς 
διασταυΡΩσεων 

ΑριθµΟς 
εµβρΥων 

ΑριθµΟς µη 
εκκολαΦΘΕΝΤΩΝ 

εµβρυων 

% ΕµβρυΙκΗ 
θνησιµΟτητα ± SΕ 

1ο στέλεχος 

sansim1 x DSR 19 2092 1119 50,7 ± 3,33 

DSR x sansim1 23 2685 652 25,9 ± 2,27 

2ο στέλεχος 

sansim41 x DSR 19 2269 1183 54,7  ± 2,84 

DSR x sansim41 23 3346 1039 32,2 ± 3,54 
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ΕΙΚΟΝΑ 3.11 Παρουσίαση της διάσωσης της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας από τα 
στελέχη (resc φαινότυπος) 
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Με σκοπό να ελαχιστοποιηθεί ο θόρυβος από την εµβρυϊκή θνησιµότητα των 

διασταυρώσεων που δεν σχετίζεται µε την κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα 

(cytoplasmic incompatibility, CI), τα επίπεδα της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας 

υπολογίζονται ως εξής: Χρησιµοποιώντας τις µετρήσεις από τις αντίστροφες 

(reciprocal) διασταυρώσεις προκύπτει ο δείκτης CCM (Compatible Cross Mortality), ο 

οποίος δείχνει τη θνησιµότητα στις διασταυρώσεις αυτές (Poinsot et al. 1998). Η 

διορθωµένη έκφραση του CI (CIcorr) είναι ο αριθµός των εµβρύων που δεν 

εκκολάπτονται, ανάµεσα σε αυτά που θα είχαν επιζήσει απουσία CI. Άρα:  

CIcorr(%) = [(CIobs – CCM) / (100 – CCM)] x 100, 

όπου CIobs είναι το ποσοστό των µη εκκολαφθέντων αυγών στην ασύµβατη 

διασταύρωση.  

Στον πίνακα 3.6 και την εικόνα 3.12 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των 

διασταυρώσεων µετά τη διόρθωσή τους. 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3.6 Κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα και διάσωση κυτταροπλασµατικής 
ασυµβατότητας µετά από διόρθωση 

∆ιασταύρωση 

Θηλυκό x Αρσενικό 

Αριθµός 

διασταυρώσεων  

Αριθµός 

εµβρύων 

Αριθµός µη 

εκκολαφθέντων 

εµβρύων  

% 

κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα ± SΕ  

(CIcorr±SEcorr) 

Mod φαινότυπος 

STCP x sansim1 22 4090 130 0,40 ± 0,40 

STCP x sansim41 26 4107 1234 27,10 ± 6,72 

Resc φαινότυπος 

sansim1 x DSR 19 2092 1119 33,87  ± 4,30 

sansim41 x DSR 19 2269 1183 33,16 ± 4,20 
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ΕΙΚΟΝΑ 3.12 Κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα και διάσωση κυτταροπλασµατικής 
ασυµβατότητας µετά από διόρθωση 

 

Τέλος, ελέγξαµε την ενδογενή στειρότητα των στελεχών. Πραγµατοποιήσαµε 

διασταυρώσεις µεταξύ των ατόµων της ίδιας σειράς εντόµων καθώς και όλων των 

στελεχών που χρησιµοποιήσαµε σε αυτή την εργασία. Αναλυτικότερα, 

πραγµατοποιήσαµε 14 διασταυρώσεις µεταξύ των ατόµων της σειράς sansim1 

(♀sansim1 x sansim1♂) όπου το ποσοστό των µη εκκολαφθέντων εµβρύων 

ανερχόταν στο 10,2%. Επίσης, έγιναν 16 διασταυρώσεις ♀sansim41 x sansim41♂ και 

το ποσοστό µη εκκολαφθέντων εµβρύων ήταν 12,1%. Οι 19 διασταυρώσεις ♀DSR x 

DSR♂ έδωσαν ένα ποσοστό της τάξης του 39,6%. Τέλος, πραγµατοποιήσαµε 24 

διασταυρώσεις ♀STCP x STCP♂ και πήραµε ένα ποσοστό 16% µη εκκολαφθέντων 

εµβρύων (Πιν. 3.7). 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 3.7 Ενδογενής θνησιµότητα στα στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν. 

∆ιασταΥρωση 

ΘηλυκΟ x ΑρσενικΟ 

ΑριθµΟς 
διασταυρΩσεων  

% ΕΝ∆ΟΓΕΝΗΣ 
ΣΤΕΙΡΟΤΗΤΑ ± SΕ   

sansim1 x sansim1 14 10,2 ± 6,28 

sansim41 x sansim41 16 12,1 ± 4,1 

DSR x DSR 19 39,6  ± 2,75 

STCP x STCP 24 16 ± 3,02 
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4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Μεταφέραµε µε την µέθοδο της µεταφοράς κυτταροπλάσµατος τρία στελέχη του 

βακτηρίου Wolbachia από τους φυσικούς τους ξενιστές (D. santomea, D. teissieri και 

D. yakuba) σε ένα νέο είδος την D. simulans. Η µεταφορά του βακτηρίου ήταν 

επιτυχής και καταφέραµε να δηµιουργήσουµε σειρές µολυσµένων εντόµων. Η 

µόλυνση των σειρών σταθεροποιήθηκε µετά από τέσσερις γενιές και είχε µεταβίβαση 

από γενιά σε γενιά 100%. ∆ηµιουργήθηκαν δύο νέες τεχνητά µολυσµένες σειρές D. 

simulans που έφεραν το βακτηριακό στέλεχος wSty, το οποίο προέρχονταν από 

φυσικά µολυσµένα άτοµα του είδους D. yakuba. ∆ηµιουργήθηκαν τέσσερις νέες 

τεχνητά µολυσµένες σειρές D. simulans που έφεραν το βακτηριακό στέλεχος wSty, το 

οποίο προέρχονταν από φυσικά µολυσµένα άτοµα του είδους D. santomea. Επίσης 

δηµιουργήθηκαν έξι νέες τεχνητά µολυσµένες σειρές D. simulans που έφεραν το 

βακτηριακό στέλεχος wSty, το οποίο προέρχονταν από φυσικά µολυσµένα άτοµα του 

είδους D. teissieri.  

Επιλέξαµε τις δύο από τις τέσσερις τεχνητά µολυσµένες σειρές της D. simulans 

που έφεραν το βακτηριακό στέλεχος wSty του είδους D. santomea (sansim) για να τις 

µελετήσουµε γενετικά. Με τις κατάλληλες διασταυρώσεις ελέγξαµε τα τεχνητά 

µολυσµένα άτοµα πρώτα για την ικανότητα τους να προκαλούν κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα και ακολούθως για την ικανότητά τους να διασώζουν την τροποποίηση 

του µολυσµένου στελέχους της D. simulans µε το βακτηριακό στέλεχος wRi. Tο 

συγκεκριµένο στέλεχος το επιλέξαµε γιατί είναι το στέλεχος που προκαλεί τα 

υψηλότερα επίπεδα κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας στο είδος D. simulans. 

Tα αποτελέσµατα, όσον αφορά την ικανότητα πρόκλησης κυτταροπλασµατικής 

ασυµβατότητας µεταξύ των δύο σειρών δεν ήταν ίδια. H πρώτη σειρά µολυσµένων 

εντόµων (sansim1) φαίνεται να µην έχει την ικανότητα να προκαλεί 
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κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα, ενώ η δεύτερη σειρά µολυσµένων εντόµων 

(sansim41) φαίνεται να προκαλεί µετρίου επιπέδου κυτταροπλασµατική 

ασυµβατότητα (Πιν. 3.6 sansim1 0,40 ± 0,40 και sansim41  27,10 ± 6,72). Tα 

αποτελέσµατά µας, µάς οδηγούν να χαρακτηρίσουµε το βακτηριακό στέλεχος wSty 

ως στέλεχος που έχει την ικανότητα της τροποποίησης (mod+), αν και σε χαµηλά 

επίπεδα. Η ικανότητα έκφρασης της τροποποίησης φαίνεται να σχετίζεται µε το 

γονιδίωµα του ξενιστή, γιατί στον φυσικό του ξενιστή δεν είχε την ικανότητα αυτή 

(Zabalou et al. 2003). Η επίδραση του ξενιστή θα µπορούσε να δικαιολογήσει και την 

διαφορά που παρατηρήθηκε ανάµεσα στις δύο σειρές εντόµων. 

Tα αποτελέσµατα που αφορούν τη διάσωση της τροποποίησης που προκαλεί το 

wRi στέλεχος δείχνουν ότι και οι δύο σειρές εντόµων έχουν την ικανότητα να 

διασώζουν αυτή την τροποποίηση αλλά όχι πλήρως (Πιν 3.6 sansim1 33,78 ± 4,30 

και sansim41 33,16 ± 4,20). Tα αποτελέσµατά µας, µας οδηγούν να χαρακτηρίσουµε 

το βακτηριακό στέλεχος wSty ως στέλεχος ικανό να διασώζει (resc+). H έκφραση της 

ικανότητας αυτής σχετίζεται επίσης µε τον ξενιστή, γιατί στον φυσικό του ξενιστή είχε 

την ικανότητα να διασώζει πλήρως το στέλεχος wRi (Zabalou et al. 2003). 

Το wSty στέλεχος του βακτηρίου Wolbachia βάσει της αλληλουχίας του γονιδίου 

wsp (Wolbachia surface protein) είναι ίδιο µε το στέλεχος wAu της D. simulans. Το 

στέλεχος wAu είναι ένα χαρακτηρισµένο γενετικά στέλεχος  (mod-), το οποίο δεν 

προκαλεί κυτταροπλασµατική ασυµβατότητα (CI). Το ίδιο είναι γνωστό ότι συµβαίνει 

και µε το wSty της D. santomea στον φυσικό του ξενιστή. Το ερώτηµα που υπήρχε 

ήταν εάν αυτό συµβαίνει επειδή το wSty δεν είναι ικανό να επάγει τη λειτουργία της 

τροποποίησης ή επειδή ο φυσικός του ξενιστής έχει την ικανότητα να το καταστέλλει 

ειδικά. Όπως φάνηκε όµως όταν το στέλεχος wRi (mod+) µεταφέρθηκε στην D. 

santomea εξακολουθούσε να επάγει τη λειτουργία της τροποποίησης (mod+), που 

σηµαίνει πως ο φυσικός του ξενιστής είναι επιδεκτικός στην τροποποίηση άλλων 

στελεχών (Zabalou et al. 2003). Tα αποτελέσµατα αυτά οδήγησαν στην υπόθεση ότι 

τα wSty και wAu ανήκουν στην ίδια κατηγορία στελεχών. Το wSty όµως διασώζει 

πλήρως την τροποποίηση που προκαλεί το wRi (resc+), ενώ το wAu όχι (resc-). Η 

συµπεριφορά των δύο βακτηρίων διέφερε ως προς αυτή την ικανότητα και η εξήγηση 

που µπορεί να δοθεί είναι ότι αυτό οφείλεται σε διαφορά ανάµεσα στα δύο αυτά 
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βακτήρια ως προς τα γονίδια που αφορούν στη διάσωση , είτε σε επίδραση του 

ξενιστή στην έκφρασή των γονιδίων. Tο ερώτηµα που µπήκε ήταν µήπως το wSty 

είναι ένα mod+ στέλεχος που καταστέλλεται επιλεκτικά στην D. santomea; 

Υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός από αναφορές που δείχνουν πως υπάρχει 

ιδιαίτερη ποικιλία ανάµεσα στα επίπεδα της τροποποίησης που προκαλεί η 

Wolbachia σε διαφορετικούς ξενιστές. Πρόσφατα εξετάστηκε (Veneti et al. 2003) η 

σχέση µεταξύ του επιπέδου της τροποποίησης σε ένα πλήθος από φυσικά και 

τεχνητά µολυσµένους Drosophila ξενιστές, καθώς και η πυκνότητα της Wolbachia 

στους όρχεις των ξενιστών. Τα αποτελέσµατά τους έδειξαν την παρουσία δύο κυρίων 

οµάδων σχέσεων Drosophila-Wolbachia: Την οµάδα Ι, η οποία δείχνει µια θετική 

συσχέτιση µεταξύ των επιπέδων της κυτταροπλασµατικής ασυµβατότητας (CI) και 

του ποσοστού των µολυσµένων σπερµατοκύστων (mod+ φαινότυπος), και την οµάδα 

ΙΙ, η οποία δεν εξέφρασε CI (mod-  φαινότυπος) ανεξάρτητα από το επίπεδο της 

µόλυνσης στις σπερµατοκύστες. Η οµάδα ΙΙ θα µπορούσε περαιτέρω να διαιρεθεί σε 

δύο υποκατηγορίες: Στην πρώτη περιέχονταν τα στελέχη µε µεγάλο αριθµό έντονα 

µολυσµένων µε Wolbachia σπερµατοκύστων, ενώ στη δεύτερη η Wolbachia ίσα που 

ανιχνευόταν στις σπερµατοκύστες, ευρισκόµενη κυρίως στα σωµατικά κύτταρα. Με 

βάση αυτήν την ταξινόµηση , η φυσικά µολυσµένη µε wSty, D. santomea ανήκει στα 

στελέχη της οµάδας ΙΙ που δεν εκφράζουν CI (mod-  φαινότυπος) (Veneti et al. 2003). 

Λαµβάνοντας υπόψη τη µελέτη της Veneti et al. (2003), για την έκφραση της CI 

σε ένα ξενιστή πρέπει να πληρούνται τρεις προϋποθέσεις: α) η Wolbachia θα πρέπει 

να είναι ικανή να τροποποιήσει το σπέρµα (mod+ φαινότυπος), β) η Wolbachia θα 

πρέπει να µολύνει τις σπερµατοκύστες και γ) η Wolbachia θα πρέπει να βρίσκεται σε 

ένα επιτρεπτικό για την έκφρασή της ξενιστή. 

Το ερώτηµα που γεννήθηκε ήταν εάν ο mod- φαινότυπος που παρατηρούνταν 

στην D. santomea οφείλεται στην καταστολή που δέχεται από τον ξενιστή ή σε 

ιδιότητα του ίδιου του βακτηρίου. Για τον λόγο αυτό έγινε η µεταφορά της µόλυνσης 

σε έναν άλλο ξενιστή, την D. simulans, και µελετήσαµε τις ιδιότητες της σε αυτόν.  

Στον φυσικό του ξενιστή το στέλεχος wSty συµπεριφέρονταν ως mod-/resc+ 

στέλεχος, ενώ στο νέο του ξενιστή συµπεριφέρεται ως mod+/resc+. H αλλαγή 

σχετίζεται µε την επίδραση του ξενιστή. Tο στέλεχος wSty είναι ένα mod+/resc+ που 
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καταστέλλεται ειδικά στον φυσικό του ξενιστή D. santomea. H D. simulans φαίνεται να 

είναι περισσότερο επιδεκτική ως προς την έκφραση της τροποποίησης του αν και το 

συγκεκριµένο στέλεχος δεν φαίνεται να είναι ένα ισχυρό mod+ στέλεχος. 

Aκόµη το wSty δεν διαφέρει από το wAu ως προς την αλληλουχία του γονιδίου 

wsp, αλλά φαίνεται να διαφέρει ως προς τα γονίδια που σχετίζονται µε την ικανότητα 

τροποποίησης και διάσωσης της τροποποίησης. 

Το γεγονός ότι το wSty της D. santomea είναι ένα mod+/resc+ στέλεχος το οποίο 

εκφράζει την τροποποίηση ή τη διάσωση της τροποποίησης άλλων στελεχών σε 

σχέση µε το γονιδίωµα του ξενιστή στον οποίο βρίσκεται επιβεβαιώνεται και από τα 

αποτελέσµατα που πήρε από ανάλογα πειράµα µε δυο στελέχη D. simulans 

µολυσµένα µε το στέλεχος wSty που προέρχονταν από την D. Teissieri, η Lydie 

Morel (φοιτήτρια που έκανε την πτυχιακή της στην χώρα µας µέσω των 

προγραµµάτων Erasmus). Μετά την µεταφορά του wSty από την D. teissieri στη D. 

simulans το βακτήριο φάνηκε πάλι να είναι ένα mod+/resc+ στέλεχος και µάλιστα µε 

υψηλότερες ικανότητες τροποποίησης από το στέλεχος της D. santomea που 

µελετήσαµε εµείς. 

Τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στην µελέτη αυτή δείχνουν την µεγάλη 

επίδραση του ξενιστή στην έκφραση των ιδιοτήτων του βακτηρίου. Υποδεικνύουν την 

απαραίτητη µελέτη πολλών διαφορετικών στελεχών του βακτηρίου από 

διαφορετικούς ξενιστές πριν να βρεθεί η καλύτερη δυνατή σχέση βακτηρίου-εντόµου 

καθώς και την σοβαρότητα µε την οποία πρέπει να αντιµετωπίζονται τέτοιες 

µεταφορές πριν τα έντοµα απελευθερωθούν στην φύση. Είναι όµως ελπιδοφόρα για 

τη χρήση του βακτηρίου ως µέσο καταπολέµησης των φυσικών πληθυσµών εντόµων, 

που είναι επιβλαβή στην γεωργία. 
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