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Περίληψη 
Ο παγκόσμιος πληθυσμός και η κλιματική κρίση αυξάνουν την πίεση στα 
γεωργικά συστήματα, με κύριο περιοριστικό παράγοντα την απώλεια 
καλλιεργειών από έντομα-παράσιτα. Η ανάγκη για στοχευμένα νέας γενιάς 
δυνητικά χαμηλού ρίσκου φυτοπροστατευτικά προϊόντα (potential low-risk 
pesticides, LRP), με αυξημένη αποτελεσματικότητα και περιβαλλοντική 
ασφάλεια είναι πλέον επιτακτική. Στις κύριες κατηγορίες LRP περιλαμβάνονται 
φυτικά εκχυλίσματα, φερορμόνες, δίκλωνα μόρια RNA (dsRNA) και μικροβιακά 
σκευάσματα. Ωστόσο, η αξιολόγηση του κινδύνου τους είναι απαραίτητη πριν 
από ευρεία εφαρμογή. Η ανίχνευση και ποσοτικοποίηση των dsRNA 
πραγματοποιείται μέχρι σήμερα κυρίως με τη μέθοδο QuantiGene™, η οποία 
βασίζεται στην ενίσχυση σήματος και όχι του ίδιου του στόχου. Αν και είναι ειδική 
και ευαίσθητη, απαιτεί ειδικά σχεδιασμένες ανιχνευτικές αλληλουχίες (probes) 
ανά μόριο, ακριβό εξοπλισμό, και φαίνεται ακατάλληλη για την ανάλυση 
προσροφημένων μορφών του dsRNA στο έδαφος (Zhang 2020). 

Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η ανάπτυξη, εφαρμογή και 
αξιολόγηση μιας νέας μοριακής μεθόδου ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης του 
dsRNA στο έδαφος και χωρίζεται σε δύο επιμέρους κεφάλαια: στο πρώτο 
κεφάλαιο διερευνάται η υπολειμματικότητα των dsRNA σε περιβαλλοντικά 
δείγματα εδάφους μετά από επαναλαμβανόμενες εφαρμογές, και στο δεύτερο 
πραγματοποιείται μελέτη του αυτοφθορισμού του φυτού κουμκουατ (Citrus 
japonica), με σκοπό την επιλογή του κατάλληλου πρωτοκόλλου για 
παρακολούθηση των dsRNA, μετά από εφαρμογή τους σε αυτό το φυτό.  

Κατά το πρώτο κεφάλαιο, εφαρμόστηκε με επαναλαμβανόμενο τρόπο μία φορά 
ανά επτά μέρες dsRNA το οποίο στοχεύει το γονίδιο της ακτίνης του δορυφόρου 
της πατάτας (Leptinotarsa decemlineata, Ld-dsACTIN), σε εδαφικά δείγματα, 
και ακολούθησαν δειγματοληψίες σε έξι χρονικές στιγμές και ανάλυση με RT-
qΡCR. Το dsRNA εφαρμόστηκε σε απλή μορφή ή σε διαμορφωμένη με την 
προσθήκη χιτοζάνης. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η εφαρμοσμένη 
συνιστώμενη δόση των 15ng dsRNA/g εδάφους αποικοδομείται σε μεγάλο 
βαθμό σε 7 μέρες. Επίσης, μετά από επαναλαμβανόμενες εφαρμογές φαίνεται 
το dsRNA να συσσωρεύεται στο έδαφος και να μην αποικοδομείται πλήρως 
μετά την 4η και τελευταία εφαρμογή. Τέλος, η χιτοζάνη φαίνεται να επηρεάζει το 
ρυθμό αποικοδόμησης του dsRNA.  

Κατά το δεύτερο και τελευταίο κεφάλαιο της παρούσας διπλωματικής εργασίας, 
μελετήθηκε ο αυτοφθορισμός του φυτού kumquat με χρήση συνεστιακής 
μικροσκοπίας, και τα αποτελέσματα έδειξαν πως το φυτό κουμκουάτ εκπέμπει 
ενδογενές σήμα μήκους κύματος 560 nm στο βλαστό, στους μίσχους του 
καρπού και του φύλλου, και σήμα μήκους κύματος 488 nm στον καρπό. Κατά 
συνέπεια, επεμβάσεις στους συγκεκριμένους ιστούς ενδείκνυται να γίνονται με 
φθορίζον-488 dsRNA και φθορίζον-CY3 dsRNA αντίστοιχα. 
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Συνολικά, η παρούσα εργασία συμβάλλει στην ανάπτυξη και εφαρμογή νέων 
μεθόδων παρακολούθησης των dsRNA σε περιβαλλοντικά υποστρώματα 
εδάφους και φυτών, και θέτει τα θεμέλια για την αξιολόγηση της 
περιβαλλοντικής τους σταθερότητας και τύχης. 
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Abstract 
 

The rapid growth of the global population, along with the ongoing climate crisis, 
is placing increasing pressure on agricultural production systems, making food 
security a critical priority. Among the major limiting factors of crop productivity 
is the loss caused by insect pests. Consequently, the development and 
implementation of new generation potentially low-risk pesticides (LRP), with 
high specificity, effectiveness, and lower environmental persistence, is urgently 
needed. Main categories of pesticides classified as LRP include plant extracts, 
pheromones, double-stranded RNA molecules (dsRNA), and microbial 
biopesticides. However, to ensure the safety of non-target organisms and the 
broader environment, thorough risk assessment is essential prior to their 
widespread agricultural use. Regarding dsRNA pesticides, detection and 
quantification of dsRNA in soil, water, and plant tissues is currently achieved 
using the QuantiGene™ method. This technique allows direct measurement of 
dsRNA through signal amplification rather than target amplification. Despite its 
specificity and sensitivity, it lacks flexibility, as it requires the synthesis of 
custom-designed oligonucleotide probes for each dsRNA molecule, involves 
costly equipment, and is limited in detecting dsRNA adsorbed onto soil particles 
(Zhang, 2020). 

The aim of this thesis is the development, implementation, and evaluation of a 
novel molecular method for the detection and quantification of double-stranded 
RNA (dsRNA) in soil. The study is divided into two chapters: the first 
investigates the persistence of dsRNA in environmental soil samples after 
repeated applications, while the second focuses on the autofluorescence of the 
kumquat plant (Citrus japonica) to select an appropriate protocol for monitoring 
dsRNA following application to the plant. 

In the first chapter, dsRNA targeting the actin gene of the Colorado potato 
beetle (Leptinotarsa decemlineata, Ld-dsACTIN) was applied (naked or 
formulated with chitosan) weekly to soil samples, followed by sampling at six 
time points and analysis via RT-qPCR. Results showed that dsRNA is being 
recovered in the second fraction of a specialized isolation protocol. Additionally, 
the recommended commercial dose of 15 ng dsRNA/g soil showed a significant 
degradation within seven days. However, repeated applications led to 
accumulation of dsRNA in the soil, where it was not fully degraded after the 
fourth and final application. Additionally, chitosan appeared to affect the 
degradation rate of dsRNA. 

 

In the second chapter, kumquat autofluorescence was studied using confocal 
microscopy. Results showed emission at 560 nm in stems, fruit and leaf 
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petioles, and at 488 nm in the kumquat fruit. These results suggest the use of 
fluorescent-488 dsRNA and CY3-dsRNA accordingly in such tissues. 

Overall, this thesis contributes to the development and evaluation of new 
methods for monitoring dsRNA in environmental soil and plant substrates and 
lays the groundwork for assessing their environmental stability and fate. 
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1. Εισαγωγή 
 

Στη σύγχρονη πραγματικότητα, όπου η αύξηση της φυτικής παραγωγής 
αποτελεί επιτακτική ανάγκη για την κάλυψη των διατροφικών απαιτήσεων ενός 
συνεχώς αυξανόμενου παγκόσμιου πληθυσμού, και παράλληλα εντείνονται οι 
ανησυχίες για τις περιβαλλοντικές συνέπειες της ανθρώπινης δραστηριότητας, 
καθίσταται αναγκαία η ανάπτυξη καινοτόμων στρατηγικών καλλιεργειών και 
προστασίας αυτών (Ortolá & Daròs, 2024). Σε παγκόσμιο επίπεδο, τα έντομα 
συνιστούν σημαντική απειλή, καθώς ευθύνονται για την απώλεια περίπου 20% 
της παγκόσμιας ετήσιας γεωργικής παραγωγής. Επιπρόσθετα, ένα μεγάλο 
ποσοστό φυτικών ιών διαδίδεται μέσω εντόμων, τα οποία λειτουργούν ως 
φορείς και ευνοούν τη διασπορά των ιών, διευρύνοντας τόσο το φάσμα των 
ξενιστών όσο και τη γεωγραφική τους εξάπλωση. Τα δεδομένα αυτά, σε 
συνδυασμό με την ανθεκτικότητα που αναπτύσσουν τα έντομα στα συμβατικά 
μικρομοριακά χημικά εντομοκτόνα (small-molecule chemical pesticides), 
ενισχύουν την αναγκαιότητα για την ανάπτυξη νέων στρατηγικών για τον έλεγχο 
των εντομολογικών εχθρών των καλλιεργειών (Douglas, 2018). 

 
1.1. Ο δορυφόρος της πατάτας (Colorado potato beetle, 
CPB) και το φυτό-ξενιστής του, η πατάτα ( Solanum 
tuberosum L.) 

1.1.1. Η πατάτα ( Solanum tuberosum L.) 
Η πατάτα ( Solanum tuberosum L.) είναι μια από τις πιο σημαντικές 
καλλιέργειες σε όλο τον κόσμο. Περισσότερο από ένα δισεκατομμύριο άτομα 
καταναλώνουν την πατάτα ως βασικό διατροφικό αγαθό, ενώ η καλλιέργειά της 
αποκτά διαρκώς αυξανόμενη σημασία για τη διασφάλιση της παγκόσμιας 
διατροφικής επάρκειας στο μέλλον (Balaško et al., 2020a). Η συνολική 
παραγωγή της πατάτας για το 2023 υπολογίζεται σε 383 εκατομμύρια τόνους 
(Statistics | FAO | Food and Agriculture Organization of the United Nations, 
n.d.)(Εικόνα 1). Χωρίς προστασία των καλλιεργειών, περίπου το 75% της 
εφικτής παραγωγής πατάτας θα χανόταν από παράσιτα, ενώ το 34% της 
απώλειας αυτής θα οφειλόταν σε έντομα (Balaško et al., 2020a). 
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Εικόνα 1: Παραγωγή της πατάτας το 2023 υπολογισμένη σε τόνους (Statistics | FAO | Food and Agriculture 
Organization of the United Nations, n.d.). 

 

1.1.2. Ο δορυφόρος της πατάτας (Colorado potato beetle, CPB) 
Το CPB (Leptinotarsa decemlineata Say, Coleoptera: Chrysomelidae) είναι ένα 
φυλλοφάγο σκαθάρι και το κύριο έντομο παράσιτο του φυτού της πατάτας (Wen 
et al., 2019a). Επιπλέον, αποτελεί βασικό εχθρό της ντομάτας, της πιπεριάς και 
της μελιτζάνας. Το CPB είναι ένα κολεόπτερο που έκανε για πρώτη φορά την 
εμφάνισή του στο Μεξικό το 1811, στη συνέχεια εξαπλώθηκε σε όλη τη Βόρεια 
Αμερική και τελικά τον 20ο αιώνα μετακινήθηκε σε όλη την Ευρώπη, την Ασία 
και τη δυτική Κίνα (Balaško et al., 2020a)(Εικόνα 2).  

Το ενήλικο άτομο έχει χρώμα κιτρινωπό, με σκληρό εξωσκελετό και με 
χαρακτηριστικό μοτίβο δέκα μαύρων γραμμών στη ράχη του. Η προνύμφη είναι 
χρώματος πορτοκαλί και στα πλάγια της κοιλιακής χώρας φέρει μαύρες βούλες 
σε παράλληλη διάταξη και το σώμα της έχει σχήμα κυρτό (“Leptinotarsa 
Decemlineata (Colorado Potato Beetle),” 2021) (Εικόνα 3). 

Ως προς τη βιολογία του, ένα θηλυκό το οποίο έχει ζευγαρώσει μπορεί να 
αποθέσει μέχρι και 800 αυγά κατά τη διάρκεια της ζωής του, σε ομάδες των 10-
20 αυγών, στην κάτω επιφάνεια των φύλλων, ενώ ανάλογα με τις κλιματικές 
συνθήκες μπορεί να προκύψουν από μία έως και τρεις γεννήσεις ετησίως 
(Sablon et al., 2012). Κατά τη διάρκεια του προνυμφικού σταδίου, που διαρκεί 
3 έως 4 εβδομάδες, οι προνύμφες καταναλώνουν περίπου 40 cm² φύλλων 
πατάτας, ενώ τα ενήλικα μπορούν να τρέφονται με έως και 10 cm² φύλλωμα 
την ημέρα. Όταν το φυτό, πλέον, έχει χάσει τα φύλλα του, τα ενήλικα CPΒ 
τρέφονται με μίσχους και εκτεθειμένους κονδύλους  (Wen et al., 2019b).  
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Εικόνα 2: Εξάπλωση του σκαθαριού της πατάτας του Κολοράντο στην Ευρώπη κατά τον 20ό αιώνα 
(Balaško et al., 2020a). 

 

 

 
Εικόνα 3: A. Λάρβα  CΡΒ, Β. Ενήλικο άτομο CΡΒ(Colorado Potato Beetle Larva #1 by Science Photo 
Library, n.d.; What to Do If You See the Colorado Potato Beetle (a UK Notifiable Quarantine Pest) | AHDB, 
n.d.) 
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1.2. Τρόποι καταπολέμησης του Colorado potato beetle 

1.2.1. Συμβατικά χημικά εντομοκτόνα και ανάπτυξη ανθεκτικότητας 
Χωρίς σχέδιο καταπολέμησης, ο δορυφόρος της πατάτας κατά το προνυμφικό 
στάδιο μπορεί να προκαλέσει ολοκληρωτική αποφύλλωση των καλλιεργειών και 
συνολικές απώλειες της παραγωγής οι οποίες φτάνουν το 60% (Hare, 1980). Η 
βασικότερη στρατηγική ελέγχου των CPΒ βασίζεται στην εφαρμογή συμβατικών 
χημικών μικρομοριακών εντομοκτόνων (conventional small-molecule 
insecticides) (Kromann et al., 2014). Αν και η εφαρμογή εντομοκτόνων έχει 
περιορίσει σημαντικά τους πληθυσμούς του CPΒ, έχει οδηγήσει ωστόσο στην 
ανάπτυξη ανθεκτικότητας των εντόμων, σε ένα πλήθος δραστικών ουσιών  
(Balaško et al., 2020a). Η εκτεταμένη και αλόγιστη χρήση εντομοκτόνων έχει 
οδηγήσει σε ανάπτυξη ανθεκτικότητας σε γεωργικούς εχθρούς και φορείς 
ασθενειών, η οποία αποτελεί περιοριστικό παράγοντα για τον αποτελεσματικό 
έλεγχο τον πληθυσμών τους. Η ανθεκτικότητα των εντόμων στα εντομοκτόνα 

ορίζεται, με βάση την Επιτροπή Δράσης για την Ανθεκτικότητα στα Εντομοκτόνα 

(Insecticide Resistance Action Committee, IRAC), ως η κληρονομούμενη αλλαγή στην 

ευαισθησία του πληθυσμού ενός εχθρού, η οποία αντικατοπτρίζεται στην 

επανειλημμένη αποτυχία ενός εντομοκτόνου σκευάσματος να πετύχει τα 

αναμενόμενα επίπεδα ελέγχου, όταν εφαρμόζεται με βάση τις οδηγίες της ετικέτας 

του (IRAC, 2021). Όταν ένας πληθυσμός εντόμων εκτεθεί σε ένα εντομοκτόνο, ένα 

μικρό ποσοστό ατόμων θα επιβιώσει, λόγω της γενετικής ποικιλομορφίας που 

υπάρχει στον πληθυσμό. Η εφαρμογή της πίεσης επιλογής από την παρουσία του 

εντομοκτόνου έχει ως αποτέλεσμα η συχνότητα των γονοτύπων που δεν 

επηρεάζονται από την έκθεση σε αυτό να αυξάνει από γενιά σε γενιά. Μετά από 

αρκετές γενεές με εφαρμογή της ίδιας πίεσης επιλογής (εντομοκτόνου) ο αριθμός των 

ανθεκτικών ατόμων αυξάνει στον πληθυσμό με αποτέλεσμα ο πληθυσμός να 

αναπτύσσει ανθεκτικότητα στο σκεύασμα αυτό (Hemingway et al., 2002). 

Οι κύριοι μηχανισμοί ανθεκτικότητας στα εντομοκτόνα που έχουν περιγραφεί έως 

σήμερα συνδέονται με φυσιολογικές και συμπεριφορικές αλλαγές στον οργανισμό 

των εντόμων και διαχωρίζονται ανάλογα με αυτές σε μεταβολική ανθεκτικότητα 

[όπου εμπλέκονται καρβοξυλεστεράσες (Carboxylesterases (CCEs) (Oakeshott et al., 

2010), τρανσφεράσες της γλουταθειόνης (glutathione-S- transferases (GSTs)(Enayati 

et al., 2005), UDP-γλυκουρονοσυλτρανσφεράσες (UDP glycosyl-transferases (UGTs)(X. 

Li et al., 2020), μονοξυγενάσες του κυτοχρώματος Ρ450 (cytochrome P450 

monooxygenases (P450s) (Nauen et al., 2022) καθώς και ABC (Adenosine 

Τriphosphate, ATP-Binding Cassette transporters) και άλλοι διαμεμβρανικοί 

μεταφορείς (Merzendorfer, 2014)] , ανθεκτικότητα στόχου (Homem et al., 2020), 
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ανθεκτικότητα διείσδυσης (Balabanidou et al., 2018), καθώς και ανθεκτικότητα 

συμπεριφοράς (Siddiqui et al., 2023; Zalucki & Furlong, 2017) (Εικόνα 4).  

 

 

 

 

 

 

                

 

Μετά από εκτεταμένες μελέτες, το CPΒ καταγράφεται να έχει αναπτύξει 
ανθεκτικότητα στα περισσότερα εγκεκριμένα χημικά εντομοκτόνα (μεταβολική 
ανθεκτικότητα στην κυαλοθρίνη (cyhalothrin) (Lü et al., 2015) και στην 
κλοθειανιδίνη (clothianidin) (Bouafoura et al., 2022), και ανάπτυξη 
ανθεκτικότητας στόχου στη φωσφανόλη (phosanole) (Malekmohammadi & 
Galehdari, 2016), και πιο συγκεκριμένα σε 58 χημικές ενώσεις, οι οποίες 
ανήκουν σε διαφορετικές χημικές ομάδες (Ménard et al., 2025)(Εικόνα 5). 
Συνοπτικά, τα οργανοφωσφορικά (organophosphates)(Stanković et al., 2004), 
τα καρβαμιδικά (carbamates) (Stanković et al., 2004), τα νεονικοτινοειδή 
(neonicotinoid)(Stanković et al., 2012) και τα  πυρεθροειδή 
(pyrethroids)(Stanković et al., 2012) είναι μερικές από τις βασικές κατηγορίες 
συμβατικών χημικών εντομοκτόνων, στις οποίες το CPΒ έχει αναπτύξει 
ανθεκτικότητα (Balaško et al., 2020).  

 

Εικόνα 4: Μηχανισμοί ανθεκτικότητας εντόμων σε εντομοκτόνα 
(τροποποιημένο από (Gan et al., 2021)) 
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Εικόνα 5: Χρονική πρόοδος της ανάπτυξης ανθεκτικότητας του CΡΒ (Balaško et al., 2020a).  

 

1.2.2. Εναλλακτικοί τρόποι καταπολέμησης του δορυφόρου της 
πατάτας 
Δεδομένου ότι το CΡΒ έχει αναπτύξει ανθεκτικότητα σχεδόν σε όλες τις κύριες 
κατηγορίες χημικών εντομοκτόνων, η ανάπτυξη και η εφαρμογή εναλλακτικών 
προσεγγίσεων κρίνεται απαραίτητη. Στο παρελθόν έχουν εφαρμοστεί στελέχη 
Βacillus thuringiensis (Βt), τα οποία έχουν εφαρμοστεί με ψεκασμό στα φύλλα 
του φυτού της πατάτας, με σκοπό την καταπολέμηση διαφόρων παρασίτων. Τα  
στελέχη Bt  παράγουν πρωτεΐνες που παρουσιάζουν εντομοκτόνες ιδιότητες 
έναντι του CPB (Naimov et al., 2001). Παρόλο που τα εντομοκτόνα Βt  
καταγράφονται ως μη επιβλαβή για τον άνθρωπο και τα ωφέλιμα αρθρόποδα, 
ο ψεκασμός τους φαίνεται να προσφέρει περιορισμένη φυτοπροστασία λόγω 
της φωτοευαισθησίας και της ταχείας αποικοδόμησης των τοξινών, συγκριτικά 
με τα υπόλοιπα χημικά εντομοκτόνα (Balaško et al., 2020a). Επιπλέον έχουν 
καταγραφεί περιπτώσεις ανάπτυξης ανθεκτικότητας του δορυφόρου σε Bt 
τοξίνες, επηρεάζοντας τη αποτελεσματικότητά τους (Loseva et al., 2002). Ένας 
άλλος τρόπος καταπολέμησης του δορυφόρου της πατάτας που έχει δοκιμαστεί 
είναι οι γενετικά τροποποιημένες (GM) καλλιέργειες (Křížkovská et al., 2022). 
Τα γονίδια Cry που προέρχονται από στελέχη Bt έχουν χρησιμοποιηθεί για τη 
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δημιουργία διαγονιδιακών φυτών, ανθεκτικών στα έντομα, ωστόσο οι 
επιπλοκές που σχετίζονται με τη φύτευση γενετικά τροποποιημένων πατατών 
ως προς τη νομοθεσία, αλλά και η γενικότερη μη αποδοχή τους από το ευρύ 
κοινό, έχουν περιορίσει την εδραίωση αυτού του τρόπου καταπολέμησης 
(Balaško et al., 2020b; Křížkovská et al., 2022; Nickson, 2008). 

 

1.3. Σημαντικότητα εύρεσης αποτελεσματικού τρόπου 
καταπολέμησης του Colorado potato beetle- Νέας γενιάς 
εντομοκτόνα  
Παρά τις εκτεταμένες προσπάθειες για την αντιμετώπιση της ανθεκτικότητας 
στα εντομοκτόνα και την ανάπτυξη εναλλακτικών στρατηγικών ελέγχου, δεν έχει 
βρεθεί ακόμη μια βιώσιμη και ολοκληρωμένη λύση (Chen et al., 2023). Η 
καλλιέργεια της πατάτας παραμένει ιδιαίτερα ευάλωτη, καθώς η αποφύλλωση 
από το CPB μπορεί να οδηγήσει είτε σε πλήρη καταστροφή των φυτών είτε σε 
σοβαρή μείωση της απόδοσης των κονδύλων (Balaško et al., 2020a). Ο 
αποτελεσματικός έλεγχος του εντόμου είναι δύσκολος, κυρίως λόγω των 
ευέλικτων διατροφικών του συνηθειών και της ικανότητάς του να 
προσαρμόζεται σε περιβαλλοντικές πιέσεις. Συνολικά οι παράγοντες αυτοί 
καθιστούν αναγκαία την  ανάπτυξη νέων τεχνολογιών, ικανών να 
παρεμποδίσουν την ανάπτυξη ή να προκαλέσουν τον θάνατο του εντόμου (Lv 
et al., 2023). 

 

1.3.1. Δυνητικά χαμηλού ρίσκου φυτοπροστατευτικές ουσίες  
βασισμένες στο RΝΑi 
Η ανάγκη για στοχευμένα νέας γενιάς δυνητικά χαμηλού ρίσκου 
φυτοπροστατευτικά προϊόντα (potential low-risk pesticides, LRP), με αυξημένη 
αποτελεσματικότητα και περιβαλλοντική ασφάλεια είναι πλέον επιτακτική. Στις 
κύριες κατηγορίες LRP περιλαμβάνονται φυτικά εκχυλίσματα, φερομόνες, 
δίκλωνα μόρια RNA (dsRNA) και μικροβιακά σκευάσματα. Η τεχνολογία 
σίγησης γονιδίων μέσω RΝΑ παρεμβολής (RΝΑ interference, RNAi) αναδύεται 
ως μια πολλά υποσχόμενη εναλλακτική προσέγγιση για την αντιμετώπιση της 
αυξανόμενης ανθεκτικότητας των εντόμων στα συμβατικά εντομοκτόνα, καθώς 
βασίζεται στην ειδική στόχευση γονιδίων-κλειδιών, επάγοντας δυσλειτουργίες 
στα κρίσιμα στάδια της ανάπτυξης του εντόμου (Balaško et al., 2020b). Τα 
παρασιτοκτόνα με βάση το διπλής έλικας RΝΑ (dsRΝΑ) αξιοποιούν αυτή την 
τεχνολογία και χαρακτηρίζονται ως εντομοκτόνα δυνητικά χαμηλού 
οικοτοξικολογικού ρίσκου (low-risk pesticides, LRPs), λόγω της υψηλής 
ειδικότητάς τους και της μειωμένης επίδρασης σε οργανισμούς μη-στόχους 
(Dalakouras et al., 2024). 
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Η τεχνολογία RΝΑi η οποία ενεργοποιεί τον ενδογενή αμυντικό μηχανισμό των 
φυτών ενάντια σε εξωγενή νουκλεϊκά οξέα και παθογόνους οργανισμούς, έχει 
την προοπτική να αναδειχθεί ως ένα καινοτόμο και εξειδικευμένο εργαλείο για 
την προστασία των καλλιεργειών (Dalakouras et al., 2018). Βασιζόμενη στην 
επιλεκτική σίγηση γονιδίων, επιτρέπει την παρέμβαση σε κρίσιμες μεταβολικές 
ή αναπτυξιακές διεργασίες των εντόμων, οδηγώντας σε αναστολή ανάπτυξης ή 
και σε θάνατο (Balaško et al., 2020b). Τα παρασιτοκτόνα που βασίζονται στην 
τεχνολογία RΝΑi έχουν εφαρμοστεί πειραματικά, είτε μέσω μικροέγχυσης είτε 
διατροφικά, μέσω τροφής (Yu et al., 2013). 

Η αποτελεσματικότητα του RNAi-τρόπου καταπολέμησης εξαρτάται από το 
είδος του εντόμου, με τα κολεόπτερα να παρουσιάζουν ιδιαίτερα υψηλή 
ευαισθησία, τόσο όταν η δραστική ουσία λαμβάνεται διά στόματος όσο και όταν 
εφαρμόζεται τοπικά (Pampolini et al., 2020a). Επιπλέον, η τεχνολογία αυτή 
μπορεί να προσφέρει σημαντικά πλεονεκτήματα σε σύγκριση με τα συμβατικά 
χημικά εντομοκτόνα: υψηλή εξειδίκευση ως προς το είδος-στόχο, περιορισμένο 
κίνδυνο για οργανισμούς μη-στόχους και χαμηλή περιβαλλοντική επιβάρυνση. 
Αξίζει επίσης να σημειωθεί πως η στρατηγική εναλλαγής των γονιδίων-στόχων 
περιορίζει σημαντικά την πιθανότητα ανάπτυξης ανθεκτικότητας από τους 
πληθυσμούς των εντόμων (Fletcher et al., 2020a). 

Σύμφωνα την υπάρχουσα βιβλιογραφία, η εφαρμογή RΝΑi-εντομοκτόνων 
παραμένει περιορισμένη σε εμπορική κλίμακα, με το Ledprona (GreenLight 
Biosciences) να αποτελεί την πρώτη εγκεκριμένη και εμπορευματοποιημένη 
εφαρμογή, αποκλειστικά στις Η.Π.Α. (Dietz-Pfeilstetter et al., 2021). Το 
Ledprona είναι ένα εντομοκτόνο με βάση το dsRΝΑ, το οποίο στοχεύει το 
γονίδιο της β-υπομονάδας τύπου 5 του πρωτεασώματος (Proteasome Subunit 
Beta Type-5, PSMB5) του δορυφόρου της πατάτας, επάγοντας βλάβες στο 
μονοπάτι αποικοδόμησης των πρωτεϊνών, των οποίων η συσσώρευση γίνεται 
τοξική και θανατηφόρα για τα κύτταρα. Πιο αναλυτικά, η μελέτη η οποία 
συνοδεύει το εν λόγω προϊόν, αναφέρει πως στις προνύμφες που τράφηκαν με 
το προϊόν για 6 ώρες, καταγράφηκε 90% θνησιμότητα μετά από 9 ημέρες 
(Rodrigues et al., 2021).  Σύμφωνα με τα έως τώρα επιστημονικά δεδομένα, το 
Ledprona έχει λάβει έγκριση από την Υπηρεσία Προστασίας του Περιβάλλοντος 
των Ηνωμένων Πολιτειών και κυκλοφορεί στην  αγορά των Η.Π.Α (United States 
Environmental Protection Agency-EPA) (2024 - Week 1 • EPA’s Approval of 
Ledprona for Crop Protection and More, n.d.). Ωστόσο, σύμφωνα με την 
νομοθεσία της Ε.Ε., ως dsRNA προϊόν θεωρείται χημικό φυτοφάρμακο και 
απαιτούνται περαιτέρω έρευνες και αξιολογήσεις πριν από την έγκριση 
κυκλοφορίας του (Dalakouras et al., 2024; Dietz-Pfeilstetter et al., 2021).  
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1.3.2. RNA interference 
Η παρεμβολή RNA (RNA interference-RNAi) είναι ένας κυτταρικός μηχανισμός, 
ο οποίος μέσω της σίγησης γονιδίων ρυθμίζει την έκφραση αυτών των 
γονιδίων-στόχων (Pampolini et al., 2020a). Στα έντομα και σε άλλα ζώα, τρεις 
διαφορετικές κατηγορίες μικρών RΝΑ (sRΝΑ)  ενεργοποιούν τρεις αντίστοιχες 
οδούς RNAi, οι οποίες ακολουθούν διαφορετικά μονοπάτια επεξεργασίας και 
στρατηγικές σίγησης (Zhu & Palli, 2020). Στην παρεμβολή RNA συμμετέχουν 
τρία είδη μικρών RNAs, τα μικρά παρεμβαλλόμενα RNA (siRΝΑs, short 
interfering RNAs), τα μικρά RΝΑ (miRΝΑs, microRΝΑs) και τα PIWI-
αλληλεπιδρώντα RNA (piRNAs, PIWI-interacting RNAs). Για τα δύο πρώτα η 
παρεμβολή RΝΑ διακρίνεται σε δύο φάσεις, την εναρκτήρια (initiator) και την 
τελεστική (effector). Η εναρκτήρια φάση περιλαμβάνει τον τεμαχισμό του 
dsRNA σε μικρά RNAs 21-23 νουκλεοτιδίων και η τελεστική τον τεμαχισμό του 
mRNA από το RISC, επάγοντας αποσιώπηση στο επίπεδο μετά τη μεταγραφή 
(post-transcriptional gene silencing). Όσον αφορά τα  siRΝΑs (ενδογενή 
siRΝΑs) και τα piRNAs, υπάρχουν επιπλέον μηχανισμοί μέσω των οποίων 
επιτυγχάνεται σίγηση στο επίπεδο της μεταγραφής (transcriptional gene 
silencing). Τα piRNAs σχηματίζουν σύμπλοκα RNA-πρωτεΐνης μέσω 
αλληλεπιδράσεων με τις πρωτεΐνες piwi, τα οποία  έχουν συνδεθεί τόσο με 
επιγενετική όσο και με μετα-μεταγραφική σίγηση γονιδίων ρετροτρανσποζονίων 
και άλλων γενετικών στοιχείων σε κύτταρα της βλαστικής σειράς.  Τέλος, τα 
piRΝAs παράγονται με διαφορετικούς μηχανισμούς συγκριτικά με τα άλλα δύο 
είδη και επάγουν αποσιώπηση σε συγκεκριμένα κύτταρα του οργανισμού 
(Ortolá & Daròs, 2024)(Εικόνα 6). 

1.3.2.1. siRΝΑs 
Η οδός αυτή ενεργοποιείται από την παρουσία συμπληρωματικών dsRΝΑs ή 
φουρκετών RΝΑ στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων. Τα dsRΝΑs 
αναγνωρίζονται και επεξεργάζονται από ένζυμα της οικογένειας πρωτεϊνών 
Dicer και Dicer-like (DCL), οι οποίες είναι ενδοριβονουκλεάσες ειδικές για το 
dsRΝΑ, και κόβουν το dsRΝΑ σε μικρότερα τμήματα 20-22 νουκλεοτιδίων, τα 
siRΝΑs.  

Στη συνέχεια, το δίκλωνο μόριο RΝΑ φορτώνεται σε μια πρωτεΐνη της 
οικογένειας Argonaute (AGO), η οποία μαζί με άλλες βοηθητικές πρωτεΐνες 
(RΡ) και το RNA συναρμολογούν το πρόδρομο σύμπλοκο RISC (RNA-induced 
silencing complex, RNA-σύμπλοκο που επάγει τη γονιδιακή σίγηση). Στο ώριμο 
RISC η αλυσίδα επιβάτης (sense, passenger strand) του siRΝΑ αποικοδομείται, 
επιτρέποντας με αυτόν τον τρόπο στην αλυσίδα οδηγό (antisense) να υβριδίσει 
και να καθοδηγήσει τη διάσπαση του συμπληρωματικού RΝΑ-στόχου 
(π.χ.mRΝΑ). Το ώριμο RISK διαθέτει μια ενεργότητα που ονομάζεται slicer και 
η οποία κόβει το RNA-στόχο. Η διάσπαση αφήνει 5'-φωσφορικά και 3'-
υδροξυλικά άκρα, με αποτέλεσμα να παράγεται ένα θραύσμα RΝΑ χωρίς 
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πολυ(Α) ουρά και ένα άλλο χωρίς 5'καλύπτρα, τα οποία στη συνέχεια 
αποικοδομούνται από εξωνουκλεάσες  (Ortolá & Daròs, 2024). 

 

1.3.2.2. miRΝΑs 
Τα miRΝΑs εκφράζονται είτε ως πολυκιστρονικά RΝΑs από διαγονιδιακές 
περιοχές του γονιδιώματος και φέρουν τους δικούς τους υποκινητές ή από 
ενδογονιδιακές περιοχές που συνεκφράζονται με το γονίδιο που ρυθμίζουν. 
Γενικά τα miRΝΑs μεταγράφονται από την RΝΑ πολυμεράση II ως πρωτογενή 
αντίγραφα (pri-miRΝΑ) που υφίστανται τροποποιήσεις όπως το mRNA (5' 
κάλυμμα και 3' πολυ(Α) ουρά) και έχουν χαρακτηριστική δομή φουρκέτας, η 
οποία χαρακτηρίζεται από μια μακριά συμπληρωματική δίκλωνη περιοχή που 
πλαισιώνεται από έναν τελικό βρόχο και δύο μη δομημένα μονόκλωνα τμήματα 
(ssRΝΑ). 

Τα pri-miRΝΑs επεξεργάζονται στον πυρήνα από το ενζυμικό σύμπλοκο του 
μικροεπεξεργαστή, το οποίο αποτελείται από ένα μόριο ριβονουκλεάσης τύπου 
III Drosha, και δύο μόρια DGCR8. Οι δύο περιοχές RΝase III της Drosha 
εξαλείφουν τα βασικά μονόκλωνα τμήματα και μέρος του dsRΝΑ (~11 nt), 
δημιουργώντας πρόδρομα miRΝΑ (pre-miRΝΑs), δηλαδή φουρκέτες περίπου 
70 nt με προεξέχοντα 3' άκρα 2 νουκλεοτιδίων. Στη συνέχεια, τα pre-miRΝΑs 
εξέρχονται στο κυτταρόπλασμα με τη βοήθεια της Εxp-5, όπου και 
επεξεργάζονται από την Dicer-1. Κατά την επεξεργασία από την Dicer,η θηλιά 
αφαιρείται και δημιουργούνται δίκλωνα miRΝΑs με μήκος περίπου 22nt. 

Στη συνέχεια, το miRΝΑ φορτώνεται στην ΑGO1 σχηματίζεται το σύμπλοκο 
RΙSC, ενώ ακολουθεί η επιλογή της αλυσίδας οδηγού και η υπόλοιπη 
διαδικασία, όπως ακριβώς και για τα siRΝΑs, με τη μόνη διαφορά ότι σε αυτό 
το μονοπάτι το R2D2 δεν παίζει κάποιο ρόλο (Ortolá & Daròs, 2024). 

 

1.3.2.3. piRΝΑs 
Το μονοπάτι βιογένεσης και επεξεργασίας των piRΝΑ εντοπίζεται κυρίως σε 
βλαστικές σειρές, με κύριο ρόλο τη διατήρηση της ακεραιότητας του 
γονιδιώματος. Σε αντίθεση με τα siRNA και τα miRNA, τα piRNA, στις σωματικές 
σειρές, προέρχονται από μονόκλωνα πρόδρομα μόρια που μεταγράφονται από 
την RΝΑ pol II από συγκεκριμένες γονιδιωματικές θέσεις (συστάδες piRΝΑ) που 
περιέχουν μεταθετά στοιχεία. Στη συνέχεια το πρόδρομο piRNA  κόβεται σε 
πρωτογενές piRNA από την ενδονουκλεάση Zucchini (Zuc) και το anti-sense 
piRNA που προκύπτει φορτώνεται στις πρωτεΐνες Ρiwi και Αub. Το σύμπλεγμα 
Ρiwi/Αub διασπά ένα sense τρασποζόνιο μεταγραφεί, ενώ παράλληλα 
δημιουργεί και ένα νέο sense piRΝΑ. Στη συνέχεια, η ΑGΟ3 χρησιμοποιεί το 
νέο piRΝΑ για να καθοδηγήσει τη διάσπαση του συμπληρωματικού anti-sense 
τρανσποζονίου και να δημιουργήσει επιπλέον anti-sense piRΝΑ, το οποίο με τη 
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σειρά του μπορεί να φορτωθεί στο σύμπλεγμα Ρiwi/Αub για να διασπάσει κι 
άλλα συμπληρωματικά τρανσποζόνια που έχουν μεταγραφεί. Αυτό το μονοπάτι 
σίγησης ονομάζεται «μηχανισμός του κύκλου πινγκ-πονγκ» (Zhu & Palli, 2020). 

 

  

Εικόνα 6: Μηχανισμοί διαφορετικών μονοπατιών παρεμβολής RNA (RNAi) στα έντομα (Zhu & 
Palli, 2020). 

 

1.4. Αξιολόγηση της εφαρμογής dsRΝΑ σε 
αγροοικοσυστήματα  
Ως φυτοπροστατευτικά προϊόντα, τα σκευάσματα ψεκασμού τα οποία 
βασίζονται στην τεχνολογία παρεμβολής RNAi, απαιτούν εκτενείς διαδικασίες 
αξιολόγησης του περιβαλλοντικού κινδύνου, πριν από τη χορήγηση έγκρισης 
για ευρεία εμπορική χρήση στην Ευρωπαϊκή Ένωση (Dietz-Pfeilstetter et al., 
2021). Η διαδικασία αυτή είναι απαραίτητη για τη διασφάλιση μη δυσμενών 
επιπτώσεων στο περιβάλλον και σε όλους τους οργανισμούς μη-στόχους που 
διαβιούν σε αυτό (Romeis & Widmer, 2020).  

Η υψηλή ειδικότητα του μηχανισμού δράσης της RNAi τεχνολογίας, η οποία 
βασίζεται στη συμπληρωματικότητα αλληλουχιών γονιδίων, καθιστά τα 
προϊόντα αυτά εξαιρετικά στοχευμένα από το σχεδιασμό τους, περιορίζοντας τις 
επιδράσεις τους σε οργανισμούς μη-στόχους (Dietz-Pfeilstetter et al., 2021). 
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Παρ’ όλα αυτά, η πολυπλοκότητα των οικοσυστημάτων και η περιορισμένη 
κατανόηση της αλληλεπίδρασης ανάμεσα στο dsRNA και σε είδη μη-στόχους, 
καθιστούν αδύνατη την πλήρη πρόβλεψη ή την εξαίρεση πιθανών 
ανεπιθύμητων επιπτώσεων (Luo et al., 2024). Συνεπώς, η ανάπτυξη 
κατάλληλων πειραματικών πρωτοκόλλων ανίχνευσης με ρεαλιστικά σενάρια 
εφαρμογής, είναι απαραίτητη για την παρακολούθηση της υπολειμματικότητας 
και την αξιόπιστη εκτίμηση της ασφάλειας αυτών των καινοτόμων 
βιοτεχνολογικών προϊόντων (Zarrabian & Sherif, 2024). Η αξιολόγηση της 
περιβαλλοντικής τύχης (environmental fate) του dsRΝΑ προερχόμενο από 
γεωργικά προϊόντα βασισμένα στην τεχνολογία RNAi, προϋποθέτει την 
ανάπτυξη αναλυτικών μεθόδων που να μπορούν να ανιχνεύουν και να 
ποσοτικοποιούν το dsRΝΑ με ακρίβεια, εξειδίκευση και ευαισθησία, σε ένα ευρύ 
φάσμα περιβαλλοντικών δειγμάτων (Fischer et al., 2016).  Μέχρι στιγμής, η 
ανίχνευση και η ποσοτικοποίηση των dsRΝΑ επιτυγχάνεται μέσω της μεθόδου 

QuantiGene, η οποία βασίζεται σε ειδικά σχεδιασμένους ανιχνευτές που 
υβριδίζουν στο dsRΝΑ. Η τεχνική αυτή επιτρέπει την άμεση μέτρηση των 
μορίων dsRNA μέσω ενίσχυσης του σήματος και όχι του ίδιου του γενετικού 
στόχου και έχει ήδη εφαρμοστεί για την ανίχνευση και την ποσοτική ανάλυση 
dsRNA σε εδαφικά, φυτικά και σε υδατικά δείγματα (Albright et al., 2017; 
Armstrong et al., 2013; Bachman et al., 2020a; Dubelman et al., 2014; Fischer 
et al., 2016). 

 

1.4.1.Εκτίμηση του περιβαλλοντικού κινδύνου εφαρμογής dsRΝΑ 
στο έδαφος  
Το έδαφος θεωρείται ένας βασικός τελικός αποδέκτης τόσο ενδογενών 
μακρομορίων, όπως πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων που προέρχονται από 
φυτά, ζώα και μικροοργανισμούς, όσο και εξωγενώς εφαρμοζόμενων 
βιομορίων, όπως π.χ. το dsRNA. Η μελέτη της συμπεριφοράς και της 
σταθερότητας του εφαρμοζόμενου dsRΝΑ στο έδαφος είναι κρίσιμη, καθώς 
προσφέρει βασικά δεδομένα για την εκτίμηση της δυνητικής έκθεσης και 
επίδρασης σε οργανισμούς μη-στόχους και συνεπώς για την ορθή αξιολόγηση 
της ασφάλειας της τεχνολογίας αυτής, σε περιβαλλοντικό επίπεδο (Fischer et 
al., 2016). 

Τα ελεύθερα (γυμνά) dsRΝΑs είναι ιδιαίτερα ευάλωτα σε ταχεία αποικοδόμηση 
όταν εκτίθενται σε σύνθετα γεωργικά περιβάλλοντα, κυρίως λόγω της 
παρουσίας εξωκυτταρικών νουκλεασών (Arjunan et al., 2024). Η περιορισμένη 
περιβαλλοντική σταθερότητα, τόσο των dsRΝΑs όσο και των siRΝΑs, αποτελεί 
κρίσιμο περιοριστικό παράγοντα για την αποτελεσματική εφαρμογή 
βιοφυτοπροστατευτικών προϊόντων βασισμένων στο RΝΑi στο πεδίο  
(Bachman et al., 2020b). Ως εκ τούτου, η ερευνητική δραστηριότητα πλέον 
επικεντρώνεται στην ανάπτυξη τεχνολογιών που στοχεύουν στην ενίσχυση της 
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μοριακής τους σταθερότητας. Μία από τις πιο πολλά υποσχόμενες στρατηγικές 
περιλαμβάνει την αξιοποίηση νανοτεχνολογικών φορέων για την προστασία και 
ελεγχόμενη απελευθέρωση των dsRNA μορίων, βελτιώνοντας επιπλέον κατά 
αυτόν τον τρόπο την απορρόφησή τους από το έντομο-στόχο (Luo et al., 2024).  

Γενικά, η εφαρμογή της νανοτεχνολογίας στον αγροτικό τομέα έχει αναδειχθεί 
σε πεδίο έντονου επιστημονικού ενδιαφέροντος τα τελευταία χρόνια, χάρη στην 
ικανότητά της να προσφέρει μοριακή διαχείριση τόσο βιοτικών όσο και 
αβιοτικών καταπονήσεων, ταχεία και αποτελεσματική ανίχνευση 
φυτοπαθολογικών ασθενειών, καθώς και προηγμένα συστήματα χορήγησης 
λιπασμάτων και φυτοπροστατευτικών ουσιών (Li et al., 2023). Μεταξύ των 
διαφόρων φορέων μεταφοράς που διερευνώνται, τα βιοαποδομήσιμα 
πολυμερή, όπως η χιτοζάνη, έχουν προσελκύσει σημαντικό ενδιαφέρον, κυρίως 
λόγω της δυνατότητάς τους να χρησιμοποιούνται ως συστήματα ελεγχόμενης 
αποδέσμευσης δραστικών ουσιών και σταθεροποίησης ευαίσθητων βιομορίων, 
όπως πρωτεΐνες, πεπτίδια ή γενετικό υλικό (Kashyap et al., 2015). 

Συγκεκριμένα η περίπτωση της χιτοζάνης (β-1,4-D-γλυκοζαμίνη) αποτελεί έναν 
πολυσακχαρίτη που προέρχεται από τη χιτίνη (Ν -ακετυλο-D-γλυκοζαμίνη), 
μετά από απακετυλίωση (Εικόνα  7). Η χιτίνη είναι το δεύτερο πιο άφθονο 
βιοπολυμερές στη φύση και εντοπίζεται στον εξωσκελετό των καρκινοειδών και 
των εντόμων, σε άλγη, καθώς και στο κυτταρικό τοίχωμα των μυκήτων (Kou et 
al., 2021). Η χιτοζάνη αποτελεί το μοναδικό φυσικό πολυκατιονικό πολυμερές 
και η πυκνότητα του ηλεκτρικού της φορτίου εξαρτάται από τον βαθμό 
απακετυλίωσης και το pH του περιβάλλοντος μέσου. Η διαλυτότητα του 
πολυμερούς συσχετίζεται άμεσα τόσο με τον βαθμό απακετυλίωσης, όσο και με 
το μοριακό του βάρος. Τα ολιγομερή της χιτοζάνης εμφανίζουν υψηλή 
διαλυτότητα σε ένα ευρύ φάσμα τιμών pH, συμπεριλαμβανομένων τόσο όξινων 
όσο και βασικών τιμών, ακόμη και σε ουδέτερο pH (7.4) (Aranaz et al., 2021). 
Αντιθέτως, τα πολυμερή χιτοζάνης με υψηλό μοριακό βάρος είναι εύκολα 
διαλυτά σε υδατικά διαλύματα πολλών ανόργανων και οργανικών οξέων, και όχι 
σε βασικά περιβάλλοντα, ακόμα και όταν έχουν υποστεί εκτεταμένη 
απακετυλίωση (Ogawa et al., 2004). 

 

 
Εικόνα 7: Δομή της χιτίνης και της χιτοζάνης (απο Koidou et al. 2025 under review) 
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Το θετικό φορτίο της χιτοζάνης επιτρέπει την ισχυρή ηλεκτροστατική 
αλληλεπίδρασή της με αρνητικά φορτισμένα μόρια, όπως τα νουκλεϊκά οξέα, 
χωρίς να επηρεάζεται η βιοδραστικότητά τους (Divya & Jisha, 2017). Η σύζευξη 
αυτή οδηγεί στο σχηματισμό νανοσωματιδίων χιτοζάνης–νουκλεϊκών οξέων, τα 
οποία προσφέρουν πολλαπλά πλεονεκτήματα: προστασία του dsRNA από 
ενζυμική αποικοδόμηση, επαγωγή σταδιακής απελευθέρωσής του και ενίσχυση 
της σταθερότητάς του σε περιβαλλοντικές συνθήκες (M. Li et al., 2023b). 
Επιπλέον, τα νανοσωματίδια αυτά, όπως και άλλα βιοπολυμερικά συστήματα, 
παρουσιάζουν σημαντικά χαρακτηριστικά όπως ο ρυθμός βιοδιάσπασης, η 
βιοσυμβατότητα, καθώς και τα χαμηλά επίπεδα τοξικότητας. Ένα ακόμη 
καθοριστικό πλεονέκτημα της χιτοζάνης είναι η ικανότητά της να προσκολλάται 
αποτελεσματικά στις επιφάνειες των φυτών, αυξάνοντας τον χρόνο παραμονής 
του δραστικού υλικού και ενισχύοντας την πρόσληψη του dsRNA από το 
έντομο-στόχο (Kolge et al., 2021). Η ικανότητά της να ενθυλακώνει το dsRNA 
λειτουργεί ως προστατευτική ασπίδα κατά τη μεταφορά του, διασφαλίζοντας ότι 
μεγαλύτερη ποσότητα του δραστικού μορίου φτάνει άθικτη στον επιθυμητό 
βιολογικό στόχο (Arjunan et al., 2024). Μελέτες έχουν δείξει πως η εφαρμογή 
χιτοζάνης ως νανοσωματιδιακός φορέας του dsRΝΑ αύξησε την 
αποτελεσμάτικοτητα του RΝΑi σε κουνούπια (X. Zhang et al., 2010). 

Το γυμνό dsRΝΑ (naked, non-formulated dsRNA) έχει χαρακτηριστεί από  
περιορισμένη περιβαλλοντική σταθερότητα, ενώ πειραματικά δεδομένα έχουν 
αποδείξει πως αποικοδομείται ταχέως, εντός 72 ωρών, τόσο σε εδαφικά όσο 
και σε υδάτινα περιβάλλοντα (K. Zhang et al., 2020). Παράλληλα, έχει 
διαπιστωθεί ότι η μερική προσρόφησή του dsRΝΑ σε σωματίδια του εδάφους, 
αλλά και η επίδραση μικροβιακών νουκλεασών, μπορούν να επηρεάσουν το 
ρυθμό αποικοδόμησής του (Parker et al., 2019a). Η αποικοδόμησή του, από 
την άλλη, φαίνεται να είναι ανεξάρτητη από τη χορηγούμενη δόση, το μήκος ή 
τη δομή του μορίου dsRΝΑ (Romeis & Widmer, 2020). 

Σύμφωνα με τους Fischer et al., 2016, μετά από εφαρμογή σχετικά υψηλών 
συγκεντρώσεων dsRNΑ (τάξη μεγέθους μg/mL ή μg/g εδάφους) δεν είναι 
επιτρεπτή η σαφής διάκριση μεταξύ της συμβολής της προσρόφησης του 
dsRNA στις επιφάνειες των σωματιδίων και της αποικοδόμησής τους στην 
συνολική μείωση της συγκέντρωσής του. Για το λόγο αυτό, κρίνεται απαραίτητο 
να αναπτυχθούν αναλυτικές προσεγγίσεις που θα μπορούν να 
ποσοτικοποιήσουν και να διακρίνουν τόσο τα διαλυμένα όσο και τα 
προσροφημένα μόρια dsRNA, καθώς και τα προϊόντα αποικοδόμησής τους ή 
την ενσωμάτωσή τους σε βιομόρια από μικροοργανισμούς του εδάφους (Parker 
et al., 2019b). 

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, συγκεκριμένα στο πρώτο της κεφάλαιο, 
αναπτύσσουμε, εφαρμόζουμε και αξιολογούμε μια μέθοδο απομόνωσης και 
ποσοτικής ανίχνευσης των dsRNA μορίων σε περιβαλλοντικά δείγματα 
εδάφους. Σκοπός μας είναι να υπολογίσουμε την υπολειμματικότητα του dsRNA 
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στο έδαφος, σε ένα ορισμένο χρονικό διάστημα και να διερευνήσουμε την 
επίδραση της χιτοζάνης ως διαμορφωτικό παράγοντα (formulation factor) σε 
αυτό. 

Στο δεύτερο κεφάλαιο της παρούσας διπλωματικής εργασίας αναπτύσσουμε 
και εφαρμόζουμε ένα πρωτόκολλο μονιμοποίησης και κατάτμησης φυτικών 
ιστών, με σκοπό την παρακολούθηση της μετατόπισης των dsRNA στο 
εσωτερικό αυτών, με χρήση συνεστιακού μικροσκοπίου (confocal microscopy, 
CLSM), στο πλαίσιο πειραμάτων μελέτης της περιβαλλοντικής τύχης των 
μορίων dsRNA. 

 

1.5. Η συνεστιακή μικροσκοπία ως μέσο παρακολούθησης 
των δίκλωνων μορίων RNA 
Η συνεστιακή μικροσκοπία (Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM), είναι 
μια τεχνική οπτικής απεικόνισης, κατά την οποία το φως παρέχεται από μια 
φωτεινή πηγή λέιζερ, διεγείρει ένα σημείο στο δείγμα (focal plane), και το 
φθορίζον φως που εκπέμπεται, συγκεντρώνεται μέσω μιας χωρικής οπής 
(pinhole) στον ανιχνευτή (detector), αποκλείοντας κάθε σήμα το οποίο 
προκύπτει εκτός αυτής της διόδου, αποσκοπώντας με αυτή τη διάταξη, στον 
περιορισμό του θορύβου λόγω περίθλασης του φωτός (Εικόνα 8). Για να 
δημιουργηθεί μια πλήρης εικόνα από το δείγμα, το σημείο διέγερσης και 
εκπομπής πρέπει να μετακινηθεί πάνω στο δείγμα και τα δεδομένα να 
συλλεχθούν σημείο προς σημείο (Elliott, 2020). Επιπλέον, το φως διέγερσης 
προέρχεται από μια πηγή λέιζερ, έτσι ώστε να επιτυγχάνονται υψηλές εντάσεις 
φθορισμού ή ανάκλασης στο εστιασμένο σημείο. Στην Εικόνα 8 παρουσιάζονται 
τα μέρη ενός συνεστιακού και ενός μικροσκοπίου φθορισμού.  

Η συνεστιακή μικροσκοπία προσφέρει σημαντικά πλεονεκτήματα σε σχέση με 
τη συμβατική ευρυεπίπεδη (wide-field) μικροσκοπία φθορισμού, όπως 
βελτιωμένη οπτική ανάλυση και αντίθεση της εικόνας, δυνατότητα 
τρισδιάστατης ανακατασκευής των μεμονωμένων λήψεων, λήψη διαδοχικών 
οπτικών τομών σε παχιά δείγματα, καθώς και απεικόνιση κυττάρων ή ιστών in 
vivo (Nwaneshiudu et al., 2012). 
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Εικόνα 8: Δημιουργία εικόνας σε wide-field και συνεστιακή μικροσκοπία φθορισμού.(IF Imaging: Widefield 
versus Confocal Microscopy | Proteintech Group, n.d.) 

1.6. Το φυτό Kουμκουάτ (Citus japonica) και μετατόπιση 
του dsRNA στο εσωτερικό του φυτού 
Το φυτό κουμκουάτ ευδοκιμεί στις περισσότερες χώρες της υποτροπικής ζώνης 
και παράγει καρπούς οι οποίοι χαρακτηρίζονται  ως οι μικρότεροι βρώσιμοι 
εσπεριδοειδείς καρποί και οι μόνοι που μπορούν να καταναλωθούν ολόκληροι 
με τη φλούδα. Οι καρποί αυτοί, μεταξύ άλλων, είναι πλούσιοι σε καροτενοειδή, 
πολυφαινόλες, φλαβονοειδή και τερπενοειδή (Pawełczyk et al., 2023). Κύριοι 
εντομολογικοί εχθροί του κουμκουάτ αποτελούν οι αλευρώδεις, οι ψευδόκοκκοι, 
τα κοκκοειδή, κάποιες προνύμφες λεπιδόπτερων, κάποια ακάρεα και το η μύγα 
της Μεσογείου (Ceratitis capitata, δίπτερο) (Kawpet & Ganeshaborirak, 2024).  

Στο πλαίσιο μιας άλλης σειράς πειραμάτων (δεν συμπεριλαμβάνονται στην 
παρούσα διπλωματική εργασία), σκοπός είναι να μελετηθεί η μετατόπιση ενός 
dsRNA το οποίο στοχεύει απαραίτητο γονίδιο της Ceratitis capitata, στο 
κουμκουάτ, με χρήση συνεστιακής μικροσκοπίας. Το κουμκουάτ, όπως και όλα 
τα φυτά, περιέχει αυτοφθορίζοντα μόρια, τα οποία μπορούν να αξιοποιηθούν 
σε διάφορες βιοχημικές ή απεικονιστικές μελέτες (Donaldson, 2020), αλλά 
συχνά αποτελούν περιοριστικό παράγοντα σε άλλου τύπου μεθοδολογίες, 
όπως για παράδειγμα σε τεχνικές μικροσκοπίας (García-Plazaola et al., 2015). 
Ο όρος «αυτοφθορισμός» χρησιμοποιείται για τη διάκριση του ενδογενούς 
φθορισμού των κυττάρων και των ιστών, από τον φθορισμό που ανιχνεύεται 
μετά από επεξεργασία των δειγμάτων με εξωγενείς φθορίζοντες δείκτες, οι 
οποίοι συνδέονται με κυτταρικές και ιστικές δομές (Monici, 2005). 

Ο αυτοφθορισμός άλλοτε μπορεί να εμποδίσει μια πειραματική διαδικασία, ενώ 
σε άλλες περιπτώσεις να τη διευκολύνει (Donaldson, 2020).Τα δύο βασικά 
μόρια που αυτοφθορίζουν στα φυτά είναι η χλωροφύλλη και η λιγνίνη 
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(Donaldson & Williams, 2018). Η χλωροφύλλη, η κύρια φωτοσυνθετική 
χρωστική των φυτών, διεγείρεται με υπεριώδη ακτινοβολία (με μήκη κύματος 
από 340 έως 360 nm) και εκπέμπει φθορισμό στο φάσμα του  κόκκινου-έντονου 
κόκκινου χρώματος (Talamond et al., 2015). Η λιγνίνη, χαρακτηριστικό 
συστατικό του ξηλώματος, διεγείρεται, επίσης, από υπεριώδες φως, ωστόσο 
χαρακτηρίζεται από ένα ευρύ φάσμα εκπομπής από το μπλε εώς το πράσινο 
χρώμα, εξαιτίας της παρουσίας πολλαπλών τύπων φθοροφόρων εντός του 
μορίου της (Donaldson & Williams, 2018). Πολλά επιπλέον μόρια εκπέμπουν 
αυτοφθορισμό όταν διεγείρονται με ορατό ή υπεριώδες φως, μεταξύ των 
οποίων περιλαμβάνονται στοιχεία τόσο του κυτταροπλάσματος όσο και των 
κυτταρικών τοιχωμάτων (Εικόνα 9) (Donaldson, 2020). 

 

 
Εικόνα 9: Εκπομπή φθορισμού κοινών αυτοφθοριζουσών ενώσεων που βρίσκονται στα φυτά (Donaldson, 
2020). 

 

Σκοπός της παρούσας εργασίας 
1) Η ανάπτυξη, εφαρμογή και αξιολόγηση ενός αξιόπιστου μοριακού 
εργαλείου για την ανίχνευση των dsRNA στο έδαφος και η μελέτη του 
μοτίβου αποδόμησης των dsRNA σε περιβαλλοντικά δείγματα εδάφους, 
διαμορφωμένων και μη με χιτοζάνη. 

 

2) Η μελέτη του αυτοφθορισμού διάφορων ιστών του φυτού kumquat, με 
σκοπό την επιλογής του κατάλληλου πρωτοκόλλου για τη σήμανση και την 
παρακολούθηση της πορείας ενός dsRNA μορίου στο φυτό, μετά από 
εφαρμογή του στο κουμκουάτ, σε επόμενη σειρά πειραμάτων. 
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2.Υλικά και Μέθοδοι 
2.1. Κεφάλαιο 1ο   
Το πρώτο πειραματικό μέρος χωρίζεται σε δύο σκέλη: την κατασκευή μιας 
πρότυπης καμπύλης ποσοτικοποίησης του dsRNA σε έδαφος και τη 
διερεύνηση της υπολειμματικότητας του dsRNA σε εδαφικά δείγματα, με βάση 
την καμπύλη ποσοτικοποίησης. 

 

2.1.1. Συλλογή του εδάφους 
Το έδαφος που χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη συλλέχθηκε από επιφάνεια 
γεωργικής έκτασης  στην περιοχή της Καλλιπεύκης στη Λάρισα (N 39.962335, 
E 22.461202), ομογενοποιήθηκε με κοσκίνισμα και αποθηκεύτηκε στο σκοτάδι 
στους 4℃, μέχρι να χρησιμοποιηθεί. Το συγκεκριμένο έδαφος πρόκειται για 
έδαφος τύπου αμμώδους αργίλου, με σύσταση 14% άργιλο, 32% ιλύς και 54% 
άμμο. Το pH του συγκεκριμένου εδάφους είναι 6.67, ενώ η περιεκτικότητά του 
σε οργανικό άνθρακα (OC) προσδιορίστηκε στο 2,9%. 

 

2.1.2. Κατασκευή πρότυπης καμπύλης ποσοτικοποίησης 
dsRNA σε έδαφος 
2.1.2.1. Πειραματικός σχεδιασμός 
Για την κατασκευή της καμπύλης ποσοτικοποίησης εφαρμόστηκε dsRNA 
(dsACTIN) σε εδαφικά δείγματα, με ή χωρίς παρουσία χιτοζάνης και στη 
συνέχεια πραγματοποιήθηκε απομόνωση, καθαρισμός και ποσοτική ανίχνευση 
του dsRNA στα δείγματα αυτά. Το dsACTIN που χρησιμοποιήθηκε στην 
παρούσα μελέτη είναι μήκους 297 bp και στοχεύει το γονίδιο actin-3 του 
δορυφόρου της πατάτας (Leptinotarsa decemlineata) και παρήχθη μετά από Τ7 
in vitro μεταγραφή. 

Οι δόσεις του dsRNA παρουσιάζονται στον Πίνακα 1. 

  

ng 
dsRNA/ 

g 
εδάφους 

10-3 
10-2 
10-1 

1 
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10 
5*10 
102 

5*102 
103 

Πίνακας 1: Δόσεις dsRNA για κατασκευή πρότυπης καμπύλης ποσοτικοποίησης. 

2.1.2.2. Προετοιμασία των διαλυμάτων εφαρμογής 
Το πρωτόκολλο το οποίο ακολουθήθηκε παρακάτω προέρχεται από 
προηγούμενη δημοσίευση (Zhang et al., 2020), με μικρές τροποποιήσεις. 

• Αρχικά, υπολογίστηκε η αναλογία της ποσότητας του dsRNA ως προς 
τα 0.3g εδάφους ανά βιολογική επανάληψη, και υπολογίστηκε ο όγκος 
του dsRNA πρέπει να εφαρμοστεί σύμφωνα με τη συγκέντρωση του. Στη 
συνέχεια, το dsRNA διαλύθηκε σε ίσο όγκο διαλύματος θειικού νατρίου 
0.1M (Νa2SO4, 0.05M). Στις συνθήκες με χιτοζάνη, η χιτοζάνη 
προστέθηκε σε αναλογία μάζας 5:1 χιτοζάνη: dsRΝΑ (Ramesh Kumar et 
al., 2016).  

• Για την προετοιμασία της χιτοζάνης, 0,002g χιτοζάνης (Sigma-Aldrich, 
C3646, ≥75% deacetylated) διαλυτοποιήθηκαν σε 10 mL διαλύματος 
οξικού νατρίου 0.1M (CH3COONa), έτσι ώστε να προκύψει διάλυμα 
χιτοζάνης 0.02% w/v, το οποίο διατηρήθηκε σε θερμοκρασία δωματίου 
και σε ανακίνηση πριν τη χρήση του. Ακολούθησε έντονη ανάδευση σε 
vortex έως την πλήρη διαλυτοποιήση της χιτοζάνης (Ramesh Kumar et 
al., 2016). 
 

2.1.2.3. Δημιουργία νανοσωματιδίων dsRΝΑ-χιτοζάνης 
Για την δημιουργία των νανοσωματίδιων, τα διαλύματα όλων των δόσεων μαζί 
με τη χιτοζάνη θερμάνθηκαν στους 55℃ και στη συνέχεια αναδεύθηκαν έντονα 
για 1 λεπτό σε vortex  σε υψηλή ταχύτητα (Ramesh Kumar et al., 2016). 

 

2.1.2.4. Εφαρμογή των δόσεων 
Η κάθε δόση dsRΝΑ διαλύθηκε σε Βuffer1 (MOPS 3mM, NaCl 10mM, pH 6.67), 
μέχρι τον τελικό όγκο των 600 μL και πραγματοποιήθηκε η εφαρμογή της σε 
tube χωρητικότητας 2 mL, στο οποίο περιέχονταν ήδη 0.3g εδάφους ανά 
βιολογική επανάληψη. 
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2.1.3. Διερεύνηση της υπολειμματικότητας του dsRNA σε 
εδαφικά δείγματα 
2.1.3.1. Πειραματικός σχεδιασμός 
Στο πείραμα που πραγματοποιήθηκε εφαρμόστηκε ποσότητα dsRΝΑ σε εδάφη. 
Χρησιμοποιήθηκε ένας τύπος εδάφους και ένας τύπος dsRΝΑ, το Ld_dsΑCΤΙΝ. 
Πιο συγκεκριμένα εφαρμόστηκε δόση 15ng dsRΝΑ/g εδάφους και το αντίστοιχο 
control, δηλαδή 0ng dsRΝΑ/g εδάφους, ενώ ταυτόχρονα εξετάστηκε και η 
επίδραση της παρουσίας ή όχι της χιτοζάνης. Συνεπώς οι συνθήκες ήταν οι 
εξής: 

 0ng dsRΝΑ/g εδάφους χωρίς χιτοζάνη 
 0ng dsRΝΑ/g εδάφους με χιτοζάνη 
 15ng dsRΝΑ/g εδάφους χωρίς χιτοζάνη 
 15ng dsRΝΑ/g εδάφους με χιτοζάνη 

Οι εφαρμογές που πραγματοποιήθηκαν συνολικά ήταν 4, μία ανά επτά μέρες, 
ενώ για κάθε συνθήκη πραγματοποιήθηκαν 3 βιολογικές επαναλήψεις. 
Συνολικά το πείραμα πραγματοποιήθηκε σε 12 δείγματα (4 συνθήκες * 3 
βιολογικές επαναλήψεις =12). 

Για τη κάθε βιολογική επανάληψη χρησιμοποιήθηκαν 40 g εδάφους, άρα 
συνολικά χρειάστηκαν 40g * 12 = 480 g εδάφους. 

Τέλος, πραγματοποιήθηκαν δειγματοληψίες τις εξής χρονικές στιγμές: 0 
(αμέσως μετά την πρώτη εφαρμογή dsRΝΑ), και τις ημέρες: 7,14,21,28 και 40. 

 

2.1.3.2. Προετοιμασία του εδάφους 
Μία ημέρα πριν την έναρξη του πειράματος, υπολογίστηκε το ποσοστό 
υγρασίας του εδάφους. Για τον προσδιορισμό της περιεχόμενης υγρασίας, τρία 
δείγματα 10g εδάφους μεταφέρθηκαν σε προ-ζυγισμένο δοχείο. Αμέσως μετά, 
τα δείγματα μεταφέρθηκαν σε προθερμασμένο φούρνο (LabLine) στους 105⁰C, 
στον οποίο παρέμειναν για 16 ώρες. Στη συνέχεια τα δείγματα 
επαναζυγίστηκαν. Η απώλεια βάρους οφείλεται στην ποσότητα νερού που 
διατηρούσε το έδαφος και εξατμίστηκε κατά τη διάρκεια της ξήρανσης (Πίνακας 
2). Η περιεχόμενη υγρασία του εδάφους υπολογίστηκε σύμφωνα με τον τύπο: 
 
MC= [(W1-W2)*100%] 

  
(MC: η περιεχόμενη υγρασία του εδάφους, W1: το βάρος του εδάφους πριν την 
ξήρανση, W2: το βάρος του εδάφους μετά την ξήρανση). 
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Δείγμα 
εδάφους W1 (g ) W2 (g) % Περιεχόμενη 

υγρασία Μ.Ο. 

Α 10 9,7 3,00 
3,20 Β 10 9,7 3,00 

Γ 10 9,64 3,60 
Πίνακας 2:Η μάζα του εδάφους πριν και μετά την ξήρανση και το ποσοστό υγρασίας του. 

 

Στη συνέχεια, υπολογίστηκε η ποσότητα νερού που χρειάζεται να προστεθεί, 
έτσι ώστε να ρυθμιστεί η υγρασία του εδάφους στο επίπεδο 30% της συνολικής 
υδατοχωρικότητάς του, συνυπολογίζοντας την ποσότητα του dsRΝΑ που θα 
προστεθεί κατά την κάθε εφαρμογή, καθώς είναι διαλυμένο σε υδατικό 
ρυθμιστικό διάλυμα. H υδατοχωρικότητα του εδάφους είναι η μέγιστη ποσότητα 
νερού που μπορεί να συγκρατήσει το έδαφος μετά από την πλήρη διαβροχή 
του και την αποστράγγιση της περίσσειας νερού υπό την επίδραση της 
βαρύτητας (de Jong van Lier, 2017). Γενικά, υγρασία 30-40% της συνολικής 
υδατοχωρικότητας, συνίσταται ως βέλτιστη συνθήκη για την επιβίωση και την 
ομαλή ανάπτυξη των μικροοργανισμών τους εδάφους (Shawver et al., 2024). 

Για τα 480 g εδάφους χρειάστηκαν 65,58 mL Η2Ο, τα οποία προστέθηκαν 
σταδιακά, με συνεχή αναμόχλευση του εδάφους με σκοπό την αποφυγή 
συσσωματωμάτων, και την ομαλή κατανομή της υγρασίας. Αφού, η υγρασία 
έφτασε στο επιθυμητό επίπεδο, το έδαφος διαμοιράστηκε σε 12 γυάλινα δοχεία 
με μεταλλικά καπάκια, όπου παρέμεινε έως την ολοκλήρωση του πειράματος, 
σε επωαστήρα με σταθερή θερμοκρασία 25℃.  

 

2.1.3.3. Προετοιμασία των διαλυμάτων εφαρμογής 
• Η δόση που επρόκειτο να εφαρμοστεί ήταν 15ng/g εδάφους, οπότε 

υπολογίστηκε ο απαιτούμενος όγκος dsRNA που αντιστοιχεί στην 
ποσότητα που πρέπει να εφαρμοστεί σε κάθε βιολογική επανάληψη 
εδάφους των 40 g. Αντίστοιχα, για τη δόση 0 ng προστέθηκε ο ίδιος 
όγκος ddΗ20 αντί για dsRNA. Ίσος όγκος θειικού νατρίου προστέθηκε 
στο  dsRNA (Νa2SO4 Cfinal 0.05M) (βλ. Ενότητα 2.1.2.2). Τέλος, για τις 
συνθήκες που περιείχαν χιτοζάνη, αυτή προστέθηκε σύμφωνα με το 
πρωτόκολλο στην ενότητα 2.1.2.2.  

Ακολούθησε προετοιμασία των συμπλόκων dsRΝΑ-χιτοζάνης, όπως 
αναφέρεται στην ενότητα 2.1.2.3. Τέλος, στα διαλύματα όλων των συνθηκών 
προστέθηκε Βuffer 1 με τελικό όγκο 1mL. 
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2.1.3.4. Εφαρμογή των διαλυμάτων  
Τα διαλύματα εφαρμόστηκαν στα περιβαλλοντικά δείγματα εδάφους 
(40g/βιολογική επανάληψη) με την μέθοδο τους ψεκασμού (Εικόνα 9). Αυτός ο 
τρόπος εφαρμογής επιλέχθηκε, ώστε να προσομοιάζονται οι πραγματικές 
συνθήκες εφαρμογής εντομοκτόνου στις καλλιέργειες. Σε κάθε βιολογική 
επανάληψη ψεκάστηκε 1mL διαλύματος εφαρμογής. Πραγματοποιήθηκαν 4 
συνολικά εφαρμογές τις εξής ημέρες:  d0, d7, d14, d21. 

Οι διαδικασίες 2.1.3.3. και 2.1.3.4 επαναλήφθηκαν πριν από κάθε εφαρμογή. 

 

Εικόνα 9: Εφαρμογή dsRΝΑ με ψεκασμό. 

 

 

 

2.1.3.5. Ρύθμιση της υγρασίας 
Κάθε επτά μέρες και πρίν από κάθε δειγματοληψία, τα βάζα ζυγίζονταν, το 
μεικτό βάρος καταγραφόταν και η απώλεια βάρους συμπληρωνόταν με dΗ2Ο, 
ώστε η υγρασία να επαναφέρεται στο αρχικό επιθυμητό επίπεδο (30% της 
υδατοχωριτικότητας του συγκεκριμένου εδάφους). 

2.1.3.6. Δειγματοληψία  
Πραγματοποιήθηκε δειγματοληψία σε 6 χρονικές στιγμές: 

t0 Αμέσως μετά την 1η εφαρμογή-έναρξη του πειράματος 
t7 7 μέρες μετά την 1η εφαρμογή 

t14 7 μέρες μετά την 2η εφαρμογή (14 ημέρες μετά την έναρξη του            
πειράματος) 

t21 7 μέρες μετά την 3η εφαρμογή (21 ημέρες μετά την έναρξη του            
πειράματος) 

t28 7 μέρες μετά την 3η εφαρμογή (21 ημέρες μετά την έναρξη του 
πειράματος) 

t40 19 μέρες μετά την 4η εφαρμογή (40 ημέρες μετά την έναρξη του            
πειράματος) 
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Σε κάθε δειγματοληψία, από κάθε βιολογική επανάληψη του πειράματος 
λαμβάνονταν 0.3g  εδάφους σε 2mL tube  και αποθηκεύονταν στους -80℃ για 
ανάλυση RΝΑ και ίδια ποσότητα εδάφους η οποία αποθηκεύονταν στους -20℃ 
για ανάλυση DΝΑ (τα δείγματα αυτά δεν αναλύθηκαν στην παρούσα 
διπλωματική εργασία). 

 

2.1.4. Απομόνωση RNΑ από τα δείγματα εδάφους 
Στα δείγματα εδάφους (που βρίσκονται σε 2mL tubes) προστέθηκαν 0.6mL 
Buffer1, ενώ οι παρακάτω διαδικασίες πραγματοποιήθηκαν για όλα τα εδαφικά 
δείγματα (καμπύλης ποσοτικοποίησης και διερεύνησης υπολειματικότητας). 

Σε όλα τα δείγματα, αρχικά, πραγματοποιήθηκε ανάδευση σε vortex για 1 λεπτό 
και επώαση για 2 ώρες σε περιστρεφόμενο τροχό (rotating wheel) σε 
θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στα 
21,100xg για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου και λήφθηκε το υπερκείμενο 
υδατικό διάλυμα Α (ονομάστηκε εδαφικό διάλυμα-soil solution). Ακολούθησε 
αραίωση 1:100 των soil solutions σε Buffer3 (3 mM borate, 10 mM NaCl, 12 
mM phosphate, pH 7.0) και αποθηκεύτηκαν στους -20℃. 

Σε κάθε ίζημα, αφού αφαιρέθηκε το soil solution, προστέθηκαν 0.875 mL 
Buffer2  (pH 11.0) και ακολούθησε επώαση για 4 ώρες στον περιστρεφόμενο 
τροχό στους 4℃. Στη συνέχεια, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στα 21,100xg για 
5 λεπτά στους 4℃ και λήφθηκε το υπερκείμενο υδατικό διάλυμα Β (ονομάστηκε 
εδαφικό εκχύλισμα-soil extract). Στα soil extracts προστέθηκε ΗCL 0.1M υπό 
ανάδευση μέχρι την εξισορρόπηση του pH στην τιμή 7.0.  

Στη συνέχεια, στα soil extracts προστέθηκε ίση ποσότητα φαινόλης: 
χλωροφόρμιου: ισαμυλικής αλκοόλης (PCI, 25:24:1, v/v, AppliChem, A2279) σε 
2 mL tube. Ακολούθησε έντονη ανάδευση σε vortex για 20 δευτερόλεπτα και 
φυγοκέντρηση στα 21,100xg για 5 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου. Έπειτα, 
μεταφέρθηκε η υδατική φάση σε νέο 2 mL tube, προστέθηκαν 0.45 mL κρύας 
ισοπροπανόλης και τα tubes αποθηκεύτηκαν στους -20℃ overnight. Την 
επόμενη ημέρα, τα soil extracts φυγοκεντρήθηκαν στα 21,100xg για 5 λεπτά 
στους 4℃ και ακολούθησε πλύση με αιθανόλη δύο φορές. Πιο συγκεκριμένα, 
στα δείγματα προστέθηκαν 0.5 mL 70% αιθανόλης, φυγοκεντρήθηκαν στα 
21,100xg για 5 λεπτά στους 4℃ και απορρίφθηκε το υπερκείμενο. Μετά και από 
την 2η πλύση, οι πελλέτες διαλυτοποιήθηκαν σε 100μL Buffer 3. 
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2.1.5. Καθαρισμός του dsRΝΑ με το RNeasy PowerClean 
Pro Cleanup Kit 
Το QIAGEN RNeasy PowerClean Pro Cleanup Kit (QIAGEN) χρησιμοποιήθηκε 
για τον περαιτέρω καθαρισμό του απομονωμένου RΝΑ. Το συγκεκριμένο κιτ 
καθαρισμού αφαιρεί το καφέ χρώμα των δειγμάτων, καθώς και οποιεσδήποτε 
άλλες ουσίες που μπορεί να αναστέλλουν την PCR, όπως πολυσακχαρίτες, 
πολυφαινόλες, φουλβικά οξέα και χρωστικές (Πινακας 2). Το RΝΑ προσδένεται 
σε μεμβράνη πυριτίου και στη συνέχεια εκπλένεται και εκλούεται από τη 
μεμβράνη. 

Τα extracts καθαρίστηκαν με χρήση του συγκεκριμένου κιτ, ακολουθώντας τις 
οδηγίες και τα βήματα του κατασκευαστή. Στο τελικό στάδιο, τα δείγματα soil 
extracts αποθηκεύτηκαν στους –80°C και για χρήση σε επόμενες πειραματικές 
διαδικασίες, πραγματοποιήθηκε αραίωση 1:10 σε Buffer 3. 

 

RNeasy PowerClean Pro Cleanup Kit 
Συστατικά Τρόπος δράσης 

MB RNA Spin Columns Ειδική σύνδεση του RΝΑ με τη μεμβράνη 
πυριτίου της στήλης. 

Solution CU Αποσύνδεση RΝΑ από ουσίες-αναστολείς 
ΡCR. 

Solution IR 
Kαθίζηση οργανικών και ανόργανων υλικών 

του εδάφους εκτός του RNA (όπως πρωτεΐνες 
και χουμικές ουσίες). 

Solution SB 
Περιέχει υψηλές συγκεντρώσεις άλατος, που 

παρουσία 100% αιθανόλης επιτρέπουν τη 
σύνδεση του RNA με το πυρίτιο της στήλης. 

Solution RW 
Διάλυμα με βάση την αιθανόλη που 

απομακρύνει υπολείμματα αλάτων, χουμικών 
ουσιών και άλλων ρύπων του εδάφους. 

RNaseFree Water 

Με τον διερχομό του από τη μεμβράνη το RNA 
απελευθερώνεται, καθώς παραμένει 

συνδεδεμένο στη στήλη μόνο παρουσία 
υψηλής συγκέντρωσης αλάτων. 

Πίνακας 2: Τα αντιδραστήρια του QIAGEN RNeasy PowerClean Pro Cleanup Kit. 
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2.1.6. Μοριακή μέθοδος για την ανάλυση του dRΝΑ με 
Luna RT-qPCR 

Η Αντίστροφη Μεταγραφή - Ποσοτική PCR (Reverse Transcription - quantitative 
PCR, RT-qPCR) είναι μια τεχνική που χρησιμοποιείται για την ποσοτικοποίηση 
του RNA μέσω της μετατροπής του σε συμπληρωματικό DNA (cDNA) και στη 
συνέχεια της ενίσχυσής του μέσω qPCR (León-Sosa et al., 2022).  

Για την ποσοτικοποίηση του dsRΝΑ σε αυτό το πείραμα χρησιμοποιήθηκε το 
Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit (New England Biolabs, NEB 
#E3005S). Το κιτ αυτό επιτρέπει την πραγματοποίηση των αντιδράσεων της 
αντίστροφης μεταγραφής (RT) και της qPCR σε ένα βήμα (one-step). Σε μία 
μόνο αντίδραση, το RNA μετατρέπεται πρώτα σε cDNA από το ένζυμο 
αντίστροφη μεταγραφάση και στη συνέχεια μια DNA-εξαρτώμενη DNA 
πολυμεράση ενισχύει το cDNA, επιτρέποντας την ποσοτικοποίηση μέσω qPCR 
ανάλυσης. 

Το Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit περιλαμβάνει: 

 Luna Universal One-Step Reaction Mix, το οποίο περιέχει: Hot-
Start Taq DNA πολυμεράση, dNTPs, TaqMan probes και όλα τα 
απαραίτητα συστατικά ρυθμιστικού διαλύματος. Τα TaqMan probes είναι 
εξειδικευμένες φθορίζουσες ανιχνευτικές αλληλουχίες DNA (probes) που 
χρησιμοποιούνται σε τεχνικές qPCR για την ειδική ανίχνευση και 
ποσοτικοποίηση ενός στόχου DNA ή cDNA. Το Reaction Mix διαθέτει 
επίσης μια μη φθορίζουσα ορατή χρωστική για την παρακολούθηση της 
ρύθμισης της αντίδρασης. Αυτή η ορατή χρωστική έχει χρώμα μπλε και 
δεν επικαλύπτεται φασματικά με την παρεχόμενη χρωστική δέσμευσης 
dsDNA και δεν παρεμβαίνει στην ανίχνευση σε πραγματικό χρόνο. 
 

 Το Luna WarmStart RT Enzyme Mix περιέχει Luna WarmStart Reverse 
Transcriptase καθώς και Murine RNase Inhibitor για να βοηθήσει στην 
πρόληψη της υποβάθμισης του RNA. Η αντίστροφη μεταγραφάση είναι 
σχεδιασμένη να ενεργοποιείται σε υψηλότερες θερμοκρασίες 
(μεγαλύτερες από 50℃), επιτρέποντας την αποφυγή μη ειδικών 
αντιδράσεων κατά την προετοιμασία των αντιδράσεων σε θερμοκρασία 
δωματίου. 

 

Για την Luna RT-qPCR αντίδραση, από κάθε δείγμα (soil solution 1:100 ή soil 
extract 1:10) μεταφέρθηκαν 38μL σε νέο tube και προστέθηκαν 5μL forward 
primer (5’- GAT-GTA-GCG-GCT-CTT-GTC-GT-3’, 10μΜ) και 5μL reverse 
primer (5’-TGA CTC CTT GAT GCC TTG GG-3’, 10μΜ) στο καθένα. Τα primer-
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sample μείγματα επωάστηκαν στους 95℃ για 5 λεπτά και έπειτα στους -20℃ 
για 15 λεπτά. Στη συνέχεια, για κάθε αντίδραση προετοιμάστηκαν οι ποσότητες 
των  αντιδραστηρίων από το κιτ και προστέθηκαν τα δείγματα με τις ποσότητες 
που αναγράφονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3). 

 

Luna reaction mix (2Χ) 5 μL 

Εnzyme mix (20Χ) 0.5 μL 

Ρrimers-sample mix 4.5 μL 
                                                  Πίνακας 3: Συστατικά της αντίδρασης Luna RT-qPCR 

Η αντίδραση Luna RT-qPCR περιλαμβάνει την ενεργοποίηση της αντίστροφης 
μεταγραφάσης (95℃ για 10 λεπτά), την αποδιάταξη των κλώνων (95℃ για 1 
λεπτό), τον υβριδισμό των εκκινητών (primers) στους αποδιαταγμένους 
κλώνους (95℃ για 10 δευτερόλεπτα) και τη σύνθεση νέων μορίων DΝΑ (62℃ 
για 30 δευτερόλεπτα). Η παραπάνω διαδικασία (εκτός του πρώτου βήματος) 
επαναλήφθηκε για 40 κύκλους. Στο τέλος των αντιδράσεων πραγματοποιήθηκε 
ανάλυση της καμπύλης τήξης των προϊόντων (melting curve analysis) (55-95° 
C με βήμα 0.05-0.5°C), με στόχο την επιβεβαίωση της ειδικότητας των 
προϊόντων ενίσχυσης. Για κάθε δείγμα πραγματοποιήθηκαν τρεις τεχνικές 
επαναλήψεις κατά την ενίσχυση με RT-qΡCR. σε πίνακες και διαγράμματα στην 
ενότητα των Αποτελεσμάτων. 

 

2.2. Κεφάλαιο 2ο  

2.2.1. Λήψη δειγμάτων 
Από ένα φυτό κουμκουάτ παρελήφθησαν οι εξής ιστοί: βλαστός (διαμέτρου 4 
χιλ), μίσχος φύλλου (διαμέτρου 2 χιλ), μίσχος καρπού (διαμέτρου 2 χιλ), και 
εξωκάρπιο/επιδερμίδα καρπού. Συνολικά, πάρθηκαν 2 δείγματα από κάθε ιστό. 

2.2.2. Προετοιμασία δειγμάτων 
Το πρωτόκολλο περιλαμβάνει τη βύθιση των δειγμάτων σε 4% 
παραφορμαλδεϋδη (PFA σε PBS 1Χ, pH 7.4) στους 4℃ για 2h για τα δείγματα 
από βλαστό και μίσχους φύλλου και καρπού και για 1h για αυτά της 
επιδερμίδας. Η αναλογία ιστού:διαλύτη είναι τουλάχιστον 1:50 (Howat & Wilson, 
2014). Τα δείγματα στη συνέχεια εκπλύθηκαν με 1Χ PBS (4οC) δύο φορές, με 
σκοπό την αποφυγή της υπερβολικής μονιμοποίησης του ιστού και άρα της 
αποδόμησής του.  

Στη συνέχεια ακολούθησε μια σειρά βημάτων τα οποία πραγματοποιήθηκαν σε 
μια αυτοματοποιημένη ιστοκινέτα (MTP, Slee Medical) (Εργαστήριο Γενετικής, 
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Συγκριτικής και Εξελικτικής Βιολογίας (ΒΙΟΖ) του Τμήματος Βιοχημείας και 
Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας). Αρχικά, τα δείγματα 
αφυδατώθηκαν σε μια σειρά διαλυμάτων, αυξανόμενης συγκέντρωσης 
αιθανόλης (70% για 30min, 95% για 1h, 100% για 2h). Ακολούθησε η 
αντικατάσταση της αιθανόλης με διαδοχικές πλύσεις με ξυλόλη (ethanol:xylene 
1:1 για 1h,  xylene για 2.5h). Αυτό το βήμα αφαιρεί επιπλέον μια ποσότητα 
λίπους από τον ιστό, που διαφορετικά θα λειτουργούσε ως εμπόδιο στον 
εμποτισμό του ιστού με παραφίνη. Στο τελικό βήμα του εμποτισμού με 
παραφίνη, το ξυλένιο αντικαθίσταται πλήρως από υγρή παραφίνη 
(xylene:paraffin 1:1 για 2h, paraffin για 2h). 

Ο εγκλεισμός του ιστού πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας ειδικά καλούπια 
από ανοξείδωτο χάλυβα, τα οποία πληρώθηκαν με υγρή παραφίνη (58oC) σε 
μηχάνημα ιστοκινέτας. Ο ιστός προσανατολίστηκε με τον επιθυμητό τρόπο, 
τοποθετήθηκε στο καλούπι και αποθηκεύτηκε στους -20οC ολονύχτια, έτσι ώστε 
να στερεοποιηθεί η παραφίνη. Τέλος, ο κύβος παραφίνης  με τον εγκλεισμένο 
ιστό τοποθετήθηκε στην υποδοχή της μικροτόμου, με τον κατάλληλο 
προσανατολισμό, και παράχθηκαν εγκάρσιες τομές (8μm) για κάθε δείγμα. Οι 
τομές εκπτύχθηκαν σε υδατόλουτρο (στους 47℃ για 10 λεπτά), στη συνέχεια 
επικολλήθηκαν σε αντικειμενοφόρο πλάκα, αφυδατώθηκαν σε ξηραντήρα 
στους 62℃ (15 λεπτά) για να λιώσουν τα υπολείμματα παραφίνης και στη 
συνέχεια εμβαπτίστηκαν σε ξυλόλη (15 λεπτά) (Georgiou et al., 2016). Στη 
συνέχεια, τα δείγματα αφέθηκαν να στεγνώσουν για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 
δωματίου (RT), πάνω τους τοποθετήθηκαν καλυπτρίδες, με ενδιάμεσο μέσο 
σταθεροποίησης και μονιμοποίησης (DPX, 255254, AppliChem), και τέλος 
αφέθηκαν να στεγνώσουν και να πήξουν O/N στο σκοτάδι, έτσι ώστε να γίνει 
εφικτή η παρατήρησή τους στο μικροσκόπιο την επόμενη μέρα. 

 

2.2.3. Παρατήρηση των δειγμάτων στο συνεστιακό 
μικροσκόπιο και διερεύνηση αυτοφθορισμού σε μήκη 
κύματος  488 και 560 nm, 
Οι ιστοί απεικονίστηκαν με χρήση συνεστιακού μικροσκοπίου σάρωσης τύπου 
LSCM (Zeiss LSM 800). Με σκοπό την επιλογή του κατάλληλου πρωτοκόλλου 
για την ανίχνευση σημασμένου dsRNA (επόμενη σειρά πειραμάτων όχι στα 
πλαίσια της συγκεκριμένης διπλωματικής εργασίας) διερευνήθηκε ο 
αυτοφθορισμός του κουμκουάτ στα μήκη κύματος  488 και 560 nm, 

Το CY3 διεγείρεται βέλτιστα στα ~550 nm και εκπέμπει στα ~570 nm, 
χρησιμοποιώντας το λέιζερ 561 (560–620 nm φασματικό παράθυρο). Το 
ChromaTide™ Alexa Fluor™ 488-5-UTP απαιτεί πηγή διέγερσης στο κυανό 
τμήμα του φάσματος, καθώς έχει μέγιστο διέγερσης γύρω στα 495 nm. Το λέιζερ 
488 είναι ιδανικό για την ανίχνευσή του, καθώς ευθυγραμμίζεται σχεδόν 
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απόλυτα με το μέγιστο διέγερσης, εξασφαλίζοντας αποτελεσματική διέγερση και 
ισχυρό φθορισμό. Η εκπομπή φθορισμού (~519 nm) καταγράφεται ως έντονο 
πράσινο σήμα. Έτσι, το λέιζερ 488 αποτελεί την καταλληλότερη επιλογή για την 
ανίχνευση του σε επόμενες εφαρμογές απεικόνισης του dsRNA που έχει 
σημανθεί με αυτή τη χρωστική. 

Για την ανάλυση των εικόνων χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό ImageJ. 

 

3. Αποτελέσματα 
3.1. Kεφάλαιο 1ο  
3.1.1. Μέρος 1ο: Κατασκευή πρότυπης καμπύλης 
ποσοτικοποίησης dsRNA σε εδαφικά δείγματα 
Τα εδαφικά δείγματα με διαφορετικές συγκεντρώσεις dsRNA αναλύθηκαν με 
LUNA RT-qPCR, με σκοπό τον εντοπισμό του κατώτατου ορίου ανίχνευσης της 
συγκεκριμένης μεθόδου, καθώς και την αντιστοιχία των κύκλων ανίχνευσης (Ct) 
σε συγκέντρωση dsRNA (ng per g of soil). Αυτό βασίζεται στην παραδοχή ότι 
το στο dsRNA, κατά τη χρονική στιγμή της εφαρμογής δεν πραγματοποιείται 
αποδόμηση, αφού η απομόνωσή του από το έδαφος ξεκινά αμέσως μετά την 
εφαρμογή του σε αυτό, στον ίδιο χρόνο 0. Οι αραιώσεις στα πρώτα (Soil 
solutions, 1:100) και στα δεύτερα κλάσματα (Soil extracts, 1:10) 
πραγματοποιήθηκαν με σκοπό την αραίωση ανασταλτικών ουσιών που 
πιθανότατα εντοπίζονται στα διαλύματα αυτά, σύμφωνα με τους (Zhang et al., 
2020). Στον πίνακα 1 παρουσιάζονται οι αρχικές δόσεις του dsRΝΑ (Στήλη 1), 
ενώ έχει υπολογιστεί και η πραγματική συγκέντρωση του dsRΝΑ ύστερα από 
τις αραιώσεις που προαναφέρθηκαν (Στήλες 2 και 5), και η οποία 
χρησιμοποιήθηκε στις παρακάτω δοκιμασίες. Αναγράφονται, επίσης, οι κύκλοι 
ανίχνευσης της RT-qPCR των κλασμάτων solutions και extracts, χωρίς και με 
παρουσία χιτοζάνης. Το κατώτατο όριο ανίχνευσης με αυτήν την μέθοδο 
φαίνεται να είναι η συγκέντρωση 10-1 ng dsACTIN/g εδάφους με τιμή κύκλου 
24,72 για τα solutions χωρίς χιτοζάνη και 10-2 ng dsACTIN/g εδάφους με τιμή 
κύκλου 24,62 για τα solutions με χιτοζάνη. Για τα extracts χωρίς χιτοζάνη, το 
κατώτατο όριο ανίχνευσης είναι 10-3 ng dsACTIN/g εδάφους με τιμή κύκλου 
24,63 ενώ για τα extracts με χιτοζάνη είναι 10-2 ng dsACTIN/g εδάφους με τιμή 
κύκλου 24,06. Για τη συγκέντρωση 103 ng dsACTIN/g εδάφους με χιτοζάνη στα 
solutions παρατηρείται αυξημένος κύκλος συγκριτικά με την αμέσως 
χαμηλότερη συγκέντρωση, γεγονός που μπορεί να οφείλεται στην επαγωγή της 
προσρόφησης του dsRNA στα εδαφικά σωματίδια, με αποτέλεσμα την 
παραμονή του στο έδαφος μετά την πρώτη επώαση. Η θεωρία αυτή 
επιβεβαιώνεται με τα αποτελέσματα των extracts, όπου η ίδια συγκέντρωση 
dsRNA παρουσιάζει διαφορά κύκλου μεταξύ των δειγμάτων χωρίς και με 
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χιτοζάνη, με τη παρουσία χιτοζάνης να έχει χαμηλότερο κύκλο ανίχνευσης, άρα 
μεγαλύτερη ποσότητα dsRNA. 

 

 

Αρχική Δόση  
ng dsACTIN/soil 

g 

Κύκλος ανίχνευσης στην  RT-qPCR (Ct) 
Soil solutions 1:100 Soil extracts 1:10 

Συγκέντρωση dsRNA   - C +C Συγκέντρωση dsRNA   - C +C 
[ 1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] 

(0,001) 10^-3 10^-5 24,29 23,56 10^-4 24,33 24,34 
(0,01) 10^-2 10^-4 24,51 24,38 10^-3 24,63 23,73 
(0,1) 10^-1 10^-3 24,21 24,22 10^-2 23,43 24,06 

(1) 10^0 10^-2 24,08 24,62 10^-1 20,79 19,80 
10^1 10^-1 24,72 24,38 10^0=1 20,48 17,92 

(50) 5*10^1  5*10^-1 24,14 24,30 5,00 16,30 16,34 
(100) 10^2 10^0=1 24,06 24,22 10,00 16,39 12,37 

(500) 5*10^2 5*10^0=5 22,78 23,65 50,00 11,35 7,43 
(1000) 10^3 10 22,03 24,00 100,00 8,96 5,75 

Πίνακας 1: Κύκλοι ανίχνευσης της RT-qPCR των δειγμάτων της καμπύλης ποσοτικοποίησης 

 

Στο Διάγραμμα 1 παρουσιάζεται η in vivo καμπύλη ανίχνευσης του dsACTIN σε 
δείγματα εδάφους, μέσω RT-qPCR σε σχέση με την συγκέντρωση του 
dsACTIN (σε λογαριθμική κλίμακα log₁₁ ng/g εδάφους). Στον κάθετο άξονα 
απεικονίζονται οι τιμές των κύκλων ανίχνευσης (Ct), ενώ στον οριζόντιο η 
συγκέντρωση του dsRNA. Αναλυτικότερα, στο διάγραμμα απεικονίζονται 
τέσσερις καμπύλες (μία για κάθε κατηγορία κλάσματος που παραλήφθηκε): 
solutions χωρίς χιτοζάνη (ανοιχτό πράσινο), solutions με χιτοζάνη (ροζ), 
extracts χωρίς χιτοζάνη (πράσινο), extracts χωρίς χιτοζάνη (κόκκινο). Στον 
πίνακα 2 απεικονίζονται οι εξισώσεις των ευθειών των 4 καμπύλων, καθώς και 
οι τιμές R2.  
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Διάγραμμα  1: Πρότυπες καμπύλες ποσοτικοποίησης dsACTIN σε έδαφος 

 

 Εξίσωση συγκέντρωσης dsRNA R2 
Solution -C Y = -0,2678*X + 23,46 0,4201 
Solution +C Y = 0,002075*X + 24,15 0,0001584 
Extract -C Y = -2,461*X + 17,26 0,8508 
Extract +C Y = -3,080*X + 15,29 0,8598 

Πίνακας 2: Εξισώσεις και R2 των πρότυπων καμπύλων 

 

3.1.2. Μέρος 2ο: Διερεύνηση της υπολειμματικότητας του dsRNA 
σε εδαφικά δείγματα μετά από επαναλαμβανόμενες εφαρμογές 
Για την αξιολόγηση της παρουσίας dsACTIN στα εδαφικά δείγματα, 
πραγματοποιήθηκε εφαρμογή του dsACTIN και ανάλυση με RT-qΡCR. Κατά το 
πείραμα πραγματοποιήθηκε εφαρμογή επαναλαμβανόμενης δόσης 15 ng 
dsACTIN/g εδάφους  τέσσερις φορές (μία ανά εφτά μέρες). Οι χρονικές στιγμές 
της δειγματοληψίας  ήταν οι εξής: 0 (αμέσως μετά την 1η εφαρμογή), 7 (εφτά 
μέρες μετά την 1η εφαρμογή), 14 (7 μέρες μετά την 2η εφαρμογή), 21 (7 μέρες 
μετά την 3η εφαρμογή), 28 (7 μέρες μετά την 4η εφαρμογή) και 40 (19 μέρες 
μετά την 4η εφαρμογή). 

Ο πειραματικός σχεδιασμός στο πρώτο κεφάλαιο της παρούσας εργασίας 
περιλάμβανε τέσσερις επαναλαμβανόμενες εφαρμογές με dsRNA, σε διάστημα 
ενός μήνα, μία ανά εφτά μέρες. Το μοτίβο των εφαρμογών αλλά και η δόση που 
εφαρμόστηκε επιλέχθηκαν, με βάση τη συνιστώμενη δοσολογία του Ledprona. 
Η εν λόγω εταιρεία προτείνει την εφαρμογή 10 g dsRNA/hectar (ισούται με 10 
g ανά 10 στρέμματα = 1 g ανά 1000 m2). Στοχεύοντας στο βάθος των 5 cm του 
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εδάφους, 1000 m2*0.05 m = 50 m3. Λαμβάνοντας ως παραδοχή την πυκνότητα 
του εδάφους (bulk density) ως 1.5 tn/m2 * 50 m3 = 75 tn, η δοσολογία είναι 1 g 
dsRNA/75 tn = 1 g dsRNA/75,000 kg = 0.014 mg/kg = 14 μg/kg = 14 ng/g soil. 
Η εταιρεία προτείνει την εφαρμογή 14 ng dsRNA /g εδάφους, μία φορά ανά 
επτά μέρες, με μέγιστη ποσότητα τις τέσσερις εφαρμογές. 

Στον πίνακα 3 παρουσιάζονται οι τιμές των κύκλων ανίχνευσης των solutions 
για κάθε δόση ng dsACTIN/g εδάφους  (0 χωρίς χιτοζάνη, 0 με χιτοζάνη, 15 
χωρίς χιτοζάνη, 15 με χιτοζάνη) στην εκάστοτε ημέρα δειγματοληψίας, ενώ 
στον Πίνακα 4, οι κύκλοι ανίχνευσης των extracts. 

Οι τιμές των κύκλων ανίχνευσης (Ct) εφαρμόστηκαν στις εξισώσεις τω 
πρότυπων καμπυλών ανίχνευσης dsRNA (Ενότητα 3.1, Πίνακας 2), με σκοπό 
τη διερεύνηση της περιβαλλοντικής τύχης του dsRNA, κατά την πάροδο του 
χρόνου. Τα δείγματα του χρόνου δειγματοληψίας των 21 ημερών δεν 
αναλύθηκαν σε αυτή τη φάση των πειραμάτων.  

 

 

 

 

 

 

                             Πίνακας3: 
Κύκλος ανίχνευσης του dsRNA των  Soil Solutions με Luna RT-qPCR 

 

 

 

 

 

 

 

Στον πίνακα 5 και 6 παρουσιάζονται οι δόσεις dsRNA που εφαρμόστηκαν, οι 
ημέρες δειγματοληψίας των δειγμάτων που αναλύθηκαν (Στήλη 1), οι τιμές των 
κύκλων ανίχνευσης (Στήλες 2, 5, 8 και 11) και η αντικατάστασή τους στις 
εξισώσεις των πρότυπων καμπύλων (Στήλες 3, 6, 9 και 12), και τέλος η 
συγκέντρωση dsRNA που ανιχνεύεται τελικά στο κάθε δείγμα (Στήλες 4, 7, 10 
και 13).  

                                     
Δόση 
Ημέρα 

0 0+ 15 15+ 

0 28,17 28,31 21,09 27,46 
7 28,10 27,92 25,77 20,69 

14 18,72 27,24 22,80 20,10 
28 28,49 27,75 20,34 26,99 
40 27,68 26,00 21,06 26,58 

                               
Δόση 
Ημέρα 

0 0+ 15 15+ 

0 21,99 23,06 14,19 13,95 
7 26,20 26,35 16,10 13,87 

14 24,72 26,65 15,32 13,54 
28 25,84 27,06 14,62 12,42 
40 23,59 22,64 15,41 12,53 Πίνακας 4:Κύκλος ανίχνευσης του dsRNA των Soil Extracts με  Luna RT-qPCR  
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Τα αποτελέσματα (Πίνακας 5) δείχνουν πως οι κύκλοι ανίχνευσης της RT-qRCR 
των solutions βρίσκονται εκτός του εύρους της καμπύλης. Πιθανώς να 
αντιστοιχούν σε συγκέντρωση dsRNA χαμηλότερη από το όριο ανίχνευσης της 
συγκεκριμένης μεθόδου αλλά από τις χαμηλότερες τιμές Ct που καταγράφηκαν 
στις εφαρμογές των 15ng/ g εδάφους, συμπεραίνουμε ότι η πρότυπη καμπύλη 
των δειγμάτων solution θα πρέπει να επαναληφθεί με μικρότερη αραίωση των 
αρχικών δειγμάτων RNA.  

Αναφορικά με τα extracts (Πίνακας 6), παρατηρούμε πως οι δόσεις 0 ng 
dsACTIN/g εδάφους (χωρίς ή με χιτοζάνη) είναι πάρα πολύ κοντά στην τιμή 
μηδέν (Στήλες 4 και 7). Επομένως, επιβεβαιώνεται η ευαισθησία και η ακρίβεια 
της μεθόδου.  Συνεχίζοντας με τη δόση 15 ng dsACTIN/g εδάφους χωρίς 
χιτοζάνη, κατά τη χρονική στιγμή 0 ανιχνεύονται 17,78 ng/g dsRNA τα οποία 
αποικοδομούνται σχεδόν εξ ολοκλήρου (t7: 2,95 ng/g ) σε εφτά μέρες. 
Αντίστοιχα, με την εφαρμογή της επόμενης δόσης και το πέρας των εφτά 
ημερών, το dsRNA αποικοδομείται, αλλά όχι πλήρως (t14: 6,14 ng/g). Μέχρι και 
την τέταρτη (τελευταία) εφαρμογή παρατηρείται σταθερός ρυθμός 
αποικοδόμησης του dsRNA (∼ 15 ng/7 days), ενώ από την ημέρα 28 έως την 
ημέρα 40 που δεν έχει εφαρμοστεί επιπλέον ποσότητα dsRNA, το dsRNA 
αποικοδομείται πολύ πιο αργά, αφήνοντας υπολείμματα στο έδαφος (t40: 5,65 
ng/g). Στην παρουσία χιτοζάνης, η ανάκτηση σε t0 δεν αντιστοιχεί στην 
αναμενόμενη συγκέντρωση dsRNA. Αυτό πιθανώς να οφείλεται σε κάποια 
τεχνική αστοχία κατά τον πειραματισμό ή σε κάποια συνθήκη που επικράτησε 
κατά την εφαρμογή (π.χ. δέσμευση σε κολλοειδή, ταχύτατη αποικοδόμηση), η 
οποία δεν έχει παρατηρηθεί σε άλλα αντίστοιχα δείγματα στο πλαίσιο αυτής 
πτυχιακής εργασίας. Είναι, όμως αξιοπρόσεκτο, ότι αντιστοίχως τα 
υπολείμματα dsRNA που απομένουν στο έδαφος είναι σε χαμηλότερα επίπεδα, 
συγκριτικά με τα δείγματα των αντίστοιχων ημερών χωρίς χιτοζάνη (t7: (-C)2,95 
ng/g, (+C) 2,89 ng/g, t14: (-C) 6,14 ng/g (+C) 3,7 ng/g, t28: (-C) 11,83  ng/g, 
(+C) 8,55 ng/g).  

 

 

SOLUTIONS  
  ΔΟΣΗ: 0- ΔΟΣΗ: 0+ 

[1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] 

Χρόνος 
 Δειγματοληψίας Ct 

x με βάση την 
εξίσωση solutions -

c 
x=-(Y-

23,46)/0,2678 

ng/g 
(10x) Ct 

x με βάση την  
εξίσωση solutions 

+c 
x=(Y-

24,15)/0,002075 

ng/g 
(10x) 

t0 (1δόση +0μέρες) 28,17 - - 28,31 - - 
t7 (1δόση +7μέρες) 28,10 - - 27,92 - - 

t14 (2δόσεις +14μέρες) 18,72 - - 27,24 - - 
t21(3δόσεις +21μέρες)             
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t28 (4δόσεις +28μέρες) 28,49 - - 27,75 - - 
t40 (4δόσεις +40μέρες) 27,68 - - 26,00 - - 

  ΔΟΣΗ: 15- ΔΟΣΗ: 15+ 
 [8] [9] [10] [11] [12] [13] 

  Ct 

x με βάση την 
εξίσωση solutions -

c 
X=-(Y-

23,46)/0,2678 

ng/g 
(10x) Ct 

x με βάση την  
εξίσωση solutions 

+c 
x=(Y-

24,15)/0,002075 

ng/g 
(10x) 

t0 (1δόση +0μέρες) 21,09 - - 27,46 - - 
t7 (1δόση +7μέρες) 25,77 - - 20,69 - - 

t14 (2δόσεις +14μέρες) 22,80 - - 20,10 - - 
t21(3δόσεις +21μέρες)             
t28 (4δόσεις +28μέρες) 20,34 - - 26,99 - - 
t40 (4δόσεις +40μέρες) 21,06 - - 26,58 - - 

 Πίνακας 5:Συγκέντρωση dsRNA στα soil solutions σύμφωνα με τις εξισώσεις των πρότυπων καμπύλων. 

 

EXTRACTS  
  ΔΟΣΗ: 0- ΔΟΣΗ: 0+ 

[1] [2] [3] [4] [5] [6] [7] 

Χρόνος 
 Δειγματοληψίας Ct 

x με βάση την 
εξίσωση extracts -

c 
x=-(Υ-17,26)/2,461 

ng/g 
(10x) Ct 

x με βάση την 
εξίσωση extracts 

+c 
x=-(Y-15,29)/3,080 

ng/g 
(10x) 

t0 (1δόση +0μέρες) 21,99 -1,921982934 0,0119 23,06 -2,522727273 0,0030 
t7 (1δόση +7μέρες) 26,20 -3,632669646 0,0002 26,35 -3,590909091 0,0003 

t14 (2δόσεις +14μέρες) 24,72 -3,031288094 0,0009 26,65 -3,688311688 0,0002 
t21(3δόσεις +21μέρες)             
t28 (4δόσεις +28μέρες) 25,84 -3,486387647 0,0003 27,06 -3,821428571 0,0002 
t40 (4δόσεις +40μέρες) 23,59 -2,572125152 0,0026 22,64 -2,386363636 0,0041 

  ΔΟΣΗ: 15- ΔΟΣΗ: 15+ 
  [8] [9] [10] [11] [12] [13] 

  

Ct 

x με βάση την 
εξίσωση extracts -

c 
x=-(Υ-17,26)/2,461 

ng/g 
(10x) Ct 

x με βάση την 
εξίσωση extracts 

+c 
x=-(Y-15,29)/3,080 

ng/g 
(10x) 

t0 (1δόση +0μέρες) 14,19 1,247460382 17,78 13,95 0,435064935 2,72 
t7 (1δόση +7μέρες) 16,10 0,471353108 2,95 13,87 0,461038961 2,89 

t14 (2δόσεις +14μέρες) 15,32 0,78829744 6,14 13,54 0,568181818 3,7 
t21(3δόσεις +21μέρες)     no data     no data 
t28 (4δόσεις +28μέρες) 14,62 1,072734661 11,83 12,42 0,931818182 8,55 
t40 (4δόσεις +40μέρες) 15,41 0,75172694 5,65 12,53 0,896103896 7,87 

 Πίνακας 6:Συγκέντρωση dsRNA στα soil extracts σύμφωνα με τις εξισώσεις των πρότυπων καμπύλων. 
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3.2. Κεφάλαιο 2ο  
Η διερεύνηση του αυτοφθορισμού του φυτού κουμκουάτ (Citrus japonica), 
πραγματοποιήθηκε για τέσσερις διαφορετικούς ιστούς του φυτού: τον καρπό, 
τους μίσχους των καρπών και των φύλλων, καθώς και το βλαστό. Η 
παρατήρηση πραγματοποιήθηκε με χρήση συνεστιακής μικροσκοπίας (με 
χρήση φακού 20Χ) και τα αποτελέσματα έδειξαν τα παρακάτω.  

Το φυτό παρουσιάζει ενδογενές φθορίζον σήμα μήκους στα 560 nm (κίτρινο) 
στους μίσχους των καρπών (Εικόνα 1Β) και των φύλλων (Εικόνα 3Β) και στο 
βλαστό (Εικόνα 4Β). Αντίστοιχα, στα 488 nm (πράσινο), δεν ανιχνεύεται 
ενδογενές σήμα σε κανέναν από τους τρεις προαναφερθέντες ιστούς αντίστοιχα 
(Εικόνα 1Γ, 3Γ, 4Γ) 

Αντιστρόφως, στον καρπό του κουμκουάτ παρατηρήθηκε ενδογενές σήμα 
αποκλειστικά στα 488 nm (πράσινο), ενώ στα 560 nm (κίτρινο) δεν υπήρχε 
ίχνος αυτοφθορισμού στον ιστό αυτό. 

 
Εικόνα 3:Aυτοφθορισμός στον μίσχο καρπού στο φυτό κουμκουάτ. Α. Εικόνα αλληλοεπικάλυψης 
ορατού φωτός και φθορίζοντος σήματος μετά από διέγερση με λέιζερ στα 488 και 560 nm. Β. Εικόνα 
φθορισμού μετά από διέγερση στα 488 και 560 nm. Γ. Εικόνα φθορισμού μετά από διέγερση στα 488 nm. 
Παρατήρηση και λήψη στιγμιότυπου τύπου κολάζ με 20Χ φακό. 

 
Εικόνα 4: Aυτοφθορισμός στον καρπό του φυτού κουμκουάτ. Α. Εικόνα αλληλοεπικάλυψης ορατού 
φωτός και φθορίζοντος σήματος μετά από διέγερση με λέιζερ στα 488 και 560 nm. Β. Εικόνα φθορισμού 

Α 

Α 

Β 

Β 

Γ 

Γ 
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μετά από διέγερση στα 488 nm. Γ. Εικόνα φθορισμού μετά από διέγερση στα 560 nm. Παρατήρηση και 
λήψη στιγμιότυπου τύπου κολάζ με 20Χ φακό. 

 
Εικόνα 5: Aυτοφθορισμός στον μίσχο φύλλου του φυτού κουμκουάτ. Α. Εικόνα αλληλοεπικάλυψης 
ορατού φωτός και φθορίζοντος σήματος μετά από διέγερση με λέιζερ στα 488 και 560 nm. Β. Εικόνα 
φθορισμού μετά από διέγερση στα 488 και 560 nm. Γ. Εικόνα φθορισμού μετά από διέγερση στα 488 nm. 
Παρατήρηση και λήψη στιγμιότυπου τύπου κολάζ με 20Χ φακό. 

 

 
Εικόνα 6: Aυτοφθορισμός στον βλαστό του φυτού κουμκουάτ. Α. Εικόνα αλληλοεπικάλυψης ορατού 
φωτός και φθορίζοντος σήματος μετά από διέγερση με λέιζερ στα 488 και 560 nm. Β. Εικόνα φθορισμού 
μετά από διέγερση στα 488 και 560 nm. Γ. Εικόνα φθορισμού μετά από διέγερση στα 488 nm. Παρατήρηση 
και λήψη στιγμιότυπου τύπου κολάζ με 20Χ φακό. 
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4. Συζήτηση 

Η παγκόσμια γεωργία αναμένεται να αντιμετωπίσει περαιτέρω προκλήσεις 
εξαιτίας διαφόρων παραγόντων, όπως η αυξημένη ζήτηση για θρεπτικότερα 
τρόφιμα σε αναπτυσσόμενες οικονομίες, η μείωση της καλλιεργήσιμης γης 
εξαιτίας της αστικοποίησης και της εκτεταμένης χημικής πίεσης και 
υποβάθμισης των εδαφών, καθώς και οι έντονες επιπτώσεις της κλιματικής 
κρίσης (Hashiro & Yasueda, 2022)(Fletcher et al., 2020b). Τα έντομα 
ευθύνονται για σημαντικές απώλειες στην παγκόσμια γεωργική παραγωγή, 
φτάνοντας έως και το 40% ετησίως, θέτοντας σε κίνδυνο την επισιτιστική 
ασφάλεια. Η εκτεταμένη χρήση χημικών εντομοκτόνων έχει συμβάλει στον 
έλεγχο των παρασίτων, ωστόσο η συστηματική εφαρμογή τους έχει οδηγήσει 
στην ανάπτυξη ανθεκτικότητας αλλά και στη χημική επιβάρυνση του 
περιβάλλοντος  (L. He et al., 2022). Οι σύγχρονες γεωργικές πρακτικές 
απαιτούν ολοένα και περισσότερο καινοτόμες λύσεις για τη διαχείριση των 
παρασίτων, ενώ ταυτόχρονα  είναι απαραίτητο να πληρούν τα κανονιστικά 
πρότυπα και τις προσδοκίες των καταναλωτών για βιώσιμη παραγωγή 
τροφίμων (Fusar Poli & Fontefrancesco, 2024). Με δεδομένο αυτό, κρίνεται 
απαραίτητη η ανάπτυξη και η εφαρμογή εναλλακτικών τροπών καταπολέμησης 
του εντομολογικού αυτού εχθρού (San Miguel & Scott, 2016). 

Τα νέας γενιάς δυνητικά χαμηλού ρίσκου φυτοπροστατευτικα προϊόντα (LPRs), 
ως εναλλακτική των συνθετικών χημικών μικρομοριακών προϊόντων, κερδίζουν 
συνεχώς έδαφος παγκοσμίως. Σε αυτά περιλαμβάνονται φυτικά εκχυλίσματα, 
φερομόνες, dsRNA μόρια και μικροβιακά παρασκευάσματα. Μέχρι σήμερα, 33 
δραστικές ουσίες έχουν εγκριθεί ως LRP στην Ε.Ε., ενώ προϊόντα βασισμένα 
σε dsRNA, φάγους πρότιστα και μικροβιώματα, αναμένονται να εγκριθούν τα 
επόμενα χρόνια. Ωστόσο, η Ε.Ε. καθυστερεί στην έγκριση LRP σε σύγκριση με 
τις ΗΠΑ, την Ινδία και την Κίνα, κυρίως λόγω του ίδιου, αυστηρού συστήματος 
καταχώρησης που εφαρμόζεται και στα συνθετικά φυτοφάρμακα. 

 Τα dsRNA φυτοπροστατευτικά προϊόντα τα οποία βασίζονται στη σίγηση 
γονιδίων μέσω παρεμβολής RΝΑ (RΝΑi), προσφέρουν μια απόλυτα 
στοχευμένη προσέγγιση στον έλεγχο των παρασίτων, και μπορούν να 
προσφέρουν καινοτόμες στρατηγικές διαχείρισής, με την προοπτική της 
μειωμένης περιβαλλοντικής επίπτωσης, σε σύγκριση με τα συμβατικά χημικά 
μικρομοριακά φυτοφάρμακα (Ortolá & Daròs, 2024). Το RNAi είναι ένας 
ενδογενής, μετα-μεταγραφικός μηχανισμός ρύθμισης γονιδίων. Σύμφωνα με 
τον μηχανισμό αυτό, δίκλωνο RΝΑ (dsRNA) διασπάται από μια ενδονουκλεάση 
σε μικρότερα τμήματα συγκεκριμένου μήκους, τα οποία στη συνέχεια 
φορτώνονται σε πρωτεΐνες αργοναύτες και κατευθύνονται προς το mRΝΑ-
στόχο. Η σίγηση των γονιδίων επάγεται μέσω διαφορετικών στρατηγικών 
ανάλογα με το μήκος των επεξεργασμένων dsRNAs (Menezes et al., 2022). 
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Η αγορά φυτοπροστατευτικών προϊόντων βασισμένων σε RNAi αναμένεται να 
παρουσιάσει ταχεία ανάπτυξη, καθώς η γεωργική βιομηχανία στρέφεται όλο και 
περισσότερο προς καινοτόμες και εξειδικευμένες τεχνολογίες, με στόχο την 
ενίσχυση της βιωσιμότητας και της αποτελεσματικότητας στον έλεγχο 
επιβλαβών οργανισμών. Το πρώτο εμπορευματοποιημένο, αποκλειστικά στις 
Η.Π.Α., παρασιτοκτόνο προϊόν βασισμένο στο  RΝΑi, είναι το Ledprona 
(GreenLight Biosciences), το οποίο  στοχεύει την β-υπομονάδα του 
προτεασώματος του δορυφόρου της πατάτας και προκαλεί την θνησιμότητα του 
(Narva et al., 2025; Rodrigues et al., 2021). Ωστόσο, πριν από την έγκριση των 
φυτοπροστατευτικών προϊόντων και στην E.E. είναι απαραίτητη η ορθή 
διεξαγωγή μελετών εκτίμησης του περιβαλλοντικού κινδύνου, κατά τις οποίες 
θα  διερευνηθεί η υπολειμματικότητα νέων προϊόντων βασισμένων στο RNAi, 
σε διαφορετικά περιβαλλοντικά δείγματα, όπως σε φυτικούς ιστούς, και σε 
εδαφικά και υδατικά δείγματα (Bachman et al., 2020b; Dietz-Pfeilstetter et al., 
2021). 

Αναφορικά με την ανίχνευση των συγκεντρώσεων dsRΝΑ στο έδαφος, μέχρι 
στιγμής, η ανίχνευση και η ποσοτικοποίησή τους διενεργείται με χρήση της 
τεχνολογίας QuantiGene™, η οποία βασίζεται στην υβριδοποίηση και την 
ενίσχυση του σήματος και όχι του ίδιου του στόχου. Αν και είναι ειδική και 
ευαίσθητη, απαιτεί υψηλού κόστους ειδικά σχεδιασμένες ανιχνευτικές 
αλληλουχίες (probes) ανά μόριο και ακριβό εξοπλισμό, και φαίνεται να έχει 
περιορισμούς όσον αφορά την ανάλυση προσροφημένων μορφών του dsRNA 
στα σωματίδια του εδάφους (Zhang 2020) (Bachman et al., 2020c).  

Στην παρούσα διπλωματική εργασία, αναπτύχθηκε και εφαρμόστηκε μια 
μέθοδος ποσοτικοποίησης του dsRNA σε εδαφικά υποστρώματα. Η μέθοδος 
αυτή βασίζεται στην RT-qPCR και χαρακτηρίζεται από υψηλή ακρίβεια και 
ευαισθησία, και μπορεί να αποτελέσει ένα σημαντικό εργαλείο για τον 
προσδιορισμό της περιβαλλοντικής τύχης dsRNA φυτοφαρμάκων, κατά την 
εκτέλεση αξιολογήσεων οικοτοξικολογικού κινδύνου. Το dsRNA που 
εφαρμόστηκε στην παρούσα μελέτη έχει ως στόχο το γονίδιο της ακτίνης του 
δορυφόρου της πατάτας (Ld_actin). Η ακτίνη, μία από τις πιο άφθονες και 
εξελικτικά διατηρημένες πρωτεΐνες στα ευκαρυωτικά κύτταρα, έχει καθοριστικό 
ρόλο στη δομή και τη δυναμική του κυτταροσκελετού των οργανισμών (Perrin 
& Ervasti, 2010). Το γονίδιο της ακτίνης είναι ένα πολύ συντηρημένο γονίδιο 
μεταξύ των οργανισμών, και το συγκεκριμένο dsRNA το οποίο στοχεύει το 
γονίδιο της ακτίνης του δορυφόρου της πατάτας, είναι πολύ πιθανό ότι θα 
επηρεάσει και οργανισμούς μη-στόχους.  Έχει ήδη καταγραφεί πως η εφαρμογή 
dsΑCTIN σε προνύμφες CΡΒ, μειώνει σημαντικά την έκφραση του γονιδίου β-
ακτίνης, το οποίο έχει ως αποτέλεσμα σημαντική μείωση στην ωοτοκία αλλά και 
την επιβίωση των προνυμφών (Basnet & Kamble, 2018; W. He et al., 2022). 

Όσον αφορά την υπολειμματικότητα του εφαρμοσμένου dsRNA στο έδαφος, τα 
αποτελέσματα του πειράματός μας έδειξαν ότι το dsRNA παρουσιάζει έναν 
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σταθερό ρυθμό αποικοδόμησης σε διάστημα εφτά ημερών, μετά από μια σειρά 
τεσσάρων επαναλαμβανόμενων εφαρμογών (15 ng dsRΝΑ/g εδάφους), ανά 
μία εβδομάδα, σε συνολικό διάστημα έξι εβδομάδων. Ωστόσο, παρατηρούμε 
πως μια ποσότητα dsRNA παραμένει διαρκώς στο έδαφος και αργεί να 
αποικοδομηθεί περαιτέρω, τρεις εβδομάδες μετά από την τελευταία εφαρμογή. 
Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με προηγούμενες μελέτες που έχουν δείξει 
ότι το dsRNA στο έδαφος υφίσταται αποικοδόμηση, με χρόνο ημιζωής 
μικρότερο των δύο ημερών, ωστόσο η ποσότητα που παραμένει διαθέσιμη 
(επίπεδα ng/g εδάφους) μπορεί να συνεχίζει να είναι βιολογικά δραστική για 
αρκετές ημέρες μετά (Bachman et al., 2020). 

Παρ’ όλο που τα εντομοκτόνα που βασίζονται σε τεχνολογία RΝΑi, μελετώνται 
εκτενώς τα τελευταία χρόνια, υπάρχουν επιπλέον περιοριστικοί παράγοντες ως 
προς την πρόσληψή τους από τους οργανισμούς στόχους. Καθώς τα γυμνά 
dsRNAs είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα σε αποικοδόμηση σε γεωργικά 
περιβάλλοντα, η σταθερότητά τους στο περιβάλλον είναι ένας σημαντικός 
παράγοντας που επηρεάζει την αποτελεσματικότητα εφαρμογής 
φυτοπροστατευτικών προϊόντων, βασισμένων σε dsRNA, στο πεδίο (Mat 
Jalaluddin et al., 2023). Ως εκ τούτου, η ερευνητική δραστηριότητα εστιάζει στη 
βελτίωση της σταθερότητας των dsRNA κατά την εφαρμογή και μετά, 
προτείνοντας τη χρήση σταθεροποιητικών παραγόντων, όπως για παράδειγμα 
νανοσυστημάτων χορήγησης, ως μέσο για τον περιορισμό της περιβαλλοντικής 
αστάθειας του dsRNA (Luo et al., 2024). Η εφαρμογή νανοσωμαατιδίων 
συμπλόκων χιτοζάνης – dsRNA αποτελεί ένα πολλά υποσχόμενο υποπεδίο 
εφαρμογών, των οποίο χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. Στην παρούσα 
διπλωματική εργασία μελετάται η επίδραση συγκεκριμένα του παράγοντα της 
χιτοζάνης στην ανίχνευση του dsRNA με RT-qPCR, μετά από εφαρμογή σε 
δείγματα εδάφους. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι ο ρυθμός αποικοδόμησης του 
dsRNA είναι πιο χαμηλός παρουσία χιτοζάνης. 

Για τον έλεγχο της αποτελεσματικότητας σε οργανισμούς-στόχους αλλά και για 
την αξιολόγηση του κινδύνου σε οργανισμούς μη-στόχους, χρειάζεται να 
ληφθούν υπόψη τόσο η διαδρομή την οποία θα ακολουθήσει το dsRNA για να 
εισέλθει στον οργανισμό (στόχο και μη-στόχο), όσο και ο χρόνος τον οποίο θα 
παραμείνει διαθέσιμο σε αυτόν. Παράγοντες όπως ο ρυθμός εφαρμογής του 
δραστικού συστατικού, ο χρόνος και η μέθοδος εφαρμογής, ο αριθμός των 
εφαρμογών και η σταθερότητα του εξωγενώς εφαρμοζόμενου dsRΝΑ κατά την 
εφαρμογή, παίζουν καθοριστικό ρόλο σε τέτοιου είδους μελέτες (Romeis & 
Widmer, 2020). Το πείραμά μας έδειξε πως με τέσσερις επαναλαμβανόμενες 
εφαρμογές dsRΝΑ στο έδαφος, ανά διαστήματα εφτά ημερών, το dsRΝΑ δεν 
αποικοδομείται πλήρως, ενώ παραμένουν υπολείμματα στο έδαφος δεκαεννέα 
ημέρες μετά την τελευταία εφαρμογή. Το γεγονός αυτό, ενδέχεται να επηρεάσει 
το μικροβίωμα των οργανισμών και των μικροοργανισμών του εδάφους, αφού 
η έκθεση σε περιβάλλον που περιέχει μικρές ποσότητες dsRΝΑ για εκτεταμένο 
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χρονικό διάστημα, μπορεί να επηρεάσει τη βιοποικιλότητα, τη σχετική αφθονία 
ειδών (εκτοπισμός ευαίσθητων ειδών και εμπλουτισμός ανθεκτικών 
πληθυσμών, με αποτέλεσμα τη διαταραχή της φυσικής ισορροπίας) αλλά και 
διάφορες λειτουργίες των μικροοργανισμών του εδάφους (ενζυμική 
δραστηριότητα, αποικοδομητικές και συμβιωτικές λειτουργίες) (Un Jan 
Contreras & Gardner, 2022). Γι’ αυτούς τους λόγους, επιπλέον αναλύσεις των 
μικροβιωμάτων του εδάφους που έχει δεχθεί dsRΝΑ, αξίζει να 
πραγματοποιηθούν, και έχουν σχεδιαστεί για να λάβουν χώρα στο πλαίσιο 
επόμενης σειράς πειραμάτων. Ένας ακόμα παράγοντας που αξίζει να 
διερευνηθεί είναι η επίδραση του pH του εδάφους, στο ρυθμό διάσπασης του 
εφαρμοζόμενου dsRΝΑ. Δεδομένου ότι τα νουκλεϊκά οξέα υδρολύονται σε 
αλκαλικό περιβάλλον, παρουσιάζεται ενδιαφέρον στην υπόθεση εάν σε ένα 
αλκαλικό έδαφος ο ρυθμός αποδόμησης του dsRΝΑ θα επηρεαστεί. Μια νέα 
σειρά πειραμάτων που λαμβάνει χώρα στο Εργαστήριο διερευνάει ακριβώς 
αυτή την ερευνητική υπόθεση. 

Όσον αφορά τη μελέτη της μετατόπισης του dsRΝΑ στο εσωτερικό των 
οργανισμών στόχων ή και μη-στόχων, αυτή μπορεί να επιτευχθεί με 
απομόνωση του ολικού RNA και με ανάλυση RT-qPCR, ή με παρακολούθηση 
ενός φθορίζοντος μορίου dsRΝΑ, με χρήση συνεστιακού μικροσκοπίου. Κατά 
τη δεύτερη τεχνική είναι απαραίτητη η αρχική διερεύνηση του ενδογενούς 
αυτοφθορισμού του εκάστοτε ιστού. Με αυτόν τον τρόπο, μπορεί στη συνέχεια 
να επιλεχθεί το κατάλληλο πρωτόκολλο και η κατάλληλη χρωστική με την οποία 
θα σημανθεί το dsRNA, με σκοπό την παρακολούθησή του στο εκάστοτε 
περιβαλλοντικό δείγμα. Προηγούμενες μελέτες μετατόπισης των dsRNA στο 
εσωτερικό φυτών έχουν δείξει τη συγκέντρωσή του εγχυόμενου dsRNA στο 
ξύλωμα και στον αποπλάστη του μίσχου του φύλλου, αλλά και του βλαστού, 
μετά από εφαρμογή στο φυτό Nicotiana benthamiana (Dalakouras et al., 2018). 
Επιπλέον, φυτά τέφρας (ash plants, φράξινος) στα οποία έχει πραγματοποιηθεί 
χορήγηση σημασμένου με CY3 dsRNA, παρουσιάζουν εντοπισμό του dsRNA 
στο ξύλωμα του βλαστού, τη ρίζα και τα φύλλα, 48 ώρες μετά την εφαρμογή 
(Pampolini et al., 2020b). 

Στο πλαίσιο της παρούσας εργασίας, διερευνήθηκε ο ενδογενής 
αυτοφθορισμός του φυτού κουμκουάτ, ως πρώτο βήμα και ως φυτό-ξενιστής 
ενός άλλου εντόμου γεωργικού ενδιαφέροντος, της μύγας Μεσογείου (Ceratitis 
capitata), στο οποίο έχουμε σκοπό να επεμβαίνουμε με εφαρμογή dsRNA που 
στοχεύει σημαντικό για την επιβίωση γονίδιο της μύγας, στα πλαίσια μιας άλλης 
παράλληλης μελέτης. Συγκεκριμένα, διερευνήσαμε τον αυτοφθορισμό του 
κουμκουάτ στον καρπό, σε μίσχους καρπών και φύλλων και στο βλαστό. Τα 
αποτελέσματα έδειξαν ενδογενή φθορισμό μήκους κύματος 560 nm (κίτρινο), 
στους μίσχους καρπών και φύλλων και στο βλαστό, και φθορισμό μήκους 
κύματος 488 nm (πράσινο) στον καρπό. Συνεπώς, για τη μελέτη της 
μετατόπισης ενός φθορίζοντος μορίου dsRNA στο συγκεκριμένο φυτό, το 
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dsRNA θα πρέπει να παρακολουθηθεί στους μίσχους καρπών και φύλλων και 
στο βλαστό στα 488 nm (πράσινο), και όσον αφορά τον καρπό, στα 560 nm 
(κίτρινο). Λαμβάνοντας υπόψιν αυτά τα αποτελέσματα, στο πλαίσιο 
παράλληλης μελέτης που διενεργείται, με σκοπό την παρακολούθηση ενός 
σημασμένου μορίου dsRNA στο εσωτερικό του κουμκουάτ, θα προχωρήσουμε 
με χρώση του dsRNA με ChromaTide™ Alexa Fluor™ 488-5-UTP και 
παρατήρηση των μίσχων των καρπών και των φύλλων και του βλαστού στα, και 
με ξεχωριστή χρώση του dsRNA με CY3 ξεχωριστά, και παρατήρηση των 
καρπών, στο συνεστιακό μικροσκόπιο.  

Συνολικά, η παρούσα εργασία συμβάλλει στην ανάπτυξη και εφαρμογή νέων 
μεθόδων παρακολούθησης των dsRNA σε περιβαλλοντικά υποστρώματα 
εδάφους και φυτών, και θέτει τα θεμέλια για την αξιολόγηση της 
περιβαλλοντικής τους σταθερότητας και τύχης. 
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