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Περίληψη 
 

Τα τελευταία χρόνια, η µοριακή βιολογία και η γενετική διακρίνονται για την ανάπτυξη 

µιας ποικιλίας νέων τεχνολογιών µε ευρύ φάσµα εφαρµογών, συµπεριλαµβανοµένου της 

τεχνολογίας του RNAi. Η παρεµβολή RNA ή αλλιώς ο µηχανισµός του RNAi, είναι το 

φαινόµενο που προκαλεί τη µετα-µεταγραφική αποσιώπηση ενός γονιδίου µετά από 

ενδογενή παραγωγή ή από εισαγωγή στο κύτταρο ενός δίκλωνου µορίου RNA (dsRNA) µε 

αλληλουχία συµπληρωµατική µε αυτή του γονιδίου. Η ανάπτυξη της τεχνολογίας του RNAi 

αποδείχθηκε ένα σηµαντικό εργαλείο  και χρησιµοποιείται τόσο σε in vitro, όσο και σε in vivo 

µελέτες σε αρκετούς ερευνητικούς τοµείς και πλήθος οργανισµών. Ένας από τους τοµείς 

στους οποίους εµπλέκεται το RNAi είναι και ο τοµέας της µοριακής γενετικής των εντόµων 

όπου χρησιµοποιείται για τη µελέτη, τον προσδιορισµό και την έκφραση γονιδίων, και 

κυρίως των εντόµων µε µεγάλη βιολογική και οικονοµική σηµασία. Ένα τέτοιο παράδειγµα 

αποτελούν η µύγα της Μεσογείου και ο δάκος της ελιάς αφού προσβάλλουν πλήθος 

καλλιεργούµενων φρούτων και ελαιόδεντρων µε δυσάρεστες συνέπειες. 

Σκοπός της παρούσας διπλωµατικής εργασίας ήταν η εφαρµογή και η ανάπτυξη του 

RNAi µηχανισµού στη µεσογειακή µύγα και το δάκο. Η µεθοδολογία περιλάµβανε τη 

σύνθεση white dsRNA για την αποσιώπηση του γονιδίου που ευθύνεται για το χρώµα των 

µατιών και τη χορήγηση του µέσω της διατροφής για διαφορετικές συνθήκες, µελετώντας 

ταυτόχρονα το ποσοστό αποτελεσµατικότητας της µεθόδου. Όλες οι εφαρµογές του RNAi 

µηχανισµού πραγµατοποιήθηκαν κατά το προνυµφικό στάδιο των εντόµων, ενώ τα 

αποτελέσµατα διαφάνηκαν από το χρωµατικό φαινότυπο των µατιών των ενήλικων ατόµων. 

Καµία από αυτές δεν ήταν επιτυχής ως προς τη γονιδιακή αποσιώπηση, ενώ σε µερικές 

φάνηκε να επηρεάζεται κατά κάποιο τρόπο και η επιβίωση των εντόµων. 

Αν και τα αποτελέσµατα αυτής της µελέτης ήταν αποθαρρυντικά, µια επιτυχηµένη 

µελλοντική εφαρµογή του RNAi µηχανισµού µέσω διατροφής στα έντοµα αυτά θα µπορούσε 

να αποτελέσει ορόσηµο για το µέλλον τόσο για τη χρήση του RNAi όσο και για την ανάπτυξη 

πλήθος εφαρµογών, όπως για παράδειγµα τη δηµιουργία εξειδικευµένων εντοµοκτόνων. 

Επιπλέον, η ανάπτυξη της RNAi τεχνολογίας στο δάκο της ελιάς, ένα έντοµο για το οποίο 

λίγα είναι γνωστά στο γενετικό και µοριακό επίπεδο, θα βοηθήσει στον εµπλουτισµό των 

διαθέσιµων µοριακών πληροφοριών, καθώς αυτή επιτρέπει τον προσδιορισµό της 

λειτουργίας γονιδίων. 
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1. ΠΡΟΛΟΓΟΣ  
 
 
 

Κατά τη δεκαετία του 1990, οι βιολόγοι και οι ερευνητές που µελετούσαν τα φυτά, τους 

µύκητες, τους σκώληκες, τις µύγες αλλά και τα τρυπανοσώµατα παρατήρησαν κάποια 

απροσδόκητα αποτελέσµατα, που οφείλονταν στην αποσιώπηση της έκφρασης γονιδίων 

από µόρια RNA, ένα φαινόµενο που είναι γνωστό µε τον όρο παρεµβολή RNA (RNAi, RNA 

interference). Μέχρι και σήµερα ανακαλύπτονται νέες διαδικασίες και εφαρµογές στις οποίες 

λαµβάνει µέρος το RNAi διαδραµατίζοντας ένα σηµαντικό ρόλο. Όλες τους όµως διέπονται 

από ένα κοινό χαρακτηριστικό στοιχείο: δύο τύποι µικρών µορίων RNA, microRNA (miRNA) 

και small interfering RNA (siRNA), δεσµεύονται σε συγκεκριµένα RNA και σπάνια σε DNA, 

αποσιωπώντας την έκφραση γονιδίων µε διάφορους µηχανισµούς, όπως µέσω 

αποικοδόµησης του mRNA, µεθυλίωσης του DNA, τροποποίησης των ιστονών και 

καταστολή της µετάφρασης. 

Η αξία του RNAi εκτείνεται πέραν της βιολογικής του σηµασίας αφού έφερε την 

επανάσταση σε ό,τι αφορά τον πειραµατικό χειρισµό της έκφρασης των γονιδίων, 

αποτελώντας ένα ισχυρό εργαλείο για τη µελέτη της λειτουργίας τους και της ρύθµισης τους. 

Θεωρείται µια απλή και γρήγορη µέθοδος, αφού το µόνο που απαιτείται είναι η γνώση της 

αλληλουχίας ενός τµήµατος του γονιδίου που θέλουµε να αδρανοποιήσουµε, για τη σύνθεση 

ενός αντίστοιχου µορίου RNA, και µια µέθοδο εισαγωγής αυτού του RNA στα κύτταρα του 

οργανισµού, αντικαθιστώντας έτσι άλλες επίπονες και αργές µεθόδους που διεξάγονταν 

µέχρι και την ανακάλυψη του (Hannon, ed 2003). 
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1.1   Η ανακάλυψη της RNA παρεµβολής 

 

 Η ανακάλυψη του RNAi προηγήθηκε από τις παρατηρήσεις της µεταγραφικής 

αναστολής από την έκφραση του αντισηµαίνοντος RNA σε διαγονιδιακά φυτά (Ecker et al., 

1986) και αµεσότερα από τα απροσδόκητα αποτελέσµατα που προέκυψαν από πειράµατα 

που πραγµατοποιήθηκαν σε φυτά από επιστήµονες των Ηνωµένων Πολιτειών και της 

Ολλανδίας στις αρχές του 1990 (Napoli et al., 1990). 

 Συγκεκριµένα, το 1986 ερευνητές µε σκοπό τη δηµιουργία εµπορικά επιθυµητών 

τροποποιήσεων στους οργανισµούς έκαναν µία προσπάθεια για αλλαγή των χρωµάτων των 

λουλουδιών στην 

πετούνια, στην οποία 

εισήγαγαν υπό τον 

έλεγχο ενός πολύ 

ισχυρού υποκινητή ένα 

επιπλέον αντίγραφο του 

γονιδίου της πετούνιας που        ΕΙΚΟΝΑ 1.1: παρουσιάζονται διάφοροι χρωµατικοί φαινότυποι     

 κωδικοποιεί τη συνθετάση         των λουλουδιών της πετούνιας µετά από εισαγωγή ενός γονιδίου,  

της χαλκόνης,  ένα βασικό          της συνθετάσης της χαλκόνης υπό τον έλεγχο ενός ισχυρού υποκινητή. 

ένζυµο που ευθύνεται για τη  

χρώση των λουλουδιών δίνοντας τους το φυσιολογικό µωβ χρώµα. Η αυξηµένη παραγωγή 

του γονιδίου αναµενόταν να δώσει λουλούδια µε εντονότερο χρώµα (βαθύ µωβ), αλλά αντί 

αυτού παρήγαγε λιγότερο χρωµατισµένα, πλήρως ή µερικώς άσπρα λουλούδια, δείχνοντας 

ότι η δραστηριότητα της συνθετάσης της χαλκόνης ήταν µειωµένη (Van der Krol et al., 1990). 

Στην πραγµατικότητα και όλος παραδόξως, ορισµένα από τα διαγονιδιακά φυτά που 

προέκυψαν είχαν λευκά άνθη, χωρίς καθόλου χρωστική, παρόλο που διέθεταν τόσο τα 

ενδογενή όσο και τα διαγονιδιακά αντίγραφα του γονιδίου της συνθετάσης της χαλκόνης. Το 

φαινόµενο αυτό κλήθηκε συγκαταστολή (Hannon et al., 2003), επειδή το διαγονίδιο 

προκαλούσε αποσιώπηση όχι µόνο της δικής του έκφρασης αλλά και της έκφρασης του 

ενδογενούς γονιδίου της συνθετάσης της χαλκόνης, το οποίο είχε την ίδια αλληλουχία. 

Σύµφωνα λοιπόν µε αυτά τα δεδοµένα το µόνο που χρειαζόταν για την εκδήλωση του 

φαινοµένου της συγκαταστολής ήταν η οµολογία µεταξύ των αγγελιαφόρων RNA, δηλαδή 

του ενδογενούς µε αυτό του διαγονιδίου. 

 Παρόλο που το φαινόµενο της συγκαταστολής αποτέλεσε χαρακτηριστικό του φυτικού 

βασιλείου, σύντοµα οι ερευνητές αποκάλυψαν µια ασυνήθιστη περίπτωση αποσιώπησης 

γονιδίων στο C. elegans και υπέθεσαν ότι υπάρχει µια νέα βιολογική διαδικασία που ίσως 

να διεξαγόταν σε όλους τους ζωντανούς οργανισµούς. Το 1995, ο Su Guo και ο Kenneth 
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Kemphuess εισήγηγαν µε ένεση αντισηµαίνοντα RNA στις γονάδες ενήλικων ερµαφρόδιτων 

ατόµων C. elegans αγρίου τύπου και παρατήρησαν µείωση της πρωτεΐνης που παρουσίαζε 

συµπληρωµατικό mRNA προς το αντισηµαίνον RNA (Guo et al., 1995). Ο µοριακός 

µηχανισµός που προκαλούσε την καταστολή του ενδογενούς γονιδίου δεν είχε µελετηθεί 

συστηµατικά µέχρι τότε όµως υποστήριζαν ότι το αντισηµαίνον RNA υβριδοποιείται µε το 

mRNΑ-στόχο και είτε παρεµποδίζει τη µετάφραση του είτε µε κάποιον τρόπο το 

αποσταθεροποιεί. 

 ∆ηµιουργήθηκαν έτσι νέα ερωτήµατα που απασχολούσαν τους επιστήµονες, όπου στην 

προσπάθεια τους να κατανοήσουν πώς γίνεται τόσο το σηµαίνον όσο και το αντισηµαίνον 

RNA να επηρεάζουν την έκφραση των γονιδίων στον σκώληκα προκαλώντας καταστολή 

βρέθηκαν µπροστά σε ένα αναπάντεχο φαινόµενο, πραγµατοποιώντας έτσι µια από τις 

σηµαντικότερες ανακαλύψεις τις σύγχρονης βιολογίας. Συγκεκριµένα, οι Andrew Z.Fire και 

Graig C.Mello διαπίστωσαν ότι για το φαινόµενο αυτό δεν ευθυνόταν µόνο το σηµαίνον ούτε 

µόνο το αντισηµαίνον RNA αλλά ότι και τα δύο είναι απαραίτητα για την εκδήλωση του 

φαινοµένου, το οποίο και δηµοσίευσαν στη µελέτη τους σχετικά µε το µηχανισµό του RNA 

interference το 1998 στο Nature (Fire et al., 1998) . Στο άρθρο τους οι Z.Fire και C.Mello 

παρουσίασαν τα πειράµατα έλεγχου που πραγµατοποίησαν όσον αφορά τη φαινοτυπική 

επίδραση που είχε η εισαγωγή dsRNA µε ένεση στον C. elegans και πρότειναν πως την 

αποσιώπηση την επιφέρει το δίκλωνο RNA (dsRNA), που δεν αποτελεί παρά ένα ενδιάµεσο 

της µεταγραφής in vitro που προέρχεται από τους δύο RNA κλώνους που υβριδοποιούνται 

µεταξύ τους και αποτελούν τα κύρια προϊόντα της µεταγραφής. Μάλιστα, παρατήρησαν ότι 

το αποτέλεσµα αυτό προέκυπτε µόνο από αλληλουχίες που προέρχονταν από ώριµα RNA, 

ενώ αλληλουχίες που προέρχονταν από ιντρόνια ή από τον υποκινητή δεν είχαν καµία 

επίδραση στο φαινότυπο των ατόµων. Η ανακάλυψη του Fire και του Mello ήταν ιδιαίτερα 

ξεχωριστή επειδή αντιπροσώπευσε τον πρώτο προσδιορισµό του αιτιολογικού παράγοντα 

για το φαινόµενο, για αυτό και τιµήθηκαν µε το βραβείο Nobel στη Φυσιολογία και την Ιατρική 

το 2006 για την εργασία τους (Daneholt, Bertil. "Advanced Information: RNA interference). 

 Από τη στιγµή εκείνη η παρουσία του RNAi µηχανισµού διαπιστώθηκε και σε πολλούς 

άλλους οργανισµούς όπως στην Drosophila (Misquitta and Paterson, 1999), το 

τρυπανόσωµα (Ngo et al., 1998), διάφορα φυτά (Waterhouse et al., 1998), την πλανάρια 

(Sánchez-Alvarado and Newmark, 1999), την ύδρα (Lohmann et al., 1999) και το zebrafish 

(Wargelius et al., 1999). Με µια πληθώρα πειραµάτων σε κυτταροκαλλιέργειες θηλαστικών 

αλλά και γενικότερα διαφόρων ευκαρυωτικών οργανισµών η παρουσία του φαινοµένου και 

σε ανώτερους οργανισµούς αποτέλεσε βεβαιότητα (Elbashir et al.,2001). 
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1.2  Η αποκάλυψη του µηχανισµού του RNAi  

 

Η βιοχηµεία του RNAi διασαφηνίστηκε µε τη βοήθεια 

ενός in vitro συστήµατος που βασιζόταν σε 

εκχυλίσµατα εµβρύων Drosophila. Φάνηκε τότε ότι το 

dsRNA κατεργάζεται σε dsRNA κλάσµατα µήκους 21-

23 νουκλεοτιδίων, κάτι που ερχόταν σε συµφωνία µε 

τα δεδοµένα που αναφέρθηκαν προηγουµένως. Στη 

συνέχεια και σύµφωνα µε αυτά τα δεδοµένα, οι Z.Fire 

και C.Mello µπόρεσαν να µελετήσουν την όλη 

διαδικασία και σε in vivo συνθήκες, δείχνοντας και σε 

αυτήν την περίπτωση τα ίδια αποτελέσµατα. 

Σύµφωνα µε αυτά, η αντισηµαίνον αλληλουχία που 

προέκυπτε οδηγούσε στην αποικοδόµηση του mRNA 

µέσω σύνδεσης και η οποία βασιζόταν στη 

συµπληρωµατικότητα των βάσεων (Fire et al.,1998; 

Meister, G. & Tuschl, T. 2004). 

 

Πιο συγκεκριµένα, ο µοριακός µηχανισµός του RNAi 

υποδεικνύει ότι τα dsRNAs (περίπου >200 

νουκλεοτιδίων) εισέρχονται σε ένα κυτταρικό 

µονοπάτι προκαλώντας την RNA παρεµβολή, µέσω  

της ενεργοποίησης µιας νουκλεάσης µε ενεργότητα  

παρόµοια µε αυτήν της ριβονουκλεάσης III, την Dicer.  

Αυτή δεσµεύεται στο dsRNA και το πέπτει δίνοντας  

µικρά δίκλωνα παρεµβαλόµενα RNA (siRNAs) σε τµήµατα µήκους 21-25 νουκλεοτιδίων µε 

µικρές µονόκλωνες προεξέχοντες περιοχές σε κάθε άκρο (βήµα έναρξης). Κατόπιν, τα 

siRNAs ξεδιπλώνονται και από δίκλωνα προκύπτουν µονόκλωνα  siRNAs - η µία αλυσίδα 

κλώνος που µένει είναι ένα αντισηµαίνον RNA καθώς είναι συµπληρωµατικό µε το 

κατάλληλο mRNA - και τα οποία συγκεντρώνονται σε ένα σύµπλοκο που περιέχει RNA 

νουκλεάση, γνωστό ως επαγόµενο από RNA σύµπλοκο αποσιώπησης (RISC). Αυτά 

παραµένουν ενωµένα και αποτελούν το στοιχείο που καθοδηγεί τη νουκλεάση RISC µε 

µεγάλη εξειδίκευση στα οµόλογα mRNA-στόχους, τα οποία κόβονται και αποικοδοµούνται, 

οδηγώντας έτσι σε µια µείωση των επιπέδων τους πριν την έναρξη της µετάφρασης 

(αποτελεσµατικό βήµα) (Agrawal et al.,2003)  

 

 

ΕΙΚΟΝΑ 1.2: Παρουσίαση των 
σταδίων του RNAi µηχανισµού. 
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1.2.1  Ο ρόλος της Dicer 

 Η Dicer είναι µια ενδοριβονουκλεάση, συγκεκριµένα ανήκει στην οικογένεια των RNase 

III, και είναι εξειδικευµένη στην επεξεργασία του dsRNA ή του pre-microRNA (miRNA), 

προσβάλλοντας τα και αποκόπτοντας από τα άκρα τους µικρότερα τµήµατα δίκλωνου RNA 

(siRNAs, short interfering RNA ή miRNAs) µήκους ∼21-22 νουκλεοτιδίων που έχουν 

συνήθως 3’ προεξέχοντα άκρα 2 bp (Bernstein et al. 2001; Ketting et al. 2001; Knight and 

Bass 2001).  

 Η Dicer καταλύει το πρώτο βήµα της RNA παρεµβολής και λαµβάνει µέρος στη 

συναρµολόγηση του επαγόµενου από RNA συµπλόκου αποσιώπησης (RISC), του οποίου η 

καταλυτική περιοχή είναι µια ενδονουκλεάση γνωστή και ως argonaute πρωτεΐνη υπεύθυνη 

για την αποικοδόµηση του (Jaronczyk et al., 2005).  

 Η Dicer είναι εξελικτικά συντηρηµένη σε σκώληκες, µύγες φρούτων, φυτά, µύκητες και 

θηλαστικά. Σύµφωνα µε µελέτες που προηγήθηκαν βρέθηκαν στην Drosophila δύο 

συγγενικά γονίδια, στο Arabidopsis τέσσερα (Henderson et al.,2006) ενώ στον C. elegans 

µόνο ένα (Grishok et al. 2001; Hutvagner et al. 2001; Knight and Bass 2001;Meister, G. & 

Tuschl, T. 2004). Η αναζήτηση στην  αλληλουχία του ανθρώπινου γονιδιώµατος αποκάλυψε 

ένα αντίτυπο του γονιδίου Dicer, πιστοποιώντας ότι θα µπορούσε να συµβαίνει RNAi και 

στα κύτταρα των θηλαστικών, αφού η πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από την ανθρώπινη 

εκδοχή του γονιδίου αυτού έχει ακριβώς την ίδια ενεργότητα RNAάσης δίκλωνου RNA όπως 

και η Dicer της δροσόφιλας (Paddison et al., 2002).   

 

 

1.2.2 Η ενεργοποίηση και η κατάλυση από τα συστατικά του RISC συµπλόκου 
 
 Τα συστατικά που αποτελούν το RISC σύµπλοκο, είναι µικρές πρωτεΐνες που ανήκουν 

στην οικογένεια Argonaute και το οποίο διαπιστώθηκε από κλωνοποιήσεις των γονιδίων 

Argonaute σε φυτά, στον C. elegans και σε µύκητες. Μεταλλαγές των γονιδίων αυτών 

προκαλούν σοβαρά προβλήµατα στην εκδήλωση του RNAi, επιβεβαιώνοντας έτσι ότι αυτές 

οι πρωτεΐνες ελέγχουν σηµαντικά στάδια του µηχανισµού. Συγκεκριµένα, µε βιοχηµικές 

µελέτες και µε κρυσταλλογραφία ακτινών Χ αποκαλύφθηκε ότι στο RISC δρα µια νουκλεάση 

που ονοµάζεται Slicer, η οποία ανήκει στην οικογένεια Argonaute πρωτεϊνών και είναι 

υπεύθυνη να κόβει το mRNA ακριβώς απέναντι από το κέντρο του siRNA (Song et al., 

2004).  

 ∆εδοµένου ότι τα µικρά τµήµατα RNA που παράγονται από την Dicer είναι δίκλωνα θα 

µπορούσε κάθε ένας από τους κλώνους που τα αποτελούν να θεωρηθεί ως ένα λειτουργικό 

siRNA. Εντούτοις, µόνο ένας από τους δύο κλώνους, που είναι και γνωστός ως 

αντισηµαίνον RNA κατευθύνει την αποσιώπηση γονιδίων. Ο άλλος κλώνος - σηµαίνον RNA- 
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εκφυλίζεται κατά τη διάρκεια της ενεργοποίησης του RISC (Gregory et al., 2005). Οι 

διάφορες κατηγορίες των µικρών πρωτεϊνών που αποτελούν τα συστατικά του RISC 

συµπλόκου βρίσκονται σε όλους τους ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισµούς και είναι 

εξελικτικά συντηρηµένες, γεγονός που εξηγείται από το µεγάλο πλήθος των µελών της 

οικογένειας (5 στη Drosophila, 21 στον C. elegans, 7 στον άνθρωπο και 10 στο φυτό 

Arabidopsis) (Song et al., 2004).  

 

 Η στοχευµένη δράση του RNAi έκανε τους ερευνητές να σκεφτούν από την πρώτη 

στιγµή ότι αυτός ο µηχανισµός θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί ως πειραµατικό εργαλείο 

για την καταστολή συγκεκριµένων γονιδίων καθώς και για την επακόλουθη µελέτη του 

φαινοτυπικού αποτελέσµατος. Επίσης, σύντοµα φάνηκε πως η δράση αυτή είναι τόσο 

αποτελεσµατική έτσι ώστε κάθε γονίδιο σε έναν οργανισµό να µπορεί να µελετηθεί από 

λειτουργικής πλευράς όπως φαίνεται και παρακάτω. 

 

 

1.3 Εφαρµογές της τεχνολογίας RNAi   

 
 Το φαινόµενο της αποσιώπησης ενός γονιδίου µέσω της τεχνολογίας RNAi, όπως 

αναφέρθηκε, ανακαλύφθηκε αρχικά στο νηµατοειδή σκώληκα C. elegans από τους Fire και 

Mello το 1998 (Fire et al.,1998). Σύντοµα όµως η τεχνολογία RNAi αποδείχθηκε ένα 

σηµαντικό εργαλείο σε αρκετούς ερευνητικούς τοµείς, όπως στη λειτουργική γονιδιωµατική 

για τον προσδιορισµό της λειτουργίας γονιδίων µέσω της knockdown ρύθµισής τους ή στην 

ιατρική για τη θεραπεία ασθενειών. Σήµερα, η χρήση της τεχνολογίας του RNAi 

χρησιµοποιείται τόσο σε in vitro, όσο και σε in vivo µελέτες σε ένα πλήθος οργανισµών, από 

ασπόνδυλους έως ανώτερα θηλαστικά, όπως φυτά, παρασιτικούς σκώληκες, παράσιτα και 

έντοµα.  

  Η στοχευµένη αδρανοποίηση της γονιδιακής έκφρασης µε τη χρήση του RNAi είναι µια 

απλή διαδικασία, όπου το µόνο που χρειάζεται είναι ένα τµήµα της αλληλουχίας του 

γονιδίου-στόχου, ώστε να χρησιµοποιηθεί για τη σύνθεση του dsRNA. Η εισαγωγή του 

εξωγενούς dsRNA στο κύτταρο πραγµατοποιείται κυρίως µε µικροένεση ή εµβάπτιση του 

οργανισµού σε διάλυµα dsRNA. Πρόσφατα οι προσπάθειες εφαρµογής στράφηκαν προς τη 

χορήγηση του RNAi µέσω της τροφής διότι η συγκεκριµένη µέθοδος είναι λιγότερο 

απαιτητική και πιο εύκολη στο χειρισµό της καθώς και πιο οικονοµική και λιγότερο 

χρονοβόρα. Επιπλέον αποτελεί την πιο εφικτή και άµεση προσέγγιση για την εφαρµογή της 

τεχνολογίας RNAi σε επίπεδο πληθυσµού. Επιδίωξη των διαφόρων ερευνητών και 

µελετητών είναι η ανάπτυξη τέτοιων µεθόδων σε ποικίλους οργανισµούς µε υψηλά ποσοστά 

αποτελεσµατικότητας. 
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1.3.1 Εφαρµογές της τεχνολογίας RNAi στο C. elegans 

 

 Η πρώτη εφαρµογή της τεχνολογίας του RNAi, πραγµατοποιήθηκε το 1995 από τους Su 

Guo and Ken Kemphues µε τη χρήση αντισηµαίνοντος RNA για την παρεµπόδιση ενός 

γονιδίου (par-1) στο Caenorhabditis elegans µε απώτερο σκοπό τη µελέτη της λειτουργίας 

του. Στη συνέχεια όµως, και µετά την ανακάλυψη από τους Fire και Mello (1998) ότι για την 

RNA παρεµβολή είναι υπεύθυνο το δίκλωνο RNA, αντί του αντισηµαίνοντος RNA, 

δοκιµάστηκαν διάφορες εφαρµογές για επιβεβαίωση της γονιδιακής αποσιώπησης µε 

dsRNA σε ενήλικους σκώληκες. Τα αποτελέσµατα κατέδειξαν ότι η εισαγωγή δίκλωνων 

µορίων RNA µπορεί να προκαλέσει ισχυρή µετα-µεταγραφική αδρανοποίηση ενδογενών 

γονιδίων που φέρουν οµόλογη αλληλουχία µε αυτά (Fire et al., 1998). 

 Αρχικά, το dsRNA αποδείχτηκε ότι µπορεί να εισαχθεί στον οργανισµό µε ένεση των 

γονάδων του σκώληκα (Fire et al., 1998), ενώ σε επόµενα πειράµατα που διεξήχθηκαν 

έδειξαν ότι το dsRNA θα µπορούσε να ενεθεί οπουδήποτε στο σκώληκα δίνοντας ακόµη 

µεταλλαγµένους φαινότυπους στο ενήλικο. Μια άλλη εναλλακτική περίπτωση ένεσης 

αποτέλεσε η ένεση πλασµιδιακού DNA υπό τον έλεγχο ενός υποκινητή του C. elegans, και 

το οποίο µπορεί να εκφραστεί σε dsRNA οδηγώντας έτσι στη γονιδιακή αποσιώπηση και 

στη µείωση συγκεκριµένου ενδογενούς mRNA. Επιπλέον, επιτυχηµένες προσπάθειες 

αποσιώπησης γονιδίων µε ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού αποδείχτηκαν η εµβάπτιση 

των νηµατωδών του  C. elegans σε διάλυµα dsRNA (Tabara et al., 1998)  ή ταΐζοντας τους 

µε  βακτήρια E. coli ειδικά κατασκευασµένα να παράγουν dsRNA (Timmons and Fire, 1998), 

οδηγώντας έτσι στην υιοθέτηση τους ως εναλλακτικές της ένεσης µεθόδους (Ohkumo et al., 

2008).  

 Συγκρίνοντας τις µεθόδους που χρησιµοποιούνται για την εφαρµογή του RNAi 

µηχανισµού έχουν δηµοσιευτεί κάποια βασικά συµπεράσµατα που αφορούν την ανάπτυξη 

του RNAi µέσω ένεση, εµβάπτισης ή διατροφής όπως φαίνονται πιο κάτω: 

 RNAi µε ένεση: το συντιθέµενο dsRNA ενίεται συνήθως σε νέα ενήλικα άτοµα. Μπορεί να 

εφαρµοστεί και σε πιο νεαρά άτοµα όµως είναι δυσκολότερη. Θεωρείτε η καλύτερη µέθοδος 

µεταφοράς του RNAi µηχανισµού από τους προγόνους στους απογόνους, επειδή µπορεί να 

δώσει τα πιο αξιόπιστα αποτελέσµατα όσο αφορά την αποσιώπηση γονιδίων. Ένα άλλο 

πλεονέκτηµα της µεθόδου αυτής είναι ότι µικρή ποσότητα dsRNA µπορεί να χρησιµοποιηθεί 

για τη διεξαγωγή πολλαπλών πειραµάτων (5-10µg dsRNA για περισσότερα από ένα 

πειράµατα) 

RNAi µε εµβάπτιση: οι σκώληκες οποιουδήποτε σταδίου ανάπτυξης µπορούν να 

ενυδατωθούν σε υψηλές συγκεντρώσεις dsRNA και να δώσουν εκµηδενιστικούς 

φαινότυπους είτε για αυτούς είτε για τους απογόνους τους. Πλεονέκτηµα αυτής της µεθόδου 
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αποτελεί το γεγονός ότι µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε ένα µεγάλο αριθµό ατόµων 

ταυτόχρονα ενώ απαιτεί µεγαλύτερες ποσότητες dsRNA από ότι η έγχυση µε ένεση (5-10µg 

dsRNA ανά πείραµα). 

RNAi µέσω διατροφής: οι σκώληκες ταΐζονται µε βακτήρια που παράγουν dsRNA και το 

αποτέλεσµα διαφαίνεται και µέσα από τους απογόνους. Αυτή η µέθοδος είναι πιο πολύ 

διαδεδοµένη εργαστηριακά και η πιο ανέξοδη, όµως δίνει λιγότερο εµφανή αποτελέσµατα 

από τις δύο προηγούµενες. Ένα σηµαντικό πλεονέκτηµα είναι ότι µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν άτοµα οποιουδήποτε σταδίου ανάπτυξης (Ahringer et al., 1992).  

 

 Αν και η εφαρµογή του RNAi ανακαλύφθηκε στο νηµατώδη C. elegans, η χρήση του 

dsRNA για την αποσιώπηση γονιδίων έχει γίνει γρήγορα ένα ευρέως χρησιµοποιηµένο 

εργαλείο για τη µελέτη της λειτουργίας γονιδίων και σε άλλους οργανισµούς, 

συµπεριλαµβανοµένων των θηλαστικών ( Tijsterman et al., 2002; Maine et al., 2000).  

 

 

1.3.2 Εφαρµογές της τεχνολογίας RNAi σε έντοµα 

 

 Τα τελευταία χρόνια ο τοµέας της µοριακής γενετικής εντόµων έχει ωφεληθεί πολύ από 

την ανάπτυξη µιας ποικιλίας νέων τεχνολογιών, καθώς και από τις πλήρεις ακολουθίες 

γονιδιωµάτων που είναι διαθέσιµες για ένα µεγάλο αριθµό εντόµων, συµπεριλαµβανοµένων 

των εντόµων µεγάλης ιατρικής και γεωργικής σπουδαιότητας. 

 Στην εντοµολογία, το RNAi χρησιµοποιείται ήδη για τη µελέτη των γονιδίων που 

εµπλέκονται στο µηχανισµό ενεργοποίησης του RNAi και για τον προσδιορισµό και την 

έκφραση γονιδίων που εµπλέκονται σε µονοπάτια σηµατοδότησης (gene cascades) κυρίως 

στη Drosophila melanogaster (Roignant et al., 2003; Bischoff et al., 2006; Miller et al., 2008; 

Dzitoyeva et al., 2001), Tribolium castaneum (Tomoyasu and Denell, 2004; Fujita et al., 

2006; Konopova and Jindra, 2008; Parthasarathy and Palli, 2009) και Bombyx mori (Quan et 

al., 2002; Ohnishi et al., 2006). 

 

 

1.3.2.1  Εισαγωγή dsRNA µέσω ένεσης 

 

1.3.2.1a Drosophila melanogaster 

 Η πρώτη επιτυχηµένη εφαρµογή του RNAi µηχανισµού σε Drosophila 

πραγµατοποιήθηκε µετά από ένεση dsRNA στην κοιλιακή χώρα ενήλικων µυγών, και κατά 

την οποία µελετήθηκαν και χαρακτηρίστηκαν  γονίδια που εκφράζονται στο κεντρικό νευρικό 
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σύστηµα (ΚΝΣ). Συγκεκριµένα, η µελέτη αποσκοπούσε την γονιδιακή αποσιώπηση δύο 

γονιδίων, του διαγονιδίου lacZ (που κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη µε ενεργότητα β-

γαλακτοσιδάσης) και του γονιδίου GM06434 ( το οποίο είναι οµόλογο µε το γονίδιο nrf- nose 

resistant to fluoxetine-  στο C. elegans). Το διαγονίδιο lacZ χρησιµοποιήθηκε για το 

σχηµατισµό δύο διαγονιδιακών σειρών εντόµων, όπου στην µια σειρά εκφραζόταν στην 

κοιλιακή περιοχή ενώ στην άλλη σειρά  στο ΚΝΣ.  

 Η µεθοδολογία συµπεριλάµβανε διατήρηση των εντόµων στους 25°C, και σχετικής 

υγρασίας  50-60%, µε σύστηµα 12ώρου φωτοπεριοδισµού. Η τροφή που τους χορηγήθηκε 

περιλάµβανε µαγιά σε σκόνη, σιρόπι καλαµποκιού και άγαρ. Τα έντοµα που διαλέχτηκαν για 

την πραγµατοποίηση των πειραµάτων ήταν 4-8 ηµερών (ενήλικα άτοµα), τα οποία αρχικά  

αναισθητοποιήθηκαν µε CO2, και στη συνέχεια ενέθηκαν µε διάλυµα dsRNA συγκέντρωσης 

0.15-1.6 g l-1 (0.8 g l-1 στα περισσότερα πειράµατα). 

 Τα αποτελέσµατα κατέδειξαν ότι επιτεύχθηκε ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού και 

στις δύο σειρές των διαγονιδιακών εντόµων µε απώλεια λειτουργίας της β-γαλακτοσιδάσης. 

Συγκεκριµένα, υψηλές συγκεντρώσεις dsRNA (0.8-1.6 g l-1) εµφάνισαν αποτελέσµατα 

µετά από 24 ώρες ενώ χαµηλότερες συγκεντρώσεις (0.5 g l-1) µετά από 48 ώρες. 

Αποσιώπηση γονιδιακής έκφρασης επιτεύχθηκε και στο ενδογενές γονίδιο GM06434 στις 

περιοχές που εκφράζεται (στο ΚΝΣ και στην περιφέρεια του εντόµου). Γενικά, από τη µελέτη 

αυτή αποδείχτηκε ότι ο RNAi µηχανισµός µπορεί να ενεργοποιηθεί µε  ένεση του dsRNA, µε 

υψηλά ποσοστά επιτυχίας ακόµη και σε ενήλικα άτοµα (Dzitoyeva et al., 2001). 

 

 

1.3.2.1b Tribolium castaneum 

 Ένα άλλο παράδειγµα εφαρµογής µέσω ένεσης του RNAi µηχανισµού για προσδιορισµό 

της λειτουργίας γονιδίων αναφέρεται στο Tribolium castaneum, το οποίο ανήκει στα 

κολεόπτερα και είναι το γνωστό κόκκινο σκαθάρι αλευριού. Σε αυτό ανιχνεύτηκαν CTLP 

(Chymotrypsin-like peptidases) γονίδια δίνοντας έτσι αφορµή για την ταυτοποίηση τους και 

τον προσδιορισµό της λειτουργίας τους. Συγκεκριµένα, ταυτοποιήθηκαν 14 TcCTLP γονίδια 

από τα οποία ορισµένα εκφράζονταν σε εµβρυϊκά στάδια, άλλα σε προνυµφικά στάδια και 

µερικά σε νυµφικά στάδια. Όλα τα γονίδια εκφράζονταν στο µεσέντερο για πέψη ενώ δυο 

από αυτά, TcCTLP-6C και TcCTLP-5C, ταυτοποιήθηκαν και στο έκδυµα των σκαθαριών 

υποθέτοντας ότι ίσως να συµµετέχουν και αυτά κατά τη διάρκεια της έκδυσης 

(προηγούµενες αναφορές λεπιδόπτερων). Για επιβεβαίωση της υπόθεσης χρησιµοποίησαν 

RNAi πειράµατα µε ένεση dsRNA που στόχευαν TcCTLP γονίδια, εκ των οποίων τα δύο 

ήταν συµπληρωµατικά µε τα TcCTLP-6C και TcCTLP-5C, και από τα οποία συµπέραναν ότι 

η αποσιώπηση των δύο αυτών γονιδίων προκαλούσε σηµαντικές ανωµαλίες κατά την 

διάρκεια της έκδυσης (Broehan et al., 2009). 
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1.3.2.1c Bombyx mori 

 Το Bombyx mori ήταν και αυτό ένα από τα έντοµα στα οποία διεξήχθηκαν διάφορες 

πειραµατικές εφαρµογές για την ανάπτυξη του RNAi µηχανισµού και τη χρησιµοποίηση των 

βασικών του ιδιοτήτων για προσδιορισµό της λειτουργίας γονιδίων και µηχανισµών. 

Συγκεκριµένα, ο µεταξοσκώληκας B. mori ήταν η πρώτη περίπτωση λειτουργικής ανάλυσης 

των Ubx γονιδίων (Hox genes Ultrabithorax) σε λεπιδόπτερα. Η εφαρµογή του RNAi 

µηχανισµού επιτεύχθηκε µε έγχυση του Bm-Ubx dsRNA µε ένεση σε έµβρυα B. mori, 

θέλοντας να διερευνήσουν εάν όντως τα γονίδια αυτά κατέστελλαν το σχηµατισµό των 

κοιλιακών εξαρτηµάτων όπως και σε άλλα έντοµα. Η γονιδιακή αποσιώπηση του Bm-Ubx 

γονιδίου που προκλήθηκε στις προνύµφες επέτρεψε το σχηµατισµό θωρακικών 

εξαρτηµάτων (ποδιών), συµπεραίνοντας ότι το γονίδιο αυτό δρα ως καταστολέας µε τον ίδιο 

µηχανισµό, όπως συνέβαινε σε άλλα έντοµα (Masumoto  et al., 2009). 

 

 

1.3.2.1d Harmonia axyridis 

  Η µέθοδος της έγχυσης µε ένεση dsRNA χρησιµοποιήθηκε επίσης στην περίπτωση του 

σκαθαριού H. axyridi για τη µελέτη και διευκρίνηση των µοριακών µηχανισµών στους 

οποίους ευθύνεται η ποικιλοµορφία των χρωµάτων στα φτερά και για τον προσδιορισµό των 

γονιδίων που λαµβάνουν µέρος σε αυτήν την αναπτυξιακή διαδικασία. 

Σύµφωνα µε προηγούµενες µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν στη Drosophila melanogaster 

χρησιµοποιήθηκε ως φορέας µετασχηµατισµού των γαµετικών σειρών το piggyBac, ένα 

µικρό µεταθετό στοιχείο µε αναστρέψιµες επαναλήψεις. Σε αυτόν περιλαµβανόταν ένα 

γονίδιο µάρτυρας το EGFP γονίδιο που κωδικοποιεί µια πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη και 

το οποίο χρησιµοποιήθηκε για τη µέτρηση της αποδοτικότητας του µετασχηµατισµού. Σε 

αυτό το σηµείο εφάρµοσαν την RNAi µέθοδο µε µικροέγχυση EGFP dsRNA σε συγκιτιακά 

βλαστοδέρµατα µετασχηµατισµένων H. axyridis εµβρύων που εξέφραζαν την EGFP µε 

σκοπό την περαιτέρω ανάλυση της λειτουργίας των γονιδίων κατά την διάρκεια της 

εµβρυογένεσης. Σύµφωνα µε τον EGFP φθορισµό στις εκκολαπτόµενες προνύµφες 

παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση EGFP έκφρασης συµπεραίνοντας ότι το RNAi µπορεί να 

εφαρµοστεί µε µεγάλη επιτυχία στα εµβρυϊκά H. Axyridis (Kuwayama et al., 2006). 

 

 

1.3.2.1e Apis mellifera  

 Ο µηχανισµός του RNAi µέσω ένεσης εφαρµόστηκε και σε ενήλικα άτοµα µελισσών Apis 

mellifera  για τη µελέτη των αλληλεπιδράσεων µεταξύ γονιδίων που λαµβάνουν µέρος στο 

ανοσοποιητικό σύστηµα.  
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 Ένα από τα γονίδια που εξετάστηκαν ήταν το Relish που κωδικοποιεί ένα µεταγραφικό 

παράγοντα και παίζει καθοριστικό ρόλο στη σηµατοδότηση του IMD µονοπατιού. Η έκφραση 

αυτού του γονιδίου µπορεί να µειωθεί (µέχρι και 70%) µε το RNAi και ταυτόχρονα να 

επηρεάσει την έκφραση αντιµικροβιακών γονιδίων που βρίσκονται καθοδικά στο IMD 

µονοπατιού. Στην πραγµατικότητα, η έκφραση αυτών των γονιδίων δεν επηρεάστηκε άµεσα 

από την RNA παρεµβολή αλλά έµµεσα, γιατί το dsRNA που είχε ενεθεί παρουσίαζε 

οµολογία µόνο µε το Relish γονίδο, αποδεικνύοντας την αλληλεπίδραση µεταξύ των 

γονιδίων και πώς επηρεάζονται το ένα από το άλλο. Ο RNAi µηχανισµός εφαρµόστηκε µε 

µικροένεση Relish dsRNA των µελισσών και χρησιµοποιήθηκαν διαφορετικές 

συγκεντρώσεις είτε µη νοηµατικού dsRNA (τµήµα αλληλουχίας που φέρει πρόωρο 

κωδικόνιο λήξης αλλάζοντας το αναγνωστικό πεδίο, δεν µεταφράζεται σε πρωτεΐνη), είτε  

Relish dsRNA (Schlüns et al., 2007). 

 

 

1.3.2.2  Εισαγωγή dsRNA µέσω διατροφής 

 

 Τα περισσότερα πειράµατα εφαρµογής της τεχνολογίας RNAi έχουν πραγµατοποιηθεί 

µέσω µικροένεσης των dsRNAs στον οργανισµό, ο οποίος όπως αναφέρθηκε δεν µπορεί να 

εφαρµοστεί στο πεδίο. Μερικές εναλλακτικές λύσεις της µικροένεσης έχουν χρησιµοποιηθεί 

συµπεριλαµβανοµένης της εµβάπτισης των εµβρύων σε διάλυµα dsRNA, µέσω τροφής µε 

βακτήρια που εκφράζουν dsRNA και µε τη χρήση ανασυνδιασµένων ιών που φέρουν 

αλληλουχίες dsRNA. Εντούτοις, η χορήγηση του dsRNA µε την τροφή για την ενεργοποίηση 

του RNAi µηχανισµού µπορεί να θεωρηθεί προτιµότερη από τις ήδη προαναφερθείσες 

περιπτώσεις λόγω του εύκολου χειρισµού της, του ότι είναι πιο οικονοµική αλλά και λιγότερο 

χρονοβόρα. Για τους λόγους αυτούς, οι προσπάθειες και το ενδιαφέρον των ερευνητών 

έχουν στραφεί στην ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού µέσω της τροφής, οδηγώντας σε 

µία “έκρηξη” δηµοσιεύσεων. 

 Αρχικά, η εφαρµογή αυτής της µεθόδου ήταν αποθαρρυντική στα έντοµα λόγω των 

αποτελεσµάτων που προέκυψαν στις προνύµφες Spodoptera litura µετά από σίτιση dsRNA 

για αποσιώπηση του γονιδίου που κωδικοποιούσε την αµινοπεπτιδάση Ν. Επίσης 

αποτυχηµένη ήταν και η προσπάθεια σίτισης µε ανασυνδιασµένες ζήµες που παρήγαγαν  

dsRNA σε Drosophila.  

 Εντούτοις, οι πιο πρόσφατες µελέτες έχουν παρουσιάσει επιτυχία σε µερικά είδη 

εντόµων συµπεριλαµβανοµένων των ηµίπτερων, των κολεόπτερων και των λεπιδόπτερων. 

Συγκεκριµένα, οι µελέτες των Nunes και Simões (2009), οι οποίοι αποσιώπησαν τη 

βιτελογενίνη στη µέλισσα Apis mellifera µέσω της τροφής ή των Walshe et al. (2009) που 

πέτυχαν την ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού επίσης µέσω της τροφής στη µύγα τσε τσε, 
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Glossina morsitans morsitans αποτελούν καλό οιωνό για την επιτυχηµένη εφαρµογή της 

µεθόδου.    

 

 

1.3.2.2a Glossina morsitans morsitans  

 Η Glossina morsitans morsitans ανήκει στα δίπτερα: Glossina, γνωστή ως µύγα τσε τσε 

και µεταδίδει Αφρικανικά τρυπανοσώµατα διαφόρων ειδών, προκαλώντας διάφορες 

ανθρώπινες ασθένειες. 

 Στη συγκεκριµένη έρευνα, µελετήθηκε η προώθηση του φαινοµένου RNAi µέσω σίτισης 

των µυγών τσε τσε µε dsRNA. Αυτό έγινε, γιατί η µεταφορά dsRNA µε ένεση στις µύγες ήταν 

λιγότερο ιδανική λόγω έρευνας των άνοσων αποκρίσεων και λόγω σχετικά υψηλών 

ποσοστών θνησιµότητας που περιπλέκουν την ερµηνεία των αποτελεσµάτων. Για 

παράδειγµα, οι µύγες που επέζησαν µπορεί να οφειλόταν στη µη επιτυχηµένη αποσιώπηση 

γονιδίων. Το θέµα που απασχόλησε ήταν η συγκριτική ανάλυση σε µεταγραφικό και 

πρωτεϊνικό επίπεδο δύο ανοσο-εξαρτώµενων γονιδίων, το TsetseEP, το οποίο εκφράζεται 

στο µεσέντερο και το 2A192 που εκφράζεται σε άλλα όργανα εκτός του εντέρου. 

 Τα συµπεράσµατα που προέκυψαν είναι ότι µε εισαγωγή του dsRNA προκλήθηκε 

σίγηση του TsetseEP γονιδίου, σε αντίθεση µε το 2A192 που συνέχισε να εκφράζεται 

(Lehane et al., 2008). Η ερµηνεία που δόθηκε ήταν  στο γεγονός ότι το dsRNA που 

χορηγήθηκε µε τροφή (αίµα) ήταν περισσότερο δραστικό στο µεσέντερο προκαλώντας 

αποσιώπηση γονιδίων, παρά σε άλλα όργανα του εντόµου που δεν παρουσίαζαν το 

φαινόµενο, είτε λόγω του επιθηλιακού φραγµού του εντέρου είτε λόγω µικρής ποσότητας 

του dsRNA, εµποδίζοντας το έτσι να µεταφερθεί σε άλλους ιστούς. Ένα πλεονέκτηµα όµως 

του εντερικού επιθηλίου ως φραγµός είναι ότι περιορίζει τη διάδοση του dsRNA σε 

παρακείµενες περιοχές µε αποτέλεσµα να αποτρέπει την στόχευση οµόλογων ή συγγενικών 

γονιδίων µε το γονίδιο-στόχο σε αντίθεση µε το dsRNA που ενίεται. 

  Επίσης, στη συγκεκριµένη εργασία αναφέρεται ότι η µεταφορά του dsRNA µέσω σίτισης 

µε αίµα είναι πιο αποτελεσµατική παρά µε µια τεχνητή τροφή, η οποία µπορεί να 

προκαλέσει οποιεσδήποτε επιπλοκές στο έντοµο εκτός από το επιθυµητό αποτέλεσµα. Αυτό 

αποδείχθηκε και από µια δεύτερη µελέτη που πραγµατοποιήθηκε στα  I. scapularis και 

Rhodnius prolixus, τα οποία ταϊστήκαν µε τεχνητή τροφή (Soares et al., 2005; Araujo et al., 

2006). Ανάλογα µε τα διάφορα είδη των εντόµων παρουσιάζονται και διαφορετικές συνθήκες 

στο περιβάλλον του µεσεντέρου µε επακόλουθο το εντερικό επιθήλιο να επιδρά µε 

διάφορους τρόπους στη µεταφορά του dsRNA µετά τη σίτιση. Για παράδειγµα, η έκφραση 

του γονιδίου της αµινοπεπτιδάσης Ν στο έντερο της προνύµφης S. litura πιο εύκολα 

αποκρίνεται στο µηχανισµό του RNAi µετά από ένεση του dsRNA, παρά µέσω διατροφής 

(Rajagopal et al., 2002). 
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1.3.2.2b Epiphyas postvittana  

 Το E. postvittana ανήκει στα Lepidoptera: Tortricidae και προσβάλλει κυρίως τα µήλα. 

Όσο αφορά την περίπτωση του συγκεκριµένου εντόµου, ο µηχανισµός του RNAi 

χρησιµοποιήθηκε µε σκοπό την εξέταση γονιδίων που εκφράζονται σε διαφορετικές χωρικές 

και χρονικές θέσεις του εντόµου. Αυτό επιτεύχθηκε µε εισαγωγή του dsRNA µέσω 

διατροφής σε προνύµφες E. postvittana για την αποσιώπηση γονιδίων που εκφράζονται στο 

έντερο. Τα δύο γονίδια που απασχόλησαν στη συγκεκριµένη µελέτη είναι το EposCXE1 που 

κωδικοποιεί την καρβοξυλ-εστεράση 1 στο έντερο του E. postvittana και το άλλο είναι το 

EposPBP1 που κωδικοποιεί την πρωτεΐνη 1 των φεροµονών, στις αντένες. Το EposCXE1 

εκφράζεται στο ανήλικο άτοµο κατά τα πρώτα στάδια ζωής ενώ τα επίπεδα του EposPBP1 

είναι µη ανιχνεύσιµα. Ακριβώς αντίθετα αποτελέσµατα παρουσιάζονται όταν το άτοµο 

ενηλικιωθεί. Στα στάδια της νύµφης και τα δύο γονίδια είτε δεν εκφράζονται ή εκφράζονται 

πολύ λίγο.   

 Η µεθοδολογία περιλάµβανε νηστεία των E. postvittana προνυµφών για 48ώρες και 

έπειτα σίτισή τους µε dsRNA αραιωµένο σε σουκρόζη. Κάθε έντοµο έλαβε 1µg dsRNΑ. Τα 

αποτελέσµατα της µελέτης κατέδειξαν ότι τα χαµηλότερα επίπεδα των µεταγράφων του 

EposCXE1 γονιδίου εµφανίστηκαν µετά από 7 ηµέρες µε dsRNA διατροφή σε σύγκριση µε 

αυτά των εντόµων control τα οποία είχαν ταϊστεί µε διάλυµα σουκρόζης για το ίδιο χρονικό 

διάστηµα. Αντιθέτως, τα επίπεδα των µεταγράφων του EposPBP1 παρουσίασαν επίσης 

µείωση στo ενήλικο άτοµο, αφού όµως είχε προηγηθεί τάισµα σε προνυµφικό στάδιο µε 

EposPBP1 dsRNA (Turner et al., 2006). 

 

 

 

1.4 Athalia rosae και γονίδιο white  

 

 Μια εντελώς διαφορετική µελέτη ήταν αυτή που εξέταζε τη λειτουργία του Ar white 

γονιδίου των µατιών στο υµενόπτερο Athalia rosae. Οι λόγοι που οδήγησαν στην  επιλογή 

του συγκεκριµένου γονιδίου ήταν η καθιέρωση του RNAi µηχανισµού, εξετάζοντας την 

ανάπτυξη ενός πρόσθετου ορατού δείκτη µετασχηµατισµού του εντόµου. Με έρευνα που 

έγινε στη Drosophila melanogaster το γονίδιο κωδικοποιεί ένα µεµβρανικό µεταφορέα που 

ανήκει στην υπεροικογένεια µεταφορέων ABC (ATP-binding cassette) (O’Hare et al.,1983; 

1984) και ο οποίος είναι υπεύθυνος για τη µεταφορά πρόδροµων χρωστικών ουσιών των 

µατιών στα κύτταρα σε συνεργασία µε άλλους µεταφορείς. Συγκεκριµένα το ετεροδιµερές 

που σχηµατίζεται µε το προϊόν του γονιδίου scarlet λειτουργεί σαν µεταφορέας τρυπτοφάνης, 

ενώ το ετεροδιµερές που σχηµατίζεται από το προϊόν του γονιδίου brown λειτουργεί σαν 

µεταφορέας γουανίνης. Μια ατέλεια στο γονίδιο white προκαλεί τον ανεπαρκή σχηµατισµό 
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και των δύο µεταφορέων οδηγώντας σε ένα εκµηδενιστικό άσπρο (άχρωµο) φαινότυπο 

µατιών. Εποµένως, οι επιδράσεις του RNAi στην έκφραση του γονιδίου των µατιών µπορεί 

να ελεγχθεί εύκολα ανάλογα µε το φαινότυπο από τις αλλαγές στο χρώµα µατιών. Τα 

συντιθέµενα dsRNA αφού εγχύθηκαν µε ένεση σε αυγά αγρίου τύπου θηλυκών ατόµων  

στόχευσαν τα  Ar white µετάγραφα προκαλώντας µια µείωση στα επίπεδα των αρχικών 

µεταγράφων, οδηγώντας έτσι σε ένα φαινότυπο µε τα εµβρυϊκά µάτια να είναι άσπρα 

χρωµατισµένα.  

 Τα αποτελέσµατα εµφανίστηκαν κατά τρόπο ανάλογο της δόσης, είτε σε εµβρυϊκό στάδιο 

είτε στο στάδιο της νύµφης, όχι όµως σε προνυµφικό στάδιο ή σε ενήλικα άτοµα (η µελέτη 

αποτέλεσε την πρώτη αναφορά της έκφρασης του γονιδίου κατά την εµβρυογένεση) 

(Sumitani et al., 2005). Το πρότυπο έκφρασης του γονιδίου των µατιών στο A. rosae  

συγκρίθηκε µετέπειτα, µε πρότυπα έκφρασης οµόλογων γονιδίων σε άλλους οργανισµούς, 

όπως για παράδειγµα  µε το µεταξοσκώληκα B. Mori, στον οποίο η έκφραση ανιχνεύεται 

κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης και σε νυµφικά στάδια (Abraham et al., 2000). Οι 

προνύµφες των symphytan υµενόπτερων και των λεπιδόπτερων εµφανίζουν δοµικές και 

λειτουργικές διαφορές µεταξύ τους (Gilbert,1994). Ενώ στα δίπτερα, επειδή στερούνται την 

ύπαρξη µατιών κατά τα προνυµφικά στάδια, το πρότυπο έκφρασης παρουσιάζεται σε 

νυµφικά στάδια και κατά την ενηλικίωση.  
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1.5 Σκοπός της εργασίας  

Η παρεµβολή RNA (RNAi) είναι ένα φαινόµενο κατά το οποίο µικροί τύποι µορίων RNA, 

miRNA και siRNA, δεσµεύονται σε συγκεκριµένα RNA, αποσιωπώντας την έκφραση 

γονιδίων. Η αξία του RNAi εκτείνεται πέραν της βιολογικής του σηµασίας, αφού αποτελεί ένα 

ευρέος διαδεδοµένο πειραµατικό υλικό στη γονιδιακή αποσιώπηση, αποτελώντας µια 

χρήσιµη προσέγγιση για τη µελέτη γονιδίων, µονοπατιών σηµατοδότησης και κατ’ επέκταση 

τη µελέτη σε επίπεδο οργανισµού. Για το λόγο αυτό, θα ήταν ιδιαίτερα ενδιαφέρον αν η 

χρήση του επεκτεινόταν σε διάφορους οργανισµούς και κυρίως σε αυτούς που σχετίζονται 

µε τον άνθρωπο µε ποικίλους τρόπους (όπως για παράδειγµα στη γεωργία, υγεία ή και σε 

ερευνητικούς τοµείς). Ένα τέτοιο παράδειγµα αποτελεί και η µύγα της Μεσογείου ή ο δάκος 

της ελιάς, τα οποία θεωρούνται έντοµα µεγάλης βιολογικής και οικονοµικής σηµασίας αφού 

προσβάλλουν πλήθος καλλιεργούµενων φρούτων και ελαιόδεντρων, αντίστοιχα, 

προκαλώντας έτσι τεράστιες καταστροφές.  

Σκοπός της παρούσας διπλωµατικής εργασίας ήταν η εφαρµογή του µηχανισµού  RNAi 

στη µεσογειακή µύγα και το δάκο µε την ελπίδα να  επιφέρει τα ίδια ενθαρρυντικά 

αποτελέσµατα όπως και σε προηγούµενες µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν σε πλήθος 

οργανισµών και εντόµων. Η χορήγηση του dsRNA δοκιµάστηκε διαµέσου της τροφής, ώστε 

να µελετηθεί η αποτελεσµατικότητάς της ή όχι, εφόσον θεωρείτε η προτιµότερη από όλες τις 

µεθόδους, λόγω του εύκολου χειρισµού της, λόγω του ότι είναι πιο οικονοµική αλλά και 

λιγότερο χρονοβόρα. Το γονίδιο που επιλέχθηκε ήταν το white, το οποίο εκφράζεται στα 

µάτια και η αποσιώπηση του προκαλεί λευκό χρωµατισµό, ώστε να είναι άµεση η 

παρατήρηση της επιτυχηµένης αποσιώπησης. Η µέθοδος δοκιµάστηκε για διαφορετική 

χρονική διάρκεια χορήγησης, µε διαφορετικές συγκεντρώσεις για τον προσδιορισµό των 

καλύτερων συνθηκών που θα µπορούσαν να προκαλέσουν τη σίγηση. 

Η παρούσα µελέτη αποσκοπεί στην ανάπτυξη και εφαρµογή της τεχνολογίας του RNAi 

στη µύγα της Μεσογείου και το δάκο, στα οποία µέχρι πρότινος δεν έχει αναφερθεί κάποια 

δηµοσίευση ιδιαίτερης σηµασίας και η οποία µπορεί να αποτελέσει ορόσηµο για το µέλλον 

αφενός για τη χρήση του RNAi στα συγκεκριµένα έντοµα και αφετέρου για την ανάπτυξη 

πλήθος εφαρµογών. Τέτοιες εφαρµογές θα µπορούσαν να περιλαµβάνουν αποσιώπηση 

σηµαντικών γονιδίων για προσδιορισµό της λειτουργίας τους, βοηθώντας έτσι στον 

εµπλουτισµό των διαθέσιµων µοριακών πληροφοριών ή και χρήση του µηχανισµού ως 

µέθοδος καταπολέµησης των πληθυσµών των εντόµων µε δηµιουργία εξειδικευµένων 

εντοµοκτόνων και φιλικότερων προς το περιβάλλον. 
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2. ΜΕΘΟ∆ΟΙ ΚΑΙ ΥΛΙΚΑ 

 

2.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης  

 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) αποτελεί µια γρήγορη, εύκολη και 

οικονοµική τεχνική, η οποία σταδιακά αποκτά συνεχώς διευρυνόµενες κλινικές και 

διαγνωστικές εφαρµογές στη Μοριακή Βιολογία και Γενετική. Είναι µια ευαίσθητη µέθοδος 

που επιτρέπει τον ενζυµικό πολλαπλασιασµό µεγάλου αριθµού αντιγράφων γνωστής 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας από ένα µόνο µόριο DNA. Επινοήθηκε και εφαρµόστηκε αρχικά  

από τον Kary Mullis το 1983, ο οποίος και τιµήθηκε µε το βραβείο Nobel Χηµείας το 1993.   

 

 

Υλικά 

1. DNA:  Η ποσότητα του γενετικού µας υλικού εξαρτάται από την αντιπροσώπευση 

των υπό µελέτη αλληλουχιών. Στη περίπτωση γονιδιωµατικού DNA και µελέτης 

µοναδικής αλληλουχίας (single copy), τότε η αντίδρασή  θα περιέχει 5-40ng. 

Αντίθετα, όταν η υπό µελέτη αλληλουχία είναι κλωνοποιηµένη σε πλασµιδιακό 

φορέα, η ποσότητα κυµαίνεται από 1pg έως 1ng διότι η αλληλουχία υπάρχει σε 

πολλαπλά αντίγραφα.  

2. Ρυθµιστικό διάλυµα (buffer):  Το ρυθµιστικό διάλυµα είναι υπεύθυνο για τη 

διατήρηση των κατάλληλων συνθηκών (ιοντική ισχύ, pH) ώστε να επιτευχθεί τη 

µέγιστη απόδοση της αντίδρασης. Η τελική του συγκέντρωση στην αντίδραση 

πρέπει να είναι 1Χ. 

3. MgCl 2 : Το ιόντα Mg2+ είναι απαραίτητα για τη σωστή λειτουργία της 

πολυµεράσης γιατί σχηµατίζουν διαλυτά σύµπλοκα µε τα dNTPs τα οποία θα 

αποτελέσουν το υπόστρωµα της πολυµεράσης. Η συγκέντρωση του MgCl2 

µπορεί να κυµανθεί από 0.5mM εώς 4mM. Όσο µεγαλύτερη συγκέντρωση 

άλατος περιέχει η αντίδραση τόσο µειώνεται η ειδικότητα της πολυµεράσης.  

4. 5΄ τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs):  Τα δεοξυριβονουκλεοτίδια 

αποτελούν τις βάσεις A,T,G,C που θα χρησιµοποιηθούν από την πολυµεράση 

για την επέκταση των εκκινητών. Η επιθυµητή ποσότητά τους είναι 0,5 mM ανά 

αντίδραση από το καθένα. 

5. Ειδική DNA πολυµεράση (Taq):  Η θερµοσταθερή πολυµεράση του βακτηρίου 

Thermus aquaticus είναι υπεύθυνη για την προσθήκη των νουκλεοτιδίων στις 

νεοσυντιθέµενες αλυσίδες µε ταχύτητα 1000bp ανά λεπτό (Watson, 2007). Μια 

ενζυµική µονάδα (1Unit) είναι αρκετή για µια αντίδραση.  



 25 

6. Εκκινητές (Primers): Οι εκκινητές απoτελούν ζεύγος ολιγονουκλεοτιδίων τα 

οποία αποτελούν τα εκκινητικά µόρια για τη σύνθεση των νέων αλυσίδων. Η 

συγκέντρωση των εκκινητών πρέπει να είναι µεταξύ 0,4- 0,6µΜ. Οι εκκινητές που 

χρησιµοποιούνται στην παρούσα εργασία είναι :  

dsRNaF-WhCc 
5’- GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCTGTAATGGGCAGTTCTGG-3’ 
dsRNaR-WhCc 
5’- GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGGCGATAGCTTTTTCAACACC-3’ 
 

(Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν φέρουν ειδικές αλληλουχίες που αναγνωρίζονται από την Τ7 

RNA πολυµεράση ώστε να µπορέσει συνδεθεί και να ξεκινήσει τον πολυµερισµό κατά την in vitro 

RNA µεταγραφή). 

 

 

Μέθοδος 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης ( PCR) αποτελεί µια µοριακή τεχνική που έχει ως 

στόχο την ενίσχυση µιας συγκεκριµένης αλληλουχίας από ένα µόριο-στόχο DNA. Η µέθοδος 

αυτή βασίζεται σε επαναλαµβανόµενους κύκλους µε εναλλαγές στη θερµοκρασία που έχουν 

ως  στόχο: 

a. Την αποδιάταξη του δίκλωνου DNA-στόχου σχηµατίζοντας δυο µονόκλωνες 

αλυσίδες ώστε να υβριδοποιηθούν οι εκκινητές. Η αποδιάταξη πραγµατοποιείται 

σε υψηλή θερµοκρασία, 94-95 οC. 

b. Την υβριδοποίηση των εκκινητών (primers) µε τις µονόκλωνες αλυσίδες DNA. Η 

υβριδοποίηση πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία περίπου 5 οC κάτω από τη 

θερµοκρασία τήξης (Tm) των εκκινητών (Ta= Tm-5). Η θερµοκρασία τήξης 

υπολογίζεται σύµφωνα µε τον τύπο των Thein και Wallace Tm= 4*(αριθµός 

βάσεων G+C) +2*(αριθµός βάσεων A+T).   

c. Τον πολυµερισµό- επιµήκυνση των νεοσυντιθέµενων αλυσίδων σε θερµοκρασία 

72-74 οC. Για τον πολυµερισµό χρησιµοποιείται η Taq DNA πολυµεράση.  

Tα παραπάνω βήµατα επαναλαµβάνονται για αρκετούς κύκλους (συνήθως 30 

κύκλοι), έως ότου συντεθεί αρκετό προϊόν. Η αντίδραση είναι εκθετική και ένα µόριο DNA 

δίνει µετά από 30 επαναλήψεις της αντίδρασης περίπου 109 µόρια DNA. 
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Το πρόγραµµα αντίδρασης PCR είναι: 

Στάδιο Θερµοκρασία Χρόνος Κύκλος 

Αποδιάταξη 94 οC 4min 1 

Αποδιάταξη 94 οC 30sec  

30 Υβριδισµός 50 οC 30sec 

Πολυµερισµός 72 οC 45sec 

Τελικός 

πολυµερισµός 

72 οC 5min 1 

∆ιατήρηση 4 οC - - 

    

 
Στην αντίδραση PCR προστίθενται: 

 

DNA  

επιθυµητή 

ποσότητα 

Buffer   1Χ 

MgCl 2 1,5mM 

dNTPs 0,8mM 

(total) 

Εκκινητής F 0.5µΜ 

Εκκινιτής  R  Ο,5µΜ 

Taq DNA 

πολυµεράση 

 1 unit 

ddH 2O  έως τον 

τελικό 

όγκο 

 

1. Προσθέτουµε σε αποστειρωµένα σωληνάκια PCR την επιθυµητή ποσότητα του 

DNA και των υπόλοιπων συστατικών της αντίδρασης 

2. Τοποθετούµε τα σωληνάκια PCR σε θερµοκυκλοποιητή µε το κατάλληλο 

πρόγραµµα 

 

� Όλες οι διεργασίες πραγµατοποιούνται σε αποστειρωµένες συνθήκες 

� Το ρυθµιστικό διάλυµα και το MgCl2 χρειάζονται καλή ανάδευση πριν 

χρησιµοποιηθούν. 
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Η απόδοση µιας PCR αντίδρασης εξαρτάται από µια σειρά παραγόντων όπως η 

συγκέντρωση των Mg2+, ο αριθµός των κύκλων και η χρονική τους διάρκεια, η πολυµεράση 

που χρησιµοποιείται, η θερµοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών στις µονόκλωνες 

αλυσίδες του DNA-στόχου και τέλος ο σωστός σχεδιασµός των εκκινητών. 

 

 

2.2 Ηλεκτροφόρηση 

 

Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό, την 

αποµόνωση και την ταυτοποίηση µορίων DNA (Sambrook et al., 1989). Η βασική αρχή 

στηρίζεται στο φαινόµενο κατά το οποίο µόρια νουκλεϊκών οξέων τα οποία διαφέρουν ως 

προς το ηλεκτρικό τους φορτίο, το µέγεθος και το σχήµα τους κινούνται µε διαφορετικές 

ταχύτητες σύµφωνα µε την κινητικότητα µέσα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο και έτσι είναι δυνατόν 

να διαχωριστούν σε κατάλληλες συνθήκες, διατηρώντας µάλιστα τις βιολογικές τους 

ιδιότητες.  Συγκεκριµένα τα φορτισµένα µόρια µέσα σε υδάτινα διαλύµατα και κάτω από την 

επίδραση του ηλεκτρικού πεδίου, κινούνται προς το θετικό πόλο λόγω του αρνητικού 

φορτίου που φέρουν σε ουδέτερο pH.  

Η κινητικότητα αυτή εξαρτάται από την σταθερά pK και το µοριακό βάρος των 

φορτισµένων σωµατιδίων, και συγκεκριµένα η µετακίνηση του DNA είναι αντιστρόφως 

ανάλογη του λογαρίθµου του µοριακού του βάρους. Όσο πιο µικρό το µέγεθος του DNA 

τόσο πιο γρήγορα µετακινείται προς το θετικό πόλο. Άλλοι παράγοντες που µπορούν να 

επηρεάσουν την κινητικότητα είναι το pH και η συγκέντρωση του ρυθµιστικού διαλύµατος 

(buffer), η ένταση του ηλεκτρικού πεδίου, η θερµοκρασία καθώς και η φύση του υλικού µέσα 

στο οποίο γίνεται η ηλεκτροφόρηση. 

Μόρια DNA µεγέθους 200 bp έως 50 kb µπορούν να διαχωριστούν σε πηκτώµατα 

αγαρόζης διαφόρων συγκεντρώσεων. Όσο πιο πυκνή η συγκέντρωση του πηκτώµατος σε 

αγαρόζη τόσο πιο υψηλή η διαχωριστική ικανότητα του πηκτώµατος.  

Το DNA γίνεται ορατό όταν εκτεθεί σε UV ακτινοβολία µε τη βοήθεια του βρωµιούχου 

αιθιδίου, το οποίο συνδέεται ισχυρά µε το DNA παρεµβαίνοντας ανάµεσα στις δίκλωνες 

βάσεις σε ποσότητα ίση µε τη συγκέντρωση του. Άρα µε βάση την ένταση του φθορισµού 

των µορίων του βρωµιούχου αιθιδίου µπορεί να ποσοτικοποιηθεί το γενετικό  υλικό. 

Επίσης, το µέγεθος του DNA µπορεί να υπολογιστεί έχοντας ως «χάρακα» ένα µάρτυρα 

µοριακού βάρους (ladder) και αντιστοιχώντας το ύψος της υπό µελέτης ζώνης ι µε την ζώνη 

του µάρτυρα που βρίσκεται στο ίδιο ύψος. 

 

 



 28 

 Υλικά 

 

1. Ρυθµιστικό διάλυµα ΤΒΕ 5Χ 1L:  περιέχει 54g Tris-base, 27,5g Boric acid, 20ml 

EDTA 0,5M(pH 8.0)   

2. Αγαρόζη: Η συγκέντρωση της αγαρόζης επηρεάζει την κινητικότητα των 

τµηµάτων DNA στο πήκτωµα. Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA (µ) και η 

συγκέντρωση της αγαρόζης στο πήκτωµα (τ) συνδέονται µε τον τύπο µ= log µο – 

Kr τ όπου µο είναι η ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA και Kr ο συντελεστής 

επιβάρυνσης.  

3. Μάρτυρας (Ladder):  Για τον προσδιορισµό των ζωνών του DNA στο πήκτωµα 

ηλεκτροφορούµε και το κατάλληλο πρότυπο µεγεθών DNA.   

4. ∆ιάλυµα φόρτωσης (Loading buffer) 10 Χ: περιέχει 0,25% µπλε της 

βρωµοφαινόλης, 0,25% κυανούν της ξυλόλης, 15% φικκόλη σε νερό. Η φικκόλη 

αυξάνει την πυκνότητα του DNA, ώστε να τοποθετηθεί στα πηγαδάκια και να µην 

διαχυθεί στο διάλυµα της ηλεκτροφόρησης, ενώ οι χρωστικές επιτρέπουν την 

παρακολούθηση της πορείας της ηλεκτροφόρησης. 

5. Βρωµιούχο αιθίδιο: Το βρωµιούχο αιθίδιο είναι µια φθορίζουσα χρωστική το 

µόριο του οποίου περιλαµβάνει έναν οριζόντιο δακτύλιο που έχει τη δυνατότητα 

να παρεµβάλλεται µεταξύ των βάσεων του DNA. H UV ακτινοβολία µεταβιβάζεται 

είτε από το DNA στα 260nm είτε από την ίδια χρωστική στα 302nm και 366nm 

και εκπέµπεται στα 590nm στην ερυθρο-πορτοκαλί περιοχή του ορατού 

φάσµατος µε αποτέλεσµα τα µόρια του DNA να φθορίσουν όταν εκτεθούν σε 

υπεριώδη ακτινοβολία. 

 

Μέθοδος 

Για την παρασκευή 40ml πηκτώµατος αγαρόζης 1% µε 0,5Χ ΤΒΕ: 

1. Ζυγίζουµε 0,4gr αγαρόζης 

2. Προσθέτουµε 40ml ΤΒΕ 0,5Χ στην κωνική φιάλη που περιέχει την αγαρόζη. 

3. Θερµαίνουµε την κωνική φιάλη µε συνεχή παρακολούθηση µέχρι να 

παρατηρήσουµε ότι διαλύθηκε όλη η αγαρόζη. 

4. Όταν διαλυθεί η αγαρόζη παγώνουµε τη φιάλη µε τρεχούµενο νερό.  

5. Προσθέτουµε βρωµιούχο αιθίδιο και ανακινούµε. 

6. Προσθέτουµε το διάλυµα αγαρόζης στις ειδικές βάσεις ηλεκτροφορητικής 

συσκευής αφού πρώτα έχουµε τοποθετήσει τα ειδικά χτενάκια (το σχηµατισµό 

των θέσεων τοποθέτησης του DNA στο πήκτωµα, «πηγαδάκια 

ηλεκτροφόρησης»). 
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7. Αφού στερεοποιηθεί το πήκτωµα, ετοιµάζουµε τα δείγµατα προς ηλεκτροφόρηση. 

 

Για την ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων: 

1. Αφαιρούµε το ειδικό χτενάκι και τοποθετούµε το πήκτωµα στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης. 

2. Προσθέτουµε διάλυµα ΤΒΕ 0,5Χ (ίδια συγκέντρωση µε αυτό που περιέχει το 

πήκτωµα) ώστε να καλυφθούν τα πηγαδάκια. 

3. Προσθέτουµε στα δείγµατά µας διάλυµα φόρτωσης και αναδεύουµε. 

4. Μεταφέρουµε τα δείγµατά µας στα πηγαδάκια ενώ σε ένα πηγαδάκι 

προσθέτουµε και το µάρτυρα. 

5. Ξεκινούµε τη συσκευή ηλεκτροφόρησης ρυθµίζοντας την τάση στα 100V 

περίπου. 

 

Στο τέλος παρατηρούµε σε υπεριώδη ακτινοβολία UV τις ζώνες µας και υπολογίζουµε το 

µέγεθος και την ποσότητά του προϊόντος µας. 

 

 

2.3 Ανάκτηση µορίων του DNA από πήκτωµα αγαρόζης 

(Ακολουθήθηκε το πρωτόκολλο Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System kit της Promega). 

 

Στόχος αυτής της διαδικασίας είναι η αποµόνωση του DNA των υπό µελέτη ζωνών από 

το πήκτωµα ώστε να χρησιµοποιηθεί  περαιτέρω σε διάφορες αντιδράσεις όπως  in vitro 

transcription για τη δηµιουργία δίκλωνου RNA.  

 

 Υλικά 

 

1. ∆ιάλυµα Πρόσδεσης στη Μεµβράνη (Membrane binding solution): για κάθε 

10mg διαλύµατος έχουµε 10µl MBS. 

2. ∆ιάλυµα πλύσης Μεµβράνης (Membrane wash solution) 

3. Υδατικό διάλυµα ελεύθερο Νουκλεασών (Nuclease-free water) 

4. ∆είγµα του πηκτώµατος 

 

Μέθοδος 

1. Εντοπίζουµε την επιθυµητή µας ζώνη στο πήκτωµα αγαρόζης και το κόβουµε 

προσεχτικά τοποθετώντας το σε ένα σωληνάκι τύπου eppendorf 1,5ml. 
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2. Υπολογίζουµε το βάρος της ζώνης µας αφαιρώντας το βάρος ενός άδειου 

eppendorf. 

3. Προσθέτουµε 10µl Membrane Binding Solution ανά 10mg gel. Αναδεύουµε και 

επωάζουµε στους 50-65oC µέχρι να διαλυθεί το πήκτωµα. Ελέγχουµε ανά 

διαστήµατα και αναδεύουµε. 

4. Όταν διαλυθεί πλήρως µεταφέρουµε το διάλυµα στη στήλη (SV mini column). Η 

στήλη είναι τοποθετηµένη µέσα στο σωλήνα συλλογής (tube collection). 

Επωάζουµε για ένα λεπτό σε θερµοκρασία δωµατίου. 

5. Φυγοκεντρούµε σε υψηλές στροφές για ένα λεπτό. Απορρίπτουµε το έκλουσµα 

από το σωλήνα συλλογής και επανατοποθετούµε τη στήλη στο σωλήνα 

συλλογής. 

6. Προσθέτουµε 700µl Membrane Wash Solution. 

7. Φυγοκεντρούµε σε υψηλές στροφές για ένα λεπτό. 

8. Απορρίπτουµε το έκλουσµα από το σωλήνα συλλογής και επανατοποθετούµε τη 

στήλη στο σωλήνα συλλογής.  

9. Προσθέτουµε 500µl Membrane Wash Solution και φυγοκεντρούµε για 5 λεπτά. 

10. Απορρίπτουµε το έκλουσµα και φυγοκεντρούµε για ένα λεπτό µε ανοικτό το 

καπάκι της φυγοκέντρου για να αποµακρυνθεί η αιθανόλη. 

11. Μεταφέρουµε τη στήλη προσεκτικά σε καθαρό σωληνάκι τύπου eppendorf 1,5ml. 

12. Προσθέτουµε 20µl Nucleases-free water στο κέντρο της στήλης χωρίς να αγγίζει 

το φίλτρο. 

13. Επωάζουµε για ένα λεπτό σε θερµοκρασία δωµατίου και φυγοκεντρούµε για ένα 

λεπτό σε υψηλές στροφές. 

14. Επαναλαµβάνουµε τα βήµατα 12 και 13. 

15. Απορρίπτουµε τη στήλη και αποθηκεύουµε το DNA στους 4 oC ή στους -20 oC. 

 

� Η αιθανόλη περιέχεται στο Membrane Wash Solution, περιέχει 95%. 

� To Nucleases free Water προθερµένεται σε υδατόλουτρο 50-65 oC. 

 

 

 

2.4 in vitro  RNA µεταγραφή (in vitro RNA transcription) 

 

Στόχος αυτής της µεθόδου είναι η δηµιουργία συµπληρωµατικού RNA από µια 

αλληλουχία DNA µε την προσθήκη νουκλεοτιδίων από µια RNA πολυµεράση. Σε αντίθεση 

µε την αντιγραφή του DNA δεν χρησιµοποιούνται dNTPs αλλά NTPs ενώ κατά τη σύνθεση 

του RNA προστίθενται νουκλεοτίδια ουρακίλης αντικαθιστώντας όλες τις θέσεις της θυµίνης. 
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Υλικά    

1. DNA: χρησιµοποιείται ως µήτρα από την T7 RNA πολυµεράση για τη δηµιουργία 

RNA µεταγράφων. Η ποσότητα που πρέπει να υπάρχει σε κάθε αντίδραση 

κυµαίνεται γύρω στο 1ng. 

2. Ρυθµιστικό διάλυµα (buffer) : Το ρυθµιστικό διάλυµα είναι υπεύθυνο για τη 

διατήρηση των κατάλληλων συνθηκών (ιοντική ισχύ, pH) ώστε να επιτευχθεί η 

µέγιστη απόδοση της αντίδρασης. Η τελική του συγκέντρωση στην αντίδραση 

πρέπει να είναι 1Χ. 

3. 5΄ τριφωσφορικά ριβονουκλεοτίδια (NTPs): Τα ριβονουκλεοτίδια αποτελούν 

τις βάσεις A,U,G,C που θα χρησιµοποιηθούν από την Τ7 πολυµεράση για την 

δηµιουργία του µονόκλωνου RNA. Η επιθυµητή ποσότητά τους είναι 2mM ανά 

αντίδραση (total). 

4. Ειδική Τ7 RNA πολυµεράση: Είναι αποµονωµένη από το βακτηριοφάγο Τ7 και 

είναι υπεύθυνη για τη σύνθεση του RNA µε την προσθήκη των νουκλεοτιδίων 

στις νεοσυντιθέµενες αλυσίδες. Η τελική συγκέντρωση στην αντίδραση πρέπει να 

είναι 30unit.  

5. Αναστολέας νουκλεασών (RI): Παρεµποδίζει τη δράση ριβονουκλεασών που 

θα µπορούσαν να καταστρέψουν το νεοσυντιθέµενο RNA.  Η τελική 

συγκέντρωση στην αντίδραση πρέπει να είναι 40unit.  

 

Μέθοδος 

Σε µια τυπική αντίδραση in vitro RNA µεταγραφής  προστίθενται: 

 

DNA   Επιθυµητή 

ποσότητα 

Buffer  1Χ 

NTPs 2mM 

RNAase inhibitor    40 unit 

Τ7 RNA πολυµεράση   30 unit 

ddH 2O Έως τον τελικό 

όγκο 
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1. Προσθέτουµε σε αποστειρωµένα σωληνάκια PCR την επιθυµητή ποσότητα του 

DNA και των υπόλοιπων συστατικών της αντίδρασης 

2. Επωάζουµε στους 37 oC για 2 ώρες. 

 

� Όλες οι διεργασίες πραγµατοποιούνται σε αυστηρά αποστειρωµένες συνθήκες. 

� Το buffer και τα NTPs δεν τοποθετούνται στον πάγο. 

 

 

 

2.5 Κατακρήµνιση του DNA µε αιθανόλη 

Στόχος αυτής της µεθόδου είναι η κατακρήµνιση των νουκλεϊκών οξέων µε αιθανόλη µε 

σκοπό τη συµπύκνωση των νουκλεϊκών οξέων ή την αποµάκρυνση αλάτων, 

ολιγονουκλεοτιδίων ή άλλων προσµίξεων. Η µέθοδος είναι αρκετά εύκολη, γρήγορη και 

πολύ αποδοτική και χρησιµοποιούνται παράγοντες που µειώνουν τη διαλυτότητα των 

µορίων των νουκλεϊκών οξέων όπως χαµηλή θερµοκρασία, κατιόντα και αιθανόλη. 

 

 

Υλικά 

 

1. ∆ιάλυµα οξικού νατρίου (CH3COONa): είναι ασθενές άλας του οποίου τα ιόντα 

Na+ θα συνδεθούν µε το αρνητικά φορτισµένο DNA ώστε να κατακρηµνιστεί, 

αυξάνοντας την ιοντική ισχύ του διαλύµατος. Η τελική συγκέντρωση στο διάλυµα 

πρέπει να είναι 0,3Μ. 

2. Αιθανόλη: χρησιµοποιείται ώστε να αποµακρύνει τα µόρια του H2O (αφυδατικό 

µέσο) και το pH του διαλύµατος να γίνει βασικό. Το DNA µε τα Na+ έχουν 

ουδέτερο φορτίο και κατακρηµνίζονται πιο εύκολα.  

3. Γλυκογόνο: χρησιµοποιείται ως φορέας συγκατακρήµνισης αφού µπορεί να 

παρασύρει το DNA για κατακρήµνιση παγιδεύοντας το στη δοµή του λόγω του ότι 

είναι µεγαλοµόριο µε πόρους.  

 

 Μέθοδος 

 

1. Προσθέτουµε στο δείγµα µας δυόµιση όγκους αιθανόλης 100%, CH3COONa σε 

τελική συγκέντρωση 0.3Μ και γλυκογόνο. 

2. Αποθηκεύουµε το  RNA στους -20 oC. Στο στάδιο αυτό µπορούν να παραµείνουν 

για όσο χρονικό διάστηµα επιθυµούµε.  
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3. Φυγοκεντρούµε σε υψηλές στροφές για 20-25 λεπτά. 

4. Αδειάζουµε το υπερκείµενο και προσθέτουµε 0.5V αιθανόλης 70%. 

5. Φυγοκεντρούµε για 10 λεπτά. 

6. Αδειάζουµε υπερκείµενο και αφήνουµε το eppendorf ανοικτό σε θερµοκρασία 

δωµατίου για να στεγνώσει το ίζηµα από τα υπολείµµατα της αιθανόλης που 

έχουν αποµείνει. 

7. Αναδιαλύουµε µε νερό, µε χρήση πιπέτας. 

 

 

2.6 ∆ηµιουργία του δίκλωνου RNA 

 

Υλικά 

 

1. RNA: τα µονόκλωνα µόρια RNA που δηµιουργήθηκαν κατά την in vitro RNA 

µεταγραφή χρησιµοποιούνται για υβριδισµό µεταξύ τους και το σχηµατισµό 

δίκλωνου RNA (dsRNA). 

 

Μέθοδος 

1. Επωάζουµε το υδατικό διάλυµα του RNA σε υδατόλουτρο στους 65 oC για 30 

λεπτά. 

2. Αφήνουµε σε θερµοκρασία δωµατίου για 12-16 ώρες ώστε να υβριδοποιηθούν οι 

µονόκλωνες αλυσίδες και να  γίνει δίκλωνο  (dsRNA). 

3. Αποθηκεύουµε στους -20 oC. 

 

� Για τη δηµιουργία του δίκλωνου RNA χρειάζεται ελάχιστος χρόνος 3-4 ώρες 

σε θερµοκρασία δωµατίου. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 34 

2.7 Βιολογικό Υλικό 
 
2.7.1) Καλλιέργεια των εντόµων Ceratitis capitata  και Bactrocera oleae 
 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε τα  ∆ίπτερα έντοµα Ceratitis capitata και 

Bactrocera oleae, γνωστά ως Μεσογειακή µύγα και δάκος της ελιάς, αντίστοιχα. Τα στελέχη 

των εντόµων διατηρούνται σε θάλαµο σταθερής θερµοκρασίας 25°C και σχετικής υγρασίας 

75%, που διαθέτει σύστηµα 12ώρου φωτοπεριοδισµού. 

 

2.7.2) Ενήλικα άτοµα 

Τα ενήλικα άτοµα όσον αφόρα τη µεσογειακή µύγα διατηρούνται σε κλουβιά από plexi 

glass, τα οποία στη µια τους πλευρά έχουν συνθετικό ύφασµα (οργαντίνα) που είναι εύκολα 

διαπερατό από τον ωαποθέτη των θηλυκών ατόµων. Η τροφή των ενηλίκων ατόµων 

αποτελείται από µίγµα ξηρής µαγιάς και ζάχαρης σε αναλογία όγκου 1:1, ενώ το απαραίτητο 

νερό το προσλαµβάνουν αποµυζώντας νωπό σπογγώδες υλικό (wettex), που βρίσκεται είτε 

στο πάνω είτε στο πλαϊνό µέρος του κλουβιού. 

Τα ενήλικα άτοµα του δάκου της ελιάς διατηρούνται σε κλουβί από ξύλο. Η εναπόθεση 

των αυγών πραγµατοποιείται σε υπόστρωµα ωοτοκίας, δηλαδή κώνο κατασκευασµένο από 

οργαντίνα. Η τροφή των ενήλικων ατόµων περιέχει υδρολυµένη µαγιά, ζάχαρη, κρόκο αυγού 

και στρεπτοµυκίνη, ενώ το απαραίτητο νερό προσλαµβάνεται αποµυζώντας νωπό 

σπογγώδες υλικό (wettex).  

 

2.7.3) Συλλογή αυγών 

Τα θηλυκά άτοµα µιµούµενα τη φύση, όπου τρυπούν το φρούτο για να αφήσουν τα αυγά 

τους, διαπερνούν το συνθετικό ύφασµα του κλουβιού ή του κώνου µε τον ωαποθέτη τους και 

αφήνουν τα αυγά στην εξωτερική επιφάνεια. Κάτω από αυτό το σηµείο υπάρχει ειδικό 

τρυβλίο petri µε νερό όπου καταλήγουν τα αυγά. Τα αυγά της µεσογειακής µύγας 

συλλέγονται µε διήθηση του νερού σε συνθετικό ύφασµα και µεταφέρονται στην επιφάνεια 

ειδικής τροφής για καλλιέργεια προνυµφών, που βρίσκεται µέσα σε τρυβλίο petri, το καπάκι 

του οποίου είναι διάτρητο ώστε να αναπνέει η προνύµφη. Στην περίπτωση του δάκου της 

ελιάς, τα αυγά συλλέγονται και τοποθετούνται σε διηθητικό χαρτί εµβαπτισµένο σε διάλυµα 

προπιονικού οξέος 0.3%.  

 

2.7.4) Προνυµφικό στάδιο 

Στα αεριζόµενα αυτά τρυβλία πραγµατοποιείται τόσο η εµβρυογένεση, η οποία διαρκεί 

περίπου 48 ώρες, όσο και η ανάπτυξη των προνυµφών. 
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Η σύσταση της τροφής των προνυµφών της µεσογειακής µύγας είναι η ακόλουθη: 

 

Νερό βρύσης 500ml 

Μαγιά 30gr 

Ζάχαρη 30gr 

Χαρτί υγείας 30gr 

∆ιάλυµα Α 

(5,3% χοληστερόλη σε 25% αιθανόλη) 

10ml 

∆ιάλυµα Β 

(12,5% HCL) 

10ml 

∆ιάλυµα Γ 

(12,5% βενζοϊκό νάτριο σε 71,2% αιθανόλη) 

8,5 ml 

 

 
Τα παραπάνω συστατικά αναµιγνύονται σε οµογενοποιητή (Sorval), µέχρι να προκύψει ένας 

οµοιογενής πολτός που διατηρείται στους 4°C για περίπου 10 ηµέρες. 

 

    Η σύσταση της τροφής των προνυµφών του δάκου είναι η ακόλουθη (1 kgr): 

Νερό βρύσης 550ml 

Μαγιά µπύρας 75gr 

Υδρολυµένη σόγια 30gr 

Σορβικό κάλιο 0.5gr 

Νιπαγίνη 2gr 

Ζάχαρη 20gr 

Ελαιόλαδο 20ml 

Tween 80 7,5 ml 

HCL 2N 30ml 

Κυτταρίνη (σκόνη) 275gr 

 

Το προνυµφικό στάδιο διαρκεί 6-8 ηµέρες περίπου σε θερµοκρασία 24±1°C. 

 

2.7.5) Νυµφικό στάδιο 

Όσον αφορά στη µεσογειακή µύγα, την έκτη µέρα της ανάπτυξης των προνυµφών τα 

καπάκια των τρυβλίων petri αποµακρύνονται και οι προνύµφες µε χαρακτηριστικό τρόπο 

εκτινάσσονται και εγκαταλείπουν το δοχείο µε την τροφή για να προσγειωθούν σε ένα λεπτό 
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στρώµα άµµου που το περιβάλλει. Εκεί αρχίζει και ολοκληρώνεται η βοµβυκίωση των 

προνυµφών, µε αποτέλεσµα τον σχηµατισµό της νύµφης, η οποία από ανοιχτό άσπρο 

χρώµα σταδιακά σκουραίνει µέχρι να αποκτήσει καφέ χρώµα. Όσον αφορά στο δάκο, οι 

νύµφες συλλέγονται από την τροφή και τοποθετούνται σε τρυβλία petri µέχρι να 

ολοκληρωθεί η µεταµόρφωση τους σε ενήλικα άτοµα. 

Το στάδιο της νύµφης διαρκεί 9-10 ηµέρες περίπου. Μόλις τα ενήλικα άτοµα 

εκκολαφθούν, συλλέγονται και τοποθετούνται σε καθαρά κλουβιά ώστε να ανανεωθεί η 

καλλιέργεια. 

 

2.8) Εφαρµογή RNAi 

Η εφαρµογή της τεχνολογίας του RNAi δοκιµάστηκε κατά το προνυµφικό στάδιο των 

εντόµων µε τη χορήγηση dsRNA µέσω τροφής, χρησιµοποιώντας διαφορετικές συνθήκες 

κάθε φορά. Οι υπό µελέτη προνύµφες αποµακρύνονταν από την καλλιέργεια και 

τοποθετούνταν η κάθε µία ξεχωριστά σε τρυβλίο petri 3mm όπου υπήρχε βαµβάκι 

εµβαπτισµένο µε τροφή και την επιθυµητή ποσότητα RNAi. Στο τρυβλίο παρέµειναν έως τη 

βοµβυκίωση και την ενηλικίωση τους όπου και αξιολογούνταν η αποσιώπηση του γονιδίου 

white.   
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
 

Η ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού µε εισαγωγή του dsRNA στις προνύµφες της 

µεσογειακής µύγας και του δάκου µέσω τροφής ακολούθησε διάφορες εφαρµογές, µε 

διαφορετικές συνθήκες οι οποίες καταγράφονται στους παρακάτω πίνακες. Κάθε εφαρµογή 

ολοκληρωνόταν µε τη βοµβυκίωση κάθε προνύµφης και το αποτέλεσµα γινόταν αντιληπτό 

µετά την ενηλικίωση του εντόµου από το φαινοτυπικό χρωµατισµό των µατιών.   

Το ίδιο πείραµα διεξαγόταν και στα δύο έντοµα σύµφωνα µε τα δεδοµένα των πινάκων, 

ενώ ταυτόχρονα υπήρχε ένα έντοµο, το οποίο τρεφόταν µόνο µε τροφή και αποτελούσε το 

κοντρόλ ή αλλίως µάρτυρα για έλεγχο των αποτελεσµάτων. Στις εικόνες παρουσιάζονται τα 

αποτελέσµατα που προέκυψαν είτε από δάκο είτε από µύγα. 

 
 
 

3.1) 1η εφαρµογή   
       ΠΙΝΑΚΑΣ 1 

 
Στην πρώτη στήλη παρουσιάζεται ο αριθµός των εντόµων που χρησιµοποιήθηκαν, ενώ στις  
επόµενες στήλες παρουσιάζονται οι µέρες και οι ποσότητες (σε µg)  χορήγησης του dsRNA. 
 
 
Σε αυτό το πείραµα χρησιµοποιήθηκαν τρεις προνύµφες ίδιου µεγέθους της µύγας της 

Μεσογείου και του δάκου και δοκιµάστηκαν για την ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού. Η 

εφαρµογή πραγµατοποιήθηκε µε χορήγηση white dsRNA µέσω της τροφής. Σε κάθε έντοµο, 

προστέθηκε διαφορετική συγκέντρωση dsRNA που κυµαινόταν από 1µg έως 3µg, όπως 

φαίνεται στον πίνακα 1, σε ίδια ποσότητα τροφής για το ίδιο χρονικό διάστηµα θέλοντας µε 

τον τρόπο αυτό να συγκρίνουµε το αποτέλεσµα σε σχέση µε τη συγκέντρωση του dsRNA .  

Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν ήταν ο φυσιολογικός (αγρίου τύπου) χρωµατισµός 

(κόκκινο χρώµα) των µατιών και των έξι εντόµων (τριών της µύγας και τριών του δάκου), 

όπως φαίνεται στις Εικόνες 1-3 (φαινότυποι µατιών µύγας), συµπεραίνοντας έτσι ότι δεν 

πραγµατοποιήθηκε οποιαδήποτε ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού.                            

 1η µέρα 3η µέρα 

1ο έντοµο 1µg dsRNA (5µl) 
+ 100µl τροφής 

1µg dsRNA (5µl)  
+ 100µl τροφής 

2ο έντοµο 2µg dsRNA (10µl)  
+ 100µl τροφής 

2µg dsRNA (10µl)  
+ 100µl τροφής 

3ο έντοµο 3µg dsRNA (15µl)  
+ 100µl τροφής 

3µg dsRNA (15µl)  
+ 100µl τροφής 
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         ΕΙΚΟΝΑ 3.1 

 

 

 

 

 

Το 1ο έντοµο  παρουσίασε φυσιολογικό φαινότυπο 

µε κόκκινα µάτια, αντί του αναµενόµενου άσπρου 

χρώµατος, µετά από εισαγωγή του white dsRNA 

µέσω τροφής. 

 

 

 
                                                                            ΕΙΚΟΝΑ 3.2 
                                                                            
 
 
 
 
 
 
 
 
Το 2ο έντοµο, επίσης παρουσίασε φυσιολογικό 

φαινότυπο µε κόκκινα µάτια µετά από χορήγηση 

του white dsRNA. 

 

                                                      
 

 

 

ΕΙΚΟΝΑ 3.3 
 

 

 

 

 

 

Το 2ο έντοµο, επίσης παρουσίασε 

φυσιολογικό φαινότυπο µε κόκκινα µάτια 

µετά από χορήγηση του white dsRNA. 
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3.2) 2η εφαρµογή 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 2 

 

Στο συγκεκριµένο πείραµα χρησιµοποιήθηκαν δύο έντοµα από µύγα της Μεσογείου και 

δύο από δάκο σε προνυµφικό στάδιο. Το ένα εκ των δύο έπαιζε το ρόλο του µάρτυρα, το 

οποίο και ταΐστηκε µόνο µε τροφή, ενώ στο άλλο χορηγήθηκε και white dsRNA µαζί µε την 

τροφή, θέλοντας µε τον τρόπο αυτό να συγκρίνουµε µεταξύ τους οποιεσδήποτε διαφορές θα 

παρουσιάζονταν κατά τη διάρκεια του πειράµατος.  

Με αφορµή τα αποτελέσµατα του 1ου πειράµατος µελετήσαµε και πάλι κατά πόσο η 

ποσότητα του dsRNA (και συγκεκριµένα, η προσθήκη αυξανόµενης ποσότητας dsRNA)  

µέσω της τροφής µπορεί να επηρεάσει την ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού (Πίνακας 2). 

Τα αποτελέσµατα διαφάνηκαν από το φαινοτυπικό χρωµατισµό των µατιών των 

εντόµων µετά την εκκόλαψη τους και τα οποία και πάλι δεν ήταν καθόλου ενθαρρυντικά. 

Παρουσίασαν  το φυσιολογικό κόκκινο χρώµα, δηλαδή τον ίδιο φαινότυπο που είχαν και τα 

έντοµα-µάρτυρες συµπεραίνοντας ότι ούτε αυτές οι συνθήκες ήταν ιδανικές για την 

ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού (Εικόνα 4). 

 

ΕΙΚΟΝΑ3.4 

 Στην εικόνα παρουσιάζονται 
αποτελέσµατα από µύγες. 
Αριστερά, φαίνεται το έντοµο 
µάρτυρας ενώ δεξιά, το έντοµο 
στο οποίο χορηγήθηκε white 
dsRNA µέσω της τροφής, µε 
σκοπό την ανάπτυξη του RNAi 
µηχανισµού. Και τα δύο έντοµα 
παρουσίασαν τον φυσιολογικό 
φαινότυπο µατιών, κόκκινου 
χρώµατος αποδεικνύοντας ότι 
δεν προηγήθηκε οποιαδήποτε 
γονιδιακή αποσιώπηση. 

 1η µέρα 4η µέρα 

1ο έντοµο 

 (control) 

70µl τροφής 70µl τροφής 

2ο έντοµο 9µg  dsRNA [30µl (250ng/µl)]  

+ 70µl τροφής 

12,5µg  dsRNA 

[ 37,5µl (200ng/µl) 

+ 42µl (120ng/µl)] 

+ 70µl τροφής 
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3.3) 3η εφαρµογή 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3 

 1η µέρα 3η µέρα (αλλαγή) 

1ο έντοµο (control)  70µl τροφής Βοµβυκιώθηκε πριν γίνει 

αλλαγή 

2ο έντοµο  

21µg  dsRNA 

 [53µl (400ng/µl)]  

+ 40µl τροφής 

Είχε πεθάνει πριν την 

αλλαγή. Αντικαταστήθηκε 

από ένα δάκο. 

5ng (20µl) dsRNA 

+ 40µl τροφής 

 
Στην πρώτη στήλη παρουσιάζεται ο αριθµός των εντόµων που χρησιµοποιήθηκαν, ενώ στις  
επόµενες στήλες παρουσιάζονται η µέρα και η ποσότητα (σε µg)  χορήγησης του dsRNA. 
 

∆ιαλέχτηκαν δύο προνύµφες της µεσογειακής µύγας και δύο του δάκου που βρίσκονταν 

στο ίδιο αναπτυξιακό στάδιο. Η µια χρησιµοποιήθηκε ως µάρτυρας και στην οποία 

προστέθηκε µόνο τροφή (70µl), ενώ η δεύτερη εξετάστηκε για την εφαρµογή του RNAi 

µηχανισµού µε την προσθήκη dsRNA για το γονίδιο white των µατιών µέσα στην τροφή. 

Συγκεκριµένα, στο 2ο έντοµο προστέθηκε κατευθείαν µεγάλη ποσότητα  (21µg) white 

dsRNA σε λιγότερη ποσότητα (40µl) τροφής σε σύγκριση µε τα δύο προηγούµενα 

πειράµατα  (στο συγκεκριµένο χορηγήσαµε κατευθείαν µεγάλη συγκέντρωση dsRNA 

χωρίς να την αυξάνουµε σταδιακά). Η  µύγα ή ο δάκος µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε για να 

µπορέσουµε να συγκρίνουµε εάν µε την χορήγηση του dsRNA επηρεάζεται ο χρόνος που 

χρειάζεται για να βοµβυκιωθεί η λάρβα, και γενικότερα αν επηρεάζει την επιβίωση του 

εντόµου ή κάποιο αναπτυξιακό στάδιο. 

 

Στο πείραµα αυτό, παρατηρήσαµε κάποια απροσδόκητα αποτελέσµατα όπως: 

� Η προνύµφη µάρτυρας για την ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού είχε 

βοµβυκιωθεί πιο νωρίς από τον αναµενόµενο χρόνο. 

� Η προνύµφη της µύγας που εξεταζόταν για την εφαρµογή του RNAi µε προσθήκη 

white dsRNA στην τροφή είχε πεθάνει πριν την αλλαγή (πριν καν προλάβει να 

βοµβυκιωθεί) και αντικαταστήθηκε στη συνέχεια µε ένα δάκο. 

Τα αποτελέσµατα ήταν ίδια µε τα προηγούµενα πειράµατα δηλαδή µετά την ενηλικίωση 

τα ενήλικα άτοµα έφεραν φυσιολογικά κόκκινα µάτια και όχι άσπρα µάτια που 

υποδεικνύουν έτσι την ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού (Εικόνα 5). Επίσης, ο 
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πρόωρος θάνατος της µύγας πριν προλάβει να βοµβυκιωθεί προκάλεσε το ερώτηµα εάν 

όντως η εισαγωγή του dsRNA µπορεί να επηρεάσει την επιβίωση του εντόµου. 

 

 

 

ΕΙΚΟΝΑ 3.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Αριστερά φαίνεται το έντοµο µάρτυρας µε το φυσιολογικό φαινότυπο µατιών 

(κόκκινο χρώµα), ενώ δεξιά παρουσιάζεται η µύγα µε κόκκινο φαινότυπο 

µατιών υποδεικνύοντας ότι δεν έχει γίνει ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού 

µετά από χορήγηση του white dsRNA διαµέσου της τροφής. 
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3.4) 4η εφαρµογή 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4 

 
Στην πρώτη στήλη παρουσιάζεται ο αριθµός των εντόµων που χρησιµοποιήθηκαν, ενώ στις 

        επόµενες στήλες παρουσιάζονται η µέρα και η ποσότητα (σε µg)  χορήγησης του dsRNA. 
 
 
Κατά την 4η εφαρµογή χρησιµοποιήθηκαν από κάθε έντοµο, δύο προνύµφες ως 

µάρτυρες και δύο προνύµφες οι οποίες ακολούθησαν τις ίδιες συνθήκες χορήγησης του 

dsRNA επί καθηµερινής βάσης µέχρι και την βοµβυκίωση τους. Η εισαγωγή του dsRNA 

µέσω τροφής ακολούθησε ένα σταθερό πρωτόκολλο, δηλαδή σταθερής συγκέντρωσης 

(10µg dsRNA), για σταθερή χρονική διάρκεια χορήγησης (καθηµερινή προσθήκη dsRNA). 

Όπως παρατηρούµε από τον πίνακα 4, τα τρία έντοµα (της µύγας) εκ των τεσσάρων 

πρόλαβαν να βοµβυκιωθούν πριν την 3η µέρα, ενώ στο τέταρτο έντοµο 

πραγµατοποιήθηκε, προσθήκη επιπλέον τροφής µε dsRNA µέχρι να βοµβυκιωθεί και αυτό 

(4η µέρα). 

Με την ενηλικίωση των εντόµων παρατηρήσαµε και πάλι ότι δεν πραγµατοποιήθηκε 

ενεργοποίηση της RNA παρεµβολής αφού τα έντοµα δεν έφεραν λευκά µάτια, αφού 

παρουσίαζαν τον ίδιο φυσιολογικό φαινότυπο µε τα έντοµα µάρτυρες.  Στις εικόνες 6 και 7 

παρουσιάζονται τα έντοµα µάρτυρες που επισηµαίνονται µε την επιγραφή control, ενώ 

στις εικόνες 8 και 9 παρουσιάζονται τα έντοµα στα οποία πραγµατοποιήθηκε χορήγηση 

του dsRNA. 

 

 

 

 1η µέρα 2η µέρα 3η µέρα 

1ο έντοµο 

 (control) 

70µl τροφής 70µl τροφής Βοµβυκιώθηκε  

2ο έντοµο 

 (control) 

70µl τροφής 70µl τροφής Βοµβυκιώθηκε 

3ο έντοµο 10µg dsRNA 

[25µl(400ng/µl)] 

+ 50µl τροφής 

10µg dsRNA 

[33µl (300ng/µl)] 

+ 50µl τροφής 

 
Βοµβυκιώθηκε 

4ο έντοµο 10µg dsRNA 

[25µl(400ng/µl)] 

+ 50µl τροφής 

10µg dsRNA 

[13µl (300ng/µl)  

+ 19,2µl (250ng/µl)] 

+ 50µl τροφής 

10µg dsRNA 

[40µl (250ng/µl)  

+ 30µl τροφής 
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                          ΕΙΚΟΝΑ 3.6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Στις εικόνες 6 και 7, παρουσιάζονται οι φαινότυποι των µατιών των εντόµων 

µαρτύρων (µύγες) όπως παρατηρήθηκαν από το ηλεκτρονικό στερεοσκόπιο. Και 

τα δύο έντοµα φέρουν το αναµενόµενο κόκκινο χρώµα µατιών. 

 
 
 
                                   ΕΙΚΟΝΑ3.7 
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                   ΕΙΚΟΝΑ3.8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 

Στις εικόνες 8 και 9, παρουσιάζονται οι φαινότυποι των µατιών των εντόµων (µύγες) 

στα οποία πραγµατοποιήθηκε χορήγηση του white dsRNA όπως παρατηρήθηκαν 

από το ηλεκτρονικό στερεοσκόπιο. Και τα δύο έντοµα φέρουν το µη αναµενόµενο 

κόκκινο χρώµα µατιών. 

 
 
                 ΕΙΚΟΝΑ3.9 
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3.5) 5η εφαρµογή 
ΠΙΝΑΚΑΣ 5 

 
 1η µέρα Παρατηρήσεις 

1ο  έντοµο 
 (control) 

50µl τροφής Βοµβυκιώθηκε 1η µέρα 

2ο έντοµο 15µg  dsRNA 

[17µl (400ng/µl) + 15µl (300ng/µl) 

+ 15µl (250ng/µl)] 

+ 30µl τροφής 

 
Βοµβυκιώθηκε 2η µέρα 

 
Στην πρώτη στήλη παρουσιάζεται ο αριθµός των εντόµων που χρησιµοποιήθηκαν, ενώ στις 

        επόµενες στήλες παρουσιάζονται η µέρα και η ποσότητα (σε µg)  χορήγησης του dsRNA. 
 

Στην εφαρµογή αυτή διαλέχτηκαν δύο λάρβες και από τα δύο έντοµα προχωρηµένου 

αναπτυξιακού σταδίου ώστε να βοµβυκιωθούν κατευθείαν µετά από τη χορήγηση τροφής 

ή dsRNA. Στο συγκεκριµένο πείραµα χορηγήθηκε µεγάλη συγκέντρωση dsRNA στην 

τροφή για µια φορά, ένα στάδιο πριν την βοµβυκίωση των ατόµων, θέλοντας να δούµε 

κατά πόσο η απότοµη χορήγηση µεγάλης συγκέντρωσης dsRNA σε προχωρηµένο στάδιο 

µπορεί να οδηγήσει στην ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού.  

Τα αποτελέσµατα ήταν πάλι αποθαρρυντικά, αφού δεν παρατηρήθηκε καµία αλλαγή στο 

φαινότυπο των µατιών (Εικόνα 10). 

 

   ΕΙΚΟΝΑ 3.10 

 
Στα αριστερά,  
παρουσιάζεται το 
έντοµο µάρτυρας 
(δάκος), ενώ στα δεξιά 
παρουσιάζεται το 
έντοµο (δάκος)  στο 
οποίο εφαρµόστηκε ο 
RNAi µηχανισµός µε 
χορήγηση του dsRNA 
µέσω τροφής, χωρίς 
κανένα αποτέλεσµα. 
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3.6) 6η εφαρµογή 

ΠΙΝΑΚΑΣ 6 

 

 
Στην πρώτη στήλη παρουσιάζεται ο αριθµός των εντόµων που χρησιµοποιήθηκαν, ενώ στις 
επόµενες στήλες παρουσιάζονται η µέρα και η ποσότητα (σε µg)  χορήγησης του dsRNA. 
 

Για το πείραµα αυτό ακολουθήθηκε ένα παρόµοιο πρωτόκολλο µε αυτό που 

εφαρµόστηκε και για τη διεξαγωγή του πειράµατος 4. Χρησιµοποιήθηκαν δύο προνύµφες 

ως µάρτυρες και δύο προνύµφες (από κάθε έντοµο), οι οποίες ακολούθησαν τις ίδιες 

συνθήκες χορήγησης του dsRNA. Η εισαγωγή του dsRNA µέσω τροφής ακολούθησε ένα 

σταθερό πρωτόκολλο, δηλαδή σταθερής συγκέντρωσης (10µg dsRNA), για σταθερή 

χρονική διάρκεια χορήγησης (καθηµερινή προσθήκη dsRNA µέχρι και την βοµβυκίωση 

των ατόµων). Όπως παρατηρούµε από τον πίνακα, τα τρία έντοµα (του δάκου) εκ των 

τεσσάρων πρόλαβαν να βοµβυκιωθούν πριν την 3η µέρα, ενώ στο τρίτο έντοµο 

πραγµατοποιήθηκε µια επιπλέον προσθήκη  τροφής µε dsRNA µέχρι να βοµβυκιωθεί και 

αυτό (4η µέρα). 

Με την ενηλικίωση των εντόµων παρατηρήσαµε και πάλι ότι δεν πραγµατοποιήθηκε 

ενεργοποίηση της RNA παρεµβολής αφού τα έντοµα δεν έφεραν λευκά µάτια, 

παρουσιάζοντας τον ίδιο φυσιολογικό φαινότυπο µε τα έντοµα µάρτυρες. Στην εικόνα 11 

παρουσιάζονται τα έντοµα µάρτυρες (δάκοι) που επισηµαίνονται µε την επιγραφή control, 

ενώ στην εικόνα 12 παρουσιάζονται τα έντοµα (δάκοι) στα οποία πραγµατοποιήθηκε 

χορήγηση του dsRNA. 

 
 
 

 1η µέρα 2η µέρα 3η µέρα 4η µέρα 

1ο έντοµο 

 (control) 

50µl τροφής 50µl τροφής Βοµβυκιώθηκε  

2ο έντοµο  

(control) 

50µl τροφής 50µl τροφής Βοµβυκιώθηκε  

3ο έντοµο 10µg  dsRNA 

[25µl (400g/µl)] 

+ 50µl τροφής 

10µg dsRNA 

[25µl (400g/µl)] 

+ 50µl τροφής 

10µg dsRNA 

[25µl (400g/µl)] 

+ 50µl τροφής 

 

Βοµβυκιώθηκε 

4ο έντοµο 10µg  dsRNA 

[25µl (400g/µl)] 

+ 50µl τροφής 

10µg dsRNA 

[25µl (400g/µl)] 

+ 50µl τροφής 

 
Βοµβυκιώθηκε 
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       ΕΙΚΟΝΑ 3.11 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στην εικόνα 11 παρουσιάζονται τα δύο έντοµα µάρτυρες, ενώ στην εικόνα 12 

παρουσιάζονται τα δύο έντοµα στα οποία έγινε χορήγηση του white dsRNA 

όµως εξακολουθούσαν να φέρουν φυσιολογικό φαινότυπο µατιών (κόκκινο 

χρώµα). 

 
           
           
          ΕΙΚΟΝΑ 3.12 
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Συνοπτικά  
 

 Στα έξι πιο πάνω πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν, χρησιµοποιήθηκαν 

διαφορετικές συνθήκες για την εφαρµογή του RNAi µηχανισµού. Συγκεκριµένα, οι 

διάφορες εφαρµογές ξεχώρισαν από τον αριθµό των εντόµων που χρησιµοποιήθηκαν 

κάθε φορά, από το αναπτυξιακό στάδιο των εντόµων που επιλέγονταν (πρώιµο 

προνυµφικό στάδιο ή µεταγενέστερο), από τη συγκέντρωση του white dsRNA που 

χορηγήθηκε διαµέσου της τροφής και από τη χρονική διάρκεια χορήγησης του στα 

διάφορα έντοµα (επί καθηµερινής βάσης ή µε ενδιάµεσα κενά). Στα πειράµατα όπου 

παρέµενε σταθερή η χρονική διάρκεια χορήγησης άλλαζε η συγκέντρωση του dsRNA 

(συνήθως αυξανόταν) ή το αντίθετο.   

     Μετά την ενηλικίωση των εντόµων, και αφού παρατηρήθηκαν σε ηλεκτρονικό 

στερεοσκόπιο κανένα από αυτά δεν παρουσίασε τον αναµενόµενο φαινότυπο, δηλαδή 

λευκά µατιά. Όλα τα έντοµα που κατάφεραν να επιβιώσουν, έφεραν το φυσιολογικό 

κόκκινο χρώµα µατιών, ίδιο µε αυτά των εντόµων µαρτύρων, καταδεικνύοντας ότι δεν 

πραγµατοποιήθηκε ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού και γονιδιακή αποσιώπηση του 

γονιδίου white των µατιών. Επίσης, κάποια από αυτά είχαν πεθάνει πριν προλάβουν να 

βοµβυκιωθούν προκαλώντας διάφορα ερωτήµατα όπως, εάν η χορήγηση του dsRNA 

επηρεάζει κάποια αναπτυξιακά στάδια ή ακόµη και την επιβίωση του εντόµου. Ένα άλλο 

ερώτηµα που τίθεται από τα αποτελέσµατα είναι κατά πόσο η µέθοδος χορήγησης του 

dsRNA είναι ικανή να οδηγήσει σε ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού και αν όντως 

µπορεί να είναι το ίδιο αποτελεσµατική στα δύο αυτά έντοµα όπως συµβαίνει σε άλλα 

έντοµα (προηγούµενες αναφορές εντόµων σε εφαρµογές).   
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
 

Οι πρόσφατες πρόοδοι στη µοριακή βιολογία έχουν καταδείξει ότι η αποσιώπηση της 

γονιδιακής έκφρασης µπορεί να είναι αποτελεσµατική µέσω της προσθήκης ενός δίκλωνου 

µορίου RNA (dsRNA) που φέρει συµπληρωµατική αλληλουχία µε το γονίδιο-στόχο και 

ενεργοποιεί τον RNAi µηχανισµό (Fire et al., 1998; Napoli et al., 1990; Hannon et al., 2002). 

Το φαινόµενο αυτό καλείται παρεµβολή του RNA και παρατηρήθηκε αρχικά στα φυτά και 

αργότερα στο νηµατώδη Caenorhabditis elegans. Μετέπειτα, σε επόµενες µελέτες που 

διεξήχθηκαν, διαπιστώθηκε ότι το RNAi είναι παρόν σε µια ευρεία ποικιλία ευκαρυωτικών 

οργανισµών συµπεριλαµβανοµένων και των θηλαστικών (Billy et al., 2001; Paddison et al., 

2002; Elbashir et al., 2001).  

Η εισαγωγή του εξωγενούς dsRNA έχει τη δυνατότητα να πραγµατοποιηθεί µε τη χρήση 

διαφόρων µεθόδων όπως για παράδειγµα είναι η µικροένεση, η εµβάπτιση του οργανισµού 

σε διάλυµα dsRNA ή ακόµη και διαµέσου της τροφής. Τέτοιες µέθοδοι έχουν ήδη 

προαναφερθεί σε διάφορα έντοµα για τη µελέτη των γονιδίων που εµπλέκονται στο 

µηχανισµό ενεργοποίησης του RNAi και για τον προσδιορισµό και την έκφραση γονιδίων 

που εµπλέκονται σε µονοπάτια σηµατοδότησης. Τα περισσότερα από αυτά τα πειράµατα 

έχουν πραγµατοποιηθεί µέσω µικροένεσης των dsRNAs µε µεγάλο ποσοστό επιτυχίας 

ενεργοποίησης του RNAi µηχανισµού όπως στη Drosophila melanogaster, στο Tribolium 

castaneum (Broehan et al., 2009), στο Bombyx mori (Masumoto  et al., 2009), στο 

Harmonia axyridis (Kuwayama et al., 2006) και στην Apis mellifera (Schlüns et al., 2007). 

Όµως κατά την πορεία και την εξέλιξη των πειραµάτων, αποδείχθηκε ότι η ένεση θα 

µπορούσε να αντικατασταθεί από µια  καταλληλότερη µέθοδο, δίνοντας ώθηση προς την 

ανάπτυξη της τεχνολογίας του RNAi µέσω τροφής. Σε µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν 

στην Glossina morsitans morsitans (Rajagopal et al., 2002) και το Epiphyas postvittana 

(Turner et al., 2006) αποδείχθηκε  ότι µπορεί να δώσει επιτυχή αποτελέσµατα.  

Η  παρούσα εργασία ασχολήθηκε µε την ανάπτυξη του RNAi µηχανισµού σε δύο έντοµα 

µεγάλης βιολογικής και οικονοµικής σηµασίας στα οποία δεν έχουν γίνει προηγούµενες 

αναφορές, στη µύγα της Μεσογείου και στο δάκο της ελιάς. Μια άλλη πτυχή που 

απασχόλησε τη συγκεκριµένη µελέτη ήταν η επιτυχής χορήγηση του dsRNA διαµέσου της 

τροφής στα έντοµα και κατά πόσο µπορεί να είναι αποτελεσµατική ή όχι. 

Πραγµατοποιήθηκαν διάφορες πειραµατικές εφαρµογές χορήγησης του dsRNA µέσω 

τροφής, µε µεταβλητούς παράγοντες τη συγκέντρωση του εισαγόµενου dsRNA και τη 

χρονική διάρκεια χορήγησης, ενώ λαµβάνονταν και έντοµα διαφορετικού αναπτυξιακού 

σταδίου. Τα αποτελέσµατα έγιναν άµεσα αντιληπτά παρατηρώντας το χρωµατικό φαινότυπο 

των µατιών των ενήλικων ατόµων, αναλόγως της έκφρασης ή όχι του εξεταζόµενου γονιδίου 
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white για τα µάτια. ∆υστυχώς, κανένα από τα πειράµατα µας δεν ήταν επιτυχές, αφού τα 

ενήλικα άτοµα των εντόµων έφεραν το φυσιολογικό κόκκινο χρώµα των µατιών αντί του 

αναµενόµενου λευκού χρώµατος.  

Συγκεκριµένα, ούτε στη µύγα της Μεσογείου, άλλα ούτε και στο δάκο δεν 

πραγµατοποιήθηκε ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού ενώ κάποια έντοµα που είχαν 

πεθάνει πριν προλάβουν να βοµβυκιωθούν δηµιούργησαν το ερώτηµα ότι ίσως η χορήγηση 

του dsRNA να επηρεάζει την επιβίωση τους ή κάποιο από τα αναπτυξιακά στάδια. Τέθηκαν 

έτσι διάφορες σκέψεις και προβληµατισµοί για τις παραµέτρους που µπορεί να επηρέασαν 

στην αποτυχηµένη εφαρµογή της τεχνολογίας του RNAi. Μια από αυτές αφορά την ποιότητα 

του dsRNA, το οποίο δηµιουργήθηκε εργαστηριακά πριν από τη χορήγηση του στα έντοµα. 

Ένα από τα ενδεχόµενα, είναι η περιοχή του γονιδίου που επιλέχθηκε για το σχεδιασµό του 

dsRNA να µην ήταν η καταλληλότερη. Επιπλέον, κατά το στάδιο της δηµιουργίας του 

δίκλωνου µορίου, ίσως οι αλληλουχίες να µην υβριδοποιήθηκαν µεταξύ τους µε αποτέλεσµα 

στα έντοµα να χορηγήθηκε µονόκλωνο RNA, αντί του dsRNA. Ένας άλλος παράγοντας που 

πρέπει να λαµβάνεται υπόψη όταν το dsRNA χορηγείτε µέσω τροφής και που επηρεάζει 

σηµαντικά στην απορρόφηση και τη µεταφορά ουσιών στα διάφορα όργανα είναι ο 

επιθηλιακός φραγµός (Rajagopal et al., 2002). Αν θεωρήσουµε ότι το dsRNA που 

χρησιµοποιήθηκε ήταν ποιοτικά καλό, τότε ίσως εν µέρει να επηρέασε η ποσότητα που 

χορηγήθηκε στα έντοµα. Στα πειράµατα εφαρµόστηκαν διαφορετικά πρωτόκολλα της 

ποσότητας του dsRNA που εισήχθηκε, η οποία όµως µπορεί να µην ήταν αρκετή ώστε να 

οδηγήσει στην ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού. Αυτό µπορεί να οφείλεται στο γεγονός 

ότι ένα µεγάλο µέρος της ποσότητας χανόταν λόγω του επιθηλιακού φραγµού ή τα µόρια 

του dsRNA αποικοδοµούνταν κατά τη µεταφορά. Επίσης, όπως γνωρίζουµε η βοµβυκίωση 

διαρκεί περίπου για 6 έως 8 ηµέρες, ενώ το dsRNA χορηγήθηκε όταν τα έντοµα βρίσκονταν 

ακόµα σε προνυµφικό στάδιο. Ως γνωστό και επειδή το RNA είναι ένα αρκετά ευαίσθητο 

µόριο, το dsRNA που εισαγόταν στις προνύµφες πιθανόν να αποικοδοµούνταν και να µην 

διατηρούνταν έως την έκφραση του γονιδίου των µατιών, µε αποτέλεσµα να µην οδηγούσε 

στην ενεργοποίηση του RNAi µηχανισµού για τη γονιδιακή αποσιώπηση.  

Τα αποτελέσµατα αυτά δεν µπορούν να θεωρηθούν καθοριστικά εφόσον δίνουν 

ελάχιστες πληροφορίες. Αντιθέτως, οι πειραµατικές εφαρµογές µπορούν να συνεχιστούν, 

µελετώντας κάθε παράγοντα που µπορεί να εµποδίζει την ενεργοποίηση της τεχνολογίας 

του RNAi µέσω της τροφής στα έντοµα αυτά. Μια επανάληψη των εφαρµογών για 

ενεργοποίηση του µηχανισµού µέσω τροφής χρησιµοποιώντας dsRNA που στοχεύουν 

γονίδια του εντέρου αντί του γονιδίου των µατιών, θα µπορούσε να είναι αρκετά καθοριστική.  

Σε µια τέτοια περίπτωση, το dsRNA που χορηγείται  µε την τροφή δεν χρειάζεται να περάσει 

τον επιθηλιακό φραγµό και έτσι µπορεί να έρθει σε άµεση επαφή µε το γονίδιο-στόχο του 

εντέρου. Όπως αναφέρεται και στην εισαγωγή, η ενεργοποίηση της τεχνολογίας του RNAi 
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µε µικροένεση παρουσιάζει µεγαλύτερα ποσοστά επιτυχίας από οποιεσδήποτε άλλες 

µεθόδους. Εποµένως, για να επιβεβαιωθεί ότι η αποτυχία της ενεργοποίησης του RNAi 

µηχανισµού στην παρούσα µελέτη ήταν αποτέλεσµα της κακής ποιότητας του dsRNA ή της 

ποσότητας του, θα µπορούσε να  πραγµατοποιηθεί ενεργοποίηση  του RNAi µηχανισµού µε 

έγχυση του συγκεκριµένου dsRNA µέσω ένεσης και να συγκριθούν τα αποτελέσµατα και 

των δύο µελετών. Με την ένεση δεν παρουσιάζεται οποιοσδήποτε περιορισµός κατά τη 

µεταφορά του dsRNA, µε αποτέλεσµα η αποτυχηµένη εφαρµογή του dsRNA µε ένεση να 

αποτελεί ένδειξη της κακής ποιότητας του µορίου ή της ποσότητάς του, δικαιολογώντας έτσι 

τα µη θετικά αποτελέσµατα της µελέτης µας. Επιπλέον, θα µπορούσαν να δοκιµαστούν 

εφαρµογές µε διαφορετικά dsRNA ως προς την αλληλουχία που φέρουν, επιλέγοντας 

διαφορετικά τµήµατα της ακολουθίας του γονιδίου για τη σύνθεση του.  

Με βάση των προαναφερθέντων, η ανάπτυξη του RNAi µηχανισµού στη µύγα της 

Μεσογείου και στο δάκο της ελιάς µε τη χορήγηση του dsRNA διαµέσου της τροφής 

παραµένει ακόµη ως ένας µελλοντικός στόχος, επίτευξη του οποίου µπορεί να οδηγήσει 

στην επίλυση κυρίως γεωργικών και οικονοµικών προβληµάτων. Μεταγενέστερα, η 

τεχνολογία του RNAi για γονιδιακή αποσιώπηση µπορεί να χρησιµοποιηθεί ώστε να 

αδρανοποιεί γονίδια που επηρεάζουν την επιβίωση του εντόµου και να οδηγήσει  στην 

ανάπτυξη ενός εντοµοκτόνου βασισµένου στον RNAi µηχανισµό. Μπορεί έτσι να αποτελέσει 

ορόσηµο µιας νέας γενιάς εντοµοκτόνων αφενός εξειδικευµένων προς τα έντοµα στόχους 

και αφετέρου φιλικών προς το περιβάλλον. Επιπλέον, η ανάπτυξη της RNAi τεχνολογίας στη 

µύγα της Μεσογείου και το δάκο, καθώς αυτή επιτρέπει τον προσδιορισµό της λειτουργίας 

γονιδίων, θα βοηθήσει στον εµπλουτισµό των διαθέσιµων µοριακών πληροφοριών όπως για 

παράδειγµα τη µελέτη µονοπατιών σηµατοδότησης που έχουν βασικούς ρυθµιστικούς 

ρόλους σε αναπτυξιακά στάδια ή κατά την επιβίωση ή ακόµη την ταυτοποίηση µη καλά 

αναγνωρισµένων γονιδίων.   
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