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Περύληψη 
Ο δϊκοσ τησ ελιϊσ αποτελεύ τον κϑριο εχθρϐ των ελαιοκαλλιεργειών, ο οπούοσ 
χρηςιμοποιεύ τον ελαιϐκαρπο ωσ ξενιςτό ωοτοκύασ προκαλώντασ ςημαντικϋσ 
απώλειεσ ςτην παραγωγό. Ωςτϐςο, η χρόςη χημικών εντομοκτϐνων για την 
αντιμετώπιςό του παρουςιϊζει δυςμενεύσ ςυνϋπειεσ για το περιβϊλλον και τον 
ϊνθρωπο και ανϊπτυξη ανθεκτικϐτητασ των εντϐμων, ενώ οι παγύδεσ μαζικόσ 
εξολϐθρευςησ μειωμϋνη αποτελεςματικϐτητα λϐγω χαμηλόσ εξειδύκευςησ. Η ανϊγκη 
για την ανϊπτυξη εξειδικευμϋνων μεθϐδων καταπολϋμηςησ οδηγεύ χωρύσ αμφιβολύα 
ςτη μελϋτη βιολογικών ςυςτημϊτων που ςχετύζονται με την επιβλαβό του δρϊςη. ΢το 
πλαύςιο αυτϐ, η ανϊλυςη του οςφρητικοϑ ςυςτόματοσ μϋςω μοριακών προςεγγύςεων 
θα καταδεύξει τουσ επιμϋρουσ μοριακοϑσ ςτϐχουσ που καθορύζουν ειδοειδικϊ 
χαρακτηριςτικϊ ςχετικϊ με την αναπαραγωγικό και ςεξουαλικό του ςυμπεριφορϊ. 

΢την παροϑςα διπλωματικό εργαςύα μελετόθηκαν τα γονύδια που κωδικοποιοϑν τον 

ςυνυποδοχϋα Orco και την πρωτεϏνη SNMP1 και εκφρϊζονται ςτα οςφρητικϊ ϐργανα 

του δϊκου, ςτοχεϑοντασ ςτον προςδιοριςμϐ τησ λειτουργύασ τουσ. Για τη διερεϑνηςη 

του ρϐλου τουσ πραγματοποιόθηκε παροδικό ςύγηςη τησ ϋκφραςόσ τουσ μϋςω RNAi, 

εγχϑοντασ  απευθεύασ δύκλωνα μϐρια RNA (dsRNA) ςτην αιμολϋμφο των εντϐμων. Η 

αξιολϐγηςη τησ ϋκφραςόσ τουσ πραγματοποιόθηκε με ποςοτικό Real-Time PCR. 

Επιπλϋον, ελϋγχθηκε η επύδραςη τησ ςύγηςησ ςτη διαδικαςύα τησ ςϑζευξησ και τησ 

ωοαπϐθεςησ. ΢την πρώτη περύπτωςη παρατηρόθηκαν χαμηλϊ ποςοςτϊ ςϑζευξησ απϐ 

0-33% ςτισ διαςταυρώςεισ που ελϋγχθηκαν μετϊ απϐ ενϋςεισ ςε ϊτομα και των δϑο 

φϑλων με i. dsOrco ό dsGFP και ii. dsOrco και dsSNMP1 ό dsGFP.  Ακολοϑθωσ, κατϊ τον 

ϋλεγχο ωοτοκύασ μετϊ απϐ παροδικό ςύγηςη του Orco  ςε θηλυκοϑσ δϊκουσ 

διαπιςτώθηκε ϐτι η αποςιώπηςη του Orco επηρϋαςε τη μεταςυζευκτικό του απϐκριςη 

αναςτϋλλοντασ την απϐθεςη αυγών. Σα ςυμπερϊςματα αυτϊ υποδηλώνουν ϐτι τα δϑο 

γονύδια, ORCO και SNMP1, διαδραματύζουν κρύςιμο ρϐλο ςε αποκρύςεισ που 

ςχετύζονται με την αναπαραγωγικό ςυμπεριφορϊ του δϊκου τησ ελιϊσ. Οι 

ςυμπεριφορικϋσ αλλαγϋσ που παρατηρόθηκαν καθιςτοϑν τα δϑο αυτϊ γονύδια 

δυνητικοϑσ ςτϐχουσ για τη βελτύωςη και εξειδύκευςη των τεχνικών ελϋγχου των 

πληθυςμών του δϊκου ώςτε να εύναι πιο αποτελεςματικϋσ και πιο φιλικϋσ προσ το 

περιβϊλλον. 
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Abstract 
The olive fruit fly, Bactrocera oleae, is the main enemy of olive cultivation, which uses the 

olive fruit as spawning host, causing significant production losses. However, the use of 

chemical insecticides for its control presents insect resistance and adverse effects on the 

environment and the human health. Moreover, mass trapping strategies for killing insects 

exhibit reduced efficiency due to low specificity. The need to develop more specific 

control methods on the olive fruit fly leads without doubt in the study of biological 

systems related to its harmful effect. In this context, the analysis of the olfactory system 

through molecular approaches will demonstrate the respective molecular targets that 

determine species-specific features on reproductive and sexual behavior. 

In the present study, the genes encoding the co-receptor Orco and protein SNMP1 were 

analyzed aiming to determine their function. Both genes are expressed in the olive fruit 

fly olfactory organs. In order to investigate their functional role we performed gene 

silencing of their expression through RNAi, by injecting RNA duplexes (dsRNA) directly in 

hemolymph of the insect. The gene expression was evaluated by quantitative Real-Time 

PCR. Furthermore, the effect of silencing was evaluated during the mating and 

oviposition processes. In the first case we observed low copulation rates (0-33%) when 

checking the mating ability between injected insects with either i. dsOrco or dsGFP or ii. 

dsOrco and dsSNMP1 or dsGFP. Subsequently, we explored the effect of Orco gene 

silencing in female olive fruit flies during the oviposition. The results indicated that 

reduction of the Orco expression directly affected their post-mating response by 

inhibiting the oviposition. The overall conclusions suggest that ORCO and SNMP1, play a 

crucial role in responses related to reproductive behavior of the olive fly. The observed 

behavioral changes render these two genes potential targets for the improvement and 

specialization of the olive fruit fly population control techniques in order to be more 

efficient and environmentally friendly. 
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Ειςαγωγό 

 
Έντομα ωσ παρϊςιτα και φορεύσ αςθενειών 

Η δρϊςη των παραςιτικών εντϐμων ςε αγροτικϋσ καλλιϋργειεσ δημιουργεύ 

αρκετϊ προβλόματα οικονομικόσ κυρύωσ φϑςησ. Επιπλϋον, ϋντομα που 

λειτουργοϑν ωσ φορεύσ αςθενειών ϋχουν προκαλϋςει και εξακολουθοϑν να 

προκαλοϑν υγειονομικϊ και δημογραφικϊ προβλόματα ευρεύασ κλύμακασ. 

Οι ςυνόθεισ τρϐποι αντιμετώπιςησ των παραςιτικών εντϐμων ςε καλλιϋργειεσ 

περιλαμβϊνουν τη χρόςη χημικών εντομοκτϐνων καθώσ και πολλών τϑπων 

παγύδων. Ωςτϐςο, ϐςο περιςςϐτερο χρηςιμοποιοϑνται αυτϋσ οι μϋθοδοι τϐςο 

πιο πολλϋσ επιπτώςεισ ϋχουν. Αρχικϊ, η χρόςη των χημικών εντομοκτϐνων, 

ϐπωσ οργανοφοςφωρικϊ και πυρεθροειδό, ενιςχϑουν την περιβαλλοντικό 

ρϑπανςη μϋςω τησ μη αποικοδϐμηςησ και τησ ςυςςώρευςόσ τουσ. Επιπλϋον, 

ςυμβϊλλουν ςτη μϐλυνςη των ύδιων των προώϐντων επηρεϊζοντασ κατ’ 

επϋκταςη και την ανθρώπινη υγεύα μϋςω τησ ϊμεςησ ςϑνδεςησ μεταξϑ 

παραγωγόσ και κατανϊλωςησ. Η διαρκόσ χρόςη εντομοκτϐνων απϐ κϊποια 

ςτιγμό και μετϊ καθύςταται αναποτελεςματικό καθώσ τα ϋντομα αποκτοϑν 

ανθεκτικϐτητα ςε αυτϊ. Επιπρϐςθετα, η τοποθϋτηςη παγύδων ςτισ καλλιϋργειεσ 

ϋχει μικρό εκλεκτικϐτητα με αποτϋλεςμα την εξϐντωςη και ϊλλων οργανιςμών 

πϋραν τον παραςιτικών εντϐμων, διαταρϊςςοντασ ϋτςι το οικοςϑςτημα του 

ύδιου του φυτοϑ.  

Όςον αφορϊ ςτα ϋντομα που δρουν ωσ φορεύσ μετϊδοςησ αςθενειών, ϐπωσ η 

ελονοςύα που μεταδύδεται μϋςω του κουνουπιοϑ Anopheles gambiae, 

αντιμετωπύζονται εύτε ψεκϊζοντασ με εντομοκτϐνα, εύτε αποςτραγγύζοντασ 

λιμνϊζοντα νερϊ. 

Εν κατακλεύδι, οι ςυμβατικϋσ μϋθοδοι καταπολϋμηςησ παραςιτικών εντϐμων 

οικονομικόσ ςημαςύασ ό υγειονομικόσ ςημαςύασ εύναι αφενϐσ καταςτροφικϋσ για 

το περιβϊλλον και τη δημϐςια υγεύα και αφετϋρου πολϑ δαπανηρϋσ.  

 

Εναλλακτικϋσ μϋθοδοι αντιμετώπιςησ 

Για να προςπεραςτοϑν τα προβλόματα που δημιουργοϑνται απϐ τισ ςυμβατικϋσ 

μεθϐδουσ, ϊρχιςαν να γύνονται ϋρευνεσ και μελϋτεσ με ςτϐχο την εξειδύκευςη 

των μεθϐδων ελϋγχου ανϊ εύδοσ – ειδοειδικϐτητα – εςτιϊζοντασ ςτην ανϊλυςη 

των μοριακών μηχανιςμών που διϋπουν διϊφορα βιολογικϊ ςυςτόματα των 

εντϐμων που ςχετύζονται με την αναπαραγωγό και την επιβύωςη, ϐπωσ το 

οςφρητικϐ. Πιο ςυγκεκριμϋνα, το οςφρητικϐ ςϑςτημα εύναι η ςηματοδοτικό 

βϊςη για πολλϋσ λειτουργύεσ ϐπωσ η εϑρεςη τροφόσ, η ςεξουαλικό 

ςυμπεριφορϊ, η αποφυγό κινδϑνων και η ωοαπϐθεςη. Οι διαδικαςύεσ αυτϋσ 

βαςύζονται ςτην αναγνώριςη οςμών καθώσ επύςησ και ςτην ϋκκριςη και την 

πρϐςληψη φερομονών απϐ το ϋνα ϋντομο ςτο ϊλλο. Επιπλϋον, η ανϊπτυξη νϋων 

τεχνολογιών που βαςύζονται ςτη μελϋτη και την ανϊλυςη τησ μοριακόσ δϐμηςησ 
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των εντϐμων αποςκοποϑν ςτον ϋλεγχο των πληθυςμών και την καταπολϋμηςησ 

τησ καταςτροφικόσ τουσ δρϊςησ. 

Σρεισ μϋθοδοι που βαςύζονται ςε μοριακϋσ τεχνικϋσ εύναι:  

 Η μζθοδοσ ςτείρου εντόμου (Sterile Insect Technique, SIT) 

 Η μζθοδοσ απελευθζρωςησ εντόμων που φζρουν επικρατζσ θνηςιγόνο γονίδιο 
(RIDL) 

 RNAi ωσ μζθοδοσ καταπολζμηςησ 

SIT 

Η μϋθοδοσ ςτεύρου εντϐμου εύναι ϋνα εργαλεύο καταπολϋμηςησ παραςιτικών 

εντϐμων και ακολουθεύ μια διαδικαςύα η οπούα περιλαμβϊνει τη ςτεύρωςη, μϋςω 

ακτινοβολύασ γ, αρςενικών εντϐμων ςτο εργαςτόριο και την απελευθϋρωςη 

τουσ ςε προςβεβλημϋνεσ περιοχϋσ με απώτερο ςτϐχο τησ ςϑζευξό τουσ με 

θηλυκϊ ϊγριου τϑπου. Σα ςτεύρα αρςενικϊ ανταγωνύζονται τα αρςενικϊ ϋντομα 

αγρύου τϑπου για πραγματοπούηςη ςϑζευξησ με ϊγριου τϑπου θηλυκϊ ϋχοντασ 

ωσ αποτϋλεςμα τη μη παραγωγό απογϐνων και κατ’ επϋκταςη τη μεύωςη του 

φυςικοϑ πληθυςμοϑ. 

Εφαρμϐςτηκε για πρώτη φορϊ το 1955 με ςκοπϐ την καταπολϋμηςη του 

παραςιτικοϑ ςκουληκιοϑ Cochliomyia hominivorax ςτισ Η.Π.Α., το Μεξικϐ και την 

Κεντρικό Αμερικό (Knipling et al, 1955). Επιπλϋον ϋχει εφαρμοςτεύ για την 

αντιμετώπιςη τησ μεςογειακόσ μϑγασ, Ceratitis capitata (Hendrichs et al 1995) και 

τησ μϑγασ Σςετςϋ  (Msangi et al 2000). 

Ωςτϐςο, η χρόςη ακτινοβολύασ επηρϋαςε τη ςυμπεριφορϊ των εντϐμων μϋςω 

τησ παραγωγόσ ελεϑθερων ριζών οι οπούεσ εύναι αρκετϊ επιβλαβεύσ για τα 

ϋντομα επιδρώντασ ςτην ικανϐτητα πτόςησ και ςτην προςυζευκτικό 

ςυμπεριφορϊ (προςυζευκτικού όχοι). Επιπλϋον, η διαδικαςύα τησ ςϑζευξησ και 

τησ αναπαραγωγόσ υπϐ ελεγχϐμενεσ εργαςτηριακϋσ ςυνθόκεσ διαφϋρουν ςε 

ςχϋςη με τισ φυςιολογικϋσ διαδικαςύεσ ϐπωσ για παρϊδειγμα η εμφϊνιςη 

ούςτρου μεταξϑ εντϐμων εργαςτηριακοϑ και αγρύου τϑπου πληθυςμοϑ. Κατϊ 

ςυνϋπεια, τα αρςενικϊ ςτεύρα ϋντομα που ϋχουν αναπτυχθεύ ςτο εργαςτόριο 

εύναι λιγϐτερο ικανϊ ωσ προσ την προςϋλκυςη θηλυκών απϐ ϐτι τα αρςενικϊ 

ϋντομα αγρύου τϑπου (Lance & McInnis, 2005). 

RIDL 

Προκειμϋνου, να αντιμετωπιςτοϑν οι παρενϋργειεσ κατϊ την εφαρμογό τησ SIT 

και να αποδώςουν οι προςπϊθειεσ για ϋλεγχο του πληθυςμοϑ των παραςιτικών 

εντϐμων, αναπτϑχθηκαν μϋθοδοι που αποςκοποϑν ςτη μεύωςη τησ 

αναπαραγωγικόσ ικανϐτητασ  μϋςω γενετικόσ ςτεύρωςησ με χρόςη 

διαγονιδιακών τεχνολογιών. Μια εξελιγμϋνη τησ SIT μοριακό μϋθοδοσ  εύναι το 

ςϑςτημα RIDL (Thomas et al, 2000). 

Η RIDL ρυθμύζεται απϐ το ςϑςτημα ελϋγχου τησ τετρακυκλύνησ και λειτουργεύ ωσ 

εξόσ: ϋνα θνηςιγϐνο επικρατϋσ γονύδιο που ελϋγχεται απϐ ϋναν θηλεο-ειδικϐ 

υποκινητό ειςϊγεται ςτα ϋντομα. Σο γεγονϐσ ϐτι ο υποκινητόσ εύναι θηλεο-

ειδικϐσ ςημαύνει πωσ το γονύδιο θα εκφραςτεύ μϐνο ςε θηλυκϊ ϋντομα. Επιπλϋον 
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Εικόνα 1.1: ΢ύςτημα ελϋγχου τετρακυκλύνησ, θετικόσ 
ανατροφοδότητηςησ 

ανϊλογα με τον τϑπο του γονιδύου θα εκφραςτεύ και ςτο αντύςτοιχο 

αναπτυξιακϐ ςτϊδιο.  

Σο ςϑςτημα ελϋγχου 
γονιδιακόσ ϋκφραςησ μϋςω 
τετρακυκλύνησ περιλαμβϊνει 
ρυθμιςτικϊ ςτοιχεύα τα οπούα 
απενεργοποιοϑνται παρουςύα 
τετρακυκλύνησ. Με αυτϐ τον 
τρϐπο, τα ϋντομα που 
δϋχονται το διαγονύδιο, 
αναπτϑςςονται κανονικϊ υπϐ 
εργαςτηριακϋσ ςυνθόκεσ 
παρουςύα τετρακυκλύνησ 

(Εικϐνα 1.1. b) κατϊ τισ οπούεσ 
το θνηςιγϐνο γονύδιο δεν 
εκφρϊζεται. ΢υνεπώσ, μϐλισ ο 
αριθμϐσ των πολλαπλαςιαζϐμενων εντϐμων γύνει ο επιθυμητϐσ, αυτϊ 
απελευθερώνονται ςτον αγρϐ, ςε προςβεβλημϋνεσ περιοχϋσ. Μετϊ την 
απελευθϋρωςη τουσ, ςταματοϑν να υπϐκεινται ςτον ϋλεγχο τησ τετρακυκλύνησ 
και το διαγονύδιο εκφρϊζεται κανονικϊ προκαλώντασ το θϊνατο των θηλυκών 
απογϐνων (Εικϐνα 1.1. a). Με αυτϐν τον τρϐπο επιτυγχϊνεται μεύωςη του 
φυςικοϑ πληθυςμοϑ. 

 

RNAi ωσ μϋθοδοσ καταπολϋμηςησ 

Μηχανιςμόσ RNAi (RNA interference) 
Η παροδικό ςύγηςη γονιδύων μϋςω RNA παρεμβολόσ ανακαλϑφθηκε αρχικϊ ςτον 

C. elegans απϐ τουσ Fire και Melo το 1998 και αποτελεύ ϋνα ιςχυρϐ εργαλεύο τησ 

ςϑγχρονησ γονιδωματικόσ για την επεξεργαςύα του γενετικοϑ υλικοϑ. Η 

λειτουργύα τησ μεθϐδου αυτόσ βαςύζεται ςτη μεταμεταγραφικό αποςιώπηςη 

γονιδύων μετϊ την μετϊ απϐ ενδογενό παραγωγό ό απϐ ειςαγωγό ςτο κϑτταρο 

ενϐσ μικρομοριακοϑ παρεμβατικοϑ RNA (small interfering RNA- siRNA) με 

αλληλουχύα ςυμπληρωματικό με αυτό του γονιδύου- ςτϐχου. 

 Πιο ςυγκεκριμϋνα, η ϑπαρξη ενϐσ δύκλωνου 

μορύου RNA (dsRNA) κϐβεται ςε τμόματα 

μόκουσ 22 περύπου νουκλεοτιδύων- μικρϊ πα-

ρεμβατικϊ RNAs (siRNAs) - απϐ το ϋνζυμο Dicer 

το οπούο ανόκει ςτην οικογϋνεια των 

RNAαςών III. Σα siRNAs ξετυλύγονται 

καταλυϐμενα απϐ τo ϋνζυμο Argonaute και η 

μύα απϐ τισ δϑο ϋλικεσ ενςωματώνεται ςτο 

ςϑμπλοκο RISC (RNA-induced silencing 

complex) που επϊγει τη γονιδιακό ςύγηςη. Η 

ϋλικα του δύκλωνου RNA που ενςωματώνεται 

ςτο RISC, υβριδύζεται με το ςυμπληρωματικϐ 

RNA-ςτϐχο ενεργοποιώντασ τη νουκλεϊςη 

μϋςα ςτο ςϑμπλοκο RISC, η οπούα 

κατακερματύζει τον ςτϐχο. Σο RISC ϋχει τη 
Εικόνα 1.2: Mθχανιςμόσ RNAi 
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δυνατϐτητα να ανακυκλωθεύ και να αποικοδομόςει πολλϊ mRNA-ςτϐχουσ. 

΢υνεπώσ, απϐ μια αλληλουχύα που ϋχει ειςαχθεύ ςε ϋνα κϑτταρο ςε περιοριςμϋνη 

ποςϐτητα, καθύςταται δυνατό η ςύγηςη ενϐσ ςχετικϊ μεγϊλου αριθμοϑ μορύων 

mRNA.  

Εκτϐσ απϐ την εφαρμογό του μηχανιςμοϑ RNAi για την παροδικό ςύγηςη των 

γονιδύων, τα dsRNA’s μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν απευθεύασ ςε φυτϊ και 

καλλιϋργειεσ για την αντιμετώπιςη των παραςιτικών εντϐμων. Αποτελϋςματα 

πειραματικών ερευνών ςτον τομϋα αυτϐ ϋχουν δεύξει πωσ η  παρϊδοςη dsRNA’s 

ςτα φυτοφϊγα ϋντομα θα μποροϑςε να επιτευχθεύ ωσ εξόσ: Σα dsRNA εύτε 

ψεκϊζονται ςτα φϑλλα, εύτε απορροφώνται απϐ τη ρύζα η οπούα εύναι 

εμποτιςμϋνη, εύτε εγχϑονται απευθεύασ ςτο φυτικϐ αγγειακϐ ςϑςτημα. Έτςι τα 

ϋντομα μποροϑν φυςικϊ να αποκτόςουν dsRNA’s μϋςω απομϑζηςησ ό 

μαςόματοσ (Andrade και Hunter, 2016)  

Η πρώτη απϐδειξη ϐτι τα ϋντομα μποροϑν να 

αποκτόςουν τα dsRNA’s χωρύσ τη διαδικαςύα 

μεταςχηματιςμοϑ περιγρϊφηκε απϐ τουσ Hunter 

et al. 2012. Πιο ςυγκεκριμϋνα, εςπεριδοειδό και 

αμπϋλια φυςικοϑ μεγϋθουσ εκτϋθηκαν ςε dsRNA 

εύτε μϋςω ψεκαςμοϑ ςτα φϑλλα, εύτε μϋςω 

εμποτιςμοϑ τησ ρύζασ, εύτε μϋςω ϋγχυςησ ςτον 

κορμϐ. Σα dsRNA’s μποροϑςαν να ανιχνευθοϑν 

ςε εςπεριδοειδό δϋντρα ηλικύασ ϋξι ετών (ϑψουσ 

2,5 μϋτρων), μετϊ απϐ εφαρμογό ςε αυτϊ διαλϑματοσ που περιϋχει 2 γραμμϊρια 

dsRNA και 15 λύτρα νερϐ για εφτϊ εβδομϊδεσ. Σα πειρϊματα αυτϊ ϋδειξαν ϐτι, 

δϑο ϋντομα τησ τϊξησ των Ημιπτϋρων καθώσ και ϋνα τζιτζύκι, προςϋλαβαν το 

dsRNA ενώ τρϋφονταν ςτην περιοχό του ξενιςτό η οπούα όταν ψεκαςμϋνη. 

Φαρακτηριςτικϐ παρϊδειγμα, εύναι η αςιατικό psyllid των εςπεριδοειδών, 

Diaphorina citri, η οπούα παρουςιϊζει μεγϊλη θνηςιμϐτητα ϐταν ταϏζεται με 

dsRNA για την κινϊςη τησ αργινύνησ.  

Σα ςποριϐφυτα ό οι φυλλώδεισ βλαςτού απορροφοϑν και παραδύδουν dsRNA 

μϋςω των αγγειακών ιςτών επιτρϋποντασ τον ϋλεγχο των πιθανών ςτϐχων για 

τουσ RNAi βλαςτοϑσ. Οι βλαςτού, μποροϑν να παραμεύνουν βιώςιμοι για περύοδο 

40 ημερών (Andrade and Hunter, 2016). Εύναι ϋτςι δυνατό η διερεϑνηςη των 

παραμϋτρων τησ βιολογύασ εντϐμων, ϐπωσ η ςϑζευξη, η ανϊπτυξη τησ λϊρβασ 

και τησ νϑμφησ καθώσ και η βιωςιμϐτητα των αυγών. 

Σα ςκαθϊρια του νεροϑ που παραςιτοϑν ςτο ρϑζι 

ϐπωσ Lissorhoptrus oryzophilus και Oryzophagus oryzae  

εύναι ϋντομα των οπούων οι  προνϑμφεσ τρϋφονται 

με τισ ρύζεσ. Έτςι, τισ καταςτρϋφουν καθώσ τισ 

κϐβουν κατϊ τη διϊρκεια τησ βλαςτικόσ ανϊπτυξησ, 

προκαλώντασ μεγϊλεσ απώλειεσ ςτην παραγωγό. 

Επιπλϋον, τα ενόλικα ϋντομα τρϋφονται απϐ το 

φυτϐ τεμαχύζοντασ τα φϑλλα. Ωσ εκ τοϑτου, τα 

φϑλλα μποροϑν να ψεκαςτοϑν με dsRNA τα οπούα   

Εικόνα 1.3: Asian Psyllid, 
Diaphorina citri 

Εικόνα 1.4: Lissorhoptrus 
 oryzophilus 
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ϋχουν τη δυνατϐτητα να ςκοτώςουν τα ενόλικα πριν ζευγαρώςουν και προτοϑ 

τα θηλυκϊ ϋχουν ευκαιρύα να γεννόςουν τα αυγϊ.  

Αυτϊ τα αποτελϋςματα υποςτηρύζουν τη δυνατϐτητα εφαρμογόσ των νϋων 

προςεγγύςεων τησ RNAi τεχνικόσ για τον εκτενό ϋλεγχο παραςύτων ςε μια 

περιοχό, ειδικϊ ςε ςυςτόματα ϊρδευςησ και ςε υποςτρώματα καλλιϋργειασ 

λαχανικών ϐπωσ η ντομϊτα, η μελιτζϊνα, το αγγοϑρι και το μαροϑλι. Ωςτϐςο, 

εύναι ςημαντικϐ να ςημειωθεύ, ϐτι αυτό η ςτρατηγικό θα απαιτόςει τη μαζικό 

παραγωγό του dsRNA, η οπούα μπορεύ να εύναι δαπανηρό χρηςιμοποιώντασ 

βιολογικϊ kit. Για το λϐγο αυτϐ ύςωσ εύναι απαραύτητη η βακτηριακό παραγωγό 

του dsRNA. 

 

Οςφρητικϐ ςϑςτημα ωσ μοριακϐσ ςτϐχοσ 

Η εφαρμογό των εναλλακτικών μεθϐδων ςτην καταπολϋμηςη των παραςιτικών 

εντϐμων αποτελεύ ϋνα κομβικϐ ςημεύο για την αντιμετώπιςη τησ καταςτροφικόσ 

δρϊςησ τουσ. Αφενϐσ, μϋςω των προςεγγύςεων αυτών, μειώνεται η αρνητικό 

επύδραςη ςτο περιβϊλλον και ςτην ιςορροπύα του οικοςυςτόματοσ και 

αφετϋρου η εφαρμογό τουσ εύναι εν δυνϊμει πιο εξειδικευμϋνη.  

Οι μελϋτεσ ςε παραςιτικϊ ϋντομα ςυνεχύζονται οϑτωσ ώςτε να εντοπιςτοϑν και 

να αναλυθοϑν αποτελεςματικϐτερα γονύδια-ςτϐχοι. Ενδιαφϋρον παρουςιϊζουν 

ωσ ςτϐχοι, γονύδια που εμπλϋκονται ςε διαδικαςύεσ μεταγωγόσ ςόματοσ του 

οςφρητικοϑ ςυςτόματοσ. Πιο ςυγκεκριμϋνα, τα οςφρητικϊ ςηματοδοτικϊ 

μονοπϊτια ςχετύζονται με διαδικαςύεσ ϐπωσ η αναγνώριςη και η επιλογό 

ςυντρϐφου, η ςϑζευξη και η αναπαραγωγό, η ωοαπϐθεςη καθώσ και η αποφυγό 

κινδϑνου. Με αυτϐν τον τρϐπο μποροϑν να αναπτυχθοϑν νϋα, πιο 

αποτελεςματικϊ ειδο-ειδικϊ γενετικϊ εργαλεύα που θα ςυμβϊλλουν ςτη 

βελτύωςη των υπαρχουςών τεχνολογιών παρεμβαύνοντασ ςτην αναπαραγωγικό 

ςυμπεριφορϊ.  

 

 

 

Μοριακϋσ τεχνικϋσ ςε παραςιτικϊ ϋντομα 

Έχουν γύνει αρκετϋσ προςπϊθειεσ παρϋμβαςησ ςτο οςφρητικϐ ςϑςτημα πολλών 

οργανιςμών και κυρύωσ εντϐμων με απώτερο ςκοπϐ την παρεμπϐδιςη 

εκδόλωςησ τησ επιβλαβοϑσ δρϊςησ τουσ. Κϑριοι μοριακού ςτϐχοι του 

ςυςτόματοσ αυτοϑ αποτελοϑν εύναι οι οςφρητικού υποδοχεύσ (ORs), ο 

οςφρητικϐσ ςυνυποδοχϋασ (Orco) και οι οςμοδεςμευτικϋσ πρωτεϏνεσ (OBPs). 

Ενδεικτικϊ κϊποια παραδεύγματα παρατύθενται παρακϊτω. 
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Εικόνα 1.7: Bactrocera 
dorsalis 

Εικόνα 1.6: 
Dendroctonus 

armandi 

Εικόνα 1.5: Gypsy Moth, 
Lymantria dispar 

1. Gypsy Moth, Lymantria dispar 

Tο Gypsy Moth, Lymantria dispar εύναι ϋνα ϋντομο που 

προκαλεύ τερϊςτια ζημιϊ ςτα δϊςη ςε παγκϐςμια 

κλύμακα, με την αντιμετώπιςό του να εύναι δϑςκολη και 

κοςτοβϐρα. Για το λϐγο αυτϐ, αναπτϑχθηκαν πειρϊματα 

που προςπϊθηςαν να προςεγγύςουν μοριακϊ το 

οςφρητικϐ ςϑςτημα του εντϐμου καθώσ αυτϐ 

διαδραματύζει ςημαντικϐ ρϐλο ςτη ςυμπεριφορϊ του 

(Wei Lin et al. 2015). 

΢την προκειμϋνη περύπτωςη, μια εργαςτηριακό ομϊδα απϐ την Κύνα, 

ταυτοπούηςε το γονύδιο του ςυνυποδοχϋα Orco και το αποςιώπηςε μϋςω τησ 

τεχνολογύασ RNAi για να διαπιςτώςει το βαθμϐ ςυμβολόσ τησ πρωτεϏνησ ςτην 

ϐςφρηςη. Μετϊ τη ςύγηςη πραγματοποιόθηκαν ηλεκτροαντεννογραφόμματα 

με εκτεθειμϋνα αρςενικϊ ςε ςεξουαλικϋσ φερομϐνεσ, ϐπου διαπιςτώθηκε η 

μειωμϋνη απϐκριςη τουσ. Σα θηλυκϊ δεν αποκρύθηκαν ςε φερομϐνεσ πριν ό μετϊ 

την αποςιώπηςη. ΢υνεπώσ, αποδεύχθηκε πωσ ο Orco πϋρα απϐ τον κρύςιμο 

οςφρητικϐ του ρϐλο, μπορεύ να αποτελϋςει ϋνα νϋο ςτϐχο χημικών ουςιών με 

επύδραςη ςτη ςεξουαλικό ςυμπεριφορϊ του εντϐμου. 

 

2. Dendroctonus armandi (Tsai and Li) 

Μύα ακϐμα εργαςτηριακό ϋρευνα πϊνω ςτο Dendroctonus 

armandi, επιχεύρηςε την παρϋμβαςη ςτο οςφρητικϐ ςϑςτημα και 

την αποςιώπηςη του γονιδύου του ςυνυποδοχϋα Orco. Εν 

ςυνεχεύα ϋντομα με το αποςιωπημϋνο γονύδιο εκτϋθηκαν ςε 

προςελκυςτικϋσ φερομϐνεσ του ξενιςτό τουσ, Pinus armandi 

Franch (Zhang et al. 2016). Σα αποτελϋςματα ϋδειξαν πωσ ο Orco 

ωσ βαςικϐ ςυςτατικϐ τησ μεταγωγόσ ςόματοσ ςτην ϐςφρηςη 

διαδραματύζει ςημαντικϐ ςτην αναζότηςη ςυντρϐφου καθώσ και 

ςτην επιλογό τησ κατϊλληλησ περιοχόσ για ωοαπϐθεςη. 

 

3. Oriental fruit fly, Bactrocera dorsalis 

Πρϐκειται για μια φρουτϐμυγα τησ Ανατολόσ, η οπούα 

εύναι ϋνα απϐ τα πιο καταςτροφικϊ παρϊςιτα ςε 

διϊφορεσ χώρεσ τησ Αςύασ προκαλώντασ μεγϊλα 

οικονομικϊ προβλόματα ςε πϊνω απϐ 150 καλλιϋργειεσ 

κϊθε χρϐνο (Chen et al., 2008). Εύναι αρκετϊ ανθεκτικό 

ςτα ςυμβατικϊ χημικϊ εντομοκτϐνα και ςε ςυνδυαςμϐ 

με την ευρεύα κατανομό των ξενιςτών τησ, η 

καταςτροφό που προκαλεύ αποτελεύ μια ςταθερό απειλό 

για τισ καλλιϋργειεσ (Hu et al., 2013). Για τουσ λϐγουσ αυτοϑσ γύνονται 

προςπϊθειεσ για την ανϊπτυξη νϋων απωθητικών ωοαπϐθεςησ ςε φυτϊ 

ξενιςτϋσ.  

Πιο ςυγκεκριμϋνα, ϋχουν πραγματοποιηθεύ πειρϊματα που ςτοχεϑουν ςτο 

μοριακϐ μηχανιςμϐ λειτουργύασ του ςυνυποδοχϋα Orco ο οπούοσ μϋςω τησ 

ςυμμετοχόσ του ςτην πρϐςληψη και τη μεταγωγό πτητικών χημικών ουςιών 



 
18 

 

Εικόνα 1.9: Anopheles gambiae 

που προϋρχονται απϐ τουσ ξενιςτϋσ επηρεϊζει την επιλογό περιοχόσ για 

ωοαπϐθεςη (X. Yi et al. 2014).  

΢τη ςυγκεκριμϋνη δοκιμαςύα ϋγινε αποςιώπηςη του γονιδύου του Οrco μϋςω 

διατροφόσ και τα αποτελϋςματα ϋδειξαν ϐτι απουςύα ORCO, η αποτροπό 

ωοαπϐθεςησ ςτον ξενιςτό όταν επιτυχόσ. 

 

 

4. Mosquito, Culex quinquefasciatus 

Σα κουνοϑπια Culex εύναι φορεύσ πολλών 

ανθρώπινων αςθενειών, ςυμπεριλαμβανομϋνων 

τησ φιλαρύαςησ και διϊφορων τϑπων 

εγκεφαλύτιδασ, ςε παγκϐςμιο εϑροσ (Nasci and 

Miller, 1996). 

Σo Culex quinquefasciatus, το κουνοϑπι του Νϐτου, 

εύναι φορϋασ του ιοϑ του Δυτικοϑ Νεύλου. Έχει 

καταγραφεύ η μετϊδοςη του ιοϑ ςτισ ΗΠΑ μϋςα απϐ 

ξενιςτϋσ του εντϐμου ϐπωσ πουλιϊ και ϊνθρωποι 

(Syed and Leal, 2009).  

To Culex quinquefasciatus μπορεύ να εντοπύζει τον ξενιςτό του μϋςω του ιςχυροϑ 

οςφρητικοϑ του ςυςτόματοσ. Έχει ϋνα μεγϊλο πλόθοσ οςφρητικών υποδοχϋων 

(ORs) ςυγκριτικϊ με ϊλλα εύδη διπτϋρων των οπούων το γονιδύωμα ϋχει 

αλληλουχηθεύ (Arensburger et al., 2010; Pelletier et al., 2010b; Xu et al., 2013). Η 

απουςύα προςδετών για αυτοϑσ τουσ υποδοχεύσ (ορφανού υποδοχεύσ), δηλαδό η 

ϑπαρξη κουνουπιών χωρύσ δυνατϐτητα ϐςφρηςησ, παρϋχει ενδεύξεισ για το πώσ 

τα κουνοϑπια αντιλαμβϊνονται τον κϐςμο μϋςω τησ ϐςφρηςησ μικρών χημικών 

μορύων. Ωσ εκ τοϑτου, η δημιουργύα τϋτοιων κουνουπιών αφόνει παρακαταθόκη 

για την ανϊπτυξη απωθητικών που θα μειώςουν τα τςιμπόματα και τη 

μεταφορϊ των αςθενειών με δυνατϐτητα ελϋγχου των πληθυςμών των 

κουνουπιών, ϐπωσ τα πρϊςινα χημικϊ.  

Έχουν ταυτοποιηθεύ ORs (CquiOR2 & CquiOR10) που εκφρϊζονται ςτισ κεραύεσ 

των θηλυκών και εύναι ευαύςθητοι ςε προςελκυςτικϋσ ουςύεσ που οδηγοϑν τα 

θηλυκϊ ςτην επιλογό περιοχόσ ωοαπϐθεςησ (Hughes et al., 2010; Pelletier et al., 

2010b). Επιπλϋον ϋχουν ταυτοποιηθεύ υποδοχεύσ ευαύςθητοι ςτην καιρομϐνη των 

φυτών (Xu et al. 2013). 

 

5. Anopheles gambiae  

Ανϊλογεσ προςεγγύςεισ ϋχουν γύνει και ςτουσ 

οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ των κουνουπιών 

Anopheles gambiae, που εύναι γνωςτϊ ωσ 

φορεύσ τησ ελονοςύασ. 

Έχουν ταυτοποιηθεύ δϑο υποδοχεύσ, 

AgamOR30 και AgamOR48, που ϋδειξαν 

ευαιςθηςύα ςτη λακτϐνη και ςε ϊλλεσ 

ανθρώπινεσ οςμϋσ και ωσ εκ τοϑτου 

ςυμβϊλλουν ςτην αναγνώριςη του 

ανθρώπινου οργανιςμοϑ (Carey et al., 2010; Wang et al., 2011). Επιπλϋον, ϋχουν 

προςδιοριςτεύ και οςμοδεςμευτικϋσ πρωτεϏνεσ με ςημαντικϐ ρϐλο ςτην 

Εικόνα 1.8: Culex quinquefasciatus 
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αναγνώριςη χημικών ουςιών ϐπωσ η AgamOBP1, η οπούα μεςολαβεύ ςτην 

αναγνώριςη τησ ινδϐλησ απϐ τισ κεραύεσ των θηλυκών κουνουπιών (Biessmann H. 

et al. 2010). Επιπρϐςθετα, ϋχει προςδιοριςτεύ και η τριςδιϊςτατη δομό τησ 

οςμοδεςμευτικόσ πρωτεϏνησ AgamOBP48, η οπούα παρουςιϊζει υψηλϊ επύπεδα 

ϋκφραςησ ςτην κεραύα των θηλυκών (Tsitsanou et al. 2013). 

 Η μοριακό προςϋγγιςη του οςφρητικοϑ ςυςτόματοσ των κουνουπιών A. 

gambiae, εύτε ωσ προσ τουσ οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ εύτε ωσ προσ τισ 

οςμοδευςμετικϋσ πρωτεϏνεσ (Odorant Binding Proteins, OBPs), δημιουργεύ 

ςυνθόκεσ για την ανϊπτυξη εξειδικευμϋνων καταςταλτικών μεθϐδων εναντύον 

τησ μετϊδοςησ τησ ελονοςύασ. 
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Εικόνα 1.10: Παγκόςμιοσ χϊρτησ καλλιϋργειασ ελιϊσ 
και παραγωγόσ ελαιόλαδου 

Δϊκοσ τησ ελιϊσ 
 

 Βιολογικϊ χαρακτηριςτικϊ 

 

Ο δϊκοσ τησ ελιϊσ, Bactrocera oleae εύναι μύα 

φρουτϐμυγα με αποκλειςτικό παραςιτικό 

ςυμπεριφορϊ ςτα ελαιϐδεντρα. Αποτελεύ ϋνα 

ολομετϊβολο, δύπτερο ϋντομο, το οπούο 

ανόκει ςτην οικογϋνεια Tephritidae. Σα 

θηλυκϊ ϋντομα χρηςιμοποιοϑν ωσ ξενιςτό 

τον ελαιϐκαρπο για να αποθϋςουν τα αυγϊ 

τουσ, τα οπούα καθώσ αναπτϑςςονται 

καταςτρϋφουν τον καρπϐ καθιςτώντασ το 

δϊκο το ςημαντικϐτερο εχθρϐ των 

ελαιοκαλλιεργειών.  

 

 

 

Ο κϑκλοσ ζωόσ του δϊκου  

 

Ο κϑκλοσ ζωόσ του δϊκου ταυτύζεται με την καταςτροφό του καρποϑ και 

περιλαμβϊνει τα εξόσ ςτϊδια: 

o Ωρύμανςη αρςενικών και θηλυκών ατϐμων 

(θεωροϑνται ώριμα μετϊ την 7η μϋρα) 

o ΢ϑζευξη μεταξϑ αρςενικοϑ και θηλυκοϑ (τα 

θηλυκϊ ςυζεϑγνυνται μύα μϐνο φορϊ, ενώ 

τα αρςενικϊ απεριϐριςτεσ) 

o Ωοαπϐθεςη απϐ τα ενόλικα θηλυκϊ ϋντομα 

(50-400 αυγϊ ανϊ καρπϐ) 

o Ανϊπτυξη τησ προνϑμφησ μϋςω 

χρηςιμοπούηςησ των θρεπτικών ςυςτατικών 

του καρποϑ  

o Δημιουργύα ςτοών απϐ την προνϑμφη για θρϋψη εντϐσ του καρποϑ και 

καταςτροφό του 

o Ανϊπτυξη βακτηρύων και μυκότων ςτο νϑγμα τησ ωοαπϐθεςησ με αποτϋλεςμα 

το ςϊπιςμα του καρποϑ. 

o  

Καταπολϋμηςη του δϊκου τησ ελιϊσ 

Η καταςτροφό που προκαλεύ το ϋντομο B. oleae ςτισ ελαιοκαλλιϋργειεσ εύναι 

αφενϐσ ποιοτικό καθώσ χϊνονται μεγϊλεσ ποςϐτητεσ ελαιϐλαδου και αφετϋρου 

οικονομικό καθώσ η καλλιϋργεια τησ ελιϊσ ςυνιςτϊ ϋναν μεγϊλο τομϋα ςτην 

παραγωγό και την οικονομύα ειδικϊ των χωρών τησ Μεςογεύου. 

 

Εικόνα 1.11: Ο δϊκοσ τησ ελιϊσ, 
Bactrocera oleae 
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Εικόνα 1.12: Παγύδεσ του δϊκου τησ ελιϊσ. Από αριςτερϊ προσ τα δεξιϊ: i) McPhail: πλαςτικό δοχεύο με δύο 
τμόματα, εκ των οπούων το ϋνα ϋχει κύτρινο χρώμα που ϋλκει το δϊκο. ΢το εςωτερικό τησ παγύδασ 
υπϊρχουν φερομόνεσ που προςελκύουν και εγκλωβύζουν εύτε θηλυκϊ εύτε αρςενικϊ τα οπούα, πϋφτουν 
ςτο υγρό εντομοκτόνο που βρύςκεται ςτον πυθμϋνα του δοχεύου μαζύ με γευςτικϊ δολώματα, όπωσ 
διττανθρακικό και φωςφορικό αμμώνιο.ii) Yellow sticky panel: κύτρινεσ παγύδεσ εμποτιςμϋνεσ με τη 
φερομόνη που προςελκύει τα αρςενικϊ ϊτομα και διττανθρακικό αμμώνιο- γευςτικό δόλωμα και για τα 
δύο φύλα. iii) OLIPE trap: πλαςτικό μπουκϊλι με νερό που περιϋχει μια ποςότητα ζύμησ torula, η οπούα 
προςελκύει το δϊκο (και ϊλλα ϋντομα) ωσ πηγό τροφόσ. Σα ϋντομα ειςϋρχονται ςτο μπουκϊλι από μικρϋσ 
οπϋσ και παγιδεύονται  iv) Attract and kill device: χαρτόνια, εμποτιςμϋνα με πυρεθυροειδό εντομοκτόνα. 
Ανϊ τϋςςερα χαρτόνια υπϊρχει χαρτόνι που φϋρει φερομόνεσ και ϊλλα δολώματα. 

 

Οι ευρϋωσ χρηςιμοποιοϑμενεσ μϋθοδοι αντιμετώπιςόσ του εύναι τα χημικϊ 

εντομοκτϐνα και οι παγύδεσ (εικϐνα 1.12). Ωςτϐςο, η αλϐγιςτη χρόςη των 

χημικών εντομοκτϐνων απϐ τη μύα εύναι αναποτελεςματικό καθώσ οι πληθυςμού 

αποκτοϑν ανθεκτικϐτητα και απϐ την ϊλλη ενιςχϑουν την περιβαλλοντικό 

ρϑπανςη με τισ επιβλαβεύσ ςυνϋπειεσ που φϋρουν. Επιπρϐςθετα, η χρόςη των 

παγύδων δημιουργεύ οικολογικϊ ζητόματα καθώσ η ςτϐχευςό του δεν 

εξειδικεϑεται ςτο δϊκο. Μϋςω τησ μαζικόσ παγύδευςησ εξοντώνονται και ϊλλα 

ϋντομα με αποτϋλεςμα τη διαταραχό του οικοςυςτόματοσ τησ ελιϊσ. 

΢την καταςκευό των παραπϊνω ςυςτημϊτων ςυνϋβαλε και ο προςδιοριςμϐσ ων 

φερομονών του δϊκου που εμπλϋκονται ςε πολλϋσ βιολογικϋσ διαδικαςύεσ ϐπωσ 

η αναγνώριςη και η επιλογό ςυντρϐφου, η ςϑζευξη και η επιλογό ξενιςτό για 

ωοαπϐθεςη. Αρχικϊ, ταυτοποιόθηκε η olean, βαςικϐτερο και δραςτικϐτερο 

ςυςτατικϐ τησ οπούασ εύναι το DSU (1,7-διοξϊςπειρο-[5,5]-ενδεκϊνιο (Baker et al, 

1980). Εκκρύνεται απϐ τουσ ορθικοϑσ αδϋνεσ των θηλυκών κατϊ κϑριο λϐγο και 

προςελκϑει ώριμα αρςενικϊ ϊτομα. 

Επιπρϐςθετα, ενώ αρχικϊ θεωρεύτο ϐτι μϐνο τα θηλυκϊ προςελκϑουν αρςενικϊ 

ϊτομα μϋςω τησ φερομϐνησ olean, διαπιςτώθηκε ϐτι και τα αρςενικϊ 

προςελκϑουν θηλυκϊ ϊτομα μϋςω τησ μοναδικόσ φερομϐνησ muscalure. Η 

φερομϐνη αυτό εκκρύνεται απϐ τουσ ορθικοϑσ αδϋνεσ, εύναι βαςικό ςεξουαλικό 

φερομϐνη τησ μϑγασ Musca domestica και η δραςτικό τησ ουςύα εύναι το Z-9-

τρικοςϋνιο. ΢ε πειρϊματα που ϋγιναν και ςτο δϊκο τησ ελιϊσ αποδεύχτηκε ϐτι 

θηλυκϊ ϋντομα που εκτύθενται ςε κλιμακοϑμενεσ ςυγκεντρώςεισ τησ ουςύασ, την 

αναγνωρύζουν και προςελκϑονται (Carpita, et al. 2012).  
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Συςτατικϊ οςφρητικού ςυςτόματοσ ωσ μοριακού ςτόχοι 
 

Η ανϊγκη για την ανϊπτυξη εξειδικευμϋνων μοριακών τεχνικών αλλϊ και η 

βελτιςτοπούηςη των όδη υπαρχϐντων ςυςτημϊτων απαιτοϑν την εμβϊθυνςη 

ςτη μοριακό προςϋγγιςη τησ ςυμπεριφορϊσ του δϊκου. Αντικεύμενα μελϋτησ 

αποτελοϑν το αναπαραγωγικϐ και το οςφρητικϐ ςϑςτημα του εντϐμου. 

Η ϐςφρηςη ςτο δϊκο, ϐπωσ και ςε ϐλα τα ϋντομα, θεωρεύται ϐτι διαδραματύζει 

ςημαντικϐ ρϐλο ςε πολλϋσ λειτουργύεσ ϐπωσ εύναι η αναγνώριςη οςμών και 

φερομονών, η ςϑζευξη, η επιλογό ξενιςτό για ωοαπϐθεςη, ο εντοπιςμϐσ τησ 

τροφόσ και η αποφυγό κινδϑνων ϐπωσ των θηρευτών. ΢ε αυτϐ το πλαύςιο, 

ςυςτατικϊ του οςφρητικοϑ ςυςτόματοσ ϐπωσ οι οςφρητικού υποδοχεύσ και οι 

οςμοδεςμευτικϋσ πρωτεϏνεσ  χρόζουν εκτενοϑσ μελϋτησ και ανϊλυςησ ώςτε η 

καταπολϋμηςη του δϊκου μϋςω μοριακών μεθϐδων να γύνει πιο 

αποτελεςματικό. 

 

 

 Οςμϋσ και φερομϐνεσ 

I. Γενικϋσ οςμϋσ  

Ωσ γενικό οςμό χαρακτηρύζεται μια πτητικό χημικό ϋνωςη με μοριακϐ βϊροσ 

μικρϐτερο απϐ 300 kDa, η οπούα γύνεται μϋςω τησ ϐςφρηςησ. Οι γενικϋσ οςμϋσ 

ϋχουν πολϑ μεγϊλη ςημαςύα για την επιβύωςη των ζώων καθώσ τουσ επιτρϋπουν 

να εντοπύςουν την τροφό τουσ και να αποφεϑγουν θηρευτϋσ και 

περιβαλλοντικοϑσ κινδϑνουσ, ϐπωσ η φωτιϊ.  

II. Υερομόνεσ  

Οι φερομϐνεσ εύναι ουςύεσ που εκκρύνονται απϐ ϋνα ϊτομο και δρουν ςε ϋνα 

ϊλλο ϊτομο του ύδιου εύδουσ επϊγοντασ μια αντύδραςη. Ωσ απϐκριςη ςτισ 

φερομϐνεσ το ϊλλο ϊτομο μπορεύ να παρϊγει φωτοβολύα, τοξικϊ προώϐντα ό να 

ενεργοποιηθεύ για ςϑζευξη. Ανακαλϑφθηκαν για πρώτη φορϊ ςτο 

μεταξοςκώληκα Bombyx mori (Butenandt et al, 1959). Σο ϋντομο αυτϐ 

χρηςιμοποιεύ τη φερομϐνη βομβυκϐλη για προςϋλκυςη ςυντρϐφου.  Ωςτϐςο, 

φερομϐνεσ χρηςιμοποιοϑνται και ςε ανώτερουσ οργανιςμοϑσ  (ψϊρια, αμφύβια, 

θηλαςτικϊ ακϐμα και ςτον ϊνθρωπο). Μποροϑν να διακριθοϑν ςτισ ςεξουαλικϋσ 

φερομϐνεσ που εκκρύνονται απϐ ϋνα ϊτομο με ςτϐχο την προςϋλκυςη του 

αντύθετου φϑλου και ςτισ φερομϐνεσ ςυνϊθροιςησ που εκκρύνονται απϐ τα 

ϊτομα και προςλαμβϊνονται απϐ ϊλλα ϊτομα του ύδιου εύδουσ και εύναι 

προειδοποιητικϋσ αναφορικϊ με την ϑπαρξη τροφόσ ό κινδϑνου.  
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Εικόνα 1.14: Κατανομό ειδών αιςθητικών 

τριχιδύων (Barish and Volkan 2015) 

Οςφρητικϊ ϐργανα 

Η ϐςφρηςη ςτα ϋντομα εύναι μύα αύςθηςη 

που ςτηρύζεται ςε πολλϋσ πρωτεϏνεσ και 

επηρεϊζει, ϐπωσ ϋχει προαναφερθεύ, ϋνα 

πλόθοσ βιολογικών λειτουργιών. ΢τα 

ενόλικα ϊτομα πραγματοποιεύται 

αποκλειςτικϊ απϐ το κεφϊλι και τα κϑρια 

οςφρητικϊ ϐργανα που την επιτελοϑν 

εύναι:  

 

i. Οι κεραίεσ (antennae) 

ii. Οι γναθικζσ προςακτρίδεσ (maxillary palps) 

 

 

Δομικό Προςϋγγιςη 

Πϋραν των δϑο κϑριων οςφρητικών οργϊνων ςτο οςφρητικϐ ςϑςτημα 

περιϋχονται και οι οςφρητικού νευρώνεσ (OSNs).  

Οι κεραύεσ και οι γναθικϋσ 

προςακτρύδεσ περιβϊλλονται απϐ ϋνα 

μεγϊλο αριθμϐ αιςθητόριων τριχιδύων 

(sensilla), η δομό των οπούων εύναι 

αρκετϊ ςυντηρημϋνη και 

αποτελοϑνται απϐ επιδερμικϐ 

τούχωμα το οπούο διϋρχονται οι οςμϋσ 

μϋςω πϐρων που ςχηματύζονται ςτο 

τούχωμα. Ο ρϐλοσ των τριχιδύων αυτών 

εύναι η προςταςύα των οςφρητικών 

νευρώνων (OSNs, Odorant Sensory Neurons). Διακρύνονται ςε τρεισ κατηγορύεσ, 

οι οπούεσ διαφϋρουν ωσ προσ τη μορφολογύα, το μϋγεθοσ, τισ ενώςεισ που 

αναγνωρύζουν οι νευρώνεσ και την κατανομό τουσ ςτην κεραύα. Οι κατηγορύεσ 

αυτϋσ εύναι οι εξόσ: τα τριχοειδό (trichoid) που ειδικεϑονται ςτην αναγνώριςη 

φερομονών, τα βαςικωνικϊ (basiconic) ςτην αναγνώριςη τροφών (Jefferis et al, 

2007), και τα κοιλοκωνικϊ (coelonic).  

Η κεραύα περιβϊλλεται και απϐ τα τρύα εύδη αιςθητικών τριχιδύων. Η κϊθε κεραύα 

νευρώνεται απϐ περύπου 1100-1250οςφρητικοϑσ νευρώνεσ. Σα αρςενικϊ ϋντομα 

διαθϋτουν ςχεδϐν 20% λιγϐτερα βαςικονικϊ τριχύδια και 30% περιςςϐτερα 

τριχοειδό τριχύδια απ’ ϐτι τα θηλυκϊ (Stocker, 2001). Αντύθετα, οι γναθικϋσ 

προςακτρύδεσ εύναι απλοϑςτερεσ δομϋσ και καλϑπτονται αποκλειςτικϊ απϐ 

μεγϊλα βαςικονικϊ οςφρητικϊ τριχύδια. Κϊθε γναθικό προςακτρύδα νευρώνεται 

απϐ 120 OSNs, ενώ το ϊπω ϊκρο τησ περιϋχει περύπου 60 οςφρητικϊ τριχύδια. Οι 

120 OSNs μποροϑν να διακριθοϑν ςε ϋξι λειτουργικϋσ κλϊςεισ που αντιςτοιχοϑν 

ςτουσ διαφορετικοϑσ ςυνδυαςμοϑσ των οςφρητικών υποδοχϋων που 

εκφρϊζονται ςτουσ νευρώνεσ αυτοϑσ. 

Εικόνα 1.13: Κεφϊλι ενόλικου ατόμου 
Drosophila melanogaster. 

Διακρύνονται οι κεραύεσ και οι 
γναθικϋσ προςακτρύδεσ. 
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Όςον αφορϊ ςτην περαιτϋρω νευρικό οργϊνωςη, κϊθε οςφρητικϐ τριχύδιο 

περιβϊλλει τουσ δενδρύτεσ απϐ ϋναν ϋωσ πϋντε οςφρητικοϑσ νευρώνεσ 

(Vermuelen et al, 2004). Οι OSNs εδρϊζονται ςτο τρύτο τμόμα ςτισ κεραύεσ και ςτισ 

γναθικϋσ προςακτρύδεσ, και εντοπύζουν τισ οςμϋσ μεταφϋροντασ το εξωτερικϐ 

ςόμα ςτον εγκϋφαλο Οι ϊξονεσ των OSNs εκτεύνονται ωσ τα ςπειρϊματα 

(glomeruli) των ςυναπτικών κϋντρων, ςτο λοβϐ του εγκεφϊλου (Hildebrand et al, 

1997) των οπούων η εμπλοκό ςτην ϐςφρηςη εύναι καύρια. 

 

Εικόνα 1.15: Μορφολογύα οςφρητικοϑ τριχιδύου 

ευαύςθητου ςε φερομϐνεσ. Δϑο ORNs επεκτεύνουν 

τουσ εξωτερικοϑσ τουσ δενδρύτεσ ςτην αιςθητόρια 

λϋμφο (Sensillum Lymph, SL). Εκεύ ϋρχονται ςε 

επαφό με φερομϐνεσ οι οπούεσ ειςϋρχονται δια 

μϋςου πϐρων (P) ςτην επιδερμύδα του αιςθητόριου 

τριχιδύου. Τποςτηρικτικϊ κϑτταρα ϐπωσ TO, TR, 

ςυμβϊλλουν ςτη δομό του αιςθητόριου τριχιδύου 

και ςτα ςυςτατικϊ τησ αιςθητόριασ λϋμφου. Σα ΣΕ 

κϑτταρα απομονώνουν τον εςωτερικϐ δενδρύτη 

και το ςώμα του ORN απϐ την αιςθητόρια λϋμφο, 

καθώσ ϋνα γλοιακϐ κϑτταρο (GL) τυλύγει το 

νευρϊξονα και τον απομονώνει απϐ την αιμϐλεμφο 

(HL), πύςω απϐ τη βαςικό ςτιβϊδα (Stengl M, Funk 

NW 2013) 

 

Μοριακό Προςϋγγιςη 

Πϋραν τησ φυςιολογύασ, η υποδοχό των οςμών και η μεταγωγό ςόματοσ ςτο 

οςφρητικϐ ςϑςτημα ςτα ϋντομα ϋχει μελετηθεύ ςε αρκετϊ εύδη ϐπωσ ςκώρουσ, 

μϋλιςςεσ, κουνοϑπια, μυρμόγκια και ςκαθϊρια. Ωςτϐςο η δομό και η λειτουργύα  

του οςφρητικοϑ ςυςτόματοσ τησ D. melanogaster ϋχει δώςει τισ περιςςϐτερεσ 

πληροφορύεσ για την ϐςφρηςη ςτα ϋντομα. ΢υνεπώσ, το οςφρητικϐ ςϑςτημα 

ςτα ϋντομα ςυνύςταται ςε μοριακϐ επύπεδο απϐ τα εξόσ μϐρια: 

I. Οςμοδεςμευτικϋσ πρωτεϏνεσ (OBPs: General Odorant binding proteins, 

Pheromone binding proteins, Antennal specific proteins) 

II. Ένζυμα αποικοδϐμηςησ οςμών (odorant-degrading enzymes, ODEs) 

III. Γευςτικού υποδοχεύσ (Gustatory Receptors, GRs) 

IV. Φημειοδεκτικϋσ πρωτεϏνεσ (CSPs, Chemosensory Proteins) 

V. Οςφρητικού Τποδοχεύσ (Odorant Receptors, ORs) 

i. Ιονοτροπικού υποδοχεύσ (ionotropic receptors, IRs) 

ii. ΢υνυποδοχϋασ ORCO (OR-Coreceptor, Or83b) 

iii. CD36  

VI. ΠρωτεϏνεσ τησ αιςθητόριασ μεμβρϊνησ του νευρώνα (sensory neuron 

membrane proteins, SNMPs)  
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Σα μϐρια αυτϊ διαδραματύζουν κυρύαρχο ρϐλο ςτην αναγνώριςη και την 

υποδοχό τησ οςμόσ και κατ’ επϋκταςη ςτη μεταγωγό ςόματοσ μϋςω τησ 

μεταφορϊσ τησ ςτον εγκϋφαλο. Με τον τρϐπο αυτϐ ςυμβϊλλουν ςτη λειτουργύα 

του οςφρητικοϑ ςυςτόματοσ πυροδοτώντασ περαιτϋρω δύκτυα βιοχημικών 

αντιδρϊςεων που ςχετύζονται με ϊλλεσ βιολογικϋσ λειτουργύεσ ϐπωσ η ςϑζευξη ό 

η ωοαπϐθεςη.  

 

Ι. Οςμοδεςμευτικϋσ πρωτεϏνεσ (OBPs)  
 
Οι OBPs εύναι μικρϋσ υδατοδιαλυτϋσ, εξωκυττϊριεσ πρωτεϏνεσ, μεγϋθουσ 15-20 
kDa, με κλαςςικό δομό το μοτιύβο (C1-X20-35-C2-X3-C3-X20-30-C4-X8-12-C5-X8-C6), 
που εκφρϊζονται ςε υψηλϋσ ςυγκεντρώςεισ ςτη λϋμφο των αιςθητόριων 
τριχιδύων ςτισ κεραύεσ του εντϐμου δεςμεϑοντασ τισ οςμϋσ. Ανακαλϑφθηκαν το 
1981 ςτην κεραύα του ςκώρου Antheraea polyphemus (Vogt & Riddiford, 1981) και 
πλϋον ϋχουν ταυτοποιηθεύ και ςε πολλϊ εύδη εντϐμων. Επύςησ OBPs ϋχουν 
προςδιοριςτεύ και ςε ϋνα μεγϊλο μϋροσ ςπονδυλωτών (αγελϊδα 1981, ποντικϐσ 
1986, ϊνθρωποσ 2000 κλπ). Οι OBPs μπορεύ να εύναι PBPs (Pheromone Binding 
Proteins) αν δεςμεϑουν φερομϐνεσ GOBPs (General Odor Binding Proteins) αν 
δεςμεϑουν γενικϋσ οςμϋσ και ASPs (Antennal Specific Proteins) αν η δρϊςη τουσ 
εξειδικεϑεται ςτισ κεραύεσ των εντϐμων.  
 

ΙΙ. Ένζυμα αποικοδϐμηςησ οςμών (ODEs, Odorant Degrading Enzymes): 

Πρϐκειται για ϋνζυμα τα οπούα βρύςκονται εξωκυτταρικϊ ςε διαλυτό μορφό, εύτε 

ενδοκυτταρικϊ δεςμευμϋνα ςτη μεμβρϊνη ό ςτο κυτταρϐπλαςμα που 

ςυμμετϋχουν ςτο μεταβολιςμϐ πτητικών ςηματοδοτικών μορύων καταλϑοντασ 

την αποικοδϐμηςη τουσ προςδϋτη μετϊ την αλληλεπύδραςό του με τον 

υποδοχϋα (Vogt et al, 2003). Ωσ εκ τοϑτου, εμποδύζουν τη ςυςςώρευςη των 

διεγερτικών ςημϊτων και τη μετϋπειτα προςαρμογό (Vogt & Riddiford, 1981), 

επιτρϋποντασ ςτο ϋντομο να ανταποκρύνεται γρόγορα ςτισ αλλαγϋσ των 

πτητικών ουςιών ςτο περιβϊλλον του. Επιπλϋον ρυθμύζουν την ευαιςθηςύα και 

την ειδικϐτητα των χημειοϒποδοχϋων ςε διϊφορα ϋντομα (Younus F. et al. 2014).  

ΙΙI. Γευςτικού υποδοχεύσ (Gustatory Receptors, GRs) 

Οι γευςτικού υποδοχεύσ (GRs) εκφρϊζονται κυρύωσ ςτα πϐδια, την προβοςκύδα, 

τα γεννητικϊ ϐργανα και τα φτερϊ (Stocker, 1994) (εικϐνα 1.17). Σα ϋντομα 

Εικόνα 1.16: Κατανομό οςφρητικών και γευςτικών υποδοχϋων ςτη  φρουτόμυγα   
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ανιχνεϑουν γευςτικϊ ερεθύςματα μϋςω των οργϊνων αυτών τα οπούα 

περιβϊλλονται απϐ αιςθητόρια γευςτικϊ τριχύδια. Η προβοςκύδα τησ D. 

melanogaster καλϑπτεται απϐ εξωτερικϊ και εςωτερικϊ γευςτικϊ τριχύδια και 

μπορεύ να θεωρηθεύ αντύςτοιχη τησ γλώςςασ των θηλαςτικών. Σα εςωτερικϊ 

καλϑπτουν τμόμα του φϊρυγγα τησ προβοςκύδασ και επιτρϋπουν ςτη μϑγα να 

αξιολογόςει το τρϐφιμο αμϋςωσ μετϊ την κατϊποςη αφοϑ πρώτα ϋχει 

μεταφερθεύ ςτο πεπτικϐ ςϑςτημα. Αντύθετα, τα εξωτερικϊ τριχύδια ϐπωσ ςτισ 

χειλικϋσ προςακτρύδεσ, ςτα φτερϊ ό τα πϐδια, επιτρϋπουν την αξιολϐγηςη τησ 

τροφόσ πριν την κατανϊλωςό του. Αυτό η ικανϐτητα ςυμβϊλλει ςτην επιβιώςει 

του εντϐμου το οπούο μπορεύ να αξιολογόςει αν πρϐκειται περύ τροφόσ ό 

τοξικών ουςιών και να αποφαςύςει αν πρϋπει να προβεύ ςε κατϊποςη 

χρηςιμοποιώντασ την προβοςκύδα του.  

Κϑριοσ ρϐλοσ των γευςτικών υποδοχϋων εύναι ο εντοπιςμϐσ γεϑςεων. Οι 

διαφορϋσ με τουσ οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ, τϐςο ςτο ρϐλο ϐςο και ςτην 

κατανομό τουσ, δεύχνουν πωσ εμπλϋκονται ςε διαφορετικϊ ςηματοδοτικϊ 

μονοπϊτια. Μϋςω τησ αναγνώριςησ των γεϑςεων, το ϋντομο μπορεύ να εντοπύζει 

τροφϋσ πλοϑςιεσ ςε θρεπτικϊ ςυςτατικϊ αποφεϑγοντασ την κατανϊλωςη 

τοξικών προώϐντων, ϐπωσ και ζώνεσ κατϊλληλεσ για ωοαπϐθεςη.  Ωςτϐςο, ςτα 

ϋντομα, κϊποιοι GRs ςυμμετϋχουν και ςτην οςφρητικό ςηματοδϐτηςη. 

΢υγκεκριμϋνα, ο GR68a ςτη Drosophila φαύνεται να παύζει κϊποιο ρϐλο ςτη 

διαδικαςύα τησ ςϑζευξησ, μϋςω  αναγνώριςησ απϐ το αρςενικϐ ϋντομο κϊποιασ 

μη-πτητικόσ φερομϐνησ που εκκρύνει το θηλυκϐ κατϊ το πρώιμο ςτϊδιο τησ 

ςϑζευξησ (Bray & Amrein, 2003). 

 

ΙV. Φημειοδεκτικϋσ πρωτεϏνεσ (CSPs, Chemosensory Proteins) 

Οι CSPs εύναι πρωτεϏνεσ με παρϐμοια δρϊςη με τισ OBPs, αλλϊ με ςημαντικϋσ 

διαφορϋσ ςτη δομό και την ϋκφραςη. Δεςμεϑουν και μεταφϋρουν υδρϐφοβα 

μϐρια  απϐ τον αϋρα ςτουσ οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ που βρύςκονται ςτο λεμφικϐ 

υγρϐ των χημειοαιςθητηρύων τησ κεραύασ. Πειρϊματα αποςιώπηςησ των 

γονιδύων AlinCSP1-3 του εντϐμου Adelphocoris lineolatus ϋδειξαν τη 

ςημαντικϐτητα των πρωτεώνών αυτών ςτην αναγνώριςη και τη μεταγωγό 

ςόματοσ των φερομονών που προϋρχονται απϐ τον ξενιςτό (Shao-Hua Gu et al. 

2012). 

 Διατηροϑν ϋνα διαφορετικϐ πρϐτυπο, ϋχοντασ ςυντηρημϋνα τϋςςερα (αντύ για 

ϋξι) κατϊλοιπα κυςτεϏνησ (C1-X6-C2-X6-18-C3-X2-C4) μϋςω των οπούων 

ςυγκροτοϑν δϑο (αντύ για τρεισ) διςουλφιδικοϑσ δεςμοϑσ. Η ϋκφραςό τουσ δεν 

περιορύζεται αποκλειςτικϊ ςτισ κεραύεσ αλλϊ ϋχει παρατηρηθεύ και ςτα πϐδια 

του εντϐμου (Tomaselli et al, 2006).  

 

V. Οςφρητικού Τποδοχεύσ (Odorant Receptors, ORs) 

Η ανακϊλυψη των οςφρητικών υποδοχϋων ςτη Drosophila melanogaster το 1999 

και η μελϋτη τουσ ςε μοριακϐ επύπεδο (Vosshal et al. 1999) ϋδωςε ςημαντικϋσ 

πληροφορύεσ ςτην κατανϐηςη τησ λειτουργύασ του οςφρητικοϑ ςυςτόματοσ ςτα 



 
27 

 

Εικόνα 1.17: Oςφρητικού Τποδοχεύσ ςε θηλαςτικϊ (Α)  και ϋντομα (Β.) ΢τα ϋντομα οι 
οςφρητικού υποδοχεύσ  διακρύνονται ανϊλογα με τη δομό και την τοπολογύα τουσ ςε 

ςχϋςη με τη μεμβρϊνη (Benton, 2009) 

 

Εικόνα 1.18:  Μοντϋλο δομόσ   
προςδετοεξαρτώμενου υποδοχϋα (OR)και 

ςυνυποδοχϋα (Orco) 

ϋντομα. Παρϐλο που οςφρητικού υποδοχεύσ εύχαν ανακαλυφθεύ αρχικϊ ςε 

ϊλλουσ οργανιςμοϑσ ϐπωσ ςτον ποντικϐ (Buck and Axel, 1991) και τον 

Caenorhabditis elegans  (Troemel et al, 1995), ςτο γονιδύωμα τησ D. melanogaster εν 

τϋλει, ταυτοποιόθηκε ο ςυνολικϊ μικρϐσ αριθμϐσ των 60 γονιδύων τα οπούα 

κωδικοποιοϑν 62 οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ, με τουσ 2 να αποτελοϑν προώϐντα 

εναλλακτικοϑ ματύςματοσ (splicing) (Robertson et al. 2003). 

Δομό 

Οι ORs εύναι αποδεδειγμϋνα μϋλη τησ υπεροικογϋνειασ  των υποδοχϋων που  

διαπερνοϑν τη μεμβρϊνη επτϊ φορϋσ και εύναι πρωτεϏνεσ που μποροϑν να 

αναγνωρύζουν διακριτϋσ ςε δομό οςμϋσ (Buck and Axel, 1991). Ενώ ςτην αρχό 

θεωρόθηκε ϐτι εύναι GPCR πρωτεϏνεσ ϐπωσ οι υποδοχεύσ των θηλαςτικών, 

αποδεύχθηκε εν τϋλει ϐτι εύναι εύτε IRs εύτε διαμεμβρανικϋσ πρωτεϏνεσ με 

αντύςτροφη τοπολογύα που ςχηματύζουν ετερομερό με ϋναν καλϊ ςυντηρημϋνο 

ςυνυποδοχϋα ORCO (Walter S. Leal, 2013). Σϋλοσ, αν οι οςφρητικού υποδοχεύσ 

αναγνωρύζουν και δεςμεϑουν φερομϐνεσ-λιπύδια, τϐτε πρϐκειται για τισ CD36 

πρωτεϏνεσ (Benton, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

΢υναντώνται ςτην επιφϊνεια των οςφρητικών 

νευρώνων ςτισ κεραύεσ και τισ γναθικϋσ 

προςακτρύδεσ. Γενικϊ, κϊθε οςφρητικϐσ 

νευρώνασ ςτην κεραύα εκφρϊζει ϋνα OR με μύα 

θϋςη δϋςμευςη οςμόσ μαζύ με ϋναν 

ςυνυποδοχϋα, Οrco, ο οπούοσ δεν δεςμεϑει 

οςμϋσ αλλϊ λειτουργεύ υποςτηρικτικϊ ςτον 

OR.  

 

Ρϐλοσ 

 Οι ORs ςυμβϊλλουν ςτον εντοπιςμϐ και τη δϋςμευςη των οςμών απϐ τα ϋντομα 

και τη μετατροπό τουσ ςε νευρωνικό δραςτηριϐτητα. Η επιλεκτικϐτητα τουσ ωσ 

προσ τισ οςμϋσ- ϐπωσ αναφϋρθηκε και ανωτϋρω- επιτυγχϊνεται με μια 

διαδικαςύα δϑο ςυνδυαςτικών βημϊτων περιφερικϊ και ςτο λοβϐ τησ κεραύασ. 
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Αρχικϊ, επιτρϋπουν τη διϊκριςη μεταξϑ των οςμών ϋτςι ώςτε να μποροϑν να 

αποκριθοϑν κατϊλληλα μϐνο κϑτταρα που εκφρϊζουν τον ιδανικϐ τϑπο 

υποδοχϋα. ΢τη ςυνϋχεα, κατϊ τη ςϑνδεςη τουσ με τον προςδϋτη, μεταφϋρουν το 

χημικϐ μόνυμα απϐ τον εξωκυττϊριο ςτον ενδοκυττϊριο χώρο τησ μεμβρϊνησ. Η 

ςϑνδεςη αυτό οδηγεύ ςτην ενεργοπούηςη του νευρώνα και ςτη μεταφορϊ του 

μηνϑματοσ ςτον εγκϋφαλο για να πραγματοποιηθεύ και η αντύςτοιχη απϐκριςη. 

 

VI.i. Ιονοτροπικού υποδοχεύσ (ionotropic receptors, IRs) 

Εκτϐσ απϐ τουσ διαμεμβρανικοϑσ οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ μύα ϊλλη κατηγορύα 

υποδοχϋων εύναι οι ιονοτροπικού (IRs).  

΢ε ϋρευνεσ που πραγματοποιόθηκαν για τη λειτουργύα των ORs βρϋθηκε το εξόσ: 

΢ε μϑγεσ που εύχαν απώλεια λειτουργεύασ υποδοχϋων- αποςιωπημϋνο το γονύδιο 

Orco- βρϋθηκε πωσ εύχαν ςυμπεριφορικϋσ αποκρύςεισ ςε πολλϋσ οςμϋσ. Αυτϐ, 

υπονϐηςε την ϑπαρξη επιπλϋον οςφρητικών μηχανιςμών αναγνώριςησ. Με 

βιοπληροφορικϋσ προςεγγύςεισ ταυτοποιόθηκαν πολλού ιονοτροπικού υποδοχεύσ 

γλουταμινικοϑ, οι οπούοι εύναι προςδετο-εξαρτώμενα κανϊλια ιϐντων. Ενώ οι 

υποδοχεύσ του γλουταμινικοϑ διαδραματύζουν ςημαντικϐ ρϐλο ςτην ςυναπτικό 

επικοινωνύα, οι ςυγκεκριμϋνοι υποδοχεύσ όταν αςυνόθιςτοι καθώσ ϋφεραν 

αποκλύνουςεσ περιοχϋσ θϋςεων πρϐςδεςησ που ςτεροϑνταν περιοχϋσ 

αλληλεπύδραςησ καταλούπων γλουταμινικοϑ. Οι υποδοχεύσ αυτού ονομϊςτηκαν 

Ιονοτροπικού (IRs) και μποροϑν να χαρακτηριςτοϑν ωσ «δεϑτερη μϑτη» ςτα 

ϋντομα ϋχοντασ τισ εξόσ ιδιϐτητεσ (Benton, 2009):  

 Εκφρϊζονται ςε ςυγκεκριμϋνουσ ςυνδυαςμοϑσ ςτουσ οςφρητικοϑσ 

νευρώνεσ που δεν εκφρϊζουν ORs. 

 Εντοπύζονται ςτισ βλεφαρύδεσ των οςφρητικών νευρώνων και ϐχι ςτισ 

ςυνϊψεισ. 

 Ελλιπόσ ϋκφραςη των IRs ςε εκτοπικϐ νευρώνα εύναι επαρκόσ για να 

προςδώςει νϋεσ αποκρύςεισ ςτην οςμό. 

Πρϐκειται για μϐρια με παρϐμοιο ρϐλο, αλλϊ με διαφορετικό δομό απϐ τουσ 

ORs, τα οπούα ανακαλϑφθηκαν πρϐςφατα (Benton et al, 2009). Εμφανύζουν 

ςημαντικϋσ διαφορϋσ ωσ προσ την ϋκφραςη και τη λειτουργύα τουσ ςε ςχϋςη με 

τουσ ORs, με ςημαντικϐτερη το γεγονϐσ πωσ προςδϋτεσ των IRs αναγνωρύζονται 

πολϑ αςθενώσ ό καθϐλου απϐ τουσ ORs, ενώ οι ιςχυρού προςδϋτεσ των ORs δεν 

προκαλοϑν διϋγερςη ςτουσ IRs.  

Ιδιαύτερο ενδιαφϋρον εμφανύζει το γονύδιο IR84a το οπούο εντοπύζει 

περιβαλλοντικϊ "αφροδιαςιακϊ" ςτην τροφό και προϊγει την ςεξουαλικό 

ςυμπεριφορϊ ςτισ μϑγεσ ςε περιοχϋσ με ϊφθονεσ θρεπτικϋσ ουςύεσ για τουσ 

απογϐνουσ τουσ. Οι IRs, ςε αντύθεςη με τουσ ORs, δεν εντοπύζονται μϐνο ςτα 

ϋντομα, αλλϊ η ϑπαρξη τουσ ϋχει διαπιςτωθεύ ςε ϐλα τα εύδη που ϋχουν 

εξεταςτεύ και ανόκουν ςτην κατηγορύα των πρωτοςτϐμιων (Rytz et al, 2013). Για 

πολλοϑσ IRs τησ D. melanogaster, δε, ϋχουν βρεθεύ ορθϐλογα γονύδια ςε ϊλλα εύδη 

εντϐμων, ϐπωσ κουνοϑπια (Liu et al, 2010), μϋλιςςεσ (Croset et al, 2010) και 

ςκϐρουσ (Bengtsson et al., 2012). 
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VI.ii. ORCO 

Εύναι μια πρωτεϏνη με υψηλϐ ποςοςτϐ ςυντόρηςησ ανϊμεςα ςτα διϊφορα εύδη 

εντϐμων (1). Παρατηρόθηκε για πρώτη φορϊ ϐτι ςυνεκφρϊζεται μαζύ με τουσ 

ORs ςτη D. melanogaster (2). Ορθϐλογα γονύδια του «μη κανονικοϑ» OR Or83b 

εύχαν ταυτοποιηθεύ νωρύτερα ςε ςκϐρουσ (3) και κουνοϑπια (4) με ονϐματα OR2 

και OR7 αντύςτοιχα. Ωςτϐςο, επειδό ϋχει αποδειχθεύ ϐτι ςε ϐλα τα ϋντομα ο 

ςυνυποδοχϋασ επιτελεύ την ύδια λειτουργύα ϋχει καταςτεύ να ονομϊζεται 

απλοϑςτερα ORCO (5).  

 

Δομό 

Ο ORCO, ενώ αρχικϊ θεωροϑνταν GPCR πρωτεϏνη, 

εν τϋλει εμπλϋκεται ςτον εντοπιςμϐ των ORs ςτουσ 

δενδρύτεσ των οςφρητικών νευρώνων (ORNs) και 

ενιςχϑει την οςφρητικό απϐκριςη χωρύσ την 

αλλαγό τησ εξειδύκευςησ του προςδϋτη ϐταν 

ςυνεκφρϊζεται με οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ (ORs), 

ςχηματύζοντασ ετερομερό ςϑμπλοκα με ϊλλουσ 

ORs.                                           

 

Ωςτϐςο, ενώ οι κλαςςικού ORs εύναι εξαιρετικϊ αποκλύνουςεσ 7-trans 

διαμεμβρανικϋσ πρωτεϏνεσ (7ΣΜ), ο ςυνυποδοχϋασ μοιρϊζεται ϋωσ και 94% 

ομολογύα αλληλουχύασ με ορθϐλογα γονύδια ανϊμεςα ςτα εύδη των εντϐμων (Hill 

et al. 2002; Krieger et al. 2003; Pitts et al. 2004; Jones et al. 2005; Patch et al. 2009; 

Olafson 2013), γεγονϐσ που αποδεικνϑει το μεγϊλο ποςοςτϐ ςυντόρηςησ. ΢ε 

διαφορετικϊ εύδη εντϐμων διαφορετικϊ ονϐματα (για το γονύδιο του 

ςυνυποδοχϋα) προςδιορύζουν τα αντύςτοιχα ορθϐλογα γονύδια. ΢τη φρουτϐμυγα 

Drosophila melanogaster η πρωτεϏνη που κωδικοποιεύται απϐ τον Α45- 1ο ϐνομα 

του ςυντηρημϋνου υποδοχϋα- ονομϊςτηκε Ob83b (Vosshal et al. 1999). Εν τϋλει, η 

Ob83b ονομϊςτηκε Orco για την απλοϑςτευςη του ονϐματοσ και κυρύωσ για να 

τονιςτεύ η ςημαςύα τησ ωσ ςυν-υποδοχϋασ (OR-CO, Olfactory Receptor- 

COreceptor) (Vosshall and Hansson 2011). 

 

  

  Εικόνα 1.19: ΢υνυποδοχϋασ ORCO 
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Πύνακασ 1.1: Ορθόλογα γονύδια Orco ςε διϊφορα εύδη εντόμων 

Species Original Denotation 
Accession 

number Reference 
Acyrthosiphon pisum    ApOr1 XM_001951611 Smadja et al. (2009) 
Aedes aegypti   AaOr7 AY582943  Melo et al. (2004) 
Aldrichina grahami  AgraOrco  HQ190955  Olafson (2013) 
Anopheles gambiae  AgamGPRor7  AY363725  Hill et al. (2002) 
Antheraea pernyi   AperR2  AJ555486 Krieger et al. (2003) 
Apis mellifera    AmelR2 NM_001134943 Krieger et al. (2003) 
Bactrocera dorsalis  BdOrco  EU621792  Zheng et al. (2012) 
Bactrocera cucurbitae   Or83b  HM745934 Zheng et al. (2012) 
Bombyx mori    BmorR2 AJ555487 Krieger et al. (2003) 
Calliphora erythrocephala   CeryR2 AJ555538  Krieger et al. (2003) 
Ceratitis capitata  CcOr83b   AY843206 Jones et al. (2005) 
Chrysomya megacephala    CmegOrco HQ315861 Olafson (2013) 

Culex quinquefasciatus   CqOR7  DQ231246 
Xia and Zwiebel 

(2006) 
Diaphania indica   DiOR83 AB263114  Mitsuno et al. (2008) 
Drosophila ananassae    DanaOrco XM_001953308 Olafson (2013) 
Drosophila melanogaster   Or83b AY567998  Vosshall et al. (2000) 
Drosophila yakuba   DyakOrco XM_002096017  Olafson (2013) 
Epiphyas postvittana   EpOR2 EU791887 Jordan et al. (2009) 
Haematobia irritans irritans    HirrOrco ACF21678 Olafson (2013) 
Harpegnathos saltator    Hsal\Orco EFN84180 Jones et al. (2011) 
Helicoverpa armigera   OR83b HQ186284  Zheng et al. (2012) 
Helicoverpa assulta    HassOrco EU057178 Yang et al. (2012) 
Helicoverpa zea   HzOr83b  AY843204 Jones et al. (2005) 
Heliothis virescens   HR2 AJ487477  Krieger et al. (2002) 
Holotrichia oblita  HoblOrco  JF718662  Yang et al. (2012) 
Holotrichia plumbea   Or83b HQ110087  Zheng et al. (2012) 
Locusta migratoria   LmigOrco  JN989549 Yang et al. (2012) 
Lucilia sericata    LserOR1 HQ315862 Wang et al. (2012) 
Manduca sexta  MsextaOR2  FJ546087  Patch et al. (2009) 
Musca domestica  MdomOrco  JQ365179  Olafson (2013) 
Mythimna separata  MsOR83  AB263111  Mitsuno et al. (2008) 

Nasonia vitripennis  NvOr1  
 

NM_001170994 
Robertson et al. 

(2010) 
Ostrinia nubilalis  OnOr2   GQ844877 Wanner et al. (2010) 
Pediculus humanus corporis   PhumOrco EEB12924  Yang et al. (2012) 
Plutella xylostella  PxOR83  AB263117 Mitsuno et al. (2008) 
Schistocerca gregaria  SgreOrco  JN989550  Yang et al. (2012) 
Sitobion avenae  SaveOrco  GQ275379  Yang et al. (2012) 
Spodoptera frugiperda   SfOR2 

 
Smart et al. (2008) 

Spodoptera litura  OR2  DQ845292  Zheng et al. (2012) 
Stomoxys calcitrans  ScalOrco  EU622914  Olafson (2013) 
Tenebrio molitor    TmolR2 AJ555539 Krieger et al. (2003) 
Tribolium castaneum  TcasOr16  AM689918  Abdel-Latief (2007) 

 

 

Ιδιότητεσ  

Κατϋχει μια ανεςτραμμϋνη τοπολογύα/θϋςη ςτη μεμβρϊνη και ςχηματύζει ετεροδιμερό 

με τουσ οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ. Και οι ORs και ο Orco ανόκουν ςτη μεγϊλη οικογϋνεια 

των 7ΣΜ υποδοχϋων. Πειραματικϋσ και υπολογιςτικϋσ αποδεύξεισ, πρϐτειναν ϐτι οι 

ORs-Orco υιοθετοϑν ωσ ςϑμπλοκο μια τοπολογύα αντύςτροφη ςτη μεμβρϊνη ςε ςχϋςη 

με τουσ GPCRs, με το καρβοξυτελικϐ ϊκρο να εύναι εξωκυτταρικϐ (Benton et al. 2006; 

Wistrand et al. 2006; Lundin et al. 2007; Smart et al. 2008; Guo and Kim 2010; Tsitoura et al. 
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Εικόνα 1.20: Δομό του διαμεμβρανικού ςυνυποδοχϋα DmOr85b και υπομονϊδεσ του OR  τησ 
Drosophila melanogaster. Δομικϊ μοντϋλα (Hopf et al. 2015) 

 

2010). Σο ςϑμπλοκο αυτϐ φϊνηκε να επικοινωνεύ μϋςω του ςυντηρημϋνου C-ϊκρου 

(ΣΜ4-ΣΜ7), πιθανϐν μϋςω αλληλεπιδρϊςεων μεταξϑ των κυτταροπλαςματικών 

βρϐχων IC3 και των δϑο πρωτεώνών (Benton et al. 2006; Miller and Tu 2008; Harini and 

Sowdhamini 2012). Ωςτϐςο η ςτοιχειομετρύα του ςυμπλϐκου εύναι ακϐμα ϊγνωςτη 

ϐπωσ προϋκυψε απϐ μελϋτεσ ςε φρουτϐμυγεσ (Neuhaus et al. 2005; German et al. 2013). 

Επιπρϐςθετα, θεωρεύται πωσ τα μϐρια αυτϊ ϋχουν μια περαιτϋρω αλληλεπύδραςη με 

τισ πρωτεϏνεσ SNMP (Rogers et al. 1997, 2001a, b; Benton  et al. 2007; Forstner et al. 2008; 

Jin et al. 2008; review: Vogt et al. 2009; German et al. 2013). 

 

 

 

Ρϐλοσ 

Ο ςυν-υποδοχϋασ Orco διαδραματύζει ςημαντικϐ ρϐλο ςτο οςφρητικϐ ςϑςτημα 

των εντϐμων καθώσ εμπλϋκεται ςε ϋνα πλόθοσ βιοχημικών αντιδρϊςεων που 

ςυμβϊλλουν ςτη μεταγωγό ςόματοσ των οςμών.  Ο ςημαντικϐσ ρϐλοσ του ςυν-

υποδοχϋα ςυνύςταται απϐ τα εξόσ: 

 

1. Εύναι απαραύτητοσ για τον εντοπιςμϐ των οςμών και την απϐκριςη των 

εντϐμων: 
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i. ΢υμβϊλλει ςτη διαμϐρφωςη τησ δομόσ των οςφρητικών υποδοχϋων ςτουσ 

δενδρύτεσ και ωσ εκ τοϑτου εύναι απαραύτητοσ για τισ οςφρητικϋσ αποκρύςεισ που 

εξαρτώνται απϐ τουσ οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ. 

΢ε ϋντομα Drosophila melanogaster ςτα οπούα το γονύδιο Orco εύχε αποςιωπηθεύ, 

ο ςχηματιςμϐσ των ORs διακϐπηκε ςε ραχιαύα ϐργανα και ςτην κεραύα (Larsson 

et al. 2004). Για το λϐγο αυτϐ προτϊθηκε πωσ ο ςυνυποδοχϋασ Orco εύναι 

απαραύτητοσ για τον εντοπιςμϐ των ORs ςτισ μεμβρϊνεσ των δενδριτών. Αυτϐ 

αποδεύχθηκε μϋςω πειραμϊτων διϊςωςησ κατϊ τα οπούα ο Orco φϊνηκε να 

ςυμμετϋχει τον εντοπιςμϐ και τη ςυντόρηςη των ORs ςτουσ δενδρύτεσ (Larsson 

et al. 2004; Benton et al. 2006).  Άλλο ϋνα ςτοιχεύο που οδόγηςε ςε αυτϐ το 

ςυμπϋραςμα όταν πωσ ςε μϑγεσ με μεταλλαγμϋνο Orco γονύδιο καθώσ επύςησ 

και ςε knock-down Orco μϑγεσ οι ηλεκτρικϋσ αποκρύςεισ όταν μειωμϋνεσ (Larsson 

et al. 2004; Neuhaus et al. 2005). Αξύζει να ςημειωθεύ πωσ οϑτε ωσ ενόλικεσ αλλϊ 

οϑτε και ωσ προνϑμφεσ, οι μϑγεσ κατϐρθωςαν να αποκριθοϑν ςε ςυγκεκριμϋνεσ 

ςυγκεντρώςεισ οςμών (Larsson et al. 2004).  Επιπλϋον, προτϊθηκε πωσ λειτουργεύ 

ωσ πρωτεϏνη chaperon και πιθανϐν να επιτρϋπει τη ςωςτό αναδύπλωςη των ORs 

(Larsson et al. 2004; Benton et al. 2006). Σϋλοσ, ςυμβϊλλει ςτην παροδικό 

δϋςμευςη και τη μεταγωγό των οςμών μϋςω του προαναφερθϋντοσ 

ετεροδιμεροϑσ ςυμπλϐκου OR-Orco (Larsson et al. 2004; Benton et al. 2006).  

 

ii. Εύναι ϋνα μη- ειδικϐ κανϊλι κατιϐντων που προωθεύ την αυθϐρμητη 

ενεργοπούηςη των οςφρητικών νευρώνων. 

 

Ανεξϊρτητα απϐ τουσ ORs, ο Orco, ςε διϊφορα εύδη ςχηματύζεται απϐ ϋνα μη 

ειδικϐ ϊνοιγμα καναλιών Ca2+ ςε ςυςτόματα ετερϐλογησ ϋκφραςησ (Sato et al. 

2008; Wicher et al. 2008; Jones et al. 2011; Sargsyan et al. 2011; Nolte et al. 2013). ΢ε 

μϑγεσ με μεταλλαγμϋνο γονύδιο Οrco, οι ORNs ενεργοποιόθηκαν λιγϐτερο 

αυθϐρμητα και αυτϐ γιατύ ο ςυνυποδοχϋασ ρυθμύζει την κυρύαρχη ροό Ca2+. 

Λειτουργεύ δηλαδό ωσ βηματοδϐτησ που οδηγεύ τουσ υπερπολωμϋνουσ νευρώνεσ 

ςε ϋνα μϋγιςτο ςημεύο (μια ουδϐ) προκαλώντασ αυθϐρμητη ενεργοπούηςη 

(Larsson et al. 2004; Benton et al. 2007; Deng et al. 2011).  

 

Επιπλϋον ο Orco εύναι αναγκαύοσ για τη χρονικό κωδικοπούηςη των ORNs ςε 

ϋντομα (Stengl 2010), παρϋχοντασ ϋτςι πληροφορύεσ για την ποιϐτητα και την 

ποςϐτητα τησ οςμόσ ςτο χρϐνο που απαιτεύται μϋχρι το πρώτο μϋγιςτο (Singer 

and Gray 1995; Laurent 2002; Junek et al. 2010; Nadasdy 2010; review: Stengl 2010). 

Κατ’ αυτϐν τον τρϐπο ο Οrco μπορεύ να επηρεϊζει την ουδϐ απϐκριςησ και τησ 

κινητικόσ των ORs (Stengl 2010).  Η υπϐθεςη αυτό, ϐπωσ και ϊλλεσ υποθϋςεισ 

ςχετικϋσ με τη λειτουργύα του ςυνυποδοχϋα, επιβεβαιώθηκε με την ανακϊλυψη 

αγωνιςτών και ανταγωνιςτών τησ πρωτεϏνησ (Jones et al. 2011; Nichols et al. 2011; 

Pask et al. 2011, 2013 Bohbot and Dickens 2012; Chen and Luetje 2012; Jones et al. 2012; 

Taylor et al. 2012; Nolte et al. 2013; Rőllecke et al. 2013). Ένασ αγωνιςτόσ που 

χρηςιμοποιόθηκε ςτισ ϋρευνεσ εύναι ο VUAA1 (Jones et al. 2011) ϐπου αϑξηςε την 

αυθϐρμητη ενεργοπούηςη των ORNs ςτα αιςθητόρια τριχοειδό ςε ϋντομα 

Manduca sexta. Σϋλοσ, επηρεϊζει τισ ςυνθόκεσ αλληλεπύδραςησ για την απϐκριςη 

των ORNs ςε φερομϐνεσ (Nolte et al. 2013). Παρϐμοια αποτελϋςματα ςχετικϊ με 

τη δραςτηριϐτητα του ςυνυποδοχϋα, μϋςω τησ εφαρμογόσ ανταγωνιςτών και 
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ςυναγωνιςτών,  παρατηρόθηκαν και ςτη D. melanogaster (Su et al. 2012) καθώσ 

και ςτο Anopheles gambiae (Jones et al. 2011, 2012).  

 

2. ΢υμβϊλλει ςτον εντοπιςμϐ τησ κατϊλληλησ θϋςησ για απϐθεςη των αυγών 

 

Μελϋτεσ ςτη φρουτϐμυγα Bactrocera dorsalis ϋδειξαν πωσ το οςφρητικϐ 

ςϑςτημα και ςυγκεκριμϋνα ο Orco παύζει ςημαντικϐ ρϐλο ςτην αναγνώριςη 

κατϊλληλησ τοποθεςύασ για ξενιςμϐ και ωοαπϐθεςη. Οι κυοφοροϑςεσ μϑγεσ 

αναγνωρύζουν ςυγκεκριμϋνα ςόματα, πτητικϊ κατϊ κϑριο λϐγο, που εκλϑονται 

απϐ διϊφορα φυτϊ. Ο ςυνυποδοχϋασ Orco ςε ςυνδυαςμϐ με την 

οςμοδεςμευτικό πρωτεϏνη OBP ςυμβϊλλουν ςτην αναγνώριςη του ςόματοσ και 

ςτην επιλογό τησ θϋςησ για ωοαπϐθεςη (X. Yi et al. 2014). 

Επιπλϋον, ϋρευνεσ ςε θηλυκϊ κυοφοροϑντα κουνοϑπια- Culex quinquefasciatus- 

τα οπούα εύναι φορεύσ πολλών αςθενειών, ϋδειξαν την εμπλοκό των ςυμπλϐκων 

OR-Orco ςε χημικϋσ ουςύεσ που προϋρχονται απϐ την τοποθεςύα του ξενιςτό και 

λειτουργοϑν ωσ ελκυςτικϋσ για την ωοαπϐθεςη (F. Zhu et al. 2013). 

Σϋλοσ, πειρϊματα ςτο γονύδιο Οrco ςτο ςκαθϊρι Dendroctonus armandi, ςε ϐλα τα 

αναπτυξιακϊ ςτϊδια ςε αρςενικϊ και θηλυκϊ ϋδειξαν την αναγκαιϐτητα του 

ςυνυποδοχϋα για τον εντοπιςμϐ περιοχόσ για ωοαπϐθεςη ειδικϊ μετϊ τισ 48 

ώρεσ. Πιο ςυγκεκριμϋνα, ο Orco εύναι πολϑ ςημαντικϐσ για την ταυτοπούηςη 

πτητικών χημικών ουςιών που εκλϑονται απϐ τον ξενιςτό. Οι ουςύεσ αυτϋσ 

ελκϑουν τα θηλυκϊ τα οπούα αφόνουν τα αυγϊ τουσ ςτον ξενιςτό (Zhang et al. 

2016). 

 

3. Διαδραματύζει κρύςιμο ρϐλο ςτη ςϑζευξη καθώσ μεςολαβεύ ςτην αναγνώριςη 

ςεξουαλικών φερομονών του ενϐσ εντϐμου απϐ το ϊλλο και ςτην απϐκριςό τουσ 

 

Μελϋτεσ του γονιδύου Οrco ςτο ϋντομο Gypsy Moth, Lymantria dispar, ϋδειξαν 

πωσ ο ςυνυποδοχϋασ διαδραματύζει καύριο ρϐλο ςτην αναγνώριςη ςεξουαλικών 

φερομονών απϐ τα θηλυκϊ γεγονϐσ που επιδρϊ και ςτη ςϑζευξη και κατϊ 

ςυνϋπεια ςτο βαθμϐ αναπαραγωγόσ του πληθυςμοϑ. 

Ηλεκτροαντεννογραφόματα ςε θηλυκϊ ϋντομα ϋδειξαν μη απϐκριςη ςε 

ςεξουαλικϋσ φερομϐνεσ, αποτϋλεςμα που βαςύζεται ςε δϑο προςεγγύςεισ: 

Πρώτον, το ςϑςτημα αναγνώριςησ ςεξουαλικών φερομονών που βαςύζεται ςε 

οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ δεν εκφρϊζεται ςτα θηλυκϊ, ςυνεπώσ το ςϑμπλοκο OR-

Orco δεν απαιτεύται για αυτό τη λειτουργύα. Δεϑτερον, το οςφρητικϐ ςϑςτημα 

ςτα θηλυκϊ Gypsy Moth, ειδικεϑεται ςτην αναγνώριςη και απϐκριςη ςε γενικϋσ 

οςμϋσ. Ωςτϐςο, τα αποτελϋςματα τησ qPCR ςε αρςενικϊ και θηλυκϊ ϋντομα με 

αποςιωπημϋνο γονύδιο ϋδειξαν μεύωςη ϋκφραςησ, γεγονϐσ που υποδηλώνει το 

ρϐλο του Orco  ςτην απϐκριςη και ςε φερομϐνεσ και ϐχι μϐνο ςε γενικϋσ οςμϋσ 

(Wei Lin et al. 2015). 
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Ρϑθμιςη 

Σο μονοπϊτι ενεργοπούηςησ του Orco ϋχει μελετηθεύ ςε διϊφορα όδη εντϐμων 

ϐπωσ η D. melanogaster, οι πεταλοϑδεσ τησ νϑχτασ και οι κατςαρύδεσ, ωςτϐςο 

ςημαντικϊ αποτελϋςματα ϋδωςαν οι αναλϑςεισ ςτη φρουτϐμυγα D. 

melanogaster. 

΢υγκεκριμϋνα ϋχουν προταθεύ τρεισ διαφορετικού τρϐποι ενεργοπούηςησ και 

ρϑθμιςησ του ςυνυποδοχϋα που αφοροϑν την ιοντοτροπικό μεταγωγό και τη 

μεταβοτροπικό μεταγωγό ςόματοσ. Με τον ϐρο ιοντοτροπικό εννοεύται πωσ η 

μεταγωγό ςόματοσ βαςύζεται ςε ταςεοξαρτώμενα κανϊλια ιϐντων που 

ενεργοποιοϑνται μετϊ απϐ αλλαγό του δυναμικοϑ τησ μεβρϊνησ του κυττϊρου. 

Με τον ϐρο μεταβοτροπικό εννοεύται η ςηματοδϐτηςη που βαςύζεται ςτο 

ςυνδυαςμϐ δραςτηριοτότων πολλών πρωτεώνών ϐπωσ G πρωτεϏνεσ, ενεργϊ 

ϋνζυμα, δεϑτεροι διαβιβαςτϋσ και πρωτεϏνεσ τελεςτϋσ. 

Αρχικϊ, το πρώτο μονοπϊτι ενεργοπούηςησ αφορϊ αποκλειςτικϊ την 

ιοντοτροπικό ρϑθμιςη που διαμορφώνεται και μεταβοτροπικϊ. Πιο 

ςυγκεκριμϋνα, το μη ειδικϐ κανϊλι ιϐντων, ο ςυνυποδοχϋασ Orco, ςχηματύζει 

ετεροδιμερϋσ ςϑμπλοκο με ϋναν οςφρητικϐ υποδοχϋα (OR) ςχηματύζοντασ ϋνα 

προςδετο-εξαρτώμενο κανϊλι ιϐντοσ με εξωτερικϐ προςδϋτη γενικϋσ οςμϋσ και 

φερομϐνεσ το οπούο υπϐκειται ςε ιοντοτροπικϐ μεταγωγό ςόματοσ. Η ςϑνδεςη 

του προςδϋτη επϊγει μια ροό ϐντων (Ιi) μϋςω του πϐρου του καναλιοϑ (Sato et 

al. 2008). Έχει προταθεύ πωσ η ροό ιϐντων διαμορφώνεται απϐ μεταβοτροπικοϑσ 

καταρρϊκτεσ βιοχημικών αντιδρϊςεων ϊγνωςτων μϋχρι ςτιγμόσ 

μεταβοτροπικών υποδοχϋων που καθορύζουν την ευαιςθηςύα και την κινητικό 

ςτην οςφρητικό απϐκριςη (Nakawaga and Vosshall 2009) (εικ.1.22 .Α). 

Μύα δεϑτερη υπϐθεςη εύναι η ενεργοπούηςη του Orco και η μεταγωγό 

ςόματοσ μϋςω ενϐσ μεταβοτροπικοϑ και ταυτϐχρονα ιοντοτροπικοϑ 

μηχανιςμοϑ. Αναλυτικϊ, η οςμό ςυνδϋεται ςτο κανϊλι ιϐντων OR-Orco με 

αποτϋλεςμα την επαγωγό πρώτα μιασ λιγϐτερο ευαύςθητησ και γρόγορησ 

ιοντοτροπικόσ ροόσ ιϐντων (Ii) και παρϊλληλα την πρϐκληςη μιασ πιο 

ευαύςθητησ και αργόσ μεταβοτροπικόσ ροόσ ιϐντων (Im) (Wicher et al. 2008). Η 

οςμό μϋςω του υποδοχϋα που ςυνδϋεται με G πρωτεϏνη ενεργοποιεύ μια 

αδενυλικό κυκλϊςη (AC)  η οπούα παρϊγει cAMP. Η αϑξηςη τησ ςυγκϋντρωςησ 

του cAMP ενεργοποιεύ τον Orco και παρϊγει ροό ιϐντων Im μϐνο αφοϑ ο Orco 

ϋχει φωςφορυλιωθεύ απϐ την πρωτεώνικό κινϊςη PKC. Επιπλϋον, η PKC μπορεύ να 

προκαλϋςει ροό ιϐντων Im αφοϑ ενεργοποιηθεύ μϋςω μονοπατιοϑ τησ 

φωςφολιπϊςησ β (PLCβ) (Sargsyan et al. 2011) (Εικ 1.22.Β). 

Σϋλοσ, η τρύτη υπϐθεςη ςχετύζεται αποκλειςτικϊ με τον μεταβοτροπικϐ 

μηχανιςμϐ. Οι πρωτεώνεσ δϋςμευςησ φερομονών (Pheromone Binding Proteins, 

PBP) ελϋγχουν την παροδικό ςϑνδεςη τησ οςμόσ ςτον οςφρητικϐ υποδοχϋα 

(ΟR), η οπούα επϊγει την ενεργοπούηςη μια Gq πρωτεώνησ η οπούα με τη ςειρϊ τησ 

ενεργοποιεύ την PLCβ (review: Stengl 2010). Η φωςφολιπϊςη β (PLC β) υδρολϑει 

τη διφωςφορικό φωςφτιδυλοινοςιτϐλη (PIP2) ςε διακυλογλυκερϐλη (DAG) και 

τριφωςφορικό ινοςιτϐλη (IP3). Η IP3 προκαλεύ αϑξηςη του ενδοκυτταρικοϑ Ca2+ 

με την ενεργοπούηςη Ca2+- εξαρτώμενων καναλιών τησ πλαςματικόσ μεμβρϊνησ. 

Η γρόγορη αϑξηςη των ιϐντων αςβεςτύου προκαλεύ τον ϊνοιγμα των Ca2+- 
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εξαρτώμενων καναλιών που αποτελοϑν τη βϊςη του παροδικοϑ ρεϑματοσ 

μεταγωγόσ (It). Η PKC ενεργοποιεύ τα κανϊλια αςβεςτύου Ιt και ϋχει υποτεθεύ πωσ 

φωςφορυλιώνει τον Orco, αυξϊνοντασ ϋτςι την αγωγιμϐτητα (Im) και την 

ευαιςθηςύα του ςε κυκλικϊ νουκλεοτύδια. Η ροό ιϐντων Im αλλϊζει ςυνϋχεια και 

αυθϐρμητα με ςυνϋπεια να επιδρϊ ςτην κινητικό και ςτην ευαιςθηςύα κατϊ την 

οςφρητικό απϐκριςη δεδομϋνου ϐτι ελϋγχει  το δυναμικϐ τησ μεμβρϊνησ και την 

ενδοκυτταρικό ςυγκϋντρωςη ιϐντων αςβεςτύου (Stengl 2010; Nolte et al. 2013) 

(Εικ 1.22. C).  
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I.iii CD36 πρωτεϏνεσ 

Εύναι διαμεμβρανικϋσ πρωτεϏνεσ που ϋχουν πολλοϑσ ρϐλουσ κυρύωσ ςτην 

πρϐςληψη λιπιδύων, την κυτταρικό προςκϐλληςη και την ανύχνευςη 

παθογϐνων. ΢τα θηλαςτικϊ παρουςιϊζουν ϋντονη πολυλειτουργικϐτητα. 

΢υγκεκριμϋνα οι τρεισ CD36 πρωτεϏνεσ- CD36, SR-BI, LIMP-2- εμπλϋκονται ςε 

διαδικαςύεσ ϐπωσ η ςυλλογό λιποπρωτεώνών η μεταφορϊ λιπαρών οξϋων, η 

ανοςολογικό απϐκριςη, η ταξινϐμηςη λυςοςωμικών πρωτεώνών και ο 

εντοπιςμϐσ γευςτικών λιπών (tasty fats).  Αποςιώπηςη ό ελλιπόσ ρϑθμιςη των 

CD36 πρωτεώνών ςυνδϋεται με διϊφορεσ αςθϋνειεσ ϐπωσ υπϋρταςη, διαβότησ, 

καρδιομυοπϊθειεσ.  

Παρϊ το ςημαντικϐ τουσ ρϐλο, ο ακριβόσ μηχανιςμϐσ λειτουργύασ τουσ 

παραμϋνει ϊγνωςτοσ.  Έχουν πραγματοποιηθεύ αρκετϋσ μελϋτεσ ςτισ CD36 των 

θηλαςτικών ςτισ οπούεσ ϋχει προςδιοριςτεύ ϋνασ αριθμϐσ προςδετών των 

διαμεμβρανικών αυτών πρωτεώνών ϐπωσ λιπαρϊ οξϋα, οξειδωμϋνεσ 

Εικόνα 1.21: Σρεισ διαφορετικϋσ υποθϋςεισ για τη ρύθμιςη του Orco και την εμπλοκό 
του ςτη μεταγωγό ςόματοσ ςτο οςφρητικό ςύςτημα. (Α) και (Β) βαςύζονται ςε μελϋτεσ 
ςε φρουτόμυγα και (C) ςε πεταλούδεσ τησ νύχτασ (Stengl 2010; Nolte et al. 2013) 
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λιποπρωτεϏνεσ χαμηλόσ πυκνϐτητασ, θρομβοςπονδύνη 1 και εξαρελύνη και 

αντύςτοιχα ϋνασ αριθμϐσ περιοχών δϋςμευςησ ςτη μεγϊλη 6η διαμεμβρανικό 

περιοχό των πρωτεώνών αυτών. Επιπλϋον, ϋχει αποκαλυφθεύ ϋνασ απϐ τουσ 

κϑριουσ ρϐλουσ των CD36 πρωτεώνών ϐπωσ η διαμεςολϊβηςη τουσ ςτην 

μεταφορϊ του προςδϋτη δια μϋςου τησ μεμβρϊνησ, ςτην εςωτερύκευςό του, ςτη 

μεταφορϊ του ςε ςηματοδοτικοϑσ υποδοχεύσ ςτην επιφϊνεια ϊλλου κυττϊρου ό 

ςτην ϊμεςη ενεργοπούηςη ενδοκυτταρικών 20καταρρακτών ςηματοδϐτηςησ 

(Gomez-Diaz et al 2016). 

VII. Sensory Neuronal Membrane Proteins (SNMPs):  

΢τα ϋντομα και ςυγκεκριμϋνα ςτη Drosophila melanogaster η ομϐλογη των CD36 

πρωτεώνών εύναι η SNMP1 (Sensory Neuronal Membrane Proteins, διαμεμβρανικό 

πρωτεϏνη των αιςθητόριων νευρώνων). Η SNMP1 διευκολϑνει τον εντοπιςμϐ 

των φερομονών που προϋρχονται απϐ λιπύδια απϐ υποδοχεύσ ςτισ οςφρητικϋσ 

βλεφαρύδεσ. 

΢τη D. melanogaster υπϊρχουν 14 πρωτεώνεσ ομϐλογεσ των CD36 των θηλαςτικών 

(εικϐνα 1.23) με διακριτϋσ λειτουργύεσ ϐπωσ η μεταφορϊ καροτενοειδών απϐ το 

ϋντερο ςε φωτουποδοχεύσ-NINAD & Santa Maria, ανοςολογικό απϐκριςη- 

Croquemort & Peste και  η ωρύμανςη φαγοςωμϊτων ςτα επιδερμικϊ κϑτταρα 

κατϊ την εκκαθϊριςη εκφυλιςτικών νευρικών διαδικαςιών- Debris Buster 

(Gomez-Diaz et al 2016).  

Εικόνα 1.22: Αριςτερϊ: Ορθόλογα γονύδια SNMP1 ςε D.  melanogaster και θηλαςτικϊ [Dmel, 

Drosophila melanogaster; Aaeg, Aedes aegypti; Agam, Anopheles gambiae; Amel, Apis 

mellifera;Bmor, Bombyx mori; Apol, Antheraea polyphemus; Mmus, Mus musculus; Hsap, Homo 

sapiens] Δεξιϊ: ΢χηματικό απεικόνιςη τησ κεραύασ ςτη D. melanogaster και αιςθητόριο τριχύδιο 

ευαύςθητο ςε φερομόνη (Gomez-Diaz et al. 2016) 

 

Η SNMP1 εκφρϊζεται ςτουσ αιςθητόριουσ οςφρητικοϑσ νευρώνεσ (OSNs) και 

εντοπύζει φερομϐνεσ λιπιδικόσ προϋλευςησ και ςτοχοθετεύται ςτισ βλεφαρύδεσ 

των δενδριτών που εύναι εκτεθειμϋνεσ ςε εξωτερικοϑσ προςδϋτεσ ϐπου 

βρύςκονται και οι οςφρητικού υποδοχεύσ (εικϐνα 1.23). Η καλϑτερα 
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Εικόνα 1.23: Μοντϋλο μεταγωγόσ ςόματοσ τησ ςεξουαλικόσ φερομόνησ cVA (Gomez-
Diaz et al. 2016). Η cVA αφού προςληφθεύ από το ϋντομο δημιουργεύ ςύμπλοκο 
εξωκυττϊρια με την πρωτεΐνη OBP76a ό LUSH. Κατϊ την πρόςδεςη τησ η φερομόνη 
φαύνεται πωσ προκαλεύ ςημαντικϋσ αλλαγϋσ ςτη ςτερεοδομό τησ LUSH. Εν ςυνεχεύα, το 
ςύμπλοκο κινεύται προσ την επιφϊνεια του νευρώνα, οπού εκεύ εδρϊζεται ϋνα 
ςύμπλεγμα αποτελούμενο από τον υποδοχϋα OR67d, τo ςυνυποδοχϋα OR83b και την 
μεμβρανικό πρωτεΐνη SNMP1. Η LUSH αφού ϋχει υποςτεύ τισ αλλαγϋσ ςτη ςτερεοδομό 
τησ δρα ωσ προςδϋτησ και αλληλεπιδρϊ με το παραπϊνω ςύμπλεγμα. Η αλληλεπύδραςη 
αυτό ϋχει ωσ αποτϋλεςμα την ενεργοπούηςη του νευρώνα και τη μεταγωγό του 
ςόματοσ τησ φερομόνησ ςτον εγκϋφαλο (Laughlin et al, 2008) 

προςδιοριςμϋνη λειτουργύα τησ SNMP1 ςτη D. melanogaster εύναι η εμπλοκό τησ 

ςτην ϋκφραςη του OR67d ςτουσ αιςθητόριουσ οςφρητικοϑσ νευρώνεσ με την 

υποχρεωτικό παρουςύα του ςυνυποδοχϋα ORCO και ςτον εντοπιςμϐ απϐ το 

ςϑμπλοκο τησ αρςενικόσ ςεξουαλικόσ φερομϐνησ cVA (11-cis vaccenyl acetate). Η 

πρωτεϏνη αυτό, η οπούα ανακαλϑφθηκε πρώτα ςτο ςκϐρο Antheraea polyphemus 

(Rogers et al, 1997), ϋχει αποδειχτεύ πωσ δρα ςτη D. melanogaster ωσ 

ςυνυποδοχϋασ τησ φερομϐνησ τησ, cVA (Jin et al, 2008). Απώλεια λειτουργύασ τησ 

SNMP1 ϋχει ωσ αποτϋλεςμα τη μεύωςη ευαιςθηςύασ των αιςθητόριων 

οςφρητικών νευρώνων ςτη διϋγερςη απϐ τη cVA, γεγονϐσ που υποδηλώνει το 

ςημαντικϐ ρϐλο τησ SNMP1 ςτη μεταγωγό ςόματοσ των φερομονών με τον 

ακριβό μηχανιςμϐ τησ δρϊςησ τησ να ακϐμα ϊγνωςτοσ. 

Ένα μονοπϊτι ςηματοδϐτηςησ που ϋχει προταθεύ εύναι το εξόσ: η SNMP1 μπορεύ 

να δεςμεϑει ελεϑθερα μϐρια φερομονών ό να δεςμεϑει ςϑμπλοκα φερομονών 

με οςμοδεςμευτικϋσ πρωτεώνεσ (OBPs) ςτο εξωκυτταρικϐ υγρϐ ό και τα δϑο. 

Αυτϋσ οι αλληλεπιδρϊςεισ μποροϑν απλώσ να ςυγκεντρώνουν τα μϐρια τησ 

φερομϐνησ ςτην περιοχό των υποδοχϋων ςτη μεμβρϊνη των βλεφαρύδων ό 

ϊμεςα να διευκολϑνουν τη μεταφορϊ των προςδετών (φερομονών) ςτο 

αντύςτοιχο τοσ υποδοχϋα.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δεϑτερον, η SNMP1 μπορεύ να ςυμμετϋχει ςτη μεταγωγό των φερομονών μϋςω 

ςϑνδεςησ ςε ϋναν ενδοκυτταρικϐ καταρρϊκτη ϐπωσ για παρϊδειγμα μϋςω 

ςτρατολϐγηςησ πρωτεώνών ςτη μεμβρϊνη των βλεφαρύδων δια μϋςου 

κυτταροπλαςματικών ουρών (Gomez-Diaz et al 2016). 
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Ηλεκτροφυςιολογικό ανϊλυςη των SNMPs ςε αποςιωπημϋνουσ αιςθητόριουσ 

νευρώνεσ ϋδειξε ϐτι η SNMP εύναι απαραύτητη για την πρϐκληςη νευρωνικόσ 

δραςτηριϐτητασ απϐ τισ φερομϐνεσ. Σϋλοσ, ωσ πιθανού ρϐλοι τησ SNMP ϋχουν 

προταθεύ η δρϊςη τουσ ωσ ORs ςτα λεπιδϐπτερα και η καθοδόγηςη του 

ςυμπλϋγματοσ OBP-προςδϋτη (Gomez-Diaz et al 2016).  

Σϋλοσ, πειρϊματα ςε ωοκϑτταρα Xenopus ςτα οπούα εκφρϊςτηκε ο υποδοχϋασ 

τησ βομβυκϐλησ του μεταξοςκώληκα (BmOR1 & BmORCO) και προςτϋθηκε η 

SNMP1 του οργανιςμοϑ, εύχαν ωσ αποτϋλεςμα την αϑξηςη τησ κινητικόσ τησ 

ενεργοπούηςησ και τησ απενεργοπούηςησ του υποδοχϋα. ΢υμεπεραςματικϊ, η 

SNMP1 λειτουργεύ ςτην επαγωγό τησ γρόγορησ ενεργοπούηςησ και 

απενεργοπούηςησ των υποδοχϋων των φερομονών ϋτςι ώςτε να επιτευχθεύ 

γρόγορη ϋναρξη και τερματιςμϐσ τησ ευαιςθητοπούηςησ των ORNs ςτισ 

φερομϐνεσ. Αυτϐ επιβεβαιώθηκε και με αποςιώπηςη του γονιδύου SNMP1. Η 

απώλεια λειτουργύασ δεν εξϊλειψε την ενεργοπούηςη που εύχε προκληθεύ απϐ τη 

cVA και η δραςτηριϐτητα ςυνεχύςτηκε για πολλϊ λεπτϊ, ςε αντύθεςη με το 

αγρύου τϑπου γονύδιο, παρουςύα του ο οπούου ο τερματιςμϐσ τησ ενεργοπούηςησ 

πραγματοποιεύται ςε λιγϐτερο απϐ ϋνα δευτερϐλεπτο. ΢υνεπώσ, η SNMP1 

φαύνεται να απαιτεύται για την απενεργοπούηςη του υποδοχϋα φερομονών (Li Z, 

Ni JD, Huang J, Montell C, 2014).  

 

Εν κατακλεύδι,  

ςτην οργϊνωςη του οςφρητικοϑ ςυςτόματοσ των παραςιτικών εντϐμων 

εμπλϋκονται μια πληθώρα πρωτεώνών, που μποροϑν να αποτελϋςουν μοριακοϑσ 

ςτϐχουσ για την ανϊπτυξη νϋων μεθϐδων καταπολϋμηςησ τησ καταςτροφικόσ 

τουσ δρϊςησ και εν προκειμϋνω την καταςτροφικό δρϊςη του δϊκου τησ ελιϊσ. 

Όςο πιο εξειδικευμϋνη ωσ προσ το εύδοσ εύναι η μοριακό ςτϐχευςη τϐςο πιο 

αποτελεςματικϋσ θα εύναι και οι μϋθοδοι καταπολϋμηςησ. Για το λϐγο αυτϐ, η 

εκτενόσ ϋρευνα και ανϊλυςη των καύριων οςφρητικών ςυςτατικών, ϐπωσ ο 

ςυνυποδοχϋασ Orcο και η πρωτεϏνη SNMP1 μπορεύ να ςυμβϊλλει ςτην 

κατανϐηςη τησ αναπαραγωγικόσ ςυμπεριφορϊσ του δϊκου. 
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 ΢κοπϐσ 2.
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΢κοπόσ 
 

 

΢κοπϐσ τησ παροϑςασ διπλωματικόσ εργαςύασ εύναι η λειτουργικό ανϊλυςη των 

γονιδύων ORCO και SNMP1 που εμπλϋκονται ςτη μεταγωγό ςόματοσ οςμών και 

φερομονών ςτο δϊκο τησ ελιϊσ, Bactrocera oleae, μϋςω αποςιώπηςησ RNAi και o 

επακϐλουθοσ ϋλεγχοσ του φαινοτϑπου. ΢τα πλαύςια αυτϊ η πειραματικό 

διαδικαςύα κινόθηκε ςε δϑο ϊξονεσ: 

I. Παροδικό αποςιώπηςη των δϑο γονιδύων ςε αρςενικοϑσ και θηλυκοϑσ 

δϊκουσ μϋςω RNAi και ποςοτικό ανϊλυςη των επιπϋδων ϋκφραςησ 

χρηςιμοποιώντασ Real-Time PCR 

II. Παροδικό αποςιώπηςη του γονιδύου Orco ςε θηλυκοϑσ δϊκουσ και ϋλεγχοσ 

φαινοτϑπου ϐςον αφορϊ ςτη ςεξουαλικό ςυμπεριφορϊ των εντϐμων και 

την ικανϐτητα ωοαπϐθεςησ. 
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 Μϋθοδοι-Τλικϊ 3.
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Μϋθοδοι-Τλικϊ 
 

 

Πειραματικϊ Πρωτόκολλα 

 Αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ (Polymerase chain reaction, PCR) 1.

 

Η αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ (Polymerase chain reaction, PCR) αποτελεύ 

ϋνα απϐ τα ςημαντικϐτερα εργαλεύα τησ Μοριακόσ Βιολογύασ (Mullis et al, 1986) 

με μια πληθώρα εφαρμογών ςε διϊφορουσ τομεύσ. Πρϐκειται για μια ενζυμικό 

μϋθοδο που παρϋχει δυνατϐτητα ενύςχυςησ οριςμϋνων τμημϊτων γενετικοϑ 

υλικοϑ in vitro. Η ανακϊλυψό τησ ϋδωςε τη δυνατϐτητα παραγωγόσ μεγϊλων 

ποςοτότων DNA χωρύσ τη εφαρμογό τησ κλωνοπούηςησ. Η αρχό τησ μεθϐδου 

ςυνύςτανται απϐ την κατϊλυςη απϐ μια DNA πολυμερϊςησ τησ ςϑνθεςησ 

μεγϊλου αριθμοϑ αντιγρϊφων μιασ αλληλουχύασ DNA. Η αλληλουχύα βρύςκεται 

ανϊμεςα ςε δϑο εκκινητϋσ απαραύτητοι για την ϋναρξη τησ διαδικαςύασ. Σο 

αρχικϐ υλικϐ εύναι ϋνα δεύγμα DNA ςτο οπούο περιϋχεται η αλληλουχύα-ςτϐχοσ 

και μπορεύ να εύναι ακϐμα και ϋνα μϐνο μϐριο DNA. 

Η DNA πολυμερϊςη χρηςιμοποιεύ μονϐκλωνο DNA ώ μότρα για τη ςϑνθεςη ενϐσ 

ςυμπληρωματικοϑ νϋου κλώνου (ϐμοια με τη διαδικαςύα τησ αντιγραφόσ). Αυτϐ 

ςημαύνει πωσ το η διπλό ϋλικα πρϋπει να αποδιαταχθεύ πρϊγμα που ςυμβαύνει με 

θϋρμανςη του δύκλωνου DNA ςε θερμοκραςύα που πληςιϊζει το ςημεύο 

βραςμοϑ. Με αυτϐν τον τρϐπο και οι δϑο μονϐκλωνεσ ϋλικεσ μποροϑν να 

χρηςιμοποιηθοϑν ωσ μότρα. Ωςτϐςο, το ϋνζυμο δυςκολεϑεται να αντιγρϊψει 

αλληλουχύεσ μεγϊλου μόκουσ η υψηλόσ περιεκτικϐτητασ ςε GC. 

Σο ϋνζυμο για να ξεκινόςει τη ςϑνθεςη χρειϊζεται ϋνα δύκλωνο τμόμα DNA και 

για αυτϐ ςτην αντύδραςη προςτύθενται δϑο ολιγονουκλεοτιδικού εκκινητϋσ, οι 

οπούοι τοποθετοϑνται εκατϋρωθεν του τμόματοσ. Καθϋνασ απϐ τουσ εκκινητϋσ 

εύναι ςυμπληρωματικϐσ με μια περιοχό του ενϐσ απϐ τουσ κλώνουσ τησ 

αλληλουχύασ ςτϐχου, ώςτε να υβριδοποιεύται ςε αυτό. Κϊθε νϋοσ κλώνοσ DNA 

που ςυντύθεται απϐ τον ϋναν εκκινητό περιλαμβϊνει τη θϋςη ςτην οπούα 

υβριδοποιεύται ο ϊλλοσ εκκινητόσ. Με αυτϐ τον τρϐπο δημιουργοϑνται νϋεσ 

θϋςεισ πρϐςδεςησ εκκινητών ςε κϊθε νϋο μϐριο που ςυντύθεται. Επιπλϋον, 

υπϊρχει δυνατϐτητα καθοριςμοϑ των ςημεύων ϋναρξησ ςϑνθεςησ DNA in vitro με 

προςθόκη ςτην αντύδραςη εκκινητών που ϋχουν την κατϊλληλη αλληλουχύα 

ώςτε να υβριδοποιοϑνται με τη μότρα ςε ςυγκεκριμϋνεσ αλληλουχύεσ.  

Μετϊ την υβριδοπούηςη εκκινητών, θερμοκραςύα ανεβαύνει ξανϊ και η Taq 

πολυμερϊςη καταλϑει τη δημιουργύα των νεών κλώνων. Οι κϑκλοι θϋρμανςησ, 

προςκϐλληςησ των εκκινητών ςτη μότρα  και επϋκταςόσ τουσ με αποτϋλεςμα τη 

δημιουργύα νϋων μορύων επαναλαμβϊνονται. Μετϊ απϐ ν κϑκλουσ το μεύγμα τησ 

αντύδραςησ περιϋχει θεωρητικϊ ϋωσ 2ν δύκλωνα μϐρια DNA τα οπούα φϋρουν 

αντύγραφα τησ αλληλουχύασ που βρύςκεται ανϊμεςα ςτουσ εκκινητϋσ. ΢την 

πρϊξη, η τυπικό απϐδοςη ανϋρχεται ςτο 10-30% τησ θεωρητικϊ μϋγιςτησ. 
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Ουςιαςτικϊ η PCR πραγματοποιεύται ςυνοπτικϊ ςε τρύα ςτϊδια τα οπούα 

αποτελοϑν ϋνα κϑκλο, και επαναλαμβϊνονται διαδοχικϊ (εικϐνα 3.1).  

Εικόνα 3.1: Ένασ κύκλοσ PCR 
 

Ο αριθμϐσ των κϑκλων εξαρτϊται απϐ το μϋγεθοσ του επιθυμητοϑ προώϐντοσ. 

Ωςτϐςο, μετϊ τουσ 30 κϑκλουσ, η PCR εμφανύζει ςυχνϊ λϊθη: 

1. Σο ςτϊδιο τησ αποδιϊταξησ. Αποδιϊταξη του δύκλωνο DNA ςε υψηλό 

θερμοκραςύα 94-95°C.  

2. Σο ςτϊδιο τησ υβριδοπούηςησ. Τβριδοπούηςη εκκινητών (primers) ςτισ 

μονϐκλωνεσ αλυςύδεσ. Η θερμοκραςύα υβριδοπούηςησ, Ta, εξαρτϊται απϐ την 

θερμοκραςύα τόξησ των εκκινητών, Tm1.  

Όπου, Tm=4(G+C)+2(A+Σ) και Ta=Σm-5 (Thein & Wallace, 1986).  

3. Σο ςτϊδιο τησ επιμόκυνςησ. Κατϊλυςη ςϑνθεςη νϋου μορύου απϐ την Taq 

πολυμερϊςη, το οπούο αναγνωρύζοντασ τουσ εκκινητϋσ επιμηκϑνει την 

επιθυμητό αλληλουχύα. Η θερμοκραςύα για την αντύδραςη επιμόκυνςησ εύναι 72-

74°C (πύνακασ 5). 

 
Πύνακασ 3.1: Αντύδραςη PCR 

 

 

 

 

 

 

  

                                                        
1 Η θερμοκραςύα τόξησ εύναι αυτό ςτην οπούα, τα μιςϊ μϐρια του ολιγονουκλεοτιδύου-εκκινητό ζευγαρώνουν με 
την αλληλουχύα-ςτϐχο, ενώ τα ϊλλα μιςϊ δε ςταθεροποιοϑνται πϊνω ςε αυτό και παραμϋνουν ελεϑθερα. ΢ε 
υψηλϐτερεσ θερμοκραςύεσ το ποςοςτϐ των μορύων του εκκινητό που ςταθεροποιοϑνται ςτην αλληλουχύα 
ςτϐχο μειώνεται και ϋτςι ενδϋχεται να αποτϑχει ο πολλαπλαςιαςμϐσ του επιθυμητοϑ τμόματοσ. ΢ε 
χαμηλϐτερεσ θερμοκραςύεσ ο εκκινητόσ τεύνει να υβριδοποιηθεύ και ςε μη ειδικϋσ αλληλουχύεσ, που δεν εύναι 
ςυμπληρωματικϋσ με αποτϋλεςμα να προκϑψουν και ανεπιθϑμητα παραπροώϐντα. 

΢τϊδιο Θερμοκραςύ
α 

Φρϐνοσ Κϑκλοσ 

Αρχικό αποδιϊταξη 94°C 4 min 1 

Αποδιϊταξη 94°C 30sec  
30 Τβριδιςμϐσ Ta 30sec 

Επιμόκυνςη 72°C 1kb/sec 

Σελικό επιμόκυνςη 72°C 5min 1 
Διατόρηςη 4°C -  
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Σα βαςικϊ ςυςτατικϊ τησ αντύδραςησ εύναι: 

o DNA 

o Εκκινητϋσ (Forward και Reverse) 

o dNTPs 

o DNA Taq πολυμερϊςη 

o Ρυθμιςτικϐ διϊλυμα ενζϑμου (Buffer) 

o MgCl2 

Σα υλικϊ τοποθετοϑνται ςτο PCR tube και προςτύθεται νερϐ για να ςυμπληρώςει 

τον τελικϐ ϐγκο. Έπειτα τo PCR tube τοποθετεύται ςτη ςυςκευό του 

θερμοκυκλοποιητό  για επώαςη ςτο κατϊλληλο πρϐγραμμα. Σϋλοσ, τα 

παραγϐμενα αντύγραφα μποροϑν να ανιχνευθοϑν ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 

βαμμϋνο με βρωμιοϑχο αιθύδιο. 

 

 Δημιουργύα dsRNA 2.

Για την παραγωγό δύκλωνων μορύων, dsRNA, μϋςω in vitro transcription 

πραγματοποιόθηκε η ακϐλουθη διαδικαςύα:  

Για τη δημιουργύα του dsRNA χρηςιμοποιόθηκε ωσ εκμαγεύο DNA, προώϐν PCR, 

που φϋρει εκατϋρωθεν την αλληλουχύα του υποκινητό Σ7. Ο υποκινητόσ αυτϐσ 

αποτελεύ τη θϋςη πρϐςδεςησ τησ RNA πολυμερϊςησ για την αντύςτροφη 

μεταγραφό (Martin et al., 2005).  Η αλληλουχύα εκμαγεύο ςχεδιϊςτηκε με τη 

χρόςη του E-RNAi (παρϊρτημα 4, 5).  

 

Σο DNA προώϐν ενιςχϑθηκε με PCR ςϑμφωνα με την παρακϊτω αντύδραςη: 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

    

  

Πύνακασ 3.2: Αντύδραςη ενύςχυςησ dsRNA 

Αντιδραςτόρια μl 

dsRNA ( 0.5 µg/µl) 1 

dNTPs (40nM) 0.4 

Primer T7. F (10pmol/μl) 0.7 

Primer T7. R (10pmol/μl) 0.7 

Polymerase (GeneOn) 0.2 

Buffer (10X) 2 

H2O 15 

Σελικϐσ Όγκοσ 20 
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  Οι ςυνθόκεσ τησ PCR όταν οι ακϐλουθεσ:  

 

Πύνακασ 3.3: ΢υνθόκεσ αντύδραςησ PCR για την ενύςχυςη του dsRNA 

 

 

 

 

 

 

 

Η μετατροπό των προώϐντων PCR ςε δύκλωνο RNA για τα αντύςτοιχα γονύδια 

πραγματοποιόθηκε με βϊςη το πρωτϐκολλο του MEGAscript® Kit τησ Ambion 

και απαιτεύ τα εξόσ αντιδραςτόρια: 

o Προώϐν PCR 

o H2O 

o Ριβονουκλεοτύδια 

o 10Φ Reaction Buffer 

o RNA Polymerase Enzyme Mix 

o Turbo DNase 

o Διϊλυμα οξικοϑ αμμωνύου 

o Υαινϐλη, χλωροφϐρμιο 

o 70% αιθανϐλη 

o Ιςοπροπανϐλη 

 

 

 

Πρωτϐκολλο: 

1. Ξεπϊγωμα των αντιδραςτηρύων τοποθετώντασ ςτον πϊγο τα διαλϑματα των 

ριβονουκλεοτιδύων και το 10Φ Reaction Buffer ςτον πϊγκο ςε θερμοκραςύα 

δωματύου 

2. Προςθόκη των πϋντε πρώτων αντιδραςτηρύων ςε eppendorf ςε θερμοκραςύα 

δωματύου με τη ςειρϊ και ςτισ παρακϊτω ποςϐτητεσ που αναγρϊφονται  

παρακϊτω: 

  

΢τϊδιο Θερμοκρας
ύα 

χρϐνοσ κϑκλοσ 

Αρχικό 
αποδιϊταξη 

95οC 5min 1 

Αποδιϊταξη 95οC 30sec  
30 Τβριδιςμϐσ 55οC 30sec 

Επιμόκυνςη 72οC 40sec 

Σελικό 
επιμόκυνςη 

72οC 4 min 1 

Διατόρηςη 4οC - - 
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                                                       Πύνακασ 3.4: Αντύδραςη in vitro transcription 

 

 

 

 

3. Καλό ανϊμειξη με πιπϋτα 

4. Επώαςη ςτουσ 37οC για 16 ώρεσ 

5. Προςθόκη 2 μl Turbo DNase και επώαςη ςτουσ 37οC για 15 λεπτϊ 

6. Προςθόκη 228 μl Η2Ο και 30 μl οξικοϑ αμμωνύου 

7. Προςθόκη ύςησ ποςϐτητασ φαινϐλησ/χλωροφορμύου για αντύδραςη τελικοϑ 

ϐγκου 300μl 

8. Υυγοκϋντρηςη για 5 λεπτϊ ςε 12000 rpm 

9. Μεταφορϊ υπερκειμϋνου ςε καινοϑργιο  tube  και προςθόκη χλωροφορμύου 

10. Υυγοκϋντρηςη για 5 λεπτϊ ςε 12000rmp 

11. Μεταφορϊ υπερκειμϋνου και προςθόκη ύςου ϐγκου ιςοπροπανϐλησ 

12. Επώαςη ςτον πϊγο για 30 λεπτϊ 

13. Υυγοκϋντρηςη για 45 λεπτϊ ςτουσ 4οC ςε 12000rpm 

14. Αφαύρεςη υπερκειμϋνου και πλϑςη με ύςο ϐγκο 70% αιθανϐλησ 

15. Υυγοκϋντρηςη για 5 λεπτϊ ςτουσ 4οC ςε 12000 rpm 

16. Αφαύρεςη υπερκειμϋνου με πιπϋτα 

17. Προςθόκη παγωμϋνησ αιθανϐλησ 

18. Υυγοκϋντρηςη για 45 λεπτϊ ςτουσ 4οC ςε 12000rpm 

19. ΢τϋγνωμα του ιζόματοσ για 15 λεπτϊ περύπου και προςθόκη 25 μl ζεςτοϑ 

(50οC) H2O 

 

  Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 3.

Μϋθοδοσ που χρηςιμοποιεύται για το διαχωριςμϐ, την απομϐνωςη και την 

ταυτοπούηςη μορύων, ϐπωσ το DNA (Sambrook et al, 1989). Σα μϐρια του DNA 

ειςϊγονται ςε ειδικϋσ θϋςεισ εντϐσ του πηκτώματοσ αγαρϐζησ, ενϐσ πορώδουσ 

μϋςου με βαςικϐ ςυςτατικϐ την αγαρϐζη, το οπούο εύναι τοποθετημϋνο μϋςα ςτη 

ςυςκευό ηλεκτροφϐρηςησ που φϋρει δϑο πϐλουσ για τη δημιουργύα ηλεκτρικοϑ 

πεδύου. Κατϊ την εφαρμογό του ηλεκτρικοϑ πεδύου, το DNA αρχύζει να 

μετακινεύται (εντϐσ του gel) απϐ τον αρνητικϐ προσ τον θετικϐ πϐλο τησ 

ςυςκευόσ λϐγω του αρνητικοϑ φορτύου που φϋρει ςε ουδϋτερο pH. Ο 

διαχωριςμϐσ πραγματοπεύται βϊςει μεγϋθουσ ϐπου με τα μικρϐτερα ςε μϋγεθοσ 

(ζεϑγη βϊςεων) δεύγματα κινοϑνται ταχϑτερα προσ το θετικϐ πϐλο. 

Η οπτικοπούηςη των αποτελεςμϊτων τησ ηλεκτροφϐρηςησ πραγματοποιεύται 

μϋςω τησ ειςαγωγόσ μιασ φθορύζουςασ χρωςτικόσ, του βρωμιοϑχου αιθύδιου, 

  Αντιδραςτόρια Ποςϐτητα 

Προώϐν PCR 10 μl 

Ριβονουκλεοτύδια (ATP, CTP, GTP, UTP) 4 μl απϐ το καθϋνα 

10X Reaction Buffer 4 μl 

RNA Polymerase Enzyme Mix 4 μl 

H2O 6 μl 

Σελικϐσ ϐγκοσ 40 μl 
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που παρεμβϊλεται εντϐσ τησ διπλόσ ϋλικασ του DNA και ανιχνεϑεται με ϋκθεςη 

ςε υπεριώδη ακτινοβολύα. Επιπλϋον, ο υπολογιςμϐσ του μεγϋθουσ των 

δειγμϊτων μασ βαςύζεται ςτη ςϑγκριςη με μϊρτυρα γνωςτοϑ μοριακοϑ βϊρουσ 

(ladder), ο οπούοσ αποτελεύ ϋνα μύγμα τμημϊτων με διακριτϊ μοριακϊ μεγϋθη και 

μετακινεύται παρϊλληλα με το DNA ςτο ηλεκτρικϐ πεδύο. 

 

Σα υλικϊ που απαιτοϑνται εύναι: 

o Ρυθμιςτικϐ διϊλυμα TBE 5χ (1L: 54g Tris-base, 20mL EDTA 0,5M (pH:8), 27,5g 

Boric acid) 

o Αγαρϐζη 

o Ladder 

o Διϊλυμα φϐρτωςησ (Loading buffer) 10Φ (0,25% μπλε τησ βρωμοφαινϐλησ, 

0,25% κυανοϑν τησ ξυλϐλησ, 15% φικκϐλη ςε νερϐ) 

o Βρωμιοϑχο αιθύδιο 

 

 

Για την παραςκευό 40mL πηκτώματοσ αγαρϐζησ 1%, 0,5Φ ΣΒΕ ακολουθοϑνται 

τα εξόσ βόματα: 

1. Προςθόκη 1gr αγαρϐζησ ςε κωνικό φιϊλη. 

2. Προςθόκη 100ml ΣΒΕ ςτην ύδια φιϊλη. 

3. Θϋρμανςη τησ κωνικόσ φιϊλησ, με ανϊδευςη ανϊ τακτϊ διαςτόματα, ϋωσ 

ϐτου διαλυθεύ πλόρωσ η αγαρϐζη. 

4. Προςθόκη 4μL βρωμιοϑχου αιθύδιου και ανακύνηςη. 

5. Ειςαγωγό του διαλϑματοσ αγαρϐζησ ςτισ ειδικϋσ μότρεσ και τοποθϋτηςη 

χτενών για τη δημιουργύα μικρών πηγαδιών, εντϐσ του πηκτώματοσ. 

6. Αναμονό μϋχρι να ςτερεοποιηθεύ πλόρωσ και αφαύρεςη των χτενών. 

 

Για την ηλεκτροφϐρηςη των δειγμϊτων: 

1. Σοποθϋτηςη του πηκτώματοσ ςτη ςυςκευό ηλεκτροφϐρηςησ. 

2. Προςθόκη διαλϑματοσ TBE 0,5X ώςτε να καλυφθοϑν πλόρωσ τα πηγαδϊκια 

τησ ηλεκτροφϐρηςησ. 

3. Προςθόκη διαλϑματοσ φϐρτωςησ ςτα, προσ ηλεκτροφϐρηςη, δεύγματα. 

4. Ειςαγωγό των δειγμϊτων καθώσ και του Ladder ςτα πηγαδϊκια του 

πηκτώματοσ (κϊθε δεύγμα και ο Ladder ςε διαφορετικϐ πηγαδϊκι). 

Η παρακολοϑθηςη τησ ηλεκτροφϐρηςησ μπορεύ να γύνει εύτε δια γυμνοϑ 

οφθαλμοϑ, παρατηρώντασ τα δϑο ςυςτατικϊ του διαλϑματοσ φϐρτωςησ 

(μπλε βρωμοφαινϐλησ ~300bp, κυανοϑν ξυλϐλησ ~4000bp), εύτε δια τησ 

υπεριώδουσ ακτινοβολύασ. 
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  Ανϊκτηςη μορύων DNA απϐ πόκτωμα αγαρϐζησ  (gel extraction) 4.

Η ανϊκτηςη μορύων DNA ςτοχεϑει ςτην απομϐνωςη και τον καθαριςμϐ μιασ 

αλληλουχύασ η οπούα ϋχει διαχωριςτεύ απϐ τισ υπϐλοιπεσ ενϐσ δεύγματοσ ςε 

πόκτωμα αγαρϐζησ και πραγματοποιεύται μετϊ την ολοκλόρωςη τησ 

ηλεκτροφϐρηςησ. Σο τμόμα που περιϋχει την επιθυμητό αλληλουχύα, αφοϑ 

κοπεύ με νυςτϋρι απϐ το υπϐλοιπο πόκτωμα, υφύςταται επεξεργαςύα 

προκειμϋνου να απομονωθεύ πλόρωσ το DNA που εμπεριϋχεται ςε αυτϐ.  

Η μϋθοδοσ πραγματοποιόθηκε με τη χρόςη του GF-1 Gel DNA Recovery 

(extraction) Kit τησ Gene on. 

Τλικϊ: 

1. Buffer GB 

2. Διϊλυμα πλϑςησ μεμβρανών (WB-Wash Buffer) 

3. Τδατικϐ διϊλυμα ελεϑθερο νουκλεαςών (Elution Buffer) 

 

Μϋθοδοσ: 

1. Σοποθϋτηςη του κομματιοϑ του πηκτώματοσ με την επιθυμητό ζώνη ςε 

ςωληνϊκι τϑπου eppendorf 1,5mL και ζϑγιςη του. 

2. Μετϊ τον υπολογιςμϐ του βϊρουσ του, προςτύθεται ποςϐτητα του Buffer GB, 

ανϊλογα με τη μϊζα τησ ζώνησ 

3. Σοποθϋτηςη του eppendorf ςτο υδατϐλουτρο ςτουσ 50οC μϋχρι να διαλυθεύ το 

πόκτωμα 

4. Μεταφορϊ του περιεχομϋνου του eppendorf ςε ειδικϊ column tubes 

5. Υυγοκϋντρηςη ςτα 10.000g για 1 λεπτϐ 

6. Απομϊκρυνςη του εκλοϑςματοσ 

7. Προςθόκη 650 μl Wash Buffer και φυγοκϋντρηςη ςτα 10.000g για 1 λεπτϐ 

8.  Απομϊκρυνςη του εκλοϑςματοσ 

9. Υυγοκϋντρηςη ςτα 10.000g για 1 λεπτϐ ώςτε να απομακρυνθεύ πλόρωσ η 

αιθανϐλη 

10. Μεταφορϊ του ϊνω τμόματοσ του column tube ςε καινοϑριο eppendorf 

11. Προςθόκη 30 μl ζεςτοϑ νεροϑ (65-70οC) ςτο κϋντρο τησ ςτόλησ 

12. Αναμονό για δϑο λεπτϊ 

13. Υυγοκϋντρηςη ςτα 10.000g για ϋνα λεπτϐ  

14. Επανϊληψη των βημϊτων 12,13 και 14. 

15. Προςτύθενται προςεκτικϊ ςτο κϋντρο τησ ςτόλησ 30-50μL Elution buffer, το 

οπούο ϋχει προθερμανθεύ ςε υδατϐλουτρο για ~10min και αφόνεται για 2-3min 

ςτον πϊγκο. 

16. Σο δεύγμα φυγοκεντρεύται για 1min ςτισ 5.000 ςτροφϋσ, και το DNA που ϋχει πια 

ανακτηθεύ αποθηκεϑεται ςτουσ 4°C. 

 

 Μικροενϋςεισ 5.

Η ϋγχυςη των dsRNA ςτα ϋντομα ϋγινε πλευρικϊ ςτο μεςοθώρακα (ςτην περιοχό κϊτω 

απϐ το φτερϐ) με χρόςη τησ ςυςκευόσ Nanoject II ςϑμφωνα με την εξόσ διαδικαςύα: 

1. ΢υναρμολϐγηςη ςυςκευόσ (εικϐνα 3.2) 
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2. Καθαριςμϐσ των επιμϋρουσ εξαρτημϊτων με αιθανϐλη 70% 

3. Επιλογό γυϊλινη βελϐνα quartz η οπούα καταςκευϊζεται εκεύνη τη ςτιγμό μϋςω 

τομόσ με νυςτϋρι ώςτε να εύναι η ύδια για ϐλεσ τισ ενϋςεισ ςε ϐλα τα ϋντομα 

4. Ειςαγωγό mineral oil ςτη βελϐνα προςεκτικϊ αποφεϑγοντασ τη δημιουργύα 

φυαςαλύδων 

5. Σοποθϋτηςη βελϐνασ ςτη χειρολαβό   

6. Ειςαγωγό dsRNA ςτη βελϐνα. Η ποςϐτητα που ειςϊγεται εύναι ςτη βελϐνα εύναι 

0,069 μl.  

7. Εςτύαςη του μεςοθώρακα του εντϐμου ςτο μικροςκϐπιο (εικϐνα 3.3) 

8. Έγχυςη dsRNA απευθεύασ ςτην αιμϐλεμφο ςε αναιςθητοποιημϋνα ϋντομα  

 

 

 

 

 Απομϐνωςη ιςτών 6.

Η απομϐνωςη των κεραιών και των κεφαλιών απϐ τα ϋντομα 

πραγματοποιόθηκε με νυςτϋρι και μικρϐ μυτερϐ ψαλύδι. Σα αναιςθητοποιημϋνα 

ϋντομα ακινητοποιόθηκαν ςε ϑπτια ςτϊςη ςε ςταγϐνα νεροϑ πϊνω ςε 

αντικειμενοφϐρο πλϊκα. Οι απομονωμϋνοι ιςτού μεταφϋρθηκαν ςε διϊλυμα TRI 

reagent (MRC). 

 Απομϐνωςη RNA 7.

Η μϋθοδοσ αυτό χρηςιμοποιεύται για την απομϐνωςη RNA απϐ τουσ ιςτοϑσ του 

κεφαλιοϑ και τησ κεραύασ που τοποθετοϑνται ςε διϊλυμα TRI reagent (MRC) 

αμϋςωσ μετϊ τισ τομϋσ, οϑτωσ ώςτε να εύναι δυνατό εν ςυνεχεύα η ςϑνθεςη του 

cDNA. 

 

Σο πρωτϐκολλο ςυνύςταται απϐ τα εξόσ ςτϊδια: 

1. Αφαύρεςη του υπϊρχοντοσ TRI reagent  

2. Σοποθϋτηςη του δεύγματοσ ςε υγρϐ ϊζωτο και ομογενοπούηςη  μϋςω 

λιοτρύβιςησ του ιςτοϑ με ϋμβολο (οι ιςτού εύναι πλοϑςιοι ςε χυτύνη ςυνεπώσ 

το υγρϐ ϊζωτο ςυμβϊλλει ςτη μετατροπό του ιςτοϑ ςε «ςκϐνη») 

3. Επαναδιϊλυςη ςε 100μl TRI reagent 

Εικόνα 3.2: Συναρμολόγθςθ ςυςκευισ από τα 
επιμζρουσ εξαρτιματα 

Εικόνα 3.3: Συςκευι Nanoject II  
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4. Επώαςη ςε θερμοκραςύα δωματύου (RT) για 5’. 

5. Vortex και επώαςη ςε RT για ακϐμα 5’ 

6. Υυγοκϋντρηςη για 10’ ςτουσ 4οC ςε 12000 rpm 

7. Μεταφορϊ του υπερκειμϋνου ςε καινοϑργιο tube (ϋνα tube για κϊθε δεύγμα) 

8. Προςθόκη 100μl BCP και 0,5 μl γλυκογϐνου ςε κϊθε tube 

9. Επώαςη ςε RT για 2-3 λεπτϊ 

10. Υυγοκϋντρηςη για 18’ ςτουσ 4οC ςε 12000 rpm 

11. Μεταφορϊ υδατικόσ φϊςησ ςε νϋο tube (1,5 ml) και προςθόκη ύςου ϐγκου 

ιςοπροπανϐλησ 

12. Επώαςη ςε πϊγο για μύα ώρα 

13. Υυγοκϋντρηςη για 30’ ςτουσ 4οC ςε 12000 rpm 

14. Αφαύρεςη υπερκειμϋνου και προςθόκη παγωμϋνησ αιθανϐλησ 75% 

15. Υυγοκϋντρηςη για 5’ ςτουσ 4οC ςε 75000 rcf 

16. Αφαύρεςη αιθανϐλησ και πλϑςη ιζόματοσ με παγωμϋνη αιθανϐλη 75% 

17. Υυγοκϋντρηςη για 5’ ςτουσ 4οC ςε 75000 rcf  

(το 16ο και το 17ο ςτϊδιο επαναλαμβϊνονται 3 φορϋσ) 

18. Αφαύρεςη του τελευταύου υπερκειμϋνου και ςτϋγνωμα του ιζόματοσ ςε 

ςτεύρεσ ςυνθόκεσ 

19. Αναδιαλυςη ιζόματοσ ςε 8μl νερϐ  

 

 Κατεργαςύα με DNAse 8.

Σα δεύγματα εύναι τοποθετημϋνα ςε PCR tubes (ϋνα ςε κϊθε tube).  Εν ςυνεχεύα 

για το κϊθε δεύγμα καταςκευϊζεται η αντύδραςη με τον τελικϐ ϐγκο να εύναι 

10μl: 

      Πύνακασ 3.4: Πρωτϐκολλο επεξεργαςύασ με DNAse 

 

 

 

 

 

Έπειτα η κϊθε αντύδραςη επωϊζεται ςτο θερμοκυκλοποιητό ςτουσ 37οC για 25 

λεπτϊ. Μετϊ το πϋρασ των 25 λεπτών προςτύθεται 1μl inactivation buffer για να 

απενεργοποιηθεύ DNAse και η κϊθε αντύδραςη επωϊζεται ςε θερμοκραςύα 

δωματύου για 5’. ΢τη ςυνϋχεια πραγματοποιεύται φυγοκϋντρηςη των δειγμϊτων 

ςτα 11000g για 2 λεπτϊ και τϋλοσ το υπερκεύμενο μεταφϋρεται ςε νϋο PCR tube.  

 

 ΢ϑνθεςη cDNA 9.

Πρϐκειται για το τελικϐ πρωτϐκολλο πριν την ποςοτικό ανϊλυςη με Real-Time 

PCR. ΢ϑμφωνα με αυτϐ η αντύδραςη για τη μετατροπό κϊθε δεύγματοσ ςε cDNA 

εύναι η εξόσ με τελικϐ ϐγκο 15μl:   

Αντιδραςτόριο (μl) 

RNA 8μl 

Buffer 1μl 

DNAse 0,2μl 

Η2Ο 0,8μl 

Σελικϐσ Όγκοσ 10μl 
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Πύνακασ 3.5: Πρωτόκολλο ςύνθεςησ cDNA 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

1. Αρχικϊ προςτύθενται οι Random Primers και το κϊθε δεύγμα επωϊζεται για 10’ 

ςτουσ 70οC. 

2. Ακολουθεύ επώαςη ςτον πϊγο για 5’. 

3. Έπειτα προςτύθενται ςε κϊθε δεύγμα τα υπϐλοιπα αντιδραςτόρια (dNTPs, 

Buffer, Inhibitor, RT, H2O) 

4. Εν ςυνεχεύα τα δεύγματα επωϊζονται ςτο θερμοκυκλοποιητό για 1 ώρα ςτουσ 

42οC 

 

 Αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ πραγματικοϑ χρϐνου (Real-Time 10.

PCR)  

Αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ πραγματικοϑ χρϐνου εύναι μια ποςοτικό 

μϋθοδοσ που χρηςιμοποιεύται για τη μϋτρηςη τησ ποςϐτητασ των μορύων-

ςτϐχων που περιϋχει ϋνα δεύγμα. ΢ε γενικϋσ γραμμϋσ ϐςο μεγαλϑτεροσ εύναι ο 

αριθμϐσ των μορύων-ςτϐχων ςτο αρχικϐ δεύγμα, τϐςο περιςςϐτερα 

πολλαπλαςιαςμϋνα μϐρια θα υπϊρχουν ςε κϊθε βόμα τησ αντύδραςησ. Πϋρα απϐ 

τη μϋτρηςη τησ ποςϐτητασ, ϋνα ακϐμα πλεονϋκτημα τησ μεθϐδου, εύναι και η 

παρακολοϑθηςη του ρυθμοϑ πολλαπλαςιαςμοϑ του μορύου ςτϐχου κατϊ τη 

διϊρκεια τησ αντύδραςησ. 

΢ε αρχικό φϊςη το προώϐν δεν εύναι ακϐμα ανιχνεϑςιμο λϐγω του ϐτι βρύςκεται 

ςε μικρό ποςϐτητα. Ακολουθεύ μια εκθετικό φϊςη κατϊ την οπούα η ποςϐτητα 

του προώϐντοσ ςχεδϐν διπλαςιϊζεται ςε κϊθε βόμα. Αν υπϊρχουν περιςςϐτερα 

μϐρια-ςτϐχοι ςτην αρχό, θα χρειαςτοϑν λιγϐτεροι κϑκλοι για να αρχύςει η 

εκθετικό φϊςη. Η ςϑγκριςη του αριθμοϑ των κϑκλων που απαιτοϑνται για την 

ϋναρξη τησ εκθετικόσ φϊςησ ςε διαφορετικϋσ αντιδρϊςεισ, δύνει τη δυνατϐτητα 

προςδιοριςμοϑ τησ αρχικόσ ποςϐτητασ των μορύων που χρηςιμοποιόθηκαν ςτισ 

αντιδρϊςεισ.  Η δυνατϐτητα αυτό οφεύλεται ςτη δρϊςη του SYBR Green, μιασ 

φθορύζουςασ χρωςτικόσ, η οπούα ενςωματώνεται ςτα δύκλωνα μϐρια που 

ςυντύθενται κατϊ τη διϊρκεια τησ αντύδραςησ ςτο διϊλυμα παρϊγοντασ 

φθοριςμϐ. Η ϋνταςη του SYBR Green εύναι ανϊλογη τησ ςυγκϋντρωςησ του 

παραγϐμενου προώϐντοσ.  

                                                        
  2Οι παρενθϋςεισ αντιςτοιχοϑν ςε τελικϐ ϐγκο 20μl 

Αντιδραςτόριο  (μl)  

RNA 8μl 

Random Primers (300ng/μl)2 1μl 

dNTPs (40 mM) 0,75μl 

Buffer (10x) 1,5 μl 

Inhibitor (40 units/μl) 0,8μl 

RT  (40 units/μl) 0,8μl 

Η2Ο 1,15μl 

Σελικϐσ Όγκοσ 15μl 
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Η μϋτρηςη τησ ποςϐτητασ του αρχικοϑ δεύγματοσ υπολογύζεται μϋςω τησ τιμόσ 

Cq (ό Ct), η οπούα αποτελεύ τον αριθμϐ των κϑκλων που απαιτοϑνται για να 

ξεπερϊςει το προώϐν το ϐριο ανύχνευςησ φθοριςμοϑ (threshold). Η τιμό αυτό 

εύναι αντιςτρϐφωσ ανϊλογη τησ αρχικόσ ποςϐτητασ του μορύου-ςτϐχου. Ωςτϐςο, 

το SYBR Green μπορεύ να ςυνδϋεται ςε οποιοδόποτε δύκλωνο μϐριο, εκτϐσ του 

μορύου-ςτϐχου. Αυτϐ ςημαύνει ϐτι μπορεύ να ενςωματωθεύ και ςε διμερό των 

εκκινητών ό ενιςχυμϋνα μη-ειδικϊ προώϐντα τησ αντύδραςησ οδηγώντασ ςτην 

αϑξηςη του τελικοϑ φθοριςμοϑ. 

 

Σο μϋγεθοσ του προώϐντοσ τησ αντύδραςησ τησ Real-Time PCR, τϋλοσ, πρϋπει να 

κυμαύνεται μεταξϑ 80-120bp για να εξαςφαλιςτεύ η ειδικϐτητα και η υψηλό 

απϐδοςη τησ ενύςχυςησ. Η ειδικϐτητα τησ ενύςχυςησ μπορεύ να διαπιςτωθεύ μετϊ 

την ολοκλόρωςη τησ αντύδραςησ μϋςω τησ καμπϑλησ αποδιϊταξησ (melting 

curve analysis). Με την ανϊλυςη αυτό προςδιορύζεται η θερμοκραςύα τόξησ (Σm) 

των προώϐντων τησ αντύδραςησ. Έτςι διαπιςτώνεται τελικϊ ο τυχϐν 

ςχηματιςμϐσ διμερών των εκκινητών ό μη ειδικών προώϐντων, που ϐντασ 

μικρϐτερα ςε μϋγεθοσ παρουςιϊζουν χαμηλϐτερη θερμοκραςύα τόξησ.  

 

Βαςικϊ ςυςτατικϊ μιασ αντύδραςησ qRT-PCR εύναι: 

o DNA  

o Εκκινητϋσ (primers) Forward και Reverse 

o iTaq Universal SYBR Green Supermix (hot-start iTaq DNA polymerase, dNTPs,  

o MgCl2, SYBR® Green I dye)  

 

΢το ςυγκεκριμϋνο πεύραμα, η qRT-PCR πραγματοποιόθηκε ςτισ ποςϐτητεσ (μL) 

που αναφϋρονται ςτον παρακϊτω πύνακα.  

  

Εικόνα 3.4: Kαμπύλη  ποςοτικόσ PCR πραγματικού χρόνου. Η ϋνταςη φθοριςμού (Rn) ςε 
ςυνϊρτηςη με τον αριθμό κύκλων 
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           Πύνακασ 3.6: Aντύδραςη qRT- PCR για ϋνα δεύγμα του ςυγκεκριμϋνου πειρϊματοσ 

 

 

 

 

 

Επιπλϋον η ανϊλυςη ϋκφραςησ πραγματοποιόθηκε ςϑμφωνα με τισ εξόσ 

ςυνθόκεσ: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ανϊλυςη ϋκφραςησ 11.

H ςϑγκριςη των επιπϋδων mRNA ςε διαφορετικϊ δεύγματα μϋςω qRT-PCR, 

απαιτεύ την κανονικοπούηςη των τιμών ϋκφραςόσ τουσ. Η διαδικαςύα τησ 

κανονικοπούηςησ πραγματοποιεύται μϋςω τησ ενύςχυςησ ενϐσ γονιδύου ςταθερόσ 

ϋκφραςησ ςε ϐλουσ τουσ ιςτοϑσ (housekeeping gene), που θα λειτουργόςει ωσ 

γονύδιο αναφορϊσ. Η ενύςχυςη του γονιδύου αναφορϊσ ϋχει τη δυνατϐτητα να 

αντιςταθμύςει πειραματικϊ ςφϊλματα (τεχνικϐσ χειριςμϐσ δειγμϊτων, 

διαφορετικό απϐδοςη ςε αντιδρϊςεισ αντύςτροφησ μεταγραφόσ, αντύδραςη 

PCR. Η κανονικοποιημϋνη ποςϐτητα τησ αλληλουχύασ ςτϐχου προςδιορύζεται ωσ 

προσ την ϋκφραςη του γονιδύου αναφορϊσ (ςχετικό ϋκφραςη). Η ςχετικό 

ποςοτικοπούηςη πραγματοποιεύται με τη μϋθοδο ςϑγκριςησ των Ct (ΔΔCt)  

ςϑμφωνα με τον τϑπο (Livak et al, 2001):  

 

           R = 2−[∆Ct δεύγματοσ−∆Ct γονιδύου αναφορϊσ] 

R = 2−[∆∆Ct] 

Σϋλοσ, η ανϊλυςη ϐλων των δειγμϊτων τησ Real-Time PCR, πραγματοποιόθηκε 
με χρόςη του προγρϊμματοσ CFX Manager Software (Bio-Rad CFX96). 

  

Αντιδραςτόρια (μL) 

SYBR Green Supermix 7,5 μl 

Primer F 0,45 μl 

Primer R 0,45 μl 

Template 5 μl 

Η2Ο 1,6 μl 

Σελικϐσ ϐγκοσ 15μl 

Εικόνα 3.5: Συνκικεσ πραγματοποίθςθσ των αναλφςεων για όλα τα δείγματα. Απεικονίηονται τα ςτάδια 
τθσ qRT-PCR με τισ αντίςτοιχεσ κερμοκραςίεσ κακϊσ και ο αρικμόσ των επαναλιψεων τθσ ενίςχυςθσ. 
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Εργαςτηριακόσ πληθυςμόσ εντόμων 

Ο πληθυςμϐσ του δϊκου, Bactrocera oleae, που χρηςιμοποιόθηκε ανόκει ςτο 

εργαςτηριακϐ ςτϋλεχοσ «Δημϐκριτοσ» και διατηρεύται υπϐ ελεγχϐμενεσ 

ςυνθόκεσ ςταθερόσ θερμοκραςύασ (24°C) και υγραςύασ (~ 40%) με φωτοπερύοδο 

12h, ςτο εργαςτόριο Μοριακόσ Βιολογύασ και Γονιδιωματικόσ (Σμόμα Βιοχημεύασ 

& Βιοτεχνολογύασ, Πανεπιςτόμιο Θεςςαλύασ). 

 

Έλεγχοσ ωοτοκύασ 

Για τον ϋλεγχο φαινοτϑπου η πειραματικό διαδικαςύα εύναι η ακϐλουθη: 
 

΢υζευγμϋνα θηλυκϊ ϊτομα 
απομονώνονται αμϋςωσ μετϊ απϐ τη 
ςϑζευξη, ςε ατομικϊ κλουβιϊ που 
φϋρουν ϋναν ειδικϊ κερωμϋνο κώνο 
ςτη μϋςη για ωοαπϐθεςη (εικϐνα 
2.7). Θεωρώντασ την επομϋνη τησ 
ςϑζευξησ των εντϐμων ωσ μϋρα 
μηδϋν, ςυλλϋγονται τα αυγϊ απϐ 
κϊθε θηλυκϐ ϋντομο ςε καθημερινό 
βϊςη ξεπλϋνοντασ τον κερωμϋνο 
κώνο με απιονιςμϋνο νερϐ.  

 
Σα αυγϊ που ςυλλϋγονται, 
καταμετροϑνται και τοποθετοϑνται 
για δϑο μϋρεσ ςε τριβλύο με διηθητικϐ 
χαρτύ Whatman εμποτιςμϋνο με 
προπιονικϐ οξϑ το οπούο ϋχει αντιμικροβιακό δρϊςη. Μετϊ το πϋρασ των δϑο 
ημερών τα αυγϊ μεταφϋρονται ςε ειδικό τροφό προνυμφών για να 
εκκολαφθοϑν. 

  

Εικόνα 3.7: Ατομικά κλουβιά απομόνωςθσ 
ςυηευγμζνων κθλυκϊν 
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 Αποτελϋςματα 4.
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Αποτελϋςματα 
 

Παροδικό ςύγηςη γονιδύων Orco και SNMP1 
Αρχικϐ ςτϊδιο τησ πειραματικόσ διαδικαςύασ όταν η δημιουργύα των dsRNA που 

επρϐκειτο να ειςαχθοϑν ςτα ϋντομα. Βϊςει των αλληλουχιών των μεταγρϊφων 

του ORCO και του SNMP1 (παρϊρτημα 3) ςχεδιϊςτηκαν και αντύςτοιχεσ 

αλληλουχύεσ των προώϐντων ενύςχυςησ που χρηςιμοποιόθηκε ωσ εκμαγεύο για τη 

παραγωγό δύκλωνων RNA (παρϊρτημα 5). Οι αλληλουχύεσ αυτϋσ μετατρϊπηκαν 

μϋςω in vitro μεταγραφόσ ςε δύκλωνα μϐρια. Πϋραν των dsOrco και dsSNMP1 

παρϊχθηκε και dsGFP ώςτε να ενεθεύ ςε ϋντομα που θα αποτελοϑςαν τον 

πληθυςμϐ ελϋγχου. To GFP εύναι ϋνα γονύδιο το οπούο δεν υπϊρχει ςτον 

οργανιςμϐ του δϊκου. Η ϋγχυςη dsGFP ςυνεπώσ δεν μπορεύ να ϋχει καμύα 

επύδραςη ςτο γονύδιο καθώσ δεν υπϊρχουν τα αντύςτοιχα μετϊγραφα- ςτϐχοι. 

Μπορεύ με αυτϐν τον τρϐπο να αποτελεύ χειριςμϐ ελϋγχου κατϊ την αξιολϐγηςη 

τησ ϋκφραςησ των προσ ανϊλυςη γονιδύων κατϊ τη διαδικαςύα αποςιώπηςησ, 

εφϐςον δεν θα παρουςιϊζεται καμύα μεταβολό ςτην ϋκφραςό τουσ. 

Σα dsRNA που δημιουργόθηκαν  ηλεκτροφορόθηκαν ςε πόκτωμα αγαρϐζησ και 

ανακτόθηκαν απϐ το πόκτωμα.  

Σα ανακτημϋνα dsRNA ηλεκτροφορόθηκαν ςε πόκτωμα αγαρϐζησ ώςτε να 

προςδιοριςτεύ η ςυγκϋντρωςό τουσ και βϊςει τησ ςχετικόσ τουσ αναλογύασ να 

εύναι δυνατό η πραγματοπούηςη ιςομοριακών εγχϑςεων.  

 

Σα δύκλωνα μϐρια ακολοϑθωσ εγχϑθηκαν ςτα ϋντομα μϋςω μικροενϋςεων ςε 

πληθυςμοϑσ εντϐμων που διαχωρύςτηκαν ωσ εξόσ ςε μια διαδικαςύα που 

ςυνύςταται απϐ τα εξόσ ςτϊδια: 

I. Αρχικϊ, διαχωρύςαμε τουσ δϊκουσ ςε αρςενικοϑσ και θηλυκοϑσ αμϋςωσ 

μετϊ την ϋκδυςό τουσ (μϋρα μηδϋν) και τουσ τοποθετόςαμε ςε ξεχωριςτϊ 

κλουβιϊ βϊςει φϑλου. Αμϋςωσ μετϊ την ϋκδυςη μϋχρι και την 7η μϋρα τα 

ϋντομα θεωροϑνται ακϐμα ςεξουαλικώσ ανώριμα. Μετϊ την 7η μϋρα τησ 

ανϊπτυξόσ τουσ και αρςενικϊ και θηλυκϊ ϋντομα, ωριμϊζουν και μπορούν να 

ξεκινόςουν να αναπαρϊγονται. Σα θηλυκϊ μπορούν να ςυζευχθούν μόνο μύα 

φορϊ ςτη ζωό τουσ, ενώ τα αρςενικϊ απεριόριςτεσ. 

 

II. Tην 7η μϋρα, πραγματοποιόθηκαν οι μικροενϋςεισ μϋςω των οπούων τα 

dsRNA’s (εικϐνα 4.2) εγχϑθηκαν ςτα διαχωριςμϋνα ϋντομα. Πιο αναλυτικϊ 

πραγματοποιόθηκε: 

o Έγχυςη με dsOrco ώςτε να γύνει αποςιώπηςη του γονιδύου και να 

εξεταςτεύ η ϋκφραςη του  

o Έγχυςη dsOrco και dsSNMP1 ώςτε να γύνει ταυτϐχρονη αποςιώπηςη των 

δϑο γονιδύων και να γύνει ϋλεγχοσ τησ ϋκφραςόσ τουσ τϐςο ωσ προσ την 

ϋκφραςό τουσ ςτα ϋντομα ελϋγχου, ϐςο και ωσ το ϋνα ςε ςχϋςη με το 

ϊλλο. 
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o Για κϊθε διαφορετικό ομϊδα εντϐμων που ενϋθηκαν με το dsRNA για το 

γονύδιο- ςτϐχο, ενϋθηκαν παρϊλληλα και ϋντομα αποκλειςτικϊ με dsGFP 

(καμύα επύδραςη ςτο γονύδιο τησ GFP) ώςτε να υπϊρχουν ϊτομα ωσ 

αρνητικού μϊρτυρεσ για τον ϋλεγχο τησ επιτυχύασ τησ ςύγηςησ του 

επιθυμητοϑ γονιδύου. 

 

 

Κϊθε ϋγχυςη μποροϑςε να ειςϊγει 69nl dsRNA ςτον οργανιςμϐ του εντϐμου. 

Ωςτϐςο, για να εύναι ςύγουρη η ειςαγωγό του dsRNA ςτον οργανιςμϐ του 

εντϐμου οι εγχϑςεισ όταν διπλϋσ (2 pulses), διοχετεϑοντασ με αυτϐν τον τρϐπο, 

ςτο ϋντομο 138nl dsRNA. 

Μϋςω αυτόσ τησ διαδικαςύασ λοιπϐν μικροενϋςεισ ϋγιναν ςυνολικϊ ςε: 

o 90 δϊκουσ με dsOrco (40 θηλυκϊ και 50 αρςενικϊ) 

o 72 δϊκουσ με dsOrco+dsSNMP1 παρϊλληλα (34 θηλυκϊ και 38 αρςενικϊ) 

o 87 δϊκουσ με dsGFP (41 θηλυκϊ και 46 αρςενικϊ) 

 

Η αξιολϐγηςη τησ ςύγηςησ των υπϐ εξϋταςη γονιδύων πραγματοποιόθηκε ςτουσ 

ιςτοϑσ ενδιαφϋροντοσ που απομονώθηκαν απϐ τουσ παραπϊνω πληθυςμοϑσ 

τρεισ μϋρεσ μετϊ την ϋγχυςη των dsRNA’s (10η μϋρα ανϊπτυξησ). Σο ποςοςτϐ 

θνηςιμϐτητασ μετϊ τισ ενϋςεισ αναφϋρεται ςτον παρακϊτω πύνακα: 

 

Πύνακασ 4.1: Ποςοςτό θνηςιμότητασ δϊκων μετϊ τισ μικροενϋςεισ 

 Θηλυκϊ Αρςενικϊ 

dsOrco 45% 36% 

dsOrco+dsSNMP1 70% 47% 

dsGFP 26% 47% 

 

Κατϊ την απομϐνωςη των ιςτών απομονώθηκαν οι κεραύεσ απϐ αρςενικϊ και 

θηλυκϊ ϊτομα και δημιουργόθηκαν δϑο pools, 1ο και 2ο βιολογικϐ δεύγμα. Κϊθε 

βιολογικϐ δεύγμα θηλυκών αποτελοϑνταν απϐ 4 ϊτομα ενώ κϊθε βιολογικϐ 

δεύγμα των αρςενικών απϐ 5 ϊτομα. Οι ιςτού απομονώθηκαν και ακολοϑθηςε 

μια ςειρϊ αντιδρϊςεων οϑτωσ ώςτε να ςυντεθεύ cDNA. Πιο ςυγκεκριμϋνα, απϐ 

Εικόνα 4.2: Ηλεκτροφόρηςη των 
dsRNAs  των γονιδύων-ςτόχων, ΢τισ 
ζώνεσ αντιςτοιχούν από αριςτερϊ προσ 
τα δεξιϊ τα:  dsORCO, dsSNMP1, dsGFP 
(1:10), dsGFP (1:100) και  ladder (DNA 

Ladder 1000 bp, GeneOn)   
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τισ κεραύεσ και τα κεφϊλια απομονώθηκε RNA το οπούο κατεργϊςτηκε με DNAse. 

Σο προώϐν τησ αντύδραςησ μετατρϊπηκε εν τϋλει ςε cDNA μϋςω τησ αντύδραςησ 

που περιγρϊφεται ςτον πύνακα 3.5. 

Μετϊ τη ςϑνθεςη cDNA όταν δυνατό η ςχετικό ποςοτικοπούηςη των 

μεταγρϊφων των γονιδύων-ςτϐχων μϋςω qRT-pCR. Η κανονικοπούηςη των τιμών 

ϋκφραςησ των γονιδύων ϋγινε με τη χρόςη του RpL19 ωσ γονύδιο αναφορϊσ.  

Για κϊθε βιολογικϐ δεύγμα πραγματοποιόθηκαν 3 τεχνικϋσ επαναλόψεισ, ςτισ 

οπούεσ δεν παρατηρόθηκαν αποκλύςεισ ςτισ τιμϋσ που καθορύςτηκαν. Για να 

υπολογιςτεύ ο βαθμϐσ ςύγηςησ χρηςιμοποιόθηκε  ο μϋςοσ ϐροσ των τιμών των 

δυο βιολογικών δειγμϊτων. ΢τισ γραμμϋσ ςφϊλματοσ ςτα γραφόματα, 

απεικονύζεται το τυπικϐ ςφϊλμα (standard error of the mean) των μετρόςεων 

των μϋςων ϐρων των δϑο βιολογικών δειγμϊτων που εξετϊςτηκαν ανϊ 

περύπτωςη. 

Έλεγχοσ αποςιώπηςησ ςτισ κεραύεσ 
i. Αποςιώπηςη Orco 

 
΢τα δεύγματα των κεραιών των θηλυκών με ϋγχυςη με dsOrco, παρατηροϑμε ϐτι 
η ϋκφραςη του γονιδύου Orco μειώνεται κατϊ 55,31% ςυγκριτικϊ με την ϋκφραςη 
του ςε ϋντομα ελϋγχου (F_Ant_dsGFP). ΢την περύπτωςη που εγχϑθηκαν 
ταυτϐχρονα dsRNAs και των δϑο γονιδύων, του Orco και του SNMP1, 
παρατηροϑμε ϐτι η ϋκφραςη του Orco μειώνεται ακϐμα περιςςϐτερο (κατϊ 87%) 
με ποςοςτϐ ϋκφραςησ 12,13% (Γρϊφημα 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Κατϊ τισ αντύςτοιχεσ μεταχειρύςεισ για τα αρςενικϊ ϊτομα, ςτα δεύγματα των 
κεραιών παρατηροϑμε ϐτι η ϋκφραςη του γονιδύου Orco παρουςιϊζει μεύωςη 
κατϊ 34% μετϊ τη διπλό ϋγχυςη με dsOrco και dsSNMP1 (Μ_Ant_O+S). Ωςτϐςο 

Γράφθμα 1: Έλεγχοσ ϋκφραςησ Orco. Οι μετρόςεισ ϋγιναν δεύγματα απϐ κεραύεσ θηλυκών δϊκων ςτισ εξόσ 
μεταχειρύςεισ: μετϊ απϐ ϋγχυςη dsGFP (F_Ant_dsGFP),  μετϊ την ϋγχυςη μϐνο dsORCO (F_Ant_ORCΟ), μετϊ τη 
διπλό ϋγχυςη dsORCO και dsSNMP1 (F_Ant_O+S). Σα ποςοςτϊ ϋκφραςησ παρουςιϊζονται ωσ προσ το control 
δεύγμα  F_Ant_dsGFP.  Οι γραμμϋσ ςφϊλματοσ απεικονύζουν το τυπικϐ ςφϊλμα (standard error of the mean) των 
μετρόςεων των δϑο βιολογικών δειγμϊτων που εξετϊςτηκαν ανϊ περύπτωςη. Η ϋκφραςη του Orco ςτο δεύγμα 
F_Ant_ORCO δεν εύναι ςτατιςτικϊ ςημαντικό ωσ προσ το δεύγμα F_Ant_dsGFP, με p=0,15. Η ϋκφραςη του Orco ςτο 
δεύγμα F_Ant_O+S εύναι ςτατιςτικϊ ςημαντικό ωσ προσ το δεύγμα F_Ant_dsGFP, με p= 0.000092. Η ςτατιςτικό 
ανϊλυςη ϋγινε με χρόςη τησ δοκιμαςύασ ΑNOVA ςε διϊςτημα εμπιςτοςϑνησ 95%. 
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μετϊ απϐ ϋγχυςη με dsOrco, η ϋκφραςη του Orco διαφοροποιεύται ανϊμεςα ςτα 
δϑο βιολογικϊ δεύγματα (Γρϊφημα 2). ΢υγκεκριμϋνα παρατηροϑμε ϐτι η 
ϋκφραςη του Orco μειώνεται ςτο 1ο δεύγμα (M_Ant_ORCO_1), ενώ παρουςιϊζει 
υπερϋκφραςη ςτο 2ο (M_Ant_ORCO_2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. Αποςιώπηςη SNMP1 
Η ϋγχυςη του dsSNMP1 εύχε ςαν αποτϋλεςμα  η ϋκφραςη του SNMP1 να 

μειώνεται ςε δεύγματα απϐ κεραύεσ θηλυκών εντϐμων (Γρϊφημα 3), 

προκαλώντασ ςύγηςη ςε ποςοςτϐ 88%.  

 

 

 

 

 

 

Γρϊφημα 2: Έλεγχοσ ϋκφραςησ Orco. Οι μετρόςεισ ϋγιναν δεύγματα απϐ κεραύεσ αρςενικών δϊκων ςτισ εξόσ 
μεταχειρύςεισ: μετϊ απϐ ϋγχυςη dsGFP (Μ_Ant_dsGFP),  μετϊ την ϋγχυςη μϐνο dsORCO (Μ_Ant_ORCΟ_1 και 
M_Ant_ORCO_2 που αντιςτοιχοϑν ςτα βιολογικϊ δεύγματα 1 και 2), μετϊ τη διπλό ϋγχυςη dsORCO και dsSNMP1 
(Μ_Ant_O+S),  Σα ποςοςτϊ ϋκφραςησ παρουςιϊζονται ωσ προσ το control δεύγμα  Μ_Ant_dsGFP.  Οι γραμμϋσ 
ςφϊλματοσ απεικονύζουν το τυπικϐ ςφϊλμα (standard error of the mean) των μετρόςεων των δϑο βιολογικών 
δειγμϊτων που εξετϊςτηκαν ανϊ περύπτωςη. Η ϋκφραςη του Orco ςτο δεύγμα M_Ant_O+S  εύναι ςτατιςτικϊ 
ςημαντικό ωσ προσ το δεύγμα M_Ant_dsGFP με p=0,02. Η ϋκφραςό του Orco ςτα δεύγματα M_Ant_ORCO_1 και 
M_Ant_ORCO_2 δεν εύναι ςτατιςτικό ςημαντικό ωσ προσ το δεύγμα Μ_Ant_dsGFP. Η ςτατιςτικό ανϊλυςη ϋγινε με 
χρόςη των δοκιμαςιών ANOVA ςε διϊςτημα εμπιςτοςϑνησ 95%.  

Γρϊφημα 3: Έλεγχοσ ϋκφραςησ SNMP1. Οι μετρόςεισ ϋγιναν δεύγματα απϐ κεραύεσ θηλυκών δϊκων ςτισ εξόσ 
μεταχειρύςεισ: μετϊ απϐ ϋγχυςη dsGFP (F_Ant_dsGFP), μετϊ τη διπλό ϋγχυςη dsOrco και dsSNMP1 (F_Ant_O+S),  Σα 
ποςοςτϊ ϋκφραςησ παρουςιϊζονται ωσ προσ το control δεύγμα  F_Ant_dsGFP.  Οι γραμμϋσ ςφϊλματοσ 
απεικονύζουν το τυπικϐ ςφϊλμα (standard error of the mean) των μετρόςεων των δϑο βιολογικών δειγμϊτων που 
εξετϊςτηκαν ανϊ περύπτωςη.  Η ϋκφραςη του SNMP1 ςτο δεύγμα F_Ant_O+S ωσ προσ το δεύγμα F_Ant_dsGFP εύναι 
ςτατιςτικϊ ςημαντικό με p= 0,0017. Η ςτατιςτικό ανϊλυςη ϋγινε με χρόςη τησ δοκιμαςύασ ANOVA ςε διϊςτημα 
εμπιςτοςϑνησ 95%. 
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Αντύθετα, ςε αντύςτοιχα δεύγματα απϐ κεραύεσ αρςενικών δϊκων παρατηροϑμε 

ϐτι το SNMP1 υπερεκφρϊζεται ςε μεγϊλο βαθμϐ (Γρϊφημα 4). 

 

 
Γρϊφημα 4: Έλεγχοσ ϋκφραςησ SNMP1. Οι μετρόςεισ ϋγιναν δεύγματα απϐ κεραύεσ αρςενικών δϊκων ςτισ εξόσ 

μεταχειρύςεισ: μετϊ απϐ ϋγχυςη dsGFP (Μ_Ant_dsGFP),  μετϊ τη διπλό ϋγχυςη dsOrco και dsSNMP1 

(Μ_Ant_O+S),  Σα ποςοςτϊ ϋκφραςησ παρουςιϊζονται ωσ προσ το control δεύγμα Μ_Ant_dsGFP.  Οι γραμμϋσ 

ςφϊλματοσ απεικονύζουν το τυπικϐ ςφϊλμα (standard error of the mean) των μετρόςεων των δϑο βιολογικών 

δειγμϊτων που εξετϊςτηκαν ανϊ περύπτωςη. Η διαφορικό ϋκφραςη του SNMP1 ανϊμεςα ςτα δεύγματα 

Μ_Ant_dsGFP και Μ_Ant_O+S δεν εύναι ςτατιςτικϊ ςημαντικό με p= 0,16. Η ςτατιςτικό ανϊλυςη ϋγινε με χρόςη 

τησ δοκιμαςύασ ANOVA ςε διϊςτημα εμπιςτοςϑνησ 95%. 

 

 

  



Έλεγχοσ ςύζευξησ 
 

Δεδομϋνου του ρϐλου των γονιδύων Οrco και SNMP1 ςτη ςεξουαλικό 

ςυμπεριφορϊ ϐπωσ ϋχει προςδιοριςτεύ ςε ϊλλα ϋντομα, προχωρόςαμε ςε 

ςυζεϑξεισ μεταξϑ αρςενικών και θηλυκών δϊκων ςτα οπούα εύχαν εγχυθεύ 

dsRNAs. ΢κοπϐσ όταν να αποκτόςουμε μια εικϐνα για την επύδραςη του RNAi 

μηχανιςμοϑ ςτα δϑο γονύδια κατϊ την επιλογό ςυντρϐφου και το ζευγϊρωμα. Οι 

ςυζεϑξεισ πραγματοποιόθηκαν με τουσ ακϐλουθουσ ςυνδυαςμοϑσ ανϊ 

περύπτωςη ςύγηςησ. 

o ΢ύγηςη Οrco. ΢ε τρύα διαφορετικϊ κλουβιϊ διαςταυρώςαμε: 

 

 

 

 

 

 

Απϐ τισ διαςταυρώςεισ αυτϋσ προϋκυψαν ςυνολικϊ 3 ςυζεϑξεισ: δϑο ςτο 1ο 

κλουβύ και μύα ςτο 3ο. ΢την τελευταύα περύπτωςη (3ο κλουβύ) 

πραγματοποιόθηκαν τουλϊχιςτον 5 απϐπειρεσ ζευγαρώματοσ, χωρύσ ϐμωσ να 

καταλόξουν ςε επιτυχεύσ ςυζεϑξεισ. 

 

o Σαυτϐχρονη ςύγηςη Orco και SNMP1. ΢ε τρύα διαφορετικϊ κλουβιϊ 

διαςταυρώςαμε: 

 

  

 

  

 

 

 

 

Απϐ τισ διαςταυρώςεισ αυτϋσ προϋκυψαν ςυνολικϊ 3 ςυζεϑξεισ, μύα ςε κϊθε 

κλουβύ.  
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΢υνολικϊ τα ποςοςτϊ επιτυχύασ ςϑζευξησ ςτισ αντύςτοιχεσ διαςταυρώςεισ 

περιγρϊφονται ςτον παρακϊτω πύνακα. 

 

  

 

 

 

 

 

Έλεγχοσ ωοτοκύασ 

Κατϊ την ανϊλυςη ϋκφραςησ του Orco μετϊ την ϋγχυςη dsOrco παρατηρόθηκε 
μεύωςη των μεταγρϊφων του ςτισ περιςςϐτερεσ περιπτώςεισ. Για να ελϋγξουμε 
την επύδραςη τησ αποςιώπηςησ του γονιδύου ςτην ωοαπϐθεςη των 
ςυζευγμϋνων θηλυκών ατϐμων, ακολουθόςαμε την εξόσ διαδικαςύα: 
 
Αρχικϊ, 15 θηλυκού δϊκοι διαχωρύςτηκαν αμϋςωσ μετϊ την ϋκδυςό τουσ (μϋρα 
μηδϋν) και τοποθετόθηκαν ςε ξεχωριςτϐ κλουβύ.  Απϐ την ημϋρα μηδϋν ϋωσ και 
την 7η μϋρα θεωροϑνται ςεξουαλικώσ ανώριμεσ. Απϐ την 7η ημϋρα και μετϊ, 
ωριμϊζουν και εύναι ϋτοιμοι να ςυζευχθοϑν.  
Έτςι, την 7η μϋρα πραγματοποιόςαμε μικροενϋςεισ ςτισ 15 αυτϋσ θηλυκϋσ 
εγχϑοντασ dsOrco ςτισ 10 και dsGFP ςτισ 5. Ασ ςημειωθεύ ξανϊ πωσ οι θηλυκϋσ 
που ενϋθηκαν με dsGFP αποτϋλεςαν τα ϋντομα ελϋγχου. 
Σρεισ ημϋρεσ μετϊ (10η μϋρα ανϊπτυξησ), διϊςτημα κατϊ το οπούο τα επύπεδα 
ϋκφραςησ του Orco μειώνονται ςϑμφωνα με τα παραπϊνω αποτελϋςματα, 
προχωρόςαμε ςτην πραγματοπούηςη των ςυζεϑξεων με αρςενικϊ αγρύου τϑπου 
(δεν εύχαν ενεθεύ με dsRNA). 
΢ε δϑο διαφορετικϊ κλουβιϊ μϋςα ςτα οπούα υπόρχαν αρςενικού δϊκοι αγρύου 
τϑπου απελευθερώςαμε τισ ενεμϋνεσ θηλυκϋσ. ΢το ϋνα κλουβύ απελεθερώθηκαν 
τα 9 θηλυκα ςτα οπούα εύχε εγχυθεύ dsOrco (απώλεια ενϐσ εντϐμου) και ςτο 
ϊλλο τα 5 θηλυκϊ ςτα οπούα εύχε εγχυθεύ dsGFP με ςτϐχο να πραγματοποιόςουν 
ςϑζευξη (mating). 

 
 

  

Θηλυκϐ*Αρςενικϐ Επιτυχύα ςϑζευξησ (%) 

dsOrco* dsOrco 33% 

ds GFP* dsOrco 0% 

dsOrco* ds GFP 16% 

dsOrco+dsSNMP1* dsOrco+dsSNMP1 20% 
dsGFP* dsOrco+dsSNMP1 14% 

dsOrco+dsSNMP1*dsGFP* 20% 

Εικόνα 4.3: Διαδικαςύα πειρϊματοσ για τον ϋλεγχο φαινοτύπου 
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Κατϊ τη διαδικαςύα αυτό, ϐπωσ απεικονύζεται ςτην εικϐνα 4.3, απϐ τουσ 
πληθυςμοϑσ των θηλυκών, εν τϋλει, ςϑζευξη πραγματοπούηςαν 6/9 θηλυκϋσ-
dsΟRCO και 4/5 θηλυκϋσ-dsGFP. Σα ζευγϊρια αυτϊ απομονώθηκαν και 
καταγρϊφηκε η διϊρκεια πλόρουσ ςϑζευξησ η οπούα κατϊ μϋςο ϐρο (για ϐλα τα 
ζευγϊρια) διόρκεςε 2 ώρεσ. 
 
Εν ςυνεχεύα, απομονώςαμε το κϊθε θηλυκϐ ϋντομο ςε ϋνα ατομικϐ κλουβύ 
μικρϐτερο με ϋναν ειδικϐ κερωμϋνο κώνο ςτη μϋςη για ωοαπϐθεςη (εικϐνα 4.4) 
οϑτωσ ώςτε να εύναι εφικτό η καταμϋτρηςη των αυγών που εναποθϋτει κϊθε 
θηλυκιϊ καθημερινϊ. Μετϊ απϐ επώαςη ςε αντιμικροβιακϐ περιβϊλλον 
παρουςύα προπιονικοϑ οξϋοσ, τα αυγϊ μεταφϋρθηκαν ςε κατϊλληλο θρεπτικϐ 
μϋςο για την ανϊπτυξη των προνυμφών και των νυμφών (βομβϑκια), ϋωσ ϐτου 
να μεταμορφωθοϑν ςε ακμαύα ϋντομα.  

 

Εικϐνα 4.4: κλουβιϊ απομϐνωςησ θηλυκών-dsOrco 

Απϐ τη διαδικαςύα αυτό, θεωρώντασ την πρώτη μϋρα μετϊ τισ ςυζεϑξεισ ωσ μϋρα 

μηδϋν, καταγρϊφηκε ο αριθμϐσ των αυγών κϊθε θηλυκοϑ δϊκου για 20 ςυνεχϐμενεσ 

μϋρεσ. ΢το παρακϊτω γρϊφημα απεικονύζονται τα δεδομϋνα που ςυλλϋχθηκαν ςτο 

παραπϊνω διϊςτημα.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Πύνακασ 4.1: ςυνολικόσ αριθμόσ αυγών για κϊθε θηλυκό 
ϊτομο Θηλυκϐ 

ϋντομο 
Αριθμϐσ  
αυγών 

Ημϋρα 
θανϊτου 

Εκκϐλαψη 

dsGFP-1 0 4η  - 

dsGFP-2 3 5η  100% 

dsGFP-3 2 14η  100% 

dsGFP-4 12 18η  100% 

dsOrco-1 0 4η  - 

dsOrco-2 0 15η  - 

dsOrco-3 0 6η  - 

dsOrco-5 0 3η  - 

dsOrco-6 0 12η  - 
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Γρϊφημα 5: Καταμϋτρηςη αυγών ςε διϊςτημα εύκοςι ημερών 
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Απϐ τα παραπϊνω δεδομϋνα προκϑπτει ϐτι απϐ τισ θηλυκϋσ ςτισ οπούεσ εύχε εγχυθεύ 

dsOrco δεν ςυλλϋχθηκε κανϋνα αυγϐ. ΢υνεπώσ η ςύγηςη του Orco όταν επιτυχόσ και η 

επύδραςη ςτην ωοτοκύα των θηλυκών εύχε ςαν αποτϋλεςμα τη μη αναγνώριςη του 

κερωμϋνου κώνου για ωοαπϐθεςη. Επιπλϋον τα αυγϊ που ςυλλϋχθηκαν απϐ τα 

δεύγματα GFP (dsGFP-2, dsGFP-3, dsGFP-4) μεταμορφώθηκαν ϐλα ςε νϑμφεσ ϋχοντασ 

100% ποςοςτϐ εκκϐλαψησ. 
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 ΢υζότηςη 5.
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΢υζότηςη 
Οι ςυμβατικϋσ μϋθοδοι για την καταπολϋμηςη του δϊκου τησ ελιϊσ βαςύζονται κυρύωσ 
ςτη χρόςη χημικών εντομοκτϐνων, ϐπωσ εύναι τα πυρεθροειδό και τα 
οργανοφωςφορικϊ αλλϊ παρουςιϊζουν ωςτϐςο αρκετϊ μειονεκτόματα. Αφενϐσ 
ςυμβϊλλουν ςτην περιβαλλοντικό ρϑπανςη, απειλώντασ ταυτϐχρονα και τη δημϐςια 
υγεύα. Αφετϋρου, η αλϐγιςτη χρόςη τουσ οδηγεύ ςε ανθεκτικϐτητα των πληθυςμών 
του δϊκου ςε αυτϊ καθιςτώντασ τα αναποτελεςματικϊ. Εναλλακτικϋσ πρακτικϋσ για 
την καταπολϋμηςη, ϐπωσ εύναι τα ςυςτόματα παγύδευςησ δεν εύναι εξειδικευμϋνεσ. 
Αντιθϋτωσ, κατϊ την εφαρμογό τουσ εξοντώνονται και ϊλλα ϋντομα πλην του δϊκου 
απϐ τα οπούα κϊποια εύναι και ωφϋλιμα, διαταρϊςςοντασ το οικοςϑςτημα τησ ελιϊσ. Η 
ανϊγκη για την ανϊπτυξη εξειδικευμϋνων ωσ προσ το δϊκο τησ ελιϊσ μεθϐδων 
καταπολϋμηςησ οδηγεύ χωρύσ αμφιβολύα ςτη μελϋτη βιολογικών ςυςτημϊτων που 
ςχετύζονται με την επιβλαβό του δρϊςη μϋςω μοριακών προςεγγύςεων. ΢το πλαύςιο 
αυτϐ, η ανϊλυςη του οςφρητικοϑ ςυςτόματοσ επομϋνωσ θα καταδεύξει τουσ 
επιμϋρουσ μοριακοϑσ ςτϐχουσ που καθορύζουν ειδοειδικϊ χαρακτηριςτικϊ ςχετικϊ με 
την αναπαραγωγικό/ςεξουαλικό του ςυμπεριφορϊ. 

Ο καύριοσ ρϐλοσ του οςφρητικοϑ ςυςτόματοσ ςτην εκδόλωςη τησ καταςτροφικόσ 
δρϊςησ των εντϐμων προκϑπτει απϐ την ικανϐτητϊ τουσ να αναγνωρύζουν μϋςω τησ 
αύςθηςησ τησ ϐςφρηςησ την περιοχό του ξενιςτό πϊνω ςτην οπούα αφόνουν τα αυγϊ 
τουσ και αναπαρϊγονται. Η ϐςφρηςη επύςησ εμπλϋκεται ςτην προςυζευκτικό 
επικοινωνύα μεταξϑ των εντϐμων κατϊ την οπούα πραγματοποιεύται η επιλογό 
ςυντρϐφου και καθορύζει την αποτελεςματικϐτητα τησ ςϑζευξησ. Έχει προςδιοριςτεύ 
πωσ η προςϋλκυςη του αντύθετου φϑλλου πραγματοποιεύται μϋςω ϋκκριςησ 
φερομονών οι οπούεσ αναγνωρύζονται και προςλαμβϊνονται απϐ ειδικοϑσ 
οςφρητικοϑσ υποδοχεύσ.  

Η μελϋτη και η ςτοχευμϋνη ανϊλυςη του ςυνϐλου των αιςθητόριων οςφρητικών 
υποδοχϋων που ενεργοποιοϑνται απϐ τισ οςμϋσ θα όταν η ιδανικό ώςτε εξακριβωθεύ η 
μοριακό βϊςη τησ αναγνώριςησ κϊθε οςμόσ. Ωςτϐςο η ανακϊλυψη των οςφρητικών 
μορύων, ϐπωσ ο ςυνυποδοχϋασ ORCO, που υποχρεωτικϊ ςυνεκφρϊζονται με κϊθε 
εύδουσ οςφρητικϐ υποδοχϋα ϋδωςε νϋεσ προοπτικϋσ ςτην ϋρευνα του ςυγκεκριμϋνου 
πεδύου. Η δημιουργύα του ςυμπλϐκου OR/ORCO για τη διϋγερςη του κϊθε οςφρητικοϑ 
νευρώνα, καθιςτϊ την ενεργοπούηςη του ΟRCO κομβικϐ ςημεύο για την αναγνώριςη 
των οςμών και κρύςιμο μοριακϐ ςτϐχο για την αποτροπό των αντύςτοιχων 
οςφρητικών αποκρύςεων. Αρκετϊ πειρϊματα ϋχουν αναλϑςει το ρϐλο του μορύου 
αυτοϑ ςε διϊφορα ϋντομα και τα αποτελϋςματϊ τουσ επιβεβαιώνουν το καύριο ρϐλο 
του Orco ςτην επιλογό περιοχόσ ξενιςτό και ςτη προςυζευκτικό επικοινωνύα. Έχοντασ, 
λοιπϐν, ωσ υπϐβαθρο τα διαθϋςιμα ςτοιχεύα για τη λειτουργύα του γονιδύου Οrco ςε 
ϊλλα εύδη, εςτιϊςαμε ςτη διερεϑνηςό του και ςτο δϊκο τησ ελιϊσ.  

Επύςησ, ςτη διαδικαςύα τησ πρϐςληψησ των φερομονών και ςτη μεταφορϊ του 
ςόματοσ ςτον εγκϋφαλο δεν ςυμμετϋχουν μϐνο οι οςφρητικού υποδοχεύσ αλλϊ μια 
ςειρϊ απϐ πρωτεϏνεσ ϐπωσ εύναι οι OBPs, οι PBPs, οι SNMPs. Μελϋτεσ ςτη μϑγα D. 
melanogaster ϋδειξαν πωσ η SNMP1 πρωτεϏνη εμπλϋκεται ςτην ενεργοπούηςη του 
ςυμπλϐκου OR/ORCO απϐ τη ςεξουαλικό φερομϐνη cVA που εκκρύνεται απϐ τα 
αρςενικϊ ϋντομα. Λαμβϊνοντασ υπϐψιν την παραπϊνω λειτουργύα και ςτοχεϑοντασ 
ςτην αναπαραγωγικό ςυμπεριφορϊ του εντϐμου που καθορύζει την παραςιτικό του 
δρϊςη, επιλϋξαμε μαζύ με το γονύδιο του ςυνυποδοχϋα να πραγματοποιόςουμε 
λειτουργικό ανϊλυςη και του γονιδύου SNMP1. ΢τϐχοσ όταν η αξιολϐγηςη τησ 
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επύδραςησ τησ ταυτϐχρονησ παροδικόσ ςύγηςησ των δϑο γονιδύων ςτην επιλογό 
ςυντρϐφου και την ωοτοκύα.  

Εν προκειμϋνω, πραγματοποιόςαμε αρχικϊ παροδικό ςύγηςη τησ ϋκφραςόσ των δϑο 
γονιδύων μϋςω ϋγχυςησ dsRNA ςτην αιμολϋμφο και εν ςυνεχεύα με ςτοχευμϋνεσ 
διαςταυρώςεισ μεταξϑ  αρςενικών και θηλυκών ενεμϋνων ό μη εντϐμων κατϊ 
περύπτωςη ελϋγξαμε το φαινϐτυπο που προϋκυψε ϐςον αφορϊ ςτη διαδικαςύα τησ 
ςϑζευξησ και τησ ωοαπϐθεςησ. 

 

Σύγηςη Orco 

Η ϋγχυςη των δύκλωνων RNAs ςε αρςενικϊ και θηλυκϊ ϋντομα εύχε ωσ αποτϋλεςμα τη 
μεύωςη τησ ϋκφραςησ του Οrco ςτισ κεραύεσ  καθώσ μετϊ απϐ 72 ώρεσ υπολογύςτηκε 
ϐτι το ποςοςτϐ ςύγηςησ του γονιδύου όταν 55% για τα θηλυκϊ ϊτομα και 45% για τα 
αρςενικϊ ςτο ςυγκεκριμϋνο ιςτϐ. ΢ε παρϐμοια πειρϊματα η αποςιώπηςη του γονιδύου 
Orco ςτισ κεραύεσ θηλυκών και αρςενικών ςτο ςκαθϊρι Dendroctonus armandi (Zhang et 
al. 2016), ϋδειξε πωσ η ϋκφραςη του ϊρχιςε να μειώνεται μετϊ απϐ 48 ώρεσ με τη 
μϋγιςτη ςύγηςη μετϊ απϐ 72 ώρεσ ςε ποςοςτϐ 80%. Ωςτϐςο, το 2ο βιολογικϐ δεύγμα 
αρςενικών κεραιών παρουςύαςε υπερϋκφραςη ςε ποςοςτϐ 417%. Σο γεγονϐσ αυτϐ, 
δεύχνει ϐτι εύτε τα dsRNA δεν κατϐρθωςαν να δρϊςουν και να επϊγουν την 
αποικοδϐμηςη των μεταγρϊφων, εύτε ενεργοπούηςαν ϋνα μηχανιςμϐ θετικόσ 
ανατροφοδϐτηςησ με αποτϋλεςμα την ακϐμα μεγαλϑτερη αϑξηςη των μεταγρϊφων.   

Μελϋτεσ ςχετικϋσ με την αποτελεςματικϐτητα τησ RNAi τεχνικόσ ϋχουν αποκαλϑψει 
μύα ςειρϊ απϐ παρϊγοντεσ που επηρεϊζουν τη μεταφορϊ των dsRNA ςτον ιςτϐ ςτϐχο. 
Η αποδοτικϐτητα των dsRNA  ποικύλει ςε μεγϊλο βαθμϐ ςτισ διϊφορεσ τϊξεισ εντϐμων 
και εξαρτϊται το ςχεδιαςμϐ του dsRNA, την επιλογό περιοχόσ, το μόκοσ του και τη 
ςταθερϐτητα του ϐπωσ επύςησ και με τουσ παρϊγοντεσ επιμϐλυνςησ που επηρεϊζουν 
τη διαδικαςύα ειςαγωγόσ του ςτον οργανιςμϐ του εντϐμου. ΢ε πολλϊ εύδη απεύθαρχων 
εντϐμων το ποςοςτϐ ςύγηςησ του γονιδύου ςτϐχου εύναι γϑρω ςτο 60% ό χαμηλϐτερα, 
ενώ η αποςιώπηςη εύναι ςυχνϊ προςωρινό (Huvenne and Smagghe, 2010; Li et al., 2013). 
Αντύθετα ςε ϋντομα ϐπωσ τα Coleoptera, που εύναι ευαύςθητα ςτην RNAi τεχνικό, η 
ςύγηςη κυμαύνεται γϑρω ςτο 90% ό υψηλϐτερα, απαιτεύ μικρϋσ δϐςεισ dsRNA και το 
αποτϋλεςμα μπορεύ να εύναι μακρασ διαρκεύασ ακϐμα και κληρονομικϐ (Baum et al., 
2007; Zhu et al., 2011; Bolognesi et al., 2012; Rangasamy and Siegfried, 2012). Οι διαφορϋσ 
αυτϋσ μαρτυροϑν ϐτι η αποτελεςματικϐτητα τησ παροδικόσ αποςιώπηςησ γονιδύων 
μϋςω RNAi εξαρτϊται απϐ διϊφορουσ φραγμοϑσ ϐπωσ η μεμβρϊνη των επιθηλιακών 
κυττϊρων του μϋςου εντϋρου ό η παρουςύα ιών ςτην αιμολϋμφο. 

΢τη ςυγκεκριμϋνη μεθοδολογύα, η ϋγχυςη των dsRNA πραγματοποιόθηκε ςτην 
αιμολϋμφο των εντϐμων. Ίςωσ ο RNAi μηχανιςμϐσ όταν πιο αποδοτικϐσ αν τα dsRNA 
εγχϑονταν απευθεύασ ςτον ιςτϐ ενδιαφϋροντοσ εύτε μϋςω μικροϋνεςησ εύτε μϋςω 
εμποτιςμοϑ. Ήδη γύνονται προςπϊθειεσ βελτύωςησ τησ τεχνικόσ, ώςτε να μειωθεύ η 
επύδραςη των διϊφορων φραγμών ςτη μεταφορϊ των εξωγενών dsRNA εντϐσ του 
εντϐμου, μϋςω τησ χρόςησ βακτηρύων ό μελλοντικϊ με χρόςη χημικϊ τροποποιημϋνων 
μορύων, πολυμερών νανοςωματιδύων, λιποςωμϊτων, και να επιτευχθεύ μια ιςχυρό 
RNAi απϐκριςη (Joga, Mallikarjuna R. et al. 2016).  
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Σύγηςη SNMP1 
Σο δεϑτερο οςφρητικϐ γονύδιο που αναλϑςαμε εύναι το SNMP1 το οπούο 
εκφρϊζεται ςτην επιφϊνεια των οςφρητικών νευρώνων επϊγοντασ την 
ενεργοπούηςη του ςυνυποδοχϋα Orco ςε περύπτωςη πρϐςληψησ μιασ οςμόσ ό 
μιασ φερομϐνησ. Λϐγω τησ ςυμμετοχόσ του ςτην αναγνώριςη ςεξουαλικών 
φερομονών ςτη D. melanogaster, εγχϑςαμε dsSNMP1 ςτην αιμολϋμφο 
αρςενικών και θηλυκών δϊκων και εξετϊςαμε την επύδραςό τουσ ςτα 
μετϊγραφα του γονιδύου ςτο οςφρητικϐ ϐργανο τησ κεραύασ ςτο δϊκο τησ 
ελιϊσ. Με αυτϐν τον τρϐπο, όταν δυνατϐ να καθοριςτοϑν τα επύπεδα ςύγηςησ 
του γονιδύου και η αποτελεςματικϐτητα τησ μεθϐδου, ώςτε να ακολουθόςει ο 
ϋλεγχοσ του φαινοτϑπου με τισ ςτοχευμϋνεσ διαςταυρώςεισ. 

΢ε πρώτο ςτϊδιο, παρατηρόςαμε ϐτι η ϋκφραςη του SNMP1 μειώνεται ςε κεραύεσ 

θηλυκών δϊκων με ποςοςτϐ 88% (Γρϊφημα 3) και 37% αντύςτοιχα (Γραφόμα 8). 
Αντύθετα ςτισ κεραύεσ αρςενικών το SNMP1 φϊνηκε να υπερεκφρϊζεται με ποςοςτϐ 

273% (Γρϊφημα 4). ΢το δϊκο, τα θηλυκϊ ϊτομα εκκρύνουν τη φερομϐνη olean για να 

προςελκϑςουν τα αρςενικϊ ενώ αντύςτοιχα τα αρςενικϊ τη φερομϐνη muscalure για 

να προςελκϑςουν τα θηλυκϊ αναμϋναμε ςύγηςη του SNMP1 και ςτισ κεραύεσ και των 

δϑο φϑλλων. Η παρατηροϑμενη υπερϋκφραςη του γονιδύου ςτα αρςενικϊ μπορεύ να 

όταν αποτϋλεςμα μη επιτυχοϑσ ςύγηςησ, που ενδϋχεται να οφεύλεται ςε παρϊγοντεσ 

που αναφϋρθηκαν παραπϊνω, ϐςον αφορϊ τη ςωςτό μεταφορϊ των dsRNA. Παρ’ ϐλα 

αυτϊ, δεν αποκλεύεται να οφεύλεται ςε κϊποιο μηχανιςμϐ θετικόσ ανατροφοδϐτηςησ. 

Εϊν το SNMP1 εμπλϋκεται ςτην αναγνώριςη τησ θηλυκόσ ςεξουαλικόσ φερομϐνησ απϐ 

τα αρςενικϊ με μηχανιςμϐ ανϊλογο με τησ D. melanogaster, η υπερϋκφραςη του 

γονιδύου πιθανϐν να υποδηλώνει ϐτι η αϑξηςη των επιπϋδων τησ SNMP1 λειτουργεύ 

αντιςταθμιςτικϊ για να εξαςφαλύςει τη διαθεςιμϐτητα τησ πρωτεϏνησ κατϊ την 

πρϐςληψη τησ olean.  

Μελϋτεσ, ςε ϋντομα Heliothis virescens ϋδειξαν ϐτι πρωτεϏνη SNMP1 ςυμμετϋχει ςτην 

αναγνώριςη ςεξουαλικών φερομονών απϐ τισ κεραύεσ των θηλυκών. Περαιτϋρω  

ϋρευνα ϋδειξε ϐτι τα κϑτταρα που εκφρϊζουν SNMP1 εύναι περιςςϐτερα ςτα θηλυκϊ 

ϋντομα απϐ ϐτι ςτα αρςενικϊ (Zielonka M. et al. 2016). Αν ςυμβαύνει κϊτι ανϊλογο και 

ςτο δϊκο χρόζει περαιτϋρω διερεϑνηςησ ϐπωσ επύςησ για το αν  υπϊρχει 

διαφοροπούηςη ςτο ρϐλο τησ πρωτεϏνησ κατϊ την αναγνώριςη ςεξουαλικών 

φερομονών απϐ αρςενικϊ και θηλυκϊ ϋντομα. 

Κλεύνοντασ, ο ϋλεγχοσ τησ ϋκφραςησ των οςφρητικών γονιδύων μπορεύ να ςυνδυαςτεύ 
με την πραγματοπούηςη ηλεκτροαντενογραφημϊτων ςτα οπούα θα καταγρϊφεται η 
απϐκριςη των νευρώνων ςε κλιμακοϑμενεσ ςυγκεντρώςεισ οςμών και φερομονών. Η 
διαδικαςύα αυτό μπορεύ να ςυνειςφϋρει επομϋνωσ ςτον ϊμεςο προςδιοριςμϐ τησ 
επύδραςησ τησ ςύγηςησ του γονιδύου που εξετϊζεται κϊθε φορϊ ςτη διϋγερςη ό μη του 
νευρώνα. Με αυτϐν τον τρϐπο διευκολϑνεται η κατανϐηςη τησ ςυμπεριφορϊσ των 
εντϐμων μετϊ απϐ ϋκθεςη ςε ςεξουαλικϋσ φερομϐνεσ ό ςε οςμϋσ που εκλϑονται απϐ 
τον εν δυνϊμει ξενιςτό.  
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Έλεγχοσ ςύζευξησ 

Ο χαρακτηριςμϐσ μοριακών ςτϐχων που εμπλϋκονται ςτην αναπαραγωγικό 

ςυμπεριφορϊ του δϊκου, μπορεύ να αποτελϋςει τη βϊςη τησ ανϊπτυξησ νϋων 

προςεγγύςεων ελϋγχου του πληθυςμοϑ. Δεδομϋνου του ρϐλου των γονιδύων Orco και 

SNMP1 ςτην αναγνώριςη φερομονών ςτη D. melanogaster και ϋχοντασ, ελϋγξει την 

αποτελεςματικϐτητα τησ διαδικαςύασ ςύγηςησ των δϑο γονιδύων ςε θηλυκοϑσ και 

αρςενικοϑσ δϊκουσ, προχωρόςαμε ςε ϋλεγχο φαινοτϑπου ϐςον αφορϊ ςτην 

προςϋλκυςη του εντϐμου του αντύθετου φϑλου και την επιλογό ςυντρϐφου. 

Πραγματοποιόθηκαν ςτοχευμϋνεσ διαςταυρώςεισ μεταξϑ εντϐμων τα οπούα εύχαν 

ενεθεύ με i. dsOrco ό dsGFP και ii. dsOrco και dsSNMP1 ό dsGFP.  ΢ε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ 

τα ποςοςτϊ ςϑζευξησ όταν χαμηλϊ απϐ 0-33%. Φαρακτηριςτικό εύναι η περύπτωςη 

ελϋγχου τησ διαςταϑρωςησ μεταξϑ θηλυκών που ενϋθηκαν με dsGFP και αρςενικών 

που ενϋθηκαν με dsOrco ςτην οπούα παρατηρόθηκε πλόρησ αποτυχύα ςϑζευξησ. ΢την 

περύπτωςη αυτό φαύνεται πωσ τα επύπεδα ςύγηςησ του Orco ςτα αρςενικϊ όταν 

ικανοποιητικϊ ώςτε να αποτρϋψουν τη ςϑζευξη επιβεβαιώνοντασ τη ςυμμετοχό του 

Orco ςτην προςυζευκτικό επικοινωνύα. Άλλωςτε ςτην πρώτη φϊςη τησ επικοινωνύασ 

αυτόσ, φϊςη προςϋλκυςησ, εύναι απαραύτητη η αναγνώριςη τησ olean απϐ τα 

αρςενικϊ. Η ϋκκριςη τησ muscalure απϐ τα αρςενικϊ και η αναγνώριςό τησ απϐ τα 

θηλυκϊ ϋπεται και χαρακτηρύζει τη φϊςη επαφόσ. Αυτϐ δικαιολογεύ και τα μειωμϋνα 

ποςοςτϊ ςϑζευξησ ςτισ διαςταυρώςεισ των θηλυκών ςτα οπούα εύχε εγχυθεύ dsOrco με 

αρςενικϊ ϊτομα ςτα οπούα εύχε εγχυθεύ dsGFP, δεδομϋνου ϐτι ςτην περύπτωςη αυτό 

αναμενϐταν να πραγματοποιηθοϑν ςυζεϑξεισ. Παρϐλα αυτϊ, πραγματοποιόθηκε μύα 

μϐνο πλόρησ ςϑζευξη απϐ τισ ςυνολικϊ ϋξι δυνατϋσ και καταγρϊφηκαν πϋντε 

απϐπειρεσ ςϑζευξησ που μαρτυροϑν ϐτι η φϊςη τησ προςϋλκυςησ επετεϑχθη ενώ η 

φϊςη τησ επαφόσ απετρϊπη. 

΢υνολικϊ, φαύνεται ϐτι διατηροϑνται το ύδιο χαμηλϊ τα ποςοςτϊ ςϑζευξησ κατϊ τισ 

πιθανϋσ διαςταυρώςεισ i και ii που περιγρϊφηκαν παραπϊνω. Σο γεγονϐσ αυτϐ δεν 

αποδεικνϑει ξεκϊθαρα τη ςυμμετοχό τησ ςύγηςησ του SNMP1 ςτον παρατηροϑμενο 

φαινϐτυπο. Κατϊ ςυνϋπεια, απαιτεύται ϋλεγχοσ διαςταυρώςεων ατϐμων που θα 

ενεθοϑν αποκλειςτικϊ με dsSNMP1 ό dsGFP με τουσ αντύςτοιχουσ ςυνδυαςμοϑσ. 

Αναφορικϊ με τισ ςυζεϑξεισ που πραγματοποιόθηκαν, δεδομϋνου ϐτι πρϐκειται για 

παροδικό ςύγηςη κατϊ την οπούα τα μετϊγραφα μειώνονται μεν αλλϊ εξακολουθοϑν 

κϊποια να υπϊρχουν και να μεταφρϊζονται, μπορεύ η διαθϋςιμη ποςϐτητα πρωτεϏνησ 

που εύχε παραχθεύ να ςυνϋβαλε ςτην  πραγματοπούηςη ζευγαρώματοσ. Ωςτϐςο το 

πλόθοσ των δειγμϊτων όταν μικρϐ και ωσ εκ τοϑτου, εύναι αναγκαύα η επανεκτύμηςη 

των αποτελεςμϊτων ςε ϋλεγχο μεγαλϑτερου δεύγματοσ εντϐμων. Ένα ακϐμα 

ενδεχϐμενο, εύναι η εμπλοκό κϊποιων γευςτικών υποδοχϋων ςτην επιλογό 

ςυντρϐφου και το ζευγϊρωμα. Τπϊρχουν ενδεύξεισ πωσ κϊποιοι GRs ςυμμετϋχουν και 

ςτην οςφρητικό ςηματοδϐτηςη. ΢υγκεκριμϋνα, ο GR68a ςτη D.melanogaster φαύνεται 

να παύζει κϊποιο ρϐλο ςτη διαδικαςύα τησ ςϑζευξησ, μϋςω  αναγνώριςησ απϐ το 

αρςενικϐ ϋντομο κϊποιασ μη-πτητικόσ φερομϐνησ που εκκρύνει το θηλυκϐ κατϊ το 

πρώιμο ςτϊδιο τησ ςϑζευξησ (Bray & Amrein, 2003).  Ίςωσ τελικϊ και ςτο δϊκο τησ ελιϊσ 

η δραςτηριϐτητα των γευςτικών υποδοχϋων να εμπλϋκεται επύςησ ςτην 

προςυζευκτικό επικοινωνύα. 
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Έλεγχοσ ωοαπόθεςησ 

΢ε αυτϐ το πειραματικϐ κομμϊτι αξιολογόθηκε η επύδραςη τησ ςύγηςησ του γονιδύου 
Orco κατϊ τη διαδικαςύα τησ επιλογόσ του κατϊλληλου ξενιςτό και την ωοτοκύα καθώσ 
παρεμβαύνοντασ ςε αυτϋσ τισ βιολογικϋσ διεργαςύεσ εύναι εφικτό η μεύωςη του 
πληθυςμοϑ των παραςιτικών εντϐμων. Δϑο μελϋτεσ που κατϊφεραν να δεύξουν τη 
ςυμμετοχό του Orco ςτισ παραπϊνω διαδικαςύεσ, πραγματοποιόθηκαν ςτα ϋντομα 
Bactrocera dorsalis (X. Yi et al. 2014) και Dendroctonus armandi (Zhang et al. 2016). ΢την 
περύπτωςη τησ Β. dorsalis, η αποςιώπηςη του Orco εύχε ωσ αποτϋλεςμα τη μεύωςη τησ 
ικανϐτητασ τησ φρουτϐμυγασ να αποθϋςει τα αυγϊ τησ ςε εμποτιςμϋνεσ με 
προςελκυςτικό οςμό μπανϊνεσ. Ομούωσ, ςτην περύπτωςη του D. armandi, μετϊ τη 
ςύγηςη, τα θηλυκϊ ϋντομα αδυνατοϑςαν να εντοπύςουν και να επιλϋξουν την περιοχό 
ωοτοκύασ με αποτϋλεςμα να μην μποροϑν να ωαποθϋςουν.  

Εν προκειμϋνω, ςτον ϋλεγχο ωοτοκύασ που ακολοϑθηςε την παροδικό ςύγηςη του Orco  
ςε θηλυκοϑσ δϊκουσ παρατηρόςαμε πωσ καμύα απϐ τισ θηλυκϋσ που εύχε ενεθεύ με 
dsOrco δεν απϐθεςε αυγϊ ςτον κερωμϋνο κώνο ςτο κϋντρο του κλουβιοϑ. Αντύθετα, 
απϐ τα θηλυκϊ ϋντομα ελϋγχου που εύχαν ενεθεύ με dsGFP ςυλλϋχθηκαν 15 αυγϊ, τα 
οπούα εκκολϊφθηκαν ϐλα. Ωσ εκ τοϑτου, φϊνηκε πωσ η αποςιώπηςη του Orco 
λειτοϑργηςε αναςταλτικϊ ςτην απϐθεςη αυγών. Αν και ο αναμενϐμενοσ φαινϐτυποσ 
επιβεβαιώθηκε, χρειϊζεται περαιτϋρω ϋλεγχοσ ςε μεγαλϑτερο αριθμϐ ατϐμων.   

Παρϐμοια μελϋτη ςτο Rhodnious prolixus, φορϋα του πρωτϐζωου Trypanosoma cruzi, 
που προκαλεύ τη νϐςο των φτωχών (Chagas disease) ϋδειξε ϐτι τϐςο η παραγωγό 
αυγών ϐςο και η εϑρεςη του ξενιςτό επηρεϊζεται απϐ  ςύγηςη του γονιδύου (Franco et 
al. 2016). Έντομα R. prolixus, υπϐ φυςιολογικϋσ ςυνθόκεσ γεννοϑν κατϊ μϋςο ϐρο 42 
αυγϊ ςε 15 ημϋρεσ μετϊ απϐ γεϑμα αύματοσ (Atella et al., 2005). ΢το ςυγκεκριμϋνο 
πεύραμα κατϊ την αποςιώπηςη του Orco τα ϋντομα γϋννηςαν 27.7 αυγϊ κατϊ μϋςο ϐρο 
ςε 25 μϋρεσ, ενώ ςε αυτϊ που δεν πραγματοποιόθηκε ςύγηςη 48. 

 

 

Επύλογοσ 
΢υμπεραςματικϊ, απϐ τα αποτελϋςματα τησ παροϑςασ εργαςύασ προκϑπτει ϐτι τα δϑο 
γονύδια που ελϋγχθηκαν διαδραματύζουν κρύςιμο ρϐλο ςε αποκρύςεισ που ςχετύζονται 
με την αναπαραγωγικό ςυμπεριφορϊ του δϊκου τησ ελιϊσ. Σα δεδομϋνα αυτϊ 
αποδεικνϑουν την ϊμεςη επύδραςη τησ ςύγηςησ του Orco και του SNMP1 τϐςο ςτην 
προςυζευκτικό επικοινωνύα και ϐςο και ςτη μεταςυζευκτικό ςυμπεριφορϊ 
ωοαπϐθεςησ εμπλουτύζοντασ την παρακαταθόκη για περαιτϋρω ϋρευνα τϐςο για τα 
ςυγκεκριμϋνα γονύδια ϐςο και για τα υπϐλοιπα οςφρητικϊ γονύδια. 

Για το γονύδιο Orco η εικϐνα όταν πιο ςαφόσ ςχετικϊ με τη ςυμμετοχό του ςτην 
προςϋλκυςη εντϐμου του αντύθετου φϑλου μϋςω αναγνώριςησ φερομονών και την 
ικανϐτητα ωοτοκύασ. Ωςτϐςο, και για το γονύδιο SNMP1 οι ενδεύξεισ όταν ελπιδοφϐρεσ 
ώςτε να πραγματοποιηθοϑν επιπλϋον μελϋτεσ για τον ακριβό προςδιοριςμϐ τησ 
λειτουργύασ του κατϊ την αναγνώριςη του ςυντρϐφου μϋςω τησ πρϐςληψησ 
φερομονών μεταξϑ αρςενικών και θηλυκών δϊκων, διαδικαςύα που αποτελεύ 
ςημαντικϐ κομμϊτι τησ αναπαραγωγικόσ και ςεξουαλικόσ ςυμπεριφορϊσ του εντϐμου. 

΢υνεπώσ, τϐςο το Orco ϐςο και το SNMP1 μποροϑν να αποτελϋςουν αξιϐλογουσ 
μοριακοϑσ ςτϐχουσ που αναμϋνεται να δώςουν νϋεσ προοπτικϋσ ςτην ϋρευνα για τη 
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ανϊπτυξη νϋων εργαλεύων που θα οδηγόςουν ςτη μεύωςη του πληθυςμοϑ του 
εντϐμου. Εξϊλλου η εϑρεςη εναλλακτικών προςεγγύςεων που θα αποτρϋπουν την 
παραςιτικό ςυμπεριφορϊ του εντϐμου ςτον ξενιςτό του με μϋςα πιο εξειδικευμϋνα και 
πιο φιλικϊ προσ το περιβϊλλον εύναι ο απώτεροσ ςκοπϐσ των μελετών για παραςιτικϊ 
εύδη τϐςο αγροτικόσ ϐςο και υγειονομικόσ ςημαςύασ.   
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 Παρϊρτημα 6.
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Παρϊρτημα 

 

1. Οι αλληλουχύεσ των εκκινητών που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην qRT-PCR εύναι οι 

ακϐλουθεσ: 

 

Γονύδιο-
ςτϐχοσ 

Εκκινητόσ Αλληλουχύα   Prd 
bp 

Μόκοσ 
(nt) 

SNMP1 c53460_g1_SNMP1_F2 GCTGATCTGTGTCGTTCTTTG 21 90 856-945 

c53460_g1_SNMP1_R2 GCCCAAGTCGAGTGTATAGTAG 22 

Orco c57709_g1_Orco_F3 CTTCTTTGGCGAGAGTGTGA 20 106 450-556 

c57709_g1_Orco_R3 GGCATTCCACGGATAGAAAGA 21 

RpL19 Rpl19_F CTTCACGTACTTTATGCCTTC 21 126  

Rpl19_R GCAAGGGTAATGTGTTCAA  

 

 

2. Η αποδοτικϐτητα (efficiency, E) των εκκινητών για το εκϊςτοτε γονύδιο εύναι: 

 ORCO: E= 105,9% & R2=0,992 

 SNMP1: E=95,6%  & R2=1,000 

 RpL19: E=97,3%  & R2=0,999 

 

3. Οι αλληλουχύεσ των μεταγρϊφων για το εκϊςτοτε γονύδιο εύναι οι εξόσ: 

SNMP1: 

ATGTTCAAAAAAATTCTCATCGGTTCGGCTATTGCGCTCGCATTAGGAATCTTCGTTGGATT
TGTGGGGTTTCCAAAGTTGTTGAATAAAATGATAAAAGGGCAATTGAATTTGAAACCTGG
CAGCGAACCGCGACAAATGTGGGAAAAATTCCCCATCGCCTTGAATTTTTCAATTTACGTC
TTCAACCTAACAAATCCCGATGAAGTGCAAAATGGCGGAAAACCACATGTGCAAGAAGTC
GGACCGTTTGTATTCGAGGAATGGAAGGACAAATACGATTTGGAGGACTTCGAGGATGAG
GACGCGGTGGCCTACAATATGCGCAACACATTCATTTTCAGACCCGATTTGGGCTTGAGCG
GTGAGGATTTAATCGTGATGCCACATCCACTTATACAAATAATGTCTATAGCCGTCAAGCG
CGACAAGGAAGCCTTAATCAACATGATATCCGAGGGTATTCAAGCACTATTTAAGCCCACT
ACTCCATTTGTGCGTGCACCTTTTATGGACATTTTTTTTCGAGGCATCGATGTCGACTGCTC
GGTCGATCATTTCGCAGCAAAGGCAATTTGTTTGAATTTTCACACCGGCGCGATCAAAGGA
GCAGAAAAAGTGAATGCAACACATTTTAAATTTTCACTCTTTGGTGGGGCCAATCACACTG
ACGCCGGTCGCTATAAGGTCGCGAGAGGCGTCAAGGTTAGTCGTGATATTGGACGCGTTC
TTGAGTTTGACGACGCTGAAGAGCTGAGTGTCTGGGATGGTGATGAGTGTAATCAGTTTC
GCGGCACCGACACAACCATTTTTGCTCCACTAATGCAGCCCGAAGAGGGACTGTGGTCTTT
TGCTGCTGATCTGTGTCGTTCTTTGGGTGCAGATTTCGAGAAAAAGACCAGTTATGCAGGC
ATACCAGCATACTACTATACACTCGACTTGGGCGATCCAAAGAACGATCCAGATAAGCATT
GTTTCTGCAGGGATTACCCCGACAACTGTCCACCAAAAGGTACCATGGATCTTACGCTGTG
TAATGAGGCCCCCATGATTGTGTCGTTGCCACACTTTTTCAAGGCCGATCCGAAATTGGTT
ACAGACGTAGATGGTTTGGATCCGCAGGAGGAAAAGCATGGCGTCTTTATTGTTTTCGAA
AGGATATCCGGTACACCACTATCTGCTGCTAAGCGTCTGCAATTTAGCCTATCTGTGATGC
CCGTACCAGAAGTAGAGGTTATGAAGAACTTACGTACACTCACCATGCCACTCTTTTGGGT
CGAGGAAGCGGCAAGTTTGGATAAGACATGGACTGATATGTTGAAGAAAAAGGTTTTCTT
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AGTCATTAAAATAAATAACATCTTTAAATGGATGGCAACAATTCTCGGAGCATTGGGTGT
AATAATCAGCCTCTATATGCTATTTGGTAAAAATCAAATCACCACAACGAATGTCACACCA
ACAACTGAAGTTAATGCGATCGATAAACATTAA 
 

ORCO: 

ATGCAGCCGAGCAAATATGTGGGCCTTGTGGCCGATTTGATGCCCAACATTCGTCTTATGA
AATACTCGGGCCTATTTATGCACAATTTCACCGGCGGTTCTGGGCTCTTCAAGAAGATTTA
CTCGTCTATACACTTGGTGCTTGTTTTGGTGCAATTTCTGTTGATACTGGTGAATATGGCGT
TGAATGCGGATGAGGTGAATGAGTTGTCCGGCAACACGATTACGGTGCTTTTCTTCACACA
TAGCATAACGAAATTCATATATTTGGCTGTGACTCAGAAGAACTTCTACAGAACATTGAAT
ATCTGGAATCAGGTAAACTCGCATCCATTGTTTGCCGAGTCGGACGCACGCTACCACGCGA
TCGCCCTCGCCAAAATGCGTAAACTCTTCACCTTGGTGATGCTTACGACCGTCGCCTCGGCT
GTGGCTTGGACCACCATCACCTTCTTTGGCGAGAGTGTGAAATTCGCCTTCGAAAAGGAGA
CCAATTCGACCATCACCGTGGAAATCCCGCGTTTGCCGATTAAGTCTTTCTATCCGTGGAAT
GCCGGTGTGGGCATGTTTTATATTATAAGCTTCGCTTTTCAATGCTACTATTTGCTCTTCTCC
ATGGTGCATTCGAACTTGTGCGATGTACTCTTTTGTTCGTGGCTGATTTTCGCCTGCGAACA
GCTGCAACATCTGAAAGGCATTATGAAGCCATTAATGGAGCTGTCAGCCTCGCTGGACAC
CTATCGTCCAAATTCGGCGGCACTCTTTCGTTCATTATCCGCCAATTCGAAGTCGGAATTAA
TCAACAATGAGGAGAAGGAACCCACTGATCTGGACATCAGCGGCGTCTATAGCTCTAAGG
CTGATTGGGGTGCACAATTCCGTGCGCCATCGACTCTGCAAACCTTCAATGGCATGAACGG
TGCGAATCCGAATGGTTTGACTAGAAAGCAGGAAATGATGGTGCGCAGCGCCATTAAGTA
TTGGGTCGAGCGGCATAAGCACGTGGTGCGATTAGTTGCAGCAATTGGTGACACTTATGG
CGGCGCTTTGTTGTTGCACATGTTGACATCCACCATTATGCTGACGTTGTTGGCGTATCAGG
CCACCAAAATCACCGGCGTCAATGTTTACGCCTTCACGACCATCGGCTACTTGGGTTATGC
CTTGGCGCAAGTATTTCACTTCTGCATATTTGGCAACCGGCTCATTGAGGAGAGCTCATCC
GTCATGGAGGCAGCCTATTCGTGCCACTGGTATGATGGCTCCGAGGAGGCCAAGACGTTT
GTTCAGATCGTTTGCCAGCAGTGCCAGAAAGCGATGTCCATATCGGGAGCGAAGTTCTTCA
CTGTCTCGCTGGACTTGTTTGCATCGGTTCTTGGCGCTGTTGTCACCTACTTCATGGTGCTG
GTGCAATTGAAG 

 

 4. Οι αλληλουχύεσ των εκκινητών που χρηςιμοποιόθηκαν για το ςχεδιαςμϐ 

δύκλωνων τμημϊτων για τα γονύδια Orco, SNMP1 μϋςω Ε-RNAi εύναι οι εξόσ: 

 

5. Οι αντύςτοιχεσ αλληλουχύεσ των προώϐντων ενύςχυςησ που χρηςιμοποιόθηκαν 

ωσ εκμαγεύο για τη παραγωγό δύκλωνων RNA (dsRNA) εύναι οι ακϐλουθεσ: 

                                                        
3 Taatacgactcactataggg: αλληλουχύα του υποκινητό Σ7 

Γονύδιο 
΢τϐχοσ 

Εκκινητόσ Αλληλουχύα Μόκοσ 
(nt) 

Tm 
[oC] 

GC [%] 

SNMP1 c53460_SNMP1_F taatacgactcactataggg3GCTCGCATTAGGAATCTTCG 20 59,945 50,000 

c53460_SNMP1_R taatacgactcactatagggAAACAAATTGCCTTTTGCTGC 20 60,251 40,000 

ORCO c57709_Orco_1_F taatacgactcactatagggCAATGAGGAGAAGGAACCCA 20 80,042 50,000 

c57709_Orco_1_R taatacgactcactatagggCAGTGAAGAACTTCGCTCCC 20 59.989 55,000 
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SNMP1 GCTCGCATTAGGAATCTTCGTTGGATTTGTGGGGTTTCCAAAGTTGTTGA 
ATAAAATGATAAAAGGGCAATTGAATTTGAAACCTGGCAGCGAACCGCGA 
CAAATGTGGGAAAAATTCCCCATCGCCTTGAATTTTTCAATTTACGTCTT 
CAACCTAACAAATCCCGATGAAGTGCAAAATGGCGGAAAACCACATGTGC 
AAGAAGTCGGACCGTTTGTATTCGAGGAATGGAAGGACAAATACGATTTG 
GAGGACTTCGAGGATGAGGACGCGGTGGCCTACAATATGCGCAACACATT 
CATTTTCAGACCCGATTTGGGCTTGAGCGGTGAGGATTTAATCGTGATGC 
CACATCCACTTATACAAATAATGTCTATAGCCGTCAAGCGCGACAAGGAA 
GCCTTAATCAACATGATATCCGAGGGTATTCAAGCACTATTTAAGCCCAC 
TACTCCATTTGTGCGTGCACCTTTTATGGACATTTTTTTTCGAGGCATCG 
ATGTCGACTGCTCGGTCGATCATTTCGCAGCAAAGGCAATTTGTTT 

ORCO CAATGAGGAGAAGGAACCCACTGATCTGGACATCAGCGGCGTCTATAGCT 
CTAAGGCTGATTGGGGTGCACAATTCCGTGCGCCATCGACTCTGCAAACC 
TTCAATGGCATGAACGGTGCGAATCCGAATGGTTTGACTAGAAAGCAGGA 
AATGATGGTGCGCAGCGCCATTAAGTATTGGGTCGAGCGGCATAAGCACG 
TGGTGCGATTAGTTGCAGCAATTGGTGACACTTATGGCGGCGCTTTGTTG 
TTGCACATGTTGACATCCACCATTATGCTGACGTTGTTGGCGTATCAGGC 
CACCAAAATCACCGGCGTCAATGTTTACGCCTTCACGACCATCGGCTACT 
TGGGTTATGCCTTGGCGCAAGTATTTCACTTCTGCATATTTGGCAACCGG 
CTCATTGAGGAGAGCTCATCCGTCATGGAGGCAGCCTATTCGTGCCACTG 
GTATGATGGCTCCGAGGAGGCCAAGACGTTTGTTCAGATCGTTTGCCAGC 
AGTGCCAGAAAGCGATGTCCATATCGGGAGCGAAGTTCTTCACTG 

 

5. O ladder- μϊρτυρασ μοριακοϑ βϊρουσ- που χρηςιμοποιόθηκε για την 

ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ εύναι ο DNA Ladder 1000 bp/1 kb ladder 

BLUE ready-to-use τησ Gene On. Σα χαρακτηριςτικϊ του παρατύθενται παρακϊτω:  

 

  

Εικόνα 6.1: Αριςτερϊ: Ιδιότητεσ DNA Ladder 1000 bp/1 kb ladder BLUE ready-to-use.  
Δεξιϊ: Αντιςτοιχύεσ ςε μοριακϊ μεγϋθη και ζώνεσ 
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