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Περι ληψη 

Ο δάκοσ τθσ ελιάσ B.oleae αποτελεί ζνα μονοπαράςιτο του καρποφ τθσ ελιάσ 

που πλιττει τισ καλλιζργειεσ ςε παγκόςμιο επίπεδο προκαλϊντασ ηθμιζσ 800εκ δολαρίων το χρόνο. 

Θ αντιμετϊπιςι του ζχει ςτραφεί ςτθν πιο οικολογικι και αποτελεςματικι «τεχνικι του ςτείρου 

εντόμου» (SIT). Κατά τθν τεχνικι αυτι απελευκερϊνονται μαηικά αρςενικά ζντομα , ςτειρωμζνα με 

ακτινοβολία, τα οποία ηευγαρϊνουν με τα αγρίου τφπου κθλυκά χωρίσ να παράγουν απογόνουσ. 

Με τθ χριςθ γενετικισ μθχανικισ επιχειρείται θ βελτίωςθ τθσ SIT με τθ δθμιουργία διαγονιδιακϊν 

εντόμων που παρουςιάηουν φυλοειδικι ςτειρότθτα προκαλϊντασ τον κάνατο των κθλυκϊν 

απογόνων τουσ ςε πρϊιμα αναπτυξιακά ςτάδια (fsRIDL). 

Θ fsRIDL ζχει χρθςιμοποιθκεί με επιτυχία ςε ςυγγενικά είδθ του δάκου αξιοποιϊντασ 

το αποπτωτικό γονίδιο hid(head involution defective) ωσ παράγοντα απόπτωςθσ ςτο διαγονίδιο. Το 

γονίδιο hid εμποδίηει τθ δράςθ των αναςτολζων των αποπτοτικϊν καςπαςϊν (IAPs) επιτρζποντασ 

τθν ενεργοποίθςθ του μονοπατιοφ τθσ απόπτωςθσ.  

Στθν παροφςα εργαςία μελετικθκε το γονίδιο hid με ςκοπό τθν ανάλυςθ και χαρακτθριςμό τθσ 

αλλθλουχίασ του για να επιβεβαιωκεί θ καταλλθλότθτά του για χριςθ ςε ςφςτθμα fsRIDL για το 

δάκο τθσ ελιάσ. Θ αλλθλουχία του εμφανίηει υψθλι ςυντιρθςθ με ιδθ χρθςιμοποιθμζνεσ ςε 

αντίςτοιχα ςυςτιματα αλλθλουχίεσ, διατθρϊντασ 100% ομολογία ςτισ περιοχζσ τθσ πρωτινισ hid 

που είναι απαραίτθτεσ για τθ λειτουργία τθσ. Ζτςι εντοπίηουμε τθν καλά 

χαρακτθριςμζνθ GHR περιοχι του αμινοτελικοφ άκρου ςτθν οποία προςδζνονται οι IAPs, τθν 

αλλθλουχία οδθγό για το μιτοχόνδριο του καρβοξυτελικοφ άκρου κακϊσ και τισ περιοχζσ 

φωςφορυλίωςθσ που απενεργοποιοφν τθν πρωτινι. Τζλοσ, εμφανίηει 100% ομολογία με 

τισ λειτουργικζσ περιοχζσ τθσ πρωτείνθ hid τθσ  A.ludens θ οποία ζχει χρθςιμοποιθκεί ιδθ 

ςε διαγονίδιο τθσ A.ludens και A.suspensa, επιτρζποντασ τθν πικανι χριςθ του διαγονιδίου αυτοφ 

και ςτον δάκο τθσ ελιάσ. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



Abstract 

The olive fruit fly B.oleae is a pest of the olive fruit and damages olive crops around the world to the 

amount of 800 million dollars per year. Its management has been now focused on the more eco-

friendly and productive “sterile insect technique” (SIT). SIT is the mass rearing and release of male 

flies, sterilized by irradiation, which mate with the wild type females and produce no offspring. With 

the use of genetic engineering, there have been attempts to improve SIT with the production of 

transgenic flies who present sex specific sterility causing the death of all the female offspring in early 

developmental stages. 

FsRIDL has been used with great success on related species to the olive fruit fly utilizing the 

apoptotic gene hid (head involution defective) as a lethality factor in the transgene. The hid gene 

blocks the effect of the inhibitors of the apoptotic pathway (IAPs) allowing its activation. 

On this thesis we studied the hid gene in order to analyze and characterize its sequence so that we 

can determine whether it is suitable for use in an fsRIDL system for the live fruit fly. Its sequence 

shows very high conservation with already used (on other fsRIDL systems) hid sequences, retaining 

100% homology at the essential regions of the hid protein. Thus, we can identify the very well 

conserved GHR motif at the N-terminus on which the IAPs bind, the driver sequence for the 

mitochondrion at the C-terminus along with the phosphorylation sites that deactivate the protein. 

Finally it shows 100% homology with the essential regions of A.ludens hid which has already been 

used in transgenes for A.ludens and A.suspensa indicating the potential use of the same transgene 

for the olive fruit fly.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ειςαγωγη  

Ο ΔΑΚΟ- ΦΑΡΑΚΣΗΡΙΣΙΚΑ ΚΑΙ ΓΕΨΓΡΑΥΙΑ 
 

Ο Δάκοσ τθσ ελιάσ (Bactrocera oleae) αποτελεί μια εκ των μυγϊν των φροφτων θ οποίεσ 

ανικουν ςτθν οικογζνεια των Tephritidae των δίπτερων εντόμων. Αποτελεί παράςιτο αποκλειςτικά 

για τθν ελιά (Oleae verrucosa ,O.chrysophylla , O.ferruginea και κυρίωσ O.europaea)  ενϊ 

εντοπίηεται τόςο ςε μονοκαλλιζργιεσ ελαιόδεντρων όςο και ςε άγριουσ πλθκυςμοφσ[reviewed in 1]. 

Γεωγραφικά κεωρείται ότι προιλκε από τθν υποςαχάρια Aφρικι[17] ενϊ θ εξάπλωςι του 

οδιγθςε ςε πλθκυςμοφσ ςτθν λεκάνθ τθσ Μεςογείου, τθ Μζςθ Ανατολι και προςφάτωσ τθν 

πολιτεία τθσ California ςτθν Αμερικι*2-10,14,15]. Από αυτοφσ τουσ πλθκυςμοφσ ξεχωρίηει αυτόσ τθσ 

μζςθσ ανατολισ (asiatica) όπου εμφανίηει ςθμαντικζσ αποκλίςεισ από τουσ υπόλοιπουσ 

υποδεικνφοντασ εξελικτικό διαχωριςμό ςε πρϊιμα ςτάδια. Ραράλλθλα ζχουν παρατθρθκεί  

εςωτερικζσ διαφορζσ ςτουσ πλθκυςμοφσ τθσ Μεςογείου [14,15] ενϊ αυτόσ τθσ California 

πιςτεφεται ότι προιλκε από τθν ανατολικι 

Μεςόγειο[7]. 

Ωσ μονοπαράςιτο τθσ ελιάσ θ εξζλιξθ και 

εξάπλωςι του είναι ςυνδεδεμζνθ με τθν 

γεωγραφικι κζςθ ελαιόδεντρων (αγρίων και 

καλλιεργειϊν) με μόνθ εξαίρεςθ τθν 

Αυςτραλία όπου δεν ζχει παρατθρθκεί 

δάκοσ τθσ ελιάσ.  

 

 

ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΚΤΚΛΟ ΣΟΤ ΔΑΚΟΤ 
 

Ο δάκοσ τθσ ελιάσ κατά το βιολογικό του κφκλο περνάει από 4 ςτάδια:αυγό, προνφμφθ (θ οποία 

υφίςταται 3 εκδφςεισ), νφμφθ, ενιλικο ζντομο.  Θ διάρκεια κάκε ςταδίου εξαρτάται από τισ 

περιβαλλοντολογικζσ ςυνκικεσ. Σε ιδανικζσ κερμοκραςίεσ το αυγό εκκολάπτεται ςε 1 μζρα, θ 

προνφμφθ ολοκλθρϊνει τισ εκδφςεισ τθσ ςε 8, ενϊ θ νφμφθ μεταμορφϊνεται ςε διάςτθμα 9 

θμερϊν.  Για το δάκο τθσ ελιάσ ευνοϊκι είναι θ κερμοκραςία κοντά ςτουσ 25°C και θ υγραςία κοντά 

ςτο 80% ενϊ μθ ςυμβατζσ με τθν επιβίωςι του είναι κερμοκραςίεσ κάτω των 10°C και άνω των 

32°C. Συνολικά κατά τθ διάρκεια ενόσ ζτουσ ο Δάκοσ διανφει από 2 ζωσ 5 γεννεζσ[18]. Σθμαντικό 

Εικόνα 1: Εξάπλωςθ του δάκου ςτον παγκόςμιο χάρτθ 
παράλλθλα με τον γεωγραφικό εντοπιςμό των ελαιόδεντρων 
(αποχρϊςεισ του γκρί) 



ρόλο παίηουν επίςθσ θ προςβαςιμότθτα ςε ελιά αλλά και θ ποιότθτα του καρποφ, με τισ μαφρεσ 

ελιζσ να αποτελοφν καλφτερο υπόςτρωμα από τισ πράςινεσ λόγω τθσ υψθλότερθσ επιφανειακισ 

κερμοκραςίασ τουσ [18]. 

Κατά το προνυμφικό ςτάδιο το ζντομο βρίςκεται μζςα ςτον καρπό τθσ ελιάσ και τρζφεται από 

τουσ ιςτοφσ του. Στο ςτάδιο του ενιλικου εντόμου αντίκετα, ο δάκοσ τρζφεται κατά κόρον με γφρθ, 

νζκταρ και εκκρίςεισ φροφτων[1]. 

Το ενιλικο άτομο ηεί για περίπου 2 μινεσ και ςυηεφγνεται 1 φορά για το κθλυκό και πολλαπλζσ 

για το αρςενικό ζντομο. Οι κθλυκοί εναποκζτουν 1 αυγό ςε κάκε καρπό ενϊ μπορεί να 

εναποκζςουν  μεχρι και 10 θμεριςίωσ. Συνολικά κατά τθ διάρκεια τθσ ηωι του το ενιλικο κθλυκό 

άτομο μπορεί να εναποκζςει μζχρι και 400 αυγά [20,21]. 

 

ΖΗΜΙΑ 
 

Κατά τθν ωοαπόκεςθ τα ενιλικα κθλυκά ζντομα τρυπάνε το επικάρπιο τθσ ελιάσ και 

εναποκζτουν το αυγό ςτο εςωτερικό το οποίο ςτθ διάρκεια 1 θμζρασ περνάει ςτο ςτάδιο τθσ 

προνφμφθσ. Θ προνφμφθ τρζφεται από τουσ ιςτοφσ του καρποφ μζχρι να φτάςει ςτο ςτάδιο τθσ 

ζκδυςθσ τθσ, καταναλϊνοντασ από 45 μζχρι 150mg καρποφ δθμιουργϊντασ ςτοζσ ςτο εςωτερικό 

του που τον αλλοιϊνουν. Κατά τθ διάρκεια αυτισ τθσ διαδικαςίασ ο καρπόσ μπορεί να παραμείνει 

ςτο δζντρο ι μπορεί να πζςει λόγω τθσ αποδυνάμωςθσ του. Ραράλλθλα με τθ ηθμιά που προκαλεί 

θ αναπτυςςόμενθ προνφμφθ, ζχει παρατθρθκεί ότι τα νφγματα που προκαλοφνται ςτον καρπό 

κατά τθν ωοαπόκεςθ αποτελοφν ευνοϊκζσ εςτίεσ ανάπτυξθσ βακτθρίων και μυκιτων. Θ μόλυνςθ 

τθσ ελιάσ με μικροοργανιςμοφσ ζχει επιπλζον δυςμενείσ επιπτϊςεισ ςτθν ποιότθτα του καρποφ 

όπωσ αυξθμζνθ οξφτθτα ενϊ καταλιγει ςτθν αποςφνκεςθ του καρποφ[12,13]. Τζλοσ θ ϊριμθ 

προνφμφθ ανοίγει μια δεφτερθ οπι ςτον καρπό είτε για να εξζλκει και μεταμορφωκεί ςε νφμφθ 

ςτο ζδαφοσ (ςτθν περίπτωςθ πεςμζνου καρποφ) είτε νυμφοποιείται ςτο εςωτερικό του καρποφ και 

ανοίγει τθν ωπι εξόδου ωσ ενιλικο ζντομο[reviewed in 16].  

Ππωσ είναι αναμενόμενο θ ηθμιά αυτι ςτον καρπό τθσ ελιάσ ζχει ςοβαρζσ επιπτϊςεισ ςτθν 

ποιότθτα του λαδιοφ. Αρχικά επειδι θ προνφμφθ τρζφεται από ιςτοφσ του καρποφ υπολογίηεται ότι 

από τθ ςυνολικι ςοδιά ο δάκοσ μπορεί να προκαλζςει απϊλειεσ 11-15%. Ακόμα επθρεάηει τα 

οργανολθπτικά χαρακτθριςτικά τθσ ελιάσ και κατ’επζκταςθ του λαδιοφ αυξάνοντασ τθν οξφτθτα, το 

βακμό υπεροξειδίων αλλά και τθ γεφςθ. Υπολογίηεται ότι ςε παγκόςμια κλίμακα ο δάκοσ προκαλεί 

ηθμιά τθσ τάξθσ των 800εκ δολλαρίων το χρόνο[16]. 

 

Εικόνα 2: Βιολογικόσ κφκλοσ του δάκου τθσ ελιάσ. Από αριςτερά: Ζευγάρωμα, ωοαπόκεςθ, αυγό, προνφμφυ, νφμφθ, 
ενιλικο αμζςωσ μετά τθν μεταμόρφωςθ 



ΑΝΣΙΜΕΣΨΠΙΗ ΣΟΤ ΔΑΚΟΤ 
 

ΠΡΕΙ ΦΗΜΙΚΑ ΕΝΣΟΜΟΚΣΟΝΑ 
Λόγω τθσ ςθμαντικισ ηθμίασ που προκαλεί ο δάκοσ ςτθν ελιά είναι απαραίτθτθ θ αντιμετϊπιςι 

του. Ζνασ από τουσ βαςικοφσ τρόπουσ αντιμετϊπιςθσ είναι ο ψεκαςμόσ με χθμικά εντομοκτόνα. 

Κατά κόρον χρθςιμοποιοφντα οργανοφωςφορικά, πυρεκροειδι ενϊ πρόςφατα ςτθ λίςτα 

προτζκθκε και το spinosad [1, 22, 23]. Τα εντομοκτόνα αυτά χρθςιμοποιοφντα είτε ωσ ςπρζι 

επικάλυψθσ (cover sprays) που εφαρμόηονται πάνω ςτο φυτό και το προςτατεφοουν ςκοτϊνοντασ 

τισ προνφμφεσ αλλά και τα ενιλικα ζντομα που ζρχονται ςε επαφι με αυτό, με είτε ϊσ ςπρζι 

δολϊματοσ (bait sprays) τα οποία περζχουν και μια προςελκυςτικι ουςία (ορμϊνεσ ι αμμωνιακά 

άλατα) και εφαρμόηονται ςτον περιβάλοντα χϊρο του φυτοφ όπου προςελκφουν τα ζντομα τα 

οποία αφοφ ζρκουν ςε επαφι με ψεκαςμζνθ επιφάνεια πεκαίνουν*28+.  

Ραρόλθ τθν αποτελεςματικότθτα των εντομοκτόνων ζχουν παρατθρθκεί διάφορα προβλιματα 

τα οποία ζχουν προκαλζςει τθ ςτροφι ςε διαφορετικά μζςα αντιμετϊπιςθσ. Αρχικά τα εντομοκτόνα 

δεν παρουςιάηουν τθν απαραίτθτθ ειδοειδικότθτα. Ζτςι παράλλθλα με το δάκο πλιγονται και άλλα 

είδθ εντόμων που υπάρχουν ςτο περιβάλλον κάποια εκ των οποίων μπορεί να είναι υψθλισ 

οικολογικισ αξίασ [22]. Ακόμα οι υπερβολικοί ψεκαςμοί των φυτϊν μπορεί να ζχουν επιβλαβείσ 

ςυνζπειεσ για το ίδιο το φυτό αλλά και τθν ποιότθτα του καρποφ του κάτι το οποίο κατ’επζκταςθ 

μπορεί να αποβεί βλαπτικό για τον άνκρωπο που το καταναλϊνει [24].  

Τζλοσ το πιο ςθμαντικό είναι ότι ο δάκοσ (όπωσ ζχει παρατθρθκεί και ςε άλλα ζντομα) 

αναπτφςςει ςταδιακά αντίςταςθ ςτα εντομοκτόνα κάτι το οποίο εντείνεται με τθν υπερβολικι 

χριςθ αυτϊν [25,26,27,28] [reviewed in 1]. 

 

ΔΑΚΟΠΑΓΙΔΕ 
Λόγω όλων αυτϊν των προβλθμάτων που προκφπτουν από 

τθ χριςθ χθμικϊν εντομοκτόνων υπάρχει μια ςτροφι ςε 

διαφορετικοφσ τρόπουσ ελζγχου. Μια εκ των ςυμβατικϊν 

εναλλακτικϊν είναι οι παγίδεσ, οι οποίεσ εκτίσ από μζςο 

παρακολοφκθςθσ του πλθκυςμοφ (κολλϊδεισ παγίδεσ) 

μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν και για τον ζλεγχο του. Οι 

παγίδεσ λειτουργοφν ωσ δολϊματα ςτα οποία μια ουςια 

(φερορμόνθ, υδρολυμζνθ πρωτείνθ, αμμωνιακά άλατα και 

παλαιότερα μολάςςα) ι ζνα χαρακτθριςτικό (κίτρινο χρϊμα, 

κόκκινο χρϊμα, ςφαιρικό ςχιμα)  χρθςιμοποιείται για να προςελκφςει το ζντομο ςτθν παγίδα  

όπου υπάρχει είτε κάποια κολλϊδεσ επιφάνεια, είτε υγρό είτε εντομοκτόνο (είτε ςυνδιαςμόσ 

αυτϊν) και προκαλεί τθ κανάτωςι του [1,29,30,31,32,33,34,35] 

 

Εικόνα 3: Δακοπαγίδα τφπου McPhail 



ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΕΛΕΓΦΟ 
Εκτόσ από τισ παγίδεσ θ προςπάκεια για ζλεγχο του πλθκυςμοφ του δάκου τθσ ελιάσ ζχει 

ςτραφεί και ςε πιο φυςικζσ-βιολογικζσ μεκόδουσ. Κατ’αρχιν ωσ προκαταρκτικό μζτρο ςυνιςτάται ο 

καλόσ κακαριςμόσ τθσ καλλιζργειασ κακϊσ πολλοί καρποί λόγω τθσ προςβολισ τουσ από το δάκο 

πζφτουν από το δζντρο αλλά εξακολουκοφν να αποτελοφν εςτία ανάπτυξθσ των προνφμφων που 

βρίςκονται μζςα ςτον καρπό. Ζτςι ςυχνό κακάριςμα του χωραφιοφ μπορεί να βοθκιςει ςτθ μείωςθ 

των απγόνων και κατ’επζκταςθ του πλθκυςμοφ των δάκων τοπικά [36]. Ακόμα ζχει δειχκεί ότι θ 

χρφςθ ςπρζι επικάλυψθσ kaolin μπορεί να απωκεί τον δάκο λόγω τθσ ανακλαςτικισ επιφάνειασ που 

δθμιουργοφν τα ςωματίδια kaolin ςτον καρπό *37,38+. Τζλοσ θ ειςαγωγι φυςικϊν αντιπάλων του 

δάκου ςτο περιβάλλον όπωσ παράςιτα ι κθρευτζσ του εντόμου μπορεί να ςυνειςφζρει ςτθ μείωςθ 

του πλθκυςμοφ με βιολογικό τρόπο. Χαρακτθριςτικό παράδειγμα είναι το παράςιτο (P. concolor) που 

ζχει ειςαχκεί ςτθν περιοχι τθσ Μεςογείου (Λταλία 1914, Γαλλία 1919). 

 

ΣΕΦΝΙΚΗ ΣΕΙΡΟΤ ΕΝΣΟΜΟΤ (SIT) 

Ιςτορία  

Θ τεχνικι του ςτείρου εντόμου (Sterile Insect Technique, SIT) εμφανίςτθκε τθν δεκαετία του ’30. 

Ρροτάκθκε αρχικά ςε διαφορετικζσ μορφζσ από 3 επιςτιμονεσ. Αρχικά ο A.S. Serebrovskii το 1940 , 

ζνασ ϊςοσ γενετιςτισ που δοφλευε ςτο Moscow State University, πρότεινε τθ χριςθ 

χρωμοςωμικϊν μετακζςεων ωσ παράγοντα ελζγχου του πλθκυςμοφ[42].  Στθ ςυνζχεια ο  Dr. F. L. 

Vander-plank , που δοφλευε ςτθν καταπολζμθςθ τθσ μφγασ Τςε-Τςε ςτθν Τανηανία, πρότεινε τθν 

απελευκζρωςθ ςυγγενικϊν ειδϊν που ανικουν ςτο ίδιο ςφμπλεγμα ειδϊν με το ζντομο ςτόχο, με 

ςκοπό τθν διαειδικι αναπαραγωγι και τθν δθμιουργία ζτςι ςτείρων απογόνων[43,44]. Τζλοσ θ 

μορφι τθσ τεχνικισ που χρθςιμοποιείται μζχρι ςιμερα προτάκθκε από τον Αμερικάνο E.F. Knippling 

ο οποίοσ ζκεςε τθν ιδζα τθσ ςτείρωςθσ εντόμων ςτο εργαςτιριο τα οποία κατ’επζκταςθ 

απελευκερϊνονται ςτο περιβάλλον και ανταγωνίηονται τα αγρίου τφπου για το ηευγάρωμα με τα 

κθλυκά [40]. Θ ιδζα του εφαρμόςτθκε πρϊτθ φορά το 1951 ςτοχεφοντασ ςτο Callitroga hominivorax 

ςτο νθςί Sanibel ζξω από τθν California και κατάφερε ςχεδόν να εξαλείψει τον πλθκυςμό. Θ 

επόμενθ πιο εκτενισ προςπάκεια ςτο νθςί Curacao κατάφερε τθν πλιρθ εξάλλειψθ του ενδογενοφσ 

πλθκυςμοφ Callitroga hominivorax του νθςιοφ [41] [reviewed in 39,45]. 

  

Πώσ λειτουργεί 

Κατά τθν SIT ζχουμε μαηικι εκτροφι εντόμων ςτο εργαςτιριο τα οποία όταν φτάςουν το απα-

ραίτθτο μζγεκοσ πλθκυςμοφ υφίςτανται μια διαδικαςία ςτείρωςθσ. Αυτι θ διαδικαςία μπορεί να 

είναι είτε χθμικι, είτε με χριςθ ραδιενζργειασ (κυρίωσ ακτίνεσ γ) και αποτελεί μια ευαίςκθτθ 

διαδικαςία. Τα ζντομα μόλισ ςτειρωκοφν απελευκερϊνονται ςτθν περιοχι, όπου απαιτείται ο 

ζλεγχοσ του ενδογενοφσ εντόμου, με ςκοπό τθ διαςταφρωςι τουσ με τον φυςικό πλθκυςμό. Οι 

διαςταυρϊςεισ αυτζσ δεν κα δϊςουν απογόνουσ οδθγϊντασ ςε μείωςθ του άγριου πλθκυςμοφ 

[39]. 



Στο ςτάδιο τθσ εκτροφισ τα ζντομα πρζπει να 

βρίςκονται ςε κατάλλθλεσ ςυνκικεσ κερμοκραςίασ, 

κατάλλθλεσ ςυνκικεσ υγραςίασ, να λαμβάνουν τα 

απαραίτθτα κρεπτικά από τθν τροφι τουσ και να τουσ 

παρζχονται ιδανικζσ ςυνκικεσ ωοαπόκεςθσ και κρζψθσ 

των μθ ενιλικων εντόμων ϊςτε να επιτευχκεί θ αφξθςθ 

του εργαςτθριακοφ πλθκυςμοφ. Ραράλλθλα ςυχνζσ 

αναμφξεισ του εργαςτθριακοφ πλθκυςμοφ με ζντομα 

αγρίου τφπου βοθκάνε ςτθ διατιρθςθ ενόσ υγειοφσ 

πλθκυςμοφ και αντιπαλεφουν τισ επιπτϊςεισ τθσ 

ομομυξίασ. Τζλοσ είναι ςυμαντικό να διατθροφνται οι 

βιολογικοί κφκλοι των εργαςτθριακϊν εντόμων ςε 

ςυγχρονιςμό με τον πλθκυςμό αγρίου τφπου που 

αποτελεί ςτόχο ϊςτε μετά τθν απελευκζρωςθ των 

ςτείρων εντόμων να ςυμπιπτει θ περίοδοσ 

αναπαραγωγισ τουσ [45,46]. 

Για τθ ςτείρωςθ των εντόμων χρθςιμοποιείται 

ακτινοβολία (ακτίνεσ γ, ακτίνεσ χ), ζκκεςθ ςτθν οποία 

ζχει βρεκεί  ότι προκαλεί ςτείρωςθ [47].  Συνικωσ 

χρθςιμοποιείται θ πιο οικονομικι γ-ακτινοβολία. Θ 

ακτινοβολία δθμιουργεί τυχαίεσ μεταλάξεισ ςτο γαμετικό 

υλικό των εντόμων προκαλϊντασ το φαινόμενο των 

Επικρατϊν Κνθςιγόνων Μεταλλάξεων, όπου ςτο γαμζτθ 

αναπτφςςονται αρκετζσ επικρατείσ κνθςιγόνεσ μεταλάξεισ ζτςι ϊςτε ανεξαρτιτωσ του άλλου 

φυλετικοφ γαμζτθ όλοι οι απόγονοι να είναι νεκτροί *39+. Είναι ςθμαντικι θ λεπτομερισ ανάλυςθ 

των επιπτϊςεων τθσ ακτινοβολίασ για τθν εφρεςθ τθσ κατάλλθλθσ ποςότθτασ θ οποία προκαλεί 

ςτείρωςθ ςτο ζντομο αλλά δεν επθρεάηει τθ δυνατότθτά του να ηευγαρϊςει και να εναποκζςει 

ςπζρμα (ςτθν περίπτωςθ των αρςενικϊν). Αυτό είναι καίριασ ςθμαςίασ γιατί ενϊ το αρςενικό 

ζντομο μπορεί να ηευγαρωςει πολλζσ φορζσ, το κθλυκό μόνο μια[21]. Ράνω ςε αυτό το 

χαρακτθριςτικό των μυγϊν των φροφτων βαςίηεται και θ τεχνικι του ςτείρου εντόμου όπου το 

ςτείρο αρςενικό ηευγαρϊνει με το αγρίου τφπου κθλυκό ουςιαςτικά κάνοντάσ το απροςπζλαςτο 

για τα αγρίου τφπου αρςενικά ενϊ παράλλθλα δεν παράγονται απόγονοι.  

Κατά τθν απελευκζρωςθ των εντόμων ζχει βρεκεί ότι θ αποτελεςματικότθτα μειϊνεται 

ραγδαία όταν ο εργαςτθριακόσ πλθκυςμόσ που απελευκερϊνονται αποτελείται και από αρςενικά 

και από κθλυκά ζντομα. Αυτό οφείλεται ςτο γεγονόσ ότι τα ςτείρα ζντομα πολλζσ φορζσ 

ηευγαρϊνουν μεταξφ τουσ μειϊνοντασ τθν αλλθλεπίδραςθ με τον άγριο πλθκυςμό. Αυτό ςυμβαίνει 

και λόγω ευκολίασ, αρςενικά και κθλυκά απελευκερϊνονται μαηί και βρίςκονται ςε κοντινι 

απόςταςθ μεταξφ τουσ ςυγκριτικά με τα αγρίου τφπου τα οποία είναι διάςπαρτα ςτθν καλλιζργεια 

ςτόχο, αλλά και λόγω τθσ μειωμζνθσ ανταγωνιςτικότθτασ των εντόμων που προκαλείται από τθν 

ακτινοβολία και τα κάνει λιγότερο αποτελεςματικά ςτθν  προςζλκυςθ αγρίου τφπου εντόμου για να 

ηευγαρϊςουν. Ζτςι θ τεχνικι οδθγικθκε ςτο να ςτοχεφει ςτθν εξάλειψθ των εργαςτθριακϊν 

κθλυκϊν πριν τθν απελευκζρωςθ. Θ επιλογι των αρςενικϊν ζγινε γιατί τισ περιςςότερεσ μφγεσ των 

φροφτων το βλαπτικό ζντομο είναι το κθλυκό, χαρακτθριςτικό το οποίο κυρίωσ οφείλεται ςτθν 

ωοαπόκεςθ ςτα φροφτα. Για το λόγο αυτό προτιμάται θ απελευκζρωςθ ςτείρων αρςενικϊν 



εντόμων τα οποία ανταγωνίηονται με τα αρςενικά αγρίου τφπου για να ηευγαρϊςουν με τα κθλυκά. 

Ακόμα θ ιδιότθτα των κθλυκϊν να ηευγαρϊνουν μια φορά βοθκάει ςτθν πιο αποτελεςματικι 

λειτουργία τθσ τεχνικισ κακϊσ το κάκε ςτείρο αρςενικό που απελευκερϊνεται μπορεί να 

ηευγαρϊςει με πολλά κθλυκά αγρίου τφπου [45,46]. 

Θ SIT επομζνωσ ξεκινάει με τθν εκτροφι μεγάλου πλθκυςμοφ εντόμων, τθν εξάλλειψθ των 

κθλυκϊν και μετά τθν ςτείρωςθ των εναπομείναντων αρςενικϊν. Το τελευταίο ςτάδιο είναι θ 

απελευκζρωςθ του εργαςτθριακοφ ςτείρου πλθκυςμοφ ςτθν καλλιζργεια ςτόχο. Σε αυτό το ςτάδιο 

πρζπει να δοκεί προςοχι ςτο μζγεκοσ του εργαςτθριακοφ πλθκυςμοφ που χρειάηεται να 

απελευκερωκεί, το οποίο εξαρτάται από τον πλθκυςμό αγρίου τφπου  και τθν αποτελεςματικότθτα 

ηευγαρϊματοσ. Ρριν τθν απελευκζρωςθ ο πλθκυςμόσ αγρίου τφπου πρζπει να μελετθκεί ωσ προσ 

το μζγεκόσ του, τον ρυκμό εξάπλωςισ του και τθν γεωγραφικι του τοποκζτθςθ. Ακόμα πρζπει να 

εξακριβωκεί πόςθ από τθν ανταγωνιςτικότθτα ςτο ηευγάρωμα των ςτείρων αρςενικϊν ζχει χακεί. 

Με βάςθ αυτοφσ τουσ παράγοντεσ πρζπει να απελευκερωκεί κατάλλθλοσ αρικμόσ ςτείρων 

αρςενικϊν ϊςτε να οδθγιςει ςτθ μείωςθ του πλθκυςμοφ αγρίου τφπου (αντιςτρόφωσ ανάλογοσ 

τθσ μείωςθσ ανταγωνιςτικότθτασ, ανάλογοσ του μεγζκουσ του πλθκυςμοφ, ανάλογοσ του ρυκμοφ 

εξάπλωςθσ). Το τελικό αποτζλεςμα κυμαίνεται μεταξφ 3x και 5x του αγρίου πλθκυςμοφ [39,45]. 

Τζλοσ θ τεχνικι ςτείρου εντόμου λειτουργεί ςε βάκοσ χρόνου (>2 γενεζσ) και δεν δίνει 

αποτελζςματα όςο άμεςα όςο αυτά των εντομοκτόνων. Για τθν επιτυχθμζνθ εφαρμογι τθσ 

χρειάηεται θ απελευκζρωςθ εκ νζου ςτείρων αρςενικϊν ανά τακτά χρονικά διαςτιματα ζτςι ϊςτε ο 

πλθκυςμόσ των ςτείρων εντόμων να διατθρείται ςτακερόσ ενϊ αυτόσ των αγρίου τφπου να 

μειϊνεται. Ζτςι με τθν πάροδο του χρόνου θ αναλογία ςτείρων προσ γόνιμα αρςενικά αυξάνεται 

βελτιϊνοντασ τθν απόδοςθ τθσ τεχνικισ. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι θ απελευκζρωςθ ςτείρων 

αρςενικϊν ζχει νόθμα και μετά τθν εξάπλωςθ του πλθκυςμοφ αγρίου τφπου κακϊσ λειτουργεί ωσ 

αναςταλτικόσ παράγοντασ για τθν εκ νζου μετανάςτευςθ εντόμων από κοντινζσ περιοχζσ [45] 

Χαρακτθριςτικό παράδειγμα αποτελεί το πρόγραμμα SIT τθσ California για τθν αποτροπι ειςόδου 

βλαπτικϊν εντόμων από το Μεξικό όπου γίνονται ςυχνζσ απελευκερϊςεισ ςτθν κοιλάδα ςτα 

ςφνορα μεταξφ των δφο.  

 

Παραδείγματα εφαρμογών τησ SIT 

Αφοφ ζγινε θ αρχι με τα πειράματα αντιμετϊπιςθσ του Callitroga hominivorax το 1951, 

αναπτφχκθκαν προγράμματα εξάλειψισ του με μεγάλθ επιτυχία ςτθν Αμερικι, τθ Χιλι, το Μεξικό, 

τθν Αργεντινι ενϊ το 1990 ξεκίνθςε πρόγραμμα και ςτθν Νότια Αφρικι. Θ τεχνικι όμωσ 

αναπτφχκθκε και χρθςιμοποιικθκε και ςε πλθκϊρα άλλων εντόμων όπωσ: Anastrepha ludens και 

Ceratitis Capitata [48], Bactrocera tryoni[49], Bactrocera cucurbitae [50], Glossina palpalis 

gambiensis [51], Glossina palpalis palpalis [52], Glossina austeni [53], Glossina fuscipes fuscipes [54], 

Anopheles albimanus [55], Anopheles quadrimaculatus [56], Culex pipiens quinquefasciatus [57], 

Culex pipiens fatigans[58], Aedes albopictus [59] [reviewed in 60]. 

Ραράλλθλα ζγιναν προςπάκειεσ ανάπτυξθσ τθσ τεχνικισ για το δάκο τθσ ελιάσ το 1972 *61]. Θ 

προςπάκεια παρόλα αυτά δεν απζδωςε λόγω προβλθμάτων που εμφανίςτθκαν ςτθ μαηικι 

εκτροφι αλλά και τθν ορκι ςτείρωςθ των αρςενικϊν δάκων. Ζτςι το 1980 θ προςπάκεια ανάπτυξθσ 

SIT για το δάκο τθσ ελιάσ ζπαψε με τθ χρθματοδότθςθ να μθ βρίςκεται πια λόγω των δυςκολιϊν 



που είχαν προκφψει. Ραρόλα αυτά νζεσ ζρευνεσ για τισ ςυνκικεσ εκτροφισ (ςυμβιωτικά βακτιρια 

και δοςολογία τροφισ) και ςτείρωςθσ του δάκου επανζφεραν τθν προςπάκεια ςτο προςκινιο. 

Βζβαια εκλείπουν ακόμα ζρευνεσ για τθ διαδικαςία μαηικισ εκτροφισ του εντόμου (μζγεκοσ 

κλουβιϊν κλπ) ενϊ δρομολογοφνται προςπάκειεσ ανάπτυξθσ ςυςτιματοσ φυλοδιαχωριςμοφ ϊςτε 

να επιτευχκεί αρςενικόσ μόνο πλθκυςμόσ για τθ ςτείρωςθ[63]. 

 

Προβλήματα-Βελτιώςεισ τησ SIT: 

Ζνα από τα βαςικά προβλιματα που εμφανίηει θ SIT είναι θ δυςκολία μαηικισ εκτροφισ των 

εντόμων. Για τθν επιτυχία τθσ τεχνικισ είναι απαραίτθτο να μποροφν να παράγονται τεράςτιεσ 

ποςότθτεσ εντόμων ανά τακτά χρονικά διαςτιματα για να μπορεί να διατθρείται  (με ςυχνζσ 

απελευκερϊςεισ) ςτακερά υψθλόσ ο αρικμόσ των ςτείρων αρςενικϊν ϊςτε να μειϊνεται 

προοδευτικά ο αγρίου τφπου πλθκυςμόσ. Για να επιτευχκεί αυτό πρζπει να εξεταςτοφν πολλοί 

παράγοντεσ και να βρεκοφν οι ιδανικζσ μεταβλθτζσ που κα επιτρζπουν τθ ςωςτι μαηικι εκτροφι 

με το μικρότερο δυνατό κόςτοσ. Ζνασ από τουσ παράγοντεσ που ζχει βρεκεί να βελτιϊνει τα 

αποτελζςματα τθσ εκτροφισ, αντιπαλεφοντασ τισ αρνθτικζσ επιδράςεισ τθσ ομομιξίασ και λοιπϊν 

επιβλαβϊν παραγόντων τθσ εργαςτθριακισ εκτροφισ, είναι θ παροχι προβιοτικϊν ςτα ζντομα [73]. 

Θ μικροβιακι πανίδα των εντόμων ζχει βρεκεί ότι παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν υγεία και τθν 

ανάπτυξι τουσ με αποττζλεςμα οι εργαςτθριακοί πλθκυςμοί οι οποίοι ζρχονται ςε επαφι με πολφ 

λιγότερουσ μικροοργανιςμοφσ ςε ςχζςθ με τουσ αγρίου τφπου να εμφανίηουν μειονζκτθμα [75].  

Ραράλλθλα θ διαδικαςία ςτείρωςθσ πρζπει επίςθσ να εξεταςτεί ενδελεχϊσ και να βρεκεί θ 

απαραίτθτθ ποςότθτα ακτινοβολίασ που είναι όςο το δυνατόν λιγότερο βλαπτικι για το ζντομο, τθν 

επιβίωςι του αλλά και τθν ανταγωνιςτικότθτά του για ηευγάρωμα ςε ςχζςθ με τα αγρίου τφπου 

αρςενικά[45]. 

Ακόμθ είναι απαραίτθτο να  γίνουν ακριβείσ ζλεγχοι για τον αγρίου τφπου πλθκυςμό τθσ 

περιοχισ ϊςτε να απελευκερωκεί κατάλλθλθ(επαρκισ) ποςότθτα ςτείρων αρςενικϊν θ οποία να 

οδθγιςει ςτθ μείωςθ του πλθκυςμοφ, κακϊσ και ακριβείσ ζλεγχοι του γεωγραφικοφ εντοπιςμοφ 

των αγρίου τφπου εντόμων ςτθν περιοχι ϊςτε να επιτευχκεί θ καλφτερθ δυνατι ςτοχοποίθςθ τουσ 

κατά τθν απελευκζρωςι των ςτείρων αρςενικϊν. Οι διαδικαςίεσ αυτζσ είναι χρονοβόρεσ αλλά και 

κοςτοβόρεσ και ςε ςυνδυαςμό με τθν ανάγκθ κατάλλθλων εγκαταςτάςεων, προςωπικοφ, κλουβιϊν 

μεταφοράσ και πρϊτων υλϊν κζτουν ζνα οικονομικό βάροσ ςτθν τεχνικι [39].  

Λόγω του κόςτουσ ανάπτυξθσ του πλθκυςμοφ ςτο εργαςτιριο ζχει προτακεί ο ςυνδυαςμόσ 

χθμικϊν εντομοκτόνων με τθν SIT. Κατά τθ διαδικαςία αυτι θ περιοχι ψεκάηεται πρϊτα με 

εντομοκτόνα τα οποία ζχουν άμεςθ και βραχυπρόκεςμθ δράςθ πετυχαίνοντασ μείωςθ του 

πλθκυςμοφ. Ακολοφκωσ ξεκινάει θ απελευκζρωςθ των ςτείρων εντόμων (SIT) ςε υπόβακρο 

μικρότερου άγριου πλθκυςμοφ. Ζτςι απαιτείται μικρότερθ ποςότθτα ςτείρων εντόμων ενϊ 

παράλλθλα μποροφν να επιτευχκοφν μεγαλφτερεσ αναλογίεσ ςτείρων προσ αγρίου τφπου 

εξαςφαλίηοντασ πιο καλό αποτζλεςμα [39]. 

Ζνα άλλο πρόβλθμα τθσ SIT είναι θ ανάγκθ φυλοδιαχωριςμοφ των εντόμων. Ππωσ 

προαναφζρκθκε ςτισ περιςςότερεσ των περιπτϊςεων ςτειρϊνονται και απελευκερϊνονται αμιγϊσ 

αρςενικοί πλθκυςμοί δθμιουργϊντασ τθν ανάγκθ διαχωριςμοφ των δφο φφλων ϊςτε να 

απομονωκοφν τα αρςενικά ζντομα. Σε κάποια ζντομα ο διαχωριςμόσ λόγω μορφολογίασ είναι 

εφικτόσ (μζγεκοσ νφμφθσ, χρόνοσ πριν τθν ζκδυςθ), παρόλα αυτά αποτελεί ζνα μθ ιδανικό τρόπο 



γιατί δε μπορεί να εφαρμοςτεί ςε όλουσ τουσ τφπουσ εντόμων ενϊ ςχεδόν ποτζ δεν αποδίδει 

αμιγϊσ μονοφυλετικοφσ πλθκυςμοφσ [64]. 

Μια ακόμα προβλθματικι πλευρά τθσ ςυμβατικισ SIT είναι τα προβλιματα που προκαλοφνται 

ςτο ζντομο κατά τθ διαδικαςία ςτείρωςισ του. Ο κφριοσ τρόποσ ςτείρωςθσ που χρθςιμοποιείται, θ 

γ-ακτινοβολία, προκαλεί τυχαίεσ μεταλλάξεισ και χρωμοςωμικζσ μετακζςεισ ςτο ζντομο. Ραρόλο 

που αυτά είναι απαραίτθτα για τθν επίτευξθ τθσ επικρατοφσ κνθςιγόνου μετάλλαξθσ ςτουσ 

γαμζτεσ, προκαλεί και άλλα προβλιματα ςτο ζντομο. Αρχικά υψθλζσ δόςεισ τθσ ακτινοβολίασ 

μπορεί να ςκοτϊςουν το ζντομο ενϊ ακόμα και χαμθλζσ δόςεισ επθρεάηουν τθ βιωςιμότθτα του 

και τθν δυνατότθτα επιβίωςισ του ςτο περιβάλλον. Επιπλζον ζχουν αρνθτικζσ ςυνζπειεσ ςτθν 

ανταγωνιςτικότθτα των αρςενικϊν για προςζλκυςθ κθλυκϊν προσ ηευγάρωμα. Ζτςι μετά τθν 

απελευκζρωςθ των ςτείρων εντόμων  ο εργαςτθριακόσ πλθκυςμόσ αντιμετωπίηει ςθμαντικό 

μειονζκτθμα ςτθν προςζλκυςθ των αγρίου τφπου κθλυκϊν ςε ςχζςθ με τα αγρίου τφπου αρςενικά. 

Αυτό προκαλεί μείωςθ τθσ αποτελεςματικότθτασ τθσ SIT με αποτζλεςμα να απαιτείται 

απελευκζρωςθ μεγαλφτερου αρικμοφ ςτείρων εντόμων για να καλυφκεί θ απϊλεια από τθν 

αναποτελεςματικότθτα τουσ να ηευγαρϊςουν [36,39]. 

Τζλοσ ζνα ακόμα ηιτθμα που προκφπτει και χριηει βελτίωςθσ ςτθν SIT είναι θ αδυναμία 

αποτελεςματικισ ανίχνευςθσ των εργαςτθριακϊν εντόμων μετά τθν απελευκζρωςι τουσ. Θ τεχνικι 

κα επωφελοφνταν από τθ δυνατότθτα ανίχνευςθσ των ςτείρων εντόμων κακϊσ ζτςι κα 

μποροφςαμε να παρακολουκοφμε τθ διαςπορά των απελευκερωμζνων εντόμων ςτθν περιοχι, τθν 

επιβίωςι τουσ ςτο περιβάλλον, τθν αποτελεςματικότθτά τουσ ςτο να ηευγαρϊςουν αλλά και να 

παρακολουκοφμε τον αγρίου τφπου πλθκυςμό για να γνωρίηουμε τθν επιτυχία ι μθ τθσ τεχνικισ. 

Ραρόλα αυτά οι τρόποι ανίχνευςθσ που χρθςιμοποιοφνται είναι αναποτελεςματικοί και εγείρουν 

νζα προβλιματα. Το ράντιςμα των νυμφϊν με φκορίηουςα μπογιά ι θ προςκικθ μπογιάσ ςτθν 

τροφι των εντόμων πριν τθν απελευκζρωςι τουσ είναι ακριβά, εξαςκενοφν με το χρόνο ενϊ μπορεί 

να μειϊςουν περεταίρω τθν ανταγωνιςτικότθτα ωσ προσ το ηευγάρωμα των ςτείρων αρςενικϊν 

[64].   

 

 

ΓΕΝΕΣΙΚΗ ΜΗΦΑΝΙΚΗ ΣΗΝ SIT 
 

Με τθν εμφάνιςθ τθσ γενετικισ μθχανικισ αναπτφχκθκε πλθκϊρα εργαλείων που μποροφν να 

χρθςιμοποιθκοφν για το χαρακτθριςμό γονιδίων, τθν απομόνωςι τουσ αλλά και τθ δθμιουργία 

διαγονιδιακϊν οργανιςμϊν. Ζτςι θ ζρευνα ςτράφθκε προσ τθ γενετικι μθχανικι για να λφςει τα 

προβλιματα τθσ SIT και να βελτιϊςει τθν τεχνικι. Με τα εργαλεία αυτά μποροφμε να 

δθμιουργιςουμε διαγονιδιακά ζντομα τα οποία να περιζχουν  

 γονίδια ςιμανςθσ για τθν ανίχνευςθ και παρακολοφκθςθ του 

εργαςτθριακοφ πλθκυςμοφ μετά τθν απελευκζρωςθ 

 γενετικό μθχανιςμό φυλοδιαχωριςμοφ 

 Γενετικό μθχανιςμό ςτείρωςθσ  



Ο ςτόχοσ είναι να δθμιουργθκοφν διαγονιδιακά ζντομα που κα ενςωματϊνουν ςυνδυαςμό των 

παραπάνω δθμιουργϊντασ ζνα ςτζλεχοσ εντόμου που κα μπορεί να αναπτυχκεί ςτο εργαςτιριο με 

τισ επικυμθτζσ ιδιότθτεσ και να επιφζρει τα επικυμθτά αποτελζςματα μετά τθν απελευκζρωςι του 

[64,65,74].Κα μπορεί να εκτραφεί δθλαδι ςτο εργαςτιριο κάτω από ςυγκεκριμζνεσ ςυνκικεσ και 

πριν τθν απελευκζρωςθ θ αλλαγι κάποιων ςυνκθκϊν να εξοντϊνει αποκλειςτικά τα κθλυκά άτομα. 

Μετά τθν απελευκζρωςθ τα αρςενικά κα είναι ανταγωνιςτικά ωσ προσ τον άγριο πλθκυςμό αλλά 

μετά τθ γονιμοποίθςθ των άγριων κθλυκϊν κα γεννιοφνται μόνο αρςενικά ζντομα κακϊσ οι 

κθλυκοί απόγονοι κα πεκαίνουν ςε πρϊιμο αναπτυξιακό ςτάδιο. 

Ππωσ αναφζρκθκε προθγουμζνωσ θ ςιμανςθ των ςτείρων εντόμων γινόταν αναποτελεςματικά 

πριν τθν ανάπτυξθ των γενετικϊν τεχνικϊν. Θ νζεσ τεχνικζσ αντίκετα ςτοχεφουν ςτθν ενςωμάτωςθ 

φκορίηουςων πρωτεϊνϊν ςτο γονιδίωμα του εντόμου (GFP/DsRed) για τθν αποτελεςματικι 

ςιμανςι του. Με αυτόν τον τρόπο μπορεί να επιτευχκεί μια οικονομικι λφςθ, χωρίσ αρνθτικζσ 

επιπτϊςεισ ςτθ βιωςιμότθτα ι τθν ανταγωνιςτικότθτα των διαγονιδιακϊν εντόμων, με ςυνεχι 

ζκφραςθ ςτα ζντομα και με δυνατότθτα μετάδοςισ τουσ ςτουσ απογόνουσ (χριςιμο εργαλείο για 

τθ μελζτθ ποςοςτοφ επιτυχθμζνου ηευγαρϊματοσ) [78,79]. Ραρόλα αυτά αξίηει να ςθμειωκεί ότι 

νεκρά ζντομα που ςυλλζγονται ςτισ παγίδεσ χάνουν τθ γονιδιακι ςιμανςι τουσ μετά από κάποιο 

διάςτθμα κάνοντασ απαραίτθτο το ςυχνότερο ζλεγχο για ςυλλογι δεδομζνων [64,65,69,70]. Θ 

πολλά υποςχόμενθ για μελλοντικά γενετικά SIT προγράμματα ςιμανςθ με GFP ζχει χρθςιμοποιθκεί 

για το Pectinophora gossypiella  με επιτυχία[76].  

Ακόμα ζχει προτακεί και θ χριςθ του ςυςτιματοσ για τθ ςιμανςθ του ςπζρματοσ του εντόμου. 

Με αυτόν τον τρόπο μπορεί να ανιχνευτεί το διαγονιδιακό ζντομο (ςθμαςμζνεσ γονάδεσ), οι 

απόγονοί του αλλά και να ανιχνευτοφν τα αγρίου τφπου κθλυκά που ζχουν ηευγαρϊςει με τα 

ςτείρα απελευκερωμζνα αρςενικά. Θ μζκοδοσ αυτι ζχει εφαρμοςτεί ςτο κουνοφπι όπου 

χρθςιμοποιικθκε ωσ μθχανιςμόσ φυλοδιαχωριςμοφ, αφοφ θ πρωτεΐνθ ςιμανςθσ εκφραηόταν μόνο 

ςτο ςπζρμα των αρςενικϊν εντόμων [77]. 

Το επόμενο ςθμαντικό ηιτθμα ςτο οποίο ζρχονται να ςυνειςφζρουν οι τεχνικζσ γενετικισ 

μθχανικισ είναι ο φυλοδιαχωριςμόσ. Ππωσ προαναφζρκθκε είναι απαραίτθτο να αναπτυχκεί 

τρόποσ κατά τον οποίο να μποροφμε να απομονϊνουμε μόνο τα αρςενικά ζντομα για 

απελευκζρωςθ εξουδετερϊνοντασ τα κθλυκά. Ραρόλα αυτά θ βιωςιμότθτα των κθλυκϊν μζχρι και 

το τελευταίο ςτάδιο τθσ εκτροφισ είναι απαραίτθτθ, επομζνωσ υπάρχει ανάγκθ ανάπτυξθσ ενόσ 

ςυςτιματοσ το οποίο κα προκαλεί κάνατο ςτα κθλυκά ζντομα είτε κατόπιν ενεργοποίθςθσ ενόσ 

μθχανιςμοφ ι κατόπιν απενεργοποίθςθσ του αναςτολζα του μθχανιςμοφ [64].  Τα τελευταία χρόνια 

ζχουν αναπτυχκεί διάφοροι τρόποι με τθ χριςθ γενετικισ μθχανικισ αξιοποιϊντασ διαφορετικοφσ 

μθχανιςμοφσ. Αρχικά ζχει χρθςιμοποιθκεί θ ευαιςκθςία ςε κερμοκραςία (tsl) ςτθ μεςογειακι μφγα 

όπου αναπτφχκθκαν κθλυκά άτομα τα οποία πεκαίνουν όταν δεν αναπτφςςονται ςτθν απαραίτθτθ 

κερμοκραςία. Με αυτό τον τρόπο ςτισ εγκαταςτάςεισ εκτροφισ τα ζντομα εκτρζφονται ςτθν ςωςτι 

κερμοκραςία και πριν τθν απελευκζρωςι τουσ, εκτίκενται ςτθν βλαπτικι κερμοκραςία που 

ςκοτϊνει τα κθλυκά άτομα. Ραρόλθ τθν επιτυχία του εν λόγω ςυςτιματοσ αντιμετωπίηει το ίδιο 

πρόβλθμα που αντιμετωπίηουν όλα τα ςυςτιματα κλαςςικισ γενετικισ μθχανικισ, δθλαδι ότι το 

ςφςτθμα πρζπει να αναπτφςςεται εκ νζου για κάκε είδοσ-ςτόχο (χαρακτθριςμόσ νζων γονιδίων 

ευαίςκθτων ςτθ κερμοκραςία) κακϊσ δεν μπορεί το ίδιο ςφςτθμα να εμφανίςει τθν ίδια απόδοςθ 

ςε άλλα ζντομα [80,81]. 



Μία άλλθ μζκοδοσ που γνϊριςε ευρεία χριςθ είναι θ μετάκεςθ επικρατοφσ γονιδίου επιλογισ 

ςτο Y χρωμόςωμα. Κατά τθ μζκοδο αυτι με τθ χριςθ μετακετϊν ςτοιχείων τοποκετείται ςτο Υ 

χρωμόςωμα ζνα γονίδιο ανκεκτικότθτασ (πχ ςε κάποιο αντιβιοτικό) με ςκοπό τθν εφαρμογι του 

περιοριςτικοφ παράγοντα πριν τθν απελευκζρωςθ και τθν κατ’επζκταςθ κανάτωςθ μόνο των 

κθλυκϊν ατόμων που δεν παρουςιάηουν τθν ανκεκτικότθτα [82]. Θ μζκοδοσ αυτι παρόλα αυτά 

ζχει δεχτεί εκτεταμζνθ κριτικι κακϊσ παρουςιάηει αρκετά προβλιματα. Αρχικά θ χριςθ μετακετϊν 

ςτοιχείων για χρωμοςωμικζσ μετακζςεισ διατρζχει τον κίνδυνο τθσ αντιςτροφισ ακυρϊνοντασ τθν 

λειτουργία τθσ μεκόδου. Ακόμα οι χρωμοςωμικζσ μετακζςεισ πολλζσ φορζσ μειϊνουν τθν 

βιωςιμότθτα και ανταγωνιςτικότθτα των εντόμων, ενϊ εμμζνει το ηιτθμα τθσ ανάπτυξθσ τθσ 

μεκόδου εκ νζου για κάκε ζντομο-ςτόχο [65,71,72,83]. 

Ζνα άλλο νζο πολλά υποςχόμενο ςφςτθμα που αξίηει να αναφερκεί είναι θ χριςθ 

ενδονουκλεαςϊν για τθν καταςτροφι ριβωςωμικϊν (rDNA) γονιδίων του Χ χρωμοςϊματοσ. Με 

αυτόν τον τρόπο οι γαμζτεσ που ζχουν χ χρωμόςωμα δεν επιβίωναν δίνοντασ ζτςι ζνα πολφ μεγάλο 

ποςοςτό (>90%) μόνο αρςενικϊν απογόνων [85, 86, 87]. Ρρόςφατα μάλιςτα θ προςζγγιςθ αυτι 

ζγινε και με τθ χριςθ του ςυςτιματοσ CrispR-Cas9 με το γονίδιο τθσ Cas9 να ενςωματϊνεται ςτο 

γονιδίωμα υπό τον γαμετοειδικό υποκινθτι τθσ β τουμπουλίνθσ μαηί με αλλθλουχία οδθγό RNA (U6 

υποκινιτισ) που ςτοχεφει τα ριβοςωμικά γονίδια του X-χρωμοςϊματοσ [88]. 

Στο εργαςτιριο του L. Alphey το 2000 όμωσ αναπτφχκθκε μια νζα τεχνικι θ οποία εξαςφαλίηει 

τθν εξόντωςθ των κθλυκϊν εντόμων υπό τον ζλεγχο ενόσ ςυςτιματοσ ανατροφοδότθςθσ που 

λειτουργεί με απενεργοποίθςθ αναςτολζα πριν τθν απελευκζρωςθ [84]. Θ τεχνικι βαςίηεται ςτο 

ςφμπλοκο tTA το οποίο εκφράηει ζναν ενεργοποιθτι γονιδίου ςτον οποίο ζχει ενςωματωκεί θ TetR 

αλλθλουχία αναγνϊριςθσ. Ζτςι απουςία τετρακυκλίνθσ θ πρωτεΐνθ ςυνδζεται ςτον υποκινθτι και 

τον ενεργοποιεί. Πταν όμωσ προςτεκεί τετρακυκλίνθ (πχ μζςω τθσ τροφισ των εντόμων) αυτι 

ςυνδζεται ςτον ενεργοποιθτι και τον εμποδίηει να ενεργοποιιςει τον υποκινθτι του γονιδίου 

ςτόχου. Μικρζσ ποςότθτεσ τετρακυκλίνθσ είναι αρκετζσ για να ζχουν τθν αναςταλτικι επίδραςθ 

ςτθν ζκφραςθ του γονιδίου. Για τθν επίτευξθ του φυλοειδικοφ ςυςτιματοσ κανάτωςθσ κθλυκϊν ςε 

πρϊιμο εμβρυικό ςτάδιο (FSEL) το ςφςτθμα χρειάηεται να ζχει τα εξισ ςτοιχεία*64,65,70].: 

 

Ρρϊτον ο υποκινθτισ που επάγει τθν ζκφραςθ του tTA πρζπει να είναι ενεργόσ μόνο ςε κθλυκά 

άτομα και ςυγκεκριμζνα ςε εμβρυικό αναπτυξιακό ςτάδιο. Το ςφςτθμα είναι ςχεδιαςμζνο ζτςι 

ϊςτε πριν τθν ωοαπόκεςθ να μθν επζρχεται κάνατοσ του εμβρφου κακϊσ θ τετρακυκλίνθ μζςω τθσ 

τροφισ που δζχεται θ μθτζρα είναι αρκετι για να καταςτζλλει το ςφςτθμα ςτο ζμβρυο. Αυτό είναι 

εξαιρετικά ςθμαντικό για να μπορεί να λειτουργιςει θ μαηικι εκτροφι [70]. Αφοφ όμωσ γίνει θ 



ωοαπόκεςθ ςε περίπτωςθ που το αυγό δεν βρίςκεται ςε κρεπτικό υλικό με τετρακυκλίνθ πεκαίνει. 

Ζτςι κατά τθ διάρκεια τθσ εκτροφισ τα αυγά τοποκετοφνται ςε κρεπτικό με τετρακυκλίνθ ενϊ ςτο 

τελικό ςτάδιο όπου πρζπει να γίνει θ εξόντωςθ των κθλυκϊν τα αυγά τοποκετοφνται ςε κρεπτικό 

χωρίσ τετρακυκλίνθ.   

Το δεφτερο είναι το αποπτωτικό γονίδιο που κα προκαλζςει τθ κανάτωςθ του εμβρφου όταν 

ενεργοποιθκεί ο υποκινθτισ του. Το γονίδιο αυτό είναι επικυμθτό να είναι επικρατζσ και ομόηυγο 

για να εξαςφαλίηει τθ μζγιςτθ ενεργότθτα και τθ ςίγουρθ κανάτωςθ των κθλυκϊν ατόμων πρϊτθσ 

γεννιάσ μετά τθν απελευκζρωςθ [74].  Ακόμα και ςτθ δεφτερθ γενιά τα αρςενικά που κα γεννθκοφν 

είναι ετερόηυγα ωσ προσ το γονίδιο κανάτωςθσ οπότε εξακολουκοφν να μποροφν να προκαλζςουν 

κάνατο 50% των επόμενων κθλυκϊν απογόνων. Ζχει προτακεί θ ειςαγωγι του ςυςτιματοσ ςε 

πολλαπλοφσ γονιδιακοφσ τόπουσ ϊςτε να αποτυγχάνεται μεταβίβαςθ του αποπτωτικοφ γονιδίου 

για περιςςότερεσ από 1 γενιά [64,89]. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι το ςφςτθμα αυτό ουςιαςτικά μπορεί 

να αντικαταςτιςει τθ ςυμβατικι SIT, καταργϊντασ τθν ανάγκθ για ακτινοβολία και αντικακιςτϊντασ 

τθν με τθν φυλοειδικι εμβρυικι κνθςιμότθτα θ οποία δεν ζχει αρνθτικζσ ςυνζπειεσ ςτθν επιβίωςθ 

και τθν ανταγωνιςτικότθτα του εργαςτθριακοφ πλθκυςμοφ. 

Μια ακόμα προςζγγιςθ που ζχει χρθςιμοποιθκεί είναι θ χριςθ υποκινθτι τθσ εμβρυογζννεςθσ 

ςε ςυνδυαςμό με φυλοειδικό (μόνο κθλυκά) ιντρόνιο που ενςωματϊνεται ςτο γονίδιο του tTA. Ζτςι 

λόγω τθσ παρουςίασ του ιντρονίου ςτα αρςενικά άτομα δεν μπορεί να γίνει το μάτιςμα και ο tTA 

εκφράηεται μόνο ςτα κθλυκά, ενϊ ο υποκινθτισ εξαςφαλίηει τθν ζκφραςθ ςε εμβρυικό ςτάδιο [96]. 

Ζνα ςθμαντικό πλεονζκτθμα του ςυςτιματοσ είναι θ αςφάλεια που προςφζρει ςε περίπτωςθ 

που κάποια ζντομα ξεφφγουν κατά λάκοσ από τισ εγκαταςτάςεισ εκτροφισ. Κατά τθ ςυμβατικι SIT 

κάτι τζτοιο μπορεί να είναι πολφ βλαπτικό κακϊσ τα ζντομα ςτειρϊνονται ςτο τελευταίο ςτάδιο τθσ 

διαδικαςίασ και μια τυχαία απελευκζρωςθ μπορεί να προκαλζςει ζξαρςθ του πλθκυςμοφ κυρίωσ 

αν οι εγκαταςτάςεισ βρίςκονται ςε περιοχι όπου ζχει εξαλθφκεί ι βρίςκεται υπό ζλεγχο ο άγριοσ 

πλθκυςμόσ. Αντίκετα, με τθν fsRIDL, τα ζντομα που τυχόν αποδράςουν δε μποροφν να επιβιϊςουν 

ςτο περιβάλλον κακϊσ θ ζλλειψθ τετρακυκλίνθσ κα ενεργοποιιςει το ςφςτθμα και δε κα 

παραχκοφν απόγονοι. 

Ζχουν αναπτυχκεί διάφορεσ τεχνικζσ για τθν ενςωμάτωςθ των γονιδίων και υποκινθτϊν του 

ςυςτιματοσ ςτο ζντομο ςτόχο. Θ αρχι ζγινε με το ςτοιχείο P που λειτουργεί αποκλειςτικά ςτθ 

Drosophila melanogaster και ςτθ ςυνζχεια βρζκθκαν μθχανιςμοί που εφαρμόηονται ευρζωσ ςε όλα 

τα ζντομα. Ο πιο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενοσ είναι θ χριςθ τθσ τρανςποηάςθσ για ενςωμάτωςθ του 

ςυςτιματοσ από ζνα πλαςμιδιακό φορζα ςτο γονιδίωμα των γαμετϊν. Άλλοι μθχανιςμοί που ζχουν 

αναπτυχκεί είναι θ Cre ρεκομπινάςθ (ςφςτθμα  Cre-loxP), θ φC31 Int ρεκομπινάςθ, αλλά και το 

ςφςτθμα RMCE (recombinase-mediated cassete exchange). Θ πιο πρόςφατθ και πιο υποςχόμενθ 

τεχνικι είναι θ CrispR-Cas9 (ςφςτθμα MCR) θ οποία ζχει πολφ υψθλά ποςοςτά αναςυνδυαςμοφ και 

πολφ υψθλι ακρίβεια ζνκεςθσ του γονιδιακοφ ςυςτιματοσ ςτο γονιδίωμα του εντόμου [90,91,92]. 

Το ςφςτθμα τθσ ρεκομπινάςθσ που χρθςιμοποιείται ζωσ τϊρα ζχει κάποιεσ προβλθματικζσ 

αλλά ζχουν γίνει προςπάκειεσ βελτίωςισ του. Αρχικά το πρόβλθμα που δθμιουργείται από τθ φφςθ 

του ςυςτιματοσ, δθλαδι θ πικανότθτα αναςτροφισ και εξαγωγισ του γονιδίου μπορεί να 

καταπολεμθκεί είτε με ειςαγωγι του, πολλζσ φορζσ, ςε διαφορετικοφσ γονιδιακοφσ τόπουσ (ακόμα 

και αν αναςτραφεί ζνα τα υπόλοιπα εξακολουκοφν να λειτουργοφν). Αλλιϊσ μπορεί να γίνει 



ςτοχευμζνθ εξαγωγι των αλλθλουχιϊν αναςυνδυαςμοφ εμποδίηοντασ τθν ρεκομπινάςθ να 

αλλθλεπιδράςει με το γονίδιο ξανά [64,73,93]. 

Τζλοσ πρζπει να τεκεί το ηιτθμα των κανονιςμϊν και νομοκεςίασ που μπορεί να αποτελζςουν 

εμπόδιο ςτθν χριςθ των γενετικά τροποποιθμζνων εντόμων. Ϊντασ γενετικά τροποποιθμζνοι 

οργανιςμοί βρίςκονται κάτω από πολφ αυςτθρό ζλεγχο και κοινωνικι αντιπάκεια παρόλο που τα 

ςυγκεκριμζνα ζντομα είναι ςχεδιαςμζνα για να εξοντϊνουν τον πλθκυςμό ςτον οποίο ανικουν και 

επομζνωσ είναι μθ βλαπτικά για το περιβάλλον. Είναι χαρακτθριςτικό ότι ςτθν Ευρϊπθ, ςε 

αντίκεςθ με τθν Αμερικι,  μζχρι και ςιμερα τα γενετικά τροποποιθμζνα τρόφιμα αντιμετωπίηονται 

με τρομερό ςκεπτικιςμό ενϊ οι καλλιζργειζσ του εμποδίηονται από το νόμο*94]. Μζχρι λοιπόν να 

επανανοθματοδοτιςουμε ζννοιεσ και να γίνει κοινωνικι γνϊςθ θ φφςθ των ΓΤΟ, τα διαγονιδιακά 

ζντομα που ςτοχεφουν ςε οικολογικι (μθ χθμικι) αντιμετϊπιςθ των εντόμων-παραςίτων, και 

καταςκευάηονται με καλά μελετθμζνα ςυςτιματα μετά από χρόνια ζρευνα, κα αντιμετωπίηονται με 

πιο πολφ γραφειοκρατεία από τα ακτινοβολθμζνα ζντομα τθσ ςυμβατικισ SIT. 

Θ τεχνικθ τθσ fsRIDL ζχει αποτελζςει το νζο βιμα ςτθν εξζλιξθ τθσ ST και με τθ βοικεια των 

μεκόδων γενετικισ μθχανικισ ζχουν αναπτυχκεί ςυςτιματα για αρκετά ζντομα. Θ αρχι ζγινε με τον 

οργανιςμό μοντελο D.melangaster όπου το 2000 δοκιμάτθκε με επιτυχία το ςφςτθμα [84]. Από τότε 

ζχουν αναπτυχκεί ςυςτιματα για τθν C.capitata [95,96], τθν A.suspensa [97], τo B.mori [98], τθν  

Anastrepha ludens [99] και τον δάκο τθσ ελιάσ B.oleae [100].  

 

 

ΣΟ ΓΟΝΙΔΙΟ HID: 
 

Το γονίδιο hid χαρακτθρίςτθκε πρϊτθ φορά ςτθ D.melanogaster το 1991 ωσ ζνασ εκ των 

ρυκμιςτϊν τθσ ανάπτυξθσ τθσ κεφαλισ και ςυγκεκριμζνα του ςταδίου εμπλοκισ κεφαλισ, από 

όπου πιρε και το όνομά του (head involution defective) [101]. Το 1995 όμωσ μια ςειρά ερευνϊν του 

γονιδιακοφ τόπου H99 ςτον οποίο εμπεριζχεται το γονίδιο hid κατζλθξε ςτο ςυμπζραςμα πωσ ο 

κφριοσ ρόλοσ του είναι θ επαγωγι τθσ απόπτωςθσ ςτο κφτταρο. Θ λειτουργία του αυτι εξθγοφςε 

και το ρόλο του ςτθν ανάπτυξθ τθσ κεφαλισ αφοφ θ εμπλοκι κεφαλισ απαιτεί τθν απόπτωςθ 

ςυγκεκριμζνων κυττάρων. Θ ερευνθτικι ομάδα κατζλθξε ςτο ςυμπζραςμα αυτό μετά από γενετικά 

πειράματα όπου που ζδειξαν ότι ελλείψει του γονιδιακοφ αυτοφ τόπου (H99) δεν μποροφςε να 

επιτευχκεί απόπτωςθ. Μετά τθν ανάλυςθ τθσ περιοχισ ταυτοποιικθκαν και χαρακτθρίςτθκαν τρία 

αποπτωτικά γονίδια το rpr, το hid και το grim [102,103,104]. Ζνα τζταρτο αποπτωτικό γονίδιο 

ταυτοποιικθκε το 2002 και ονομάςτθκε sickle [105]. 

Μελζτθ τθσ αλλθλουχίασ των τριϊν αυτϊν γονιδίων κατζλθξε ςτθν ανακάλυψθ μιασ 

ςυντθρθμζνθσ κοινισ περιοχισ ςτο αμινοτελικό άκρο και των τριϊν ενϊ παράλλθλα ςτο hid 

ταυτοποιικθκαν και πικανζσ κζςεισ φωςφορυλίωςθσ [103,104]. Με αρχι τθν κοινι αυτι περιοχι 

τουσ αλλά και νζα πειράματα που ακολοφκθςαν τζκθκε θ υπόκεςθ ςυνεργατικισ δράςθσ των 

γονιδίων [106]. Ραράλλθλα θ κοινι τουσ αλλθλουχία βρζκθκε να παίηει βαςικό ρόλο ςτθν 

αλλθλεπίδραςι τουσ με τισ DIAP  (πρωτεΐνεσ αναςτολισ απόπτωςθσ) αναςτζλλοντασ τθν 

αλλθλεπίδραςθ των DIAP με τθ Dronc προκαςπάςθ και τθ ρφκμιςι τθσ *107,110]. Ζτςι αρχίηει να 



διαφαίνεται ζνασ μθχανιςμόσ λειτουργίασ των αποπτωτικϊν αυτϊν γονιδίων αφοφ εμποδίηουν τον 

αναςτολζα απόπτωςθσ να καταςτείλει τισ αποπτωτικζσ καςπάςεσ. 

Τθν ίδια περίοδο ανακαλφπτεται και ζνασ ρυκμιςτικόσ μθχανιςμόσ του hid μζςω τθσ 

φωςφορυλίωςισ του από το μονοπάτι των RAS/MAPK. Θ αλυςίδα αντιδράςεων ξεκινάει από τον 

αυξθτικό παράγοντα EGFR ο οποίοσ ενεργοποιεί το μονοπάτι RAS/MAPK το οποίο με τθ ςειρά του 

φωςφορυλιϊνει και αδρανοποιεί το hid. Ζτςι κατά τθν ζκφραςθ του αυξθτικοφ παράγοντα το 

κφτταρο δε μπορεί να μπει ςε διαδικαςία απόπτωςθσ [108,109,122]. 

Ακόμα παρατθρείται ο μιτοχονδριακόσ εντοπιςμόσ τθσ πρωτεΐνθσ hid όπου και υφίςταται τισ 

απαραίτθτεσ τροποποιιςεισ για να καταςτεί πλιρωσ ενεργι. Ο εντοπιςμόσ τθσ ςτο μιτοχόνδριο 

είναι απαραίτθτοσ για τθν αποτελεςματικι δράςθ τθσ, και οφείλεται ςε μια αλλθλουχία τθσ κοντά 

ςτο καρβοξυτελικό άκρο [111, 122]. Θ ςθμαςία του γονιδίου hid καταδεικνφεται και από τθν υψθλι 

εξελικτικι ςυντιρθςθ που παρουςιάηει αφοφ πειράματα in vitro επιβεβαιϊνουν πωσ θ πρωτεΐνθ 

hid τθσ D.melanogaster μπορεί να επάγει τθν απόπτωςθ ςε κυτταρικι ςειρά κθλαςτικϊν (HeLa 

cells)[111].  

Στα πλαίςια τθσ προςπάκειασ αποκρυπτογράφθςθσ του μονοπατιοφ των αποπτωτικϊν γονιδίων 

προκφπτει πωσ τα 3 γονίδια εμπλζκονται ςτο ίδιο μονοπάτι μζςω διαφορετικϊν μθχανιςμϊν 

ενεργοποίθςθσ, ρφκμιςθσ και ςτόχου ενϊ θ ςυνεργιςτικι τουσ δράςθ μπορεί να επιφζρει 

απόπτωςθ με μεγάλθ αποτελεςματικότθτα. Είναι πια ξεκάκαρο πωσ λειτουργοφν ςτο μονοπάτι των 

καςπαςϊν και επθρεάηουν τθν καταςτολι τουσ μζςω των DIAP, ενϊ πειράματα με τον καταςτολζα 

των καςπαςϊν p35 δείχνουν ότι το hid δεν αλλθλεπιδρά άμεςα με τισ καςπάςεσ αλλά με το DIAP 

[112]. Θ αλλθλεπίδραςθ τουσ με τισ DIAP γίνεται μζςω τθσ περιοχισ BIR θ οποία αποτελεί και τθν 

περιοχι πρόςδεςθσ τθσ Dronc για τθ ρφκμιςι τθσ *113]. Θ Dronc με τθ ςειρά τθσ είναι μια 

προκαςπάςθ θ οποία κόβει και ενεργοποιεί τθν DrICE μια αποπτωτικι καςπάςθ. Ζτςι με τθν 

αναςτολι τθσ Dronc επζρχεται αναςτολι τθσ απόπτωςθσ.  

Ο τρόποσ που το hid πετυχαίνει τθν επαγωγι τθσ απόπτωςθσ αρχίηει να ξεκακαρίηει το 2002 

όπου ανακαλφπτεται πωσ θ πρωτεΐνθ hid μετά τθν πρόςκεςι τθσ ςτθ DIAP προκαλεί τθν αυτο-

ουβικιτιλίωςι τθσ και κατ’επζκταςθ τθν αποικοδόμθςι τθσ ςτο πρωτεάςωμα. Θ αλυςίδα γεγονότων 

που προκαλείται ξεκινάει με τθ μθ καταςτολι τθσ Dronc θ οποία αυτοενεργοποιείται, ενεργοποιεί 

τθν DrICE και ζτςι προκαλείται θ απόπτωςθ [117,118].  

Απουςία του hid θ DIAP προςδζνεται μζςω τθσ περιοχισ BIR2  ςτθν Dronc και θ περιοχι RING 

τθν ουβικιτιλιϊνει ςτζλνοντάσ τθν προσ αποικοδόμθςθ. Ζτςι δεν μπορεί να υποςτεί ενεργοποίθςθ θ 

DrICE και δεν επζρχεται απόπτωςθ. Το hid προςδζνεται ςτθν BIR2 περιοχι τθσ DIAP, 

ανταγωνιηόμενο τθν πρόςδεςθ τθσ Dronc και εμποδίηοντάσ τθν, ζτςι ϊςτε θ DIAP ελλείψει 

υποςτρϊματοσ αυτοουβκιτιλιϊνεται, μζςω τθσ RING περιοχισ τθσ, και οδθγείται ςτθν 

αποικοδόμθςθ [115,118,119]. 

Οι άλλεσ δφο αποπτωτκζσ πρωτεΐνεσ rpr, grim λειτουργοφν και αυτζσ ςτο μονοπάτι των 

καςπαςϊν απλά μζςω διαφορετικοφ μθχανιςμοφ. Οι rpr, grim προςδζνονται ςτθν περιοχι BIR1 

(άμεςθ καταςτολι τθσ DrICE από τθν DIAP) ενϊ θ hid προςδζνεται κυρίωσ ςτθν BIR2 (ζμμεςθ 

καταςτολι μζςω Dronc). Ακόμθ ζχει ανακαλυφκεί πωσ θ πρωτεΐνθ rpr ςχθματίηει ομοδιμερι αλλά 

και ετεροδιμερι με τθν hid τα οποία είναι απαραίτθτα για τον εντοπιςμό τθσ rpr ςτο μιτοχόνδριο. 



Απουςία hid θ rpr ζχει μειωμζνθ δραςτικότθτα που οφείλεται ςτθν αδυναμία τθσ να οδθγθκεί ςτο 

μιτοχόνδριο [116,120,121,123].  

 

 

  

Σκόπό σ: 

Σκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ είναι θ κλωνοποίθςθ και ο χαρακτθριςμόσ του πλιρουσ ανοιχτοφ 

αναγνωςτικοφ πλαιςίου του προαποπτωτικοφ γονιδίου head involution defective (hid) του δάκου 

τθσ ελιάσ (B. oleae) και των ρυκμιςτικϊν περιοχϊν του. Το γονίδιο hid επιλζxκθκε κακϊσ αποτελεί 

ζνα καλά μελετθμζνο και ςυντθρθμζνο αποπτωτικό γονίδιο για τισ μφγεσ των φροφτων το οποίο 

ζχει χρθςιμοποιθκεί ωσ αποπτωτικόσ παράγοντασ ςε διαγονίδια για τθν παραγωγι διαγονιδιακϊν 

ςειρϊν εντόμων.  

Θ μερικι αλλθλουχία του γονιδίου ιταν γνωςτι και για αυτό επιχειρικθκε θ ενίςχυςθ και 

αλλθλοφχιςθ τθσ υπόλοιπθσ αλλθλουχίασ του γονιδίου και ανοδικϊν ρυκμιςτικϊν ςτοιχείων του με 

ςτόχο τθν ςυγκριτικι μελζτθ των περιοχϊν του γονιδίου και τθσ λειτουργίασ του. Επικεντρωκικαμε 

ςτο χαρακτθριςμό των περιοχϊν τθσ πρωτεΐνθσ hid που ζχουν βρεκεί να είναι απαραίτθτεσ για τθ 

λειτουργία τθσ ςε ςυγγενικά μελετθμζνα είδθ, και επιδιϊξαμε τον εντοπιςμό ομολογίασ και 

πικανισ κοινισ λειτουργίασ για τισ περιοχζσ αυτζσ ςτο hid του δάκου. Τζλοσ θ ανάκτθςθ 

δθμοςιευμζνων δεδομζνων RNAseq μασ επζτρεψε να δοφμε τα πρότυπα ζκφραςθσ του γονιδίου 

κατά τθν ανάπτυξθ του δάκου και τθ ςφγκριςι του με τον καλά μελετθμζνο οργανιςμό μοντζλο 

D.melanogaster.  



Υλικα  και Με θόδόι 

 

ΤΛΛΟΓΗ ΑΤΓΨΝ ΔΑΚΟΤ: 
Στο εργαςτιριο διατθρείται ςτζλεχοσ του δάκου Bactrocera oleae το οποίο χρθςιμοποιείται για τισ 

πειραματικζσ διαδικαςίεσ. Διατθρείται ςε ςυνκικεσ 23±2οC και υγραςία 65±5%, ςε ειδικά 

διαμορφωμζνα ξφλινια κλουβιά 30x30x30 εκατοςτϊν. Για τθν ωοαπόκεςθ των αυγϊν του δάκου 

υπάρχει ςτο κλυβί ειδικά διαμορφωμζνοσ κϊνοσ.  

Ζτςι για τα αυγά που ςυλλζχκθκαν χρθςιμοποιικθκε απιονιςμζνο νερό για το ξζπλυμα του 

εςωτερικοφ του κϊνου και τθ ςυλλογι τουσ ςε ζνα τρυβλίο. Ακολοφκωσ ελζγχκθκε θ ακαιραιότθτά 

τουσ ςτο ςτερεοςκόπιο και τοποκετικθκαν ςε διθκθτικό χαρτί διαβρεγμζνο με προπιονικό οξφ για 

τθν επϊαςι τουσ. Μετά το πζρασ του χρονικοφ διαςτιματοσ που μασ ενδιζφερε (12ϊρεσ και 

15ϊρεσ) το κάκε αυγό μεταφζρεται ςε eppendorf 1,5ml που περιζχει 50μl Trisur και τοποκετείται 

ςτουσ -80οC για να διατθρθκεί μζχρι να χρθςιμοποιθκεί.  

 

ΑΠΟΜΟΝΨΗ RNA: 
Θ διαδικαςία απομόνωςθσ του RNA ζγινε βάςθ του πρωτοκόλλου TRIsure (BIOLINE), κατά το οποίο 

εκτυλίςςεται ςε 4 ςτάδια. Ομογενοποίθςθ αυγοφ (ζγινε μθχανικά ςτο eppendorf με ζμβολο), Λφςθ 

κυττάρων, διαχωριςμόσ RNA/πρωτεϊνϊν, ανάκτθςθ RNA. Θ διαδικαςία λαμβάνει χϊρα ςε κακαρό 

πάγκο χωρίσ RNάςθ και με χριςθ αποςτειρωμζνων υλικϊν για τθνπροςταςία των μορίων RNA που 

είναι ευαίςκθτα. 

Τλικά: 
 Αυγό δάκου 

 TRIsure 

 BCP 

 Λςοπροπανόλθ 

 Αικανόλθ 75% 

 Κακαρό απιονιςμζνο νερό 

 Αποςτειρωμζνο ζμβολο χωρίσ Rnάςθ 

Μεθοδολογία: 
Τα αυγά που διατθροφνται ςτουσ -80οC ξεπαγϊνονται ςταδιακά ςτον πάγο και φυγοκεντροφνται για 

να ςυγκεντρωκεί το υλικό ςτο eppendorf. Ακολουκοφν τα βιματα: 

1. Ομογενοποίθςθ και ξζπλυμα του εμβόλου με 50μl trisol [ςυνολικόσ όγκοσ 100μl] 

2. Επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 5min 

3. Vortex και ξανά Επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 5min 

4. Φυγοκζντρθςθ τουσ 4oC ςτα 12.000g για 10min 



5. Μεταφορά το υπερκειμζνου ςε νζα ςωλθνάκια eppendorf 

6. Ρροςκικθ BCP 10μl και ανάδευςθ για 15sec *ΠΧΛ Vortex] 

7. Επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 2min 

8. Φυγοκζντρθςθ ςτουσ 4oC 12.000g για 18min 

9. Μεταφορά τθσ υδατικισ φάςθσ ςε νζο ςωλθνάκι ςτον παγο *45μl] 

10. Ρροςκικθ ιςοπροπανόλθσ (45μl) και 0,5μl γλυκογόνου  

11. Vortex και ςφντομθ φυγοκζντρθςθ 

12. Επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 1h 

13. Φυγοκζντρθςθ ςτουσ 4oC 12.000g για 30min 

14. Απόχυςθ του υπερκειμζνου 

15. Ρρόςκεςθ αικανόλθσ 75% με βάςθ τθν αναλογία 200μl αικανόλθ ςε 140μl υδατικισ φάςθσ 

16. Φυγοκζντρθςθ ςτουσ 4oC 7.500g για 5min και απόχυςθ του υπερκειμζνου 

17. Θ αικανόλθ απομακρυνεται και το ίηθμα αφινεται να ςτεγνϊςει ςε αποςτειρωμζνεσ 

ςυνκικεσ 

18. Αναδιάλυςθ του ιηιματοσ ςε 8μl κακαροφ απιονιςμζνου νεροφ 

 

ΤΝΘΕΗ CDNA ΜΕ ΑΝΣΙΣΡΟΥΗ ΜΕΣΑΓΡΑΥΗ ΑΠΟ RNA 
 

Κατά τθν αντίςτροφθ μεταγραφι το ζνηυμο αντίςτροφθ μεταγραφάςθ δθμιουργεί cDNA από μιτρα 

μονόκλωνου RNA. Ζτςι από το RNA καταλιγουμε ςε δίκλωνο cDNA το οποίο μασ είναι απαραίτθτο 

για τθν ενίςχυςθ προϊόντων με PCR. 

Τλικά  
 Ολικό RNA *>1μg] 

 Τυχαίοι εκινθτζσ [450ng] 

 dNTPs [2mM] 

 Αντίςτροφθ μεταγραφάςθ [200units] 

 υκμιςτικό δάλυμα ενηφμου 

 Αναςτολζασ ριβονουκλεαςϊν [40units] 

Μεθοδολογία 
1. Επϊαςθ ςτουσ 70οC για 10 λεπτά (αποδιάταξθ) 

2. Επϊαςθ ςτουσ 42 οC για 3,5 λεπτά (υβριδοποίθςθ) 

3. Επϊαςθ ςτουσ 48 οC για 40 λεπτά (επιμικυνςθ) 

4. Επϊαςθ ςτουσ 80 οC για 10 λεπτά (απενεργποίθςθ ενηφμου) 

5. Επϊαςθ ςτουσ 4 οC μζχρι το επόμενο βιμα 

 

Θ διαδικαςία λαμβάνει χϊρα ς κερμοκυκλοποιθτι. 

 

x3 



ΕΠΕΞΕΡΓΑΙΑ CDNA ΜΕ RNΑΗ   

Τλικά: 

 cDNA 

 Ζνηυμο Rnάςθ 

 υκμιςτικό διάλυμμα ενηφμου 

 Κακαρό απιονιςμζνο νερό 

Μεθοδοογία 
1. Επϊαςθ για 60 λεπτά ςτουσ 37 οC (καταςτροφι μορίων RNA από τθν RNαςθ) 

2. Επϊαςθ για 10 λεπτά ςτουσ 65 οC (απενεργοποίθςθ του ενηφμου) 

 

ΚΑΣΑΚΡΗΜΝΙΗ CDNA: 

Τλικά: 
 cDNA (μετά τθν επεξεργαςία με τθν RNάςθ) *30μl] 

 CH3COONa  [30μl] 

 Iςοπροπανόλθ [300μl] 

 Γλυκογόνο  *0,5μl] 

 Κακαρό απιονιςζνο νερό *270μl] 

 Αικανόλθ 70% 

Μεθοδολογία 
1. Επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίυο για 30 λεπτά 

2. Φυγοκζντρθςθ ςε ζγιςτθ ταχφτθτα για 20 λεπτά 

3. Απόχυςθ του υπερκειμζνου και προςκθκθ αικανόλθ 70%.(300μl) *ανακινϊ ελεφρά+ 

4. Φυγοκζντρθςθ ςε μζγιςτθ ταχφτθτα για 5 λπτά 

5. Θ αικανόλθ απομακρυνεται και το ίηθμα αφινεται να ςτεγνϊςει ςε αποςτειρωμζνεσ 

ςυνκικεσ 

6. Αναδιάλυςθ του ιηιματοσ ςε 15μl κακαροφ απιονιςμζνου νεροφ 

 

ΕΙΑΓΨΓΗ «ΟΤΡΑ» ΑΔΕΝΙΝΨΝ (POLYA TAILING) 

 Τλικά: 

 cDNA 

 dATPs 

 Ζνηυμο τρανςφεράςθ ακραίων δεοξυριβονουκλεοτιδίων (TdT) 

 υκμιςτικό διάλυμα ενηφμου 

 Κακαρό απιονςμζνο νερό 



Μεθοδολογία 
1. Επϊαςθ για 15 λεπτά ςτουσ 37 οC (προςκικθ dATPs ςτα άκρα των μορίων cDNA) 

2. Επϊαςθ για 10 λεπτά ςτουσ 70οC (απενεργοποίθςθ του ενηφμου) 

RACE-PCR 
Κατά τθ διαδικαςία τθσ RACE-PCR επιχειρείται ν ενιςχυκεί κομμάτι DNA για τθ ενίςχυςθ του 

οποίου ζχουμε ζναν υποκινθτι (το οπίςκιο) ενϊ ωσ εμπρόςκιο εκκινθτισ χρθςιμοποιείται 

ολιγονουκλεοτίδια κυμινϊν (oligodT) το οποίο είναι ςυμπλθρωματικό ςτθν πολυαδενικι ουρά 

που ζχει ειςαχκεί ςτο cDNA. 

Τλικά: 
 polyA-cDNA 

 dNTPs: 10mM  

 οπίςκιοσ ειδικόσ εκκινθτισ: 10pmol/μl  

 MgCl2 : 25mM  

 Taq πολυμεράςθ  

 υκμιςτικό διάλυμα ενηφμου 

 Εμπρόςκιοσ εκκινθτισ Oligo DT: 10pmol/μl 

 Adapt DT: 10pmol/μl 

Μεθοολογία: 
1. Επϊαςθ ςτουσ 94oC για 5 min  

2. Επϊαςθ ςτουσ 55 oC για 5 λεπτά 

3. Επϊαςθ ςτουσ 72 oC για 30 λεπτά 

4. Επϊαςθ ςτουσ 94 oC για 30 δευτερόλεπτα 

5. Επϊαςθ ςτουσ 55 oC  για 45 δευτερόλεπτα 

6. Επϊαςθ ςτουσ 72 oC για 2 λεπτά 

7. Επϊαςθ ςτουσ 94 oC για 40 δευτερόλεπτα 

8. Επϊαςθ ςτουσ 55 oC για 45 δευτερόλεπτα 

9. Επϊαςθ ςτουσ 72 oC για 15 λεπτά 

10. Επϊαςθ ςτου 4 oC μζχρι τθ χριςθ 

Θ διαδικαςία λαμβάνει χϊρα ς κερμοκυκλοποιθτι. 

 

ΠΑΡΑΚΕΤΗ ΠΗΚΣΨΜΑΣΟ ΑΓΑΡΟΖΗ: 

Τλικά:  
 Αγαρόηθ 

 Διάλυμα TBE 

 Βρωμιοφχο αικίδιο 

Μεθοδολογία (για πήκτωμα 100ml περιεκτικότητασ 1,2% ςε αγαρόζη) 
1. Ηυγιςθ 1,2ml αγαρόηθ και προςκικθ ςε κωνικι φυάλθ 



2. Ρροςκικθ 100ml TBE 

3. Κζρμανςθ τθσ κωνικισ φυάλθσ ςε φοφρνο μικροκυμμάτων μζχρι να διαλυκεί πλιρωσ θ 

αγαρόηθ 

4. Επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου μζχρι θ κερμοκρςαία του διαλφματοσ να μειωκεί 

5. Ρροςκικθ 4μl BrEt και ανάδευςθ 

6. Ειςαγωγι του διαλφματοσ ςε ειδικό καλοφπι με χτενάκια για πθγαδάκια 

7. Επϊαςθ ςε ερμοκραςία δωματίου μζχρι τθν πιξθ και αφαίρεςθ των χτενϊν 

 

ΗΛΕΚΣΡΟΥΟΡΗΗ DNA Ε ΠΗΚΣΨΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗ 

Τλικά: 
 Ρικτωμα αγαρόηθσ 

 DNA 

 Διάλυμα φόρτωςθσ 

 Συςκευι θλεκτροφόρθςθσ 

 Ανιχνευτισ 

Μεθοδολογία: 
1. Ρροςκικθ διαλφματοσ φόρτωςθσ ςτα δείγματα 

2. Τποκζτθςθ πθκτϊματοσ ςτθςυςκευι θλεκτροφόρθςθσσ 

3. Ρροςκικθ TBE μζχρ τθν επικάλυψθ του πθκτϊματοσ 

4. Ειςαγωγι δειγμάτων ςτα πθγαδάκια του πθκτϊματοσ 

5. Ειςαγωγι του μάρτυρα ςε ζνα πθγαδάκι 

6. Θλεκτροφόρθςθ ςτθν κατάλλθλθ τάςθ για επαρκζσ χρονιό διάςτθμα μζχρι το διαχωριςμό 

των ηωνϊν 

7. Επιβεβαίωςθ τθσ εικόνασ ςε UV φωτιςμό 

 

 

ΑΝΑΚΣΗΗ DNA ΑΠΟ ΠΗΚΣΨΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗ 
Θ ανάκτθςθ DNA από πικτωμα αγαρόηθσ γίνεται για τθν απόκτθςθ του DNA ςυγκεκριμζνου 

μεγζκουσ που μασ ενδιαφζρει (παομόνωςθ ςυγκεκριμζνθσ ηϊνθσ) αλλά και για τον κακαριςμό του 

DNA απόπροςμφξεισ που υπάρχουν ςτο διάλυμα τθσ PCR (εκκινθτζσ, ζνηυμο, ρυκμιςτικά 

διαλφματα, δεοξυριβονουκλεοτίδια κλπ) 

Θ ανάκτθςθ ζγινε ςφμφωνα με το kit GF1-Vivantis 

 



 

ΚΛΨΝΟΠΟΙΗΗ DNA 
 

Θ διαδικαςία κλνοποίθςθσ του DNA περιλαμβάνει τθν ειςαγωγι του τμιματοσ DNA που ςκπεφουμε 

να κλωνοποιιςουμε ςε πλαςμιδιακό φορζα που περιζχει γονίδιο αντίςταςθσ ςε αντιβιωτικό, το 

μεταςχθματιςμό βακτθριακϊν κυττάρων με το εν λόγω πλαςμίδιο, τθν καλλιζγεια των κυττάρων 

ςτο αντιβιωτικό που παρζχει αντίςταςθ ο πλαςμιδιακόσ φορζασ με αποτζλεςμα τθν επιβίωςθ μό 

των μεταςχθματιςμζνων κυττάρων. Ραράλλθλα ο πλαςμιδιακόσ φορζασ περιζχει γονίδιο ζκφραςθσ 

του lacZa το οποίο ςε ςυνδυαςμό με το lacZb που εκφράηεται ςτο κφτταρο επάγουν τθν ζκφραςθ 

τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ θ οποία μεταβολίηει το X-gal και χρωματίηει τα κφτταρα μπλε. Το γονίδιο 

αυτό όαν ειςαχκεί το τμιμα DNA που κλωνοποιείται διακόπτεται με αποτζλεςμα τθν μθ εμφάνιςθ 

του μπλε χρωματοσ. Ζτςι από τισ βακτθριακζσ αποικίεσ που επιβίωςαν επιλζγονται αυτζσ που δεν 

ζχουν μπλζ χρϊμα.  Θ διαδικαςία καταλιγει με μια ομοιογενθ βακτθριακι καλλιζργεια τα κφτταρα 

τθσ οποίασ όλα περιζχουν το μεταςχθματιςμζνο πλαςμίδιο.  

ΑΝΣΙΔΡΑΗ ΤΔΕΗ ΣΜΗΜΑΟ DNA ΜΕ ΣΟΝ ΠΛΑΜΙΔΙΑΚΟ ΥΡΕΑ 

(DNA LIGATION) 

Τλικά: 
 Τμθμα DNA (ζνκεμα) 

 PBS-T vector (πλαςμιδιακόσ φορζασ) (50ng) 

 Τ4 DNA λιγάςθ (1, 5units) 

 Υκμιςτικό διάλυμα ενηφμου 

 Κακαρό απιονιςζνο νερό 

Μεθοδολογία: 
1. Αρχικά υπολογίηουμε τθν ποςότθτα DNA ενκζματοσ που κα ειςαχκεί ςτον πλαςμιδιακο 

φορζα με βάςθ τον τφπο:            
                         (  )               (

 

 
) 

                   (  )
 

2. Επϊαςθ ςτουσ 22οC για 60 λεπτά 

 

ΜΕΣΑΦΗΜΑΣΙΜΟ ΚΤΣΣΑΡΨΝ ΓΙΑ ΗΛΕΚΣΡΟΔΙΑΣΡΗΗ: 

Τλικά: 
 Αναςυνδιαςμζνοι πλαςμιδιακοίφορείσ (προιόν τθσ αντίδραςθσ ςφνδεςθσ) 

 Δεκτκά κφτταρα DH5a 

 Κρεπτικό υλικό SOC 

 X-Gal 

 IPTG 



 LB-agar 

 αμπικιλλίνθ 

 

Mεθοδολογία: 
1. Σταδιακό ξεπάγωμα κυττάρων (50μl/ςωλθνάκι) από τουσ -80 οC ςε πάγο. 

2. Αραιωςθ του δείγματοσ με τον αναςυνδιαςμζνο φορζα 1/10 με κακαρό απιονιςμζνο νερό 

3. Ρροςκικθ 2μl από το αραιωμζνο δείγμα ςο ςωλθνάκι με τα δεκτικά κφτταρα 

4. Επϊαςθ ςτον πάγο για 1 λεπτό 

5. Μεταφορά του μείγματοσ ςε προψυγμι κψελίδα και τοπκζτθςι τθσ ςτθν υποδοχι τθσ 

ςυςκευισ θλεκτροδιάτρθςθσ 

6. Εφαρμογι θλεκτικοφ παλμοφ 13,8kV/cm 

7. Ρροςκικθ 1ml διαλφματοσ SOC 

8. Ανάδευςθ και μεταφορά ςε αποςτειρωμζνο ςωλινα 

9. Επϊαςθ του μείγματοσ ςτισ 180rpm ςτουσ 37 οC για 60 λεπτά 

10. Επίςτρωςθ 200μl τθσ καλλιζργειασ (+30μl X-Gal και 3μl IPTG) ςετρυβλίο με αποςτειρωμζνο 

LB-agar-αμπκιλλίνθ(100μg/ml) *ςε αςθπτικζσ ςυνκιεσ κάτω από φλόγιςτρο+ 

11. Από τισ αποικίεσ επιλζγονται οι λευκζσ (απουςία μπλε χρϊματοσ άρα είςοδοσ DNA)  

12. Επϊαςθ ςε κρεπτικό υλικό Lb-broth για 16 ϊρεσ ςτουσ 37 οC ςτισ 180rpm 

 

ΑΠΟΜΟΝΨΗ ΠΛΑΜΙΔΙΑΚΟΤ ΥΟΡΕΑ: 

Τλικά: 

 Διάλυμα Jet 

 Διάλυμα Alkali 

 Διάλυμα CH3COOK ph=4,8 

 Λςοπροπανόλθ 

 Αιανόλθ 70% 

 Διάλυμα TE-RNAse 

Μεθοδολογία: 
1. Μεταφορζα ςε eppendorf (1,5μl) των αποικιϊν από τθν κορεςμζνθ υγρι βακτθριακι 

καλλιζργεια. 

2. Φυγοκζντριςθ 3min 3000rpm και υπερκειμζνου. Διατιρθςθ του ιηιματοσ ςτον πάγο. 

3. Ρρόςκεςθ  100μl παγωμζνου διαλφματοσ jet  και vortex για 1λεπτό (ιςοοςμωτικό διάλυμα). 

4. Επϊαςθ για 5 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου 

5. Ρρόςκεςθ 200μl διαλφματοσ Alkali. Ανάδευςθ αναποδογυρίηοντασ το eppendorf 5 φορζσ 

Επϊαςθ για 3-5 λεπτά ςτον πάγο (λφςθ των κυττάρων). 

6. Ρρόςκεςθ 150μl διαλφματοσ παγωμζνου CH3COOK pH=4,8, vortex και επϊαςθ ςτον πάγο 

για 8-10 λεπτά (εξουδετζρωςθ alkali) 

7. Φυγοκζντρθςθ για 5 λεπτά ςε μζγιςτθ ταχφτθτα και το υπερκείμενο μεταφζρεται ςε νζο 

ςωλθνάκι eppendorf. 



8. Ρρόςκεςθ ίςου όγκου ιςοπροπανόλθσ, vortex και επϊαςθ 20-30min ςε κερμοκραςία 

δωματιου (Κατακριμνθςθ). 

9. Φυγοκζντρθςθ 5 λεπτά ςε μζγιςτθ ταχφτθτα και αφαίρεςθ υπερκειμζνου. 

10. Ρροςκικθ μιςοφ όγκου αικανόλθ 70%  (απομάκρυνςθ των εναπομείναντων αλάτων) Ιπια 

ανάδευςθ 

11. Φυγοκζντρθςθ 10λεπτα ςε μζγιςτθ ταχφτθτα  και αφαίρεςθ υπερκειμζνου 

12. Θ αικανόλθ απομακρυνεται και το ίηθμα αφινεται να ςτεγνϊςει ςε αποςτειρωμζνεσ 

ςυνκικεσ 

13. Αναδιάλυςθ του ιηιματοσ ςε 15μl διαλφματοσ TE-RNAse  

14. Διατιρθςθ ςτουσ 4oC. 

ΠΕΧΗ ΜΕ ΠΕΡΙΟΡΙΣΙΚΑ ΕΝΖΤΜΑ: 

Yλικά: 

 DNA (100-500ng) 

 υκμιςτικό διάλυμα ενηφμου 

 Ζνηυμο περιοριςμοφ (2units) 

 Κακαρό απιωνιςμζνο νερό 

Μεθοδολογία: 
1. Ρροςκικθ των υλικϊν ςε ςωλθνάκι eppendorf με τελικό όγκο 10μl 

2. Ανάδευςθ 

3. Επϊαςθ ςτουσ 37οC για 1 ϊρα 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



Απότελε ςματα-Συζη τηςη 

 

Θ εργαςία αυτι είχε ωσ ςτόχο να χαρακτθρίςει το γονίδιο hid του δάκου τθσ ελιάσ και 

αποτελεί κομμάτι ςυντονιςμζνθσ προςπάκειασ που επιχειρεί να δθμιουργιςει ςφςτθμα fsRIDL ςτο 

δάκο. Ο χαρακτθριςμόσ και θ αλλθλοφχιςθ του γονιδίου hid λοιπόν αποςκοπεί ςτθ χριςθ του ωσ 

αποπτωτικό παράγοντα ςτο ςυγκεκριμζνο διαγονίδιο.  

Το γονίδιο hid αποτελεί ζνα από τα 3 βαςικά προαποπτωτικά γονίδια των εντόμων hid, rpr, 

grim. Ο ρόλοσ του είναι να ενεργοποιεί το μονοπάτι των αποπτωτικϊν καςπαςϊν εμποδίηοντασ τθ 

δράςθ των αναςτολζων των καςπαςϊν. Μελζτεσ ζχουν δείξει ότι κατά τθν ζκφραςι του 

ενεργοποιεί το μονοπάτι τθσ απόπτωςθσ τόςο ςτον οργανιςμό προζλευςισ του όςο και ςε 

ετερόλογουσ οργανιςμοφσ, αφοφ εμφανίηει υψθλι ςυντιρθςθ. Επιπρόςκετα από τθν αποπτωτικι 

δράςθ που εμφανίηει κακεαυτό το γονίδιο hid, παίηει ρόλο και ςτθν αποπτωτικι δράςθ του 

γονιδίου rpr του οποίου εξαςφαλίηει τον μιτοχονδριακό εντοπιςμό, μζςω ετεροδιμεριςμοφ των 

δφο.  

Λόγω τθσ λειτουργίασ του αυτισ το γονίδιο hid επιλζχκθκε να ειςαχκεί ςε διαγονίδια για 

fsRIDL ωσ αποπτωτικόσ τελεςτισ. Ζχει χρθςιμοποιθκεί ςε fsRIDL ςφςτθμα ςτθ  D. melanogaster, 

ςτθν C. capitata, ςτθν A. ludens και ςτθν Α. suspensa. Μάλιςτα το διαγονίδιο για τθν A. suspensa 

περιζχει το γονίδιο hid τθσ A. ludens κακϊσ τα ςυγγενικά αυτά είδθ εμφανίηουν ελάχιςτεσ διαφορζσ 

ςτθν αλλθλουχία του γονιδίου με τισ λειτουργικζσ και ρυκμιςτικζσ περιοχζσ να εμφανίηουν ςχεδόν 

100% ςυντιρθςθ. Ζτςι ςτα πλαίςια του ςτόχου δθμιουργίασ διαγονιδίου για fsRIDL ςτο δάκο τθσ 

ελιάσ επιχειρικθκε θ απομόνωςθ, αλλθλοφχιςθ και ο χαρακτθριςμόσ του γονιδίου hid του δάκου.  

 

ΕΝΙΦΤΗ ΜΕΡΟΤ ΣΟΤ ΓΟΝΙΔΙΟΤ HID (B.OLEAE) ΜΕ 5’RACE PCR 
 

Ο πρϊτοσ ςτόχοσ λοιπόν τθσ εργαςίασ αυτισ ιταν θ απομόνωςθ του πλιρουσ γονιδίου hid 

του δάκου τθσ ελιάσ με ςκοπό τθν αλλθλοφχιςθ και τον χαρακτθριςμό του. Συγκεκριμζνα 

ςτοχεφαμε ςτθν απομόνωςθ του ανοιχτοφ πλαιςίου ανάγνωςθσ και των ρυκμιςτικϊν ςτοιχείων 

του. Για το λόγο αυτό χρειαηόταν να παραχκεί ςυμπλθρωματικό δίκλωνο DNA  (cDNA) από RNA 

κακϊσ το γονιδιωματικό DNA περιζχει τα ιντρόνια που δεν μασ ενδιζφεραν. Για τθν απομόνωςθ του 

RNA ιταν ςθμαντικι θ επιλογι τθσ βζλτιςτθσ χρονικθσ ςτιγμισ ζτςι ϊςτε να υπάρχει υψθλι 

ζκφραςθ του γονιδίου.  Ζτςι απομονϊκθκαν αυγά του δάκου τθσ ελιάσ 12 και 15 ωρϊν μετά τθν 

ωοαπόκεςθ κακϊσ ζχει δειχκεί πωσ το γονίδιο hid εκφράηεται ςε υψθλότερα επίπεδα κατά αυτζσ 

τισ χρονικζσ περιόδουσ (Εικόνα 1 )*125+. Από τα αυγά αυτά απομονϊκθκε RNA το οποίο 

χρθςιμοποιικθκε ωσ μιτρα για RT-PCR για τθν παραγωγι δίκλωνου cDNA. 



 

Εικόνα 4: 
Πρότυπα 
ζκφραςθσ του 
γονιδίου hid 
κατά τθν 
ανάπτυξθ του 
δάκου τθσ ελιάσ 
[125] 

 

 

 

 

 

Από ιδθ δθμοςιευμζνα δεδομζνα RNAseq [hid_C52174_g1_i1] γνωρίηαμε μεγάλο τμιμα 

τθσ αλλθλουχίασ του γονιδίου αλλά χρειαηόμαςταν ακόμα ζνα μζροσ τθσ 5’ αλλθλουχίασ αλλά και 

τα 5’ρυκμιςτικά ςτοιχεία.  Για τθν απομόνωςθ του υπόλοιπου γονιδίου κακϊσ και των 

5’ρυκμιςτικϊν περιοχϊν του χρθςιμοποιικθκε θ τεχνικι 5’RACE PCR. Για τθν τεχνικι αυτι 

χρθςιμοποιικθκαν 2 ανάςτροφοι εκκινθτζσ οι οποίοι ςχεδιάςτθκαν με βάςθ τθ μερικι αλλθλουχία 

που ιταν διακζςιμθ ϊςτε να προςδζνονται ςτο εςωτερικό του γονιδίου, και ζνασ ολιγο-κυμινικόσ 

(oligodT) εμπρόςκιοσ. Για να μπορζςει να ενιςχυκεί το γονίδιο με τθν PCR ειςάχκθκαν  πολυ-

αδενινικζσ (polyA) αλλθλουχίεσ ςτα άκρα των κομματιϊν cDNA ςυμπλθρωματικζσ προσ τον oligodT 

εκκινθτι.  

   

Ζτςι ο oligodT εκκινθτισ χρθςθμοποιικθκε μαηί με ζναν εκ των 2 ανάςτροφων εκκινθτϊν 

για τθν PCR. Θ 5’RACE PCR ζγινε ςε 2 ςτάδια. Ρρϊτο ςτάδιο ενίςχυςθσ ζγινε με τον oligodT  

εκκινθτι και τον GSP1 ανάςτροφο εκκινθτι που είναι ο εξωτερικόσ με μιτρα το polyA-cDNA. Τα 

παράγωγα τθσ PCR θλεκτροφορικθκαν ςε πικτωμα αγαρόηθσ και απομονϊκθκαν. Το 

απομονωμζνο παράγωγο χρθςιμοποιικθκε ςαν μιτρα για τθν PCR δεφτερου ςταδίου ςτθν οποία 

παράλλθλα με τον oligodT εκκινθτι  χρθςιμοποιικθκε ο GSP2 εςωτερικόσ ανάςτροφοσ εκκινθτισ 

για πιο ειδικά αποτελζςματα.  

Εικόνα 5: Ανοιχτό αναγνωςτικό πλαίςιο του γονιδίου hid με ουρά πολυΑδενινικι και ςθμεία πρόςδεςθσ 
εςωωτερικϊν εκκινθτϊν GSP1, GSP2. Με κίτρινο θ μερικι αλλθλουχία του γονιδίου που ιταν γνωςτι. 



ΚΛΨΝΟΠΟΗΗ ΣΟΤ HID (B.O.) 
 

Τα παράγωγα του δεφτερου ςταδίου θλεκτροφορικθκαν ςε πικτωμα αγαρόηθσ και 

απομονϊκθκαν για να κλωνοποιθκοφν. Απομονϊκθκαν 3 μπάντεσ (250bp, 500bp, 750bp ) οι οποίεσ 

κατόπιν θλεκτροφορικθκαν ξεχωριςτά για να ποςοτικοποιθκοφν με βάςθ control δείγμα 450bp.  Οι 

3 αυτζσ ηϊνεσ οδθγικθκαν προσ κλωνοποίθςθ κακϊσ ακόμα και θ μικρότερθ (250bp) ιταν αρκετι 

για να μασ δϊςει τθν υπόλοιπθ αλλθλουχία του γονιδίου κακϊσ ο εκκινθτισ GSP2 ζπιανε ακριβϊσ 

250 νουκλεοτίδια εςωτερικά του γονιδίου.  

 

 

       

 

 

 

 

 

 

Στθ ςυνζχεια οι απομονωμζνεσ ηϊνεσ ειςιχκθςαν ςε κατάλλθλο πλαςμιδιακό φορζα ο 

οποίοσ χρθςιμοποιικθκε για να μεταςχθματίςει με θλεκτροδιάτρθςθ κφτταρα E.coli DΘ5a. Τυχαίεσ 

μεταςχθματιςμζνεσ αποικίεσ επιλζχκθκαν και από αυτζσ απομονϊκθκε το πλαςμιδιακό DNA. Μετά 

τθν απομόνωςι του, ο φορζασ υποβλικθ ςε πζψθ με περιοριςτικά ζνηυμα (PvuII). Από τθν 

θλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ πζψθσ δεν επιβεβαιϊκθκε θ ειςαγωγι του προϊόντοσ PCR ςτο 

φορζα. Θ διαδικαςία επαναλλιφκθκε πολλζσ φορζσ με διαφορετικά προτόκωλλα χωρίσ να δϊςει 

κετικό αποτζλεςμα. 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6:  

Από αριςτερά  : Αποτελζςματα 
θλεκτροφόρθςθσ ςε πθκτϊματα 
αγαρόηθσ: i) προϊόντοσ 1

ου 
ςταδίου 

5’RACE-PCR, ii) προϊόντων 2
ου

 ςταδίου 5’ 
RACE-PCR, iii) απομονωμζνων τελικϊν 
προϊόντων 5’RACE-PCR με control δείγμα 
(1kb Blue DNA Ladder/Morganville 
Scientific DL0200) 

 

Εικόνα 7: Σηζλ θλεκτροφόριςθσ 
πλαςμιδιακϊν φορζων μετά από πζψθ 
με περιοριςτικό  ζνηυμο (PvuII). Όλα τα 
δείγματα (3 απομονωμζνα προιόντα 
RACE-PCR + control) απζτυχαν να 
ενςωμετωκοφν ςτον φορζα. 



ΓΟΝΙΔΙΑΚΟ ΦΑΡΣΗ ΣΟΤ ΓΟΝΙΔΙΟΤ HID (B.OLEAE) 

 

 Ραράλλθλα με τισ προςπάκειεσ κλωνοποίθςθσ του γονιδίου, ιταν ςε εξζλιξθ θ 

αλλθλοφχιςθ του τρανςκριπτόματοσ (RNAseq)  και του γονιδιϊματοσ (DNAseq) του δάκου που 

γινόταν από το εργαςτιριο. Αξιοποιϊντασ αυτά τα δεδομζνα μπορζςαμε να ξεπεράςουμε τισ 

δυςκολίεσ κλωνοποίθςθσ του απαραίτθτου τμιματοσ του γονιδίου για τθν ανάκτθςθ τθσ 

αλλθλουχίασ του και να εντοπίςουμε τελικά τθν πλιρθ αλλθλουχία του ανοιχτοφ πλαιςίου 

ανάγνωςθσ και των  

 

Ζτςι αποκτιςαμε τον πλιρθ χάρτθ του γονιδιακοφ τόπου του hid (LOC 106621213) ο οποίοσ 

μεταγράφεται ςε mRNA μικουσ 38.222bp ενϊ περιζχει: 

Εξόνιο 1: 515bp [μόνο 5’ αμετάφραςτη περιοχή] 

Εξόνιο 2: 738bp [περιέχει 5’αμετάφραςη περιοχή και 81bp από το ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςησ] 

Εξόνιο 3: 547bp [ανοιχτό πλάιςιο ανάγνωςησ] 

Εξόνιο 4: 202bp [ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςησ] 

Eξόνιο 5: 1045bp [199bp από το ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςησ και 3’ αμετάφραςτη περιοχή]  

Το mRNA λοιπόν μετά το μάτιςμά του δίνει μια αλυςίδα 3047bp εκ των οποίων το ανοιχτό 

πλαίςιο ανάγνωςθσ είναι τα 1029bp, από το οποίο προκφπτει μια πρωτεΐνθ 342 αμινοξζων (aa).  

 

ΤΓΚΡΙΗ ΣΟΤ HID(B.OLEAE) ΜΕ ΤΓΓΕΝΙΚΑ ΕΙΔΗ ΚΑΙ 

ΦΑΡΑΚΣΗΡΙΜΟ ΣΟΤ. 
 

Ππωσ αναφζρκθκε και ςτθν ειςαγωγι το αποπτωτικό γονίδιο του hid και κατ’επζκταςθ θ 

πρωτεΐνθ που εκφράηεται από αυτό είναι ςυντθρθμζνα ςε μεγάλο βακμό ενϊ διατθροφν τθ 

λειτουργικότθτά τουσ ακόμα και ςε διαφορετικοφσ οργανιςμοφσ.  Για το λόγο αυτό εντοπίςαμε τισ 

αλλθλουχίεσ ςυγκενικϊν οργανιςμϊν του δάκου και τισ ςυγκρίναμε μεταξφ τουσ για να 

εντοπίςουμε τθν εξελικτικι απόςταςθ, διαφορζσ και ομοιότθτεσ κακϊσ και ςυντθρθμζνεσ και 

χαρακτθριςμζνεσ περιοχζσ οι οποίεσ κα μποροφςαν να μασ δϊςουν πλθροφορίεσ για τθ λειτουργία 

τθσ πρωτεΐνθσ. 

Εικόνα 8: Γονιδιακόσ χάρτθσ του hid B.oleae (LOC106621213) Πθγι i5K 



Επιλζχκθκαν οι οργανιςμοί C. capitata, A. ludens, A. suspensa, D. melanogaster για 

διαφορετικοφσ λόγουσ. Θ D. melanogaster γιατί ωσ οργανιςμόσ μοντζλο είναι θ καλφτερα 

μελετθμζνθ με χαρακτθριςμζνεσ περιοχζσ ςτθν πρωτείνθ του hid και γνωςτι αλλθλουχία. Οι 

υπόλλοιπεσ 3 ωσ ςυγγενικά είδθ ςτα οποία το γονίδιο hid είτε ζχει χαρακτθριςτεί και αλλθλουχθκεί 

(A. ludens) είτε ζχει χρθςιμοποιθκεί ςε fsRIDL προγράμματα.  

Αρχικά να ςθμειωκεί ότι το μζγεκοσ τθσ πρωτείνθσ hid του δάκου τθσ ελιάσ είναι ανάλογο 

με τα μεγζκθ των πρωτεινϊν των ςυγκενικϊν ειδϊν ενϊ παρατθρείται υψθλι ομολογία. Μόνθ 

εξαίρεςθ θ D. melanogaster ςτθν οποία θ πρωτεΐνθ hid αποτελείται από περιςςότερα αμινοξζα από 

τισ μφγεσ των φροφτων(410aa > ~340aa).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9 Φυλογενιτικό δζντρο (Simple Phylogeny/EBI) με βάςθ τθν πρωτεϊνικι 
αλλθλουχία του hid 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 Εικόνα 10: Παράκεςθ-ςφγκριςθ πρωτεϊνικισ αλλθλουχίασ του hid ςτουσ οργανιςμοφσ D.melanogaster, B.oleae, 
C.capitata, A.ludens, A.suspensa.  Με κίτρινθ υπογράμιςθ θ αλλθλουχία του Ν-τελικοφ άκρου που εντοπίηεται ςε όλεσ 
τιεσ προαποπτωτικζσ πρωτείνεσ. Με μπλζ υπογράμμιςθ θ C-τελικι αλλθλουχια του hid που προκαλεί τθ μεταφορά του 
ςτο μιτοχόνδριο. Με μαφρθ υπογράμμιςθ θ περιχι πλοφςια ςε S/T που είναι ςυντθρθμζνθ ςε όλα τα είδθ των μυγϊν 
που παρατίκενται. Με μαφρθ περιςτοίχιςθ τα ςθμεία φωςφορυλίωςθσ. Πθγι Clustal 



Από τθ ςτοίχιςθ και ςφγκριςθ των πρωτεϊνϊν ζγινε εμφανισ θ υψθλι ςυντιρθςι τθσ 

πρωτεΐνθσ hid και ςυγκριμζνα των ρυκμιςτικϊν περιοχϊν τθσ. Θ περιοχι του Nτελικοφ άκρου θ 

οποία είναι και θ αλλθλουχία πρόςδεςθσ ςτουσ αναςτολείσ των καςπαςϊν, επιτελϊντασ το 

λειτουργικό ζργο τθσ πρωτεΐνθσ, είναι ςυντθρθμζνθ μεταξφ των οργανιςμϊν με διαφορζσ να 

εμφανίηονται μόνο με τθν D.melanogaster. Μεταξφ των υπόλοιπων οργανιςμϊν υπάρχει απόλυτθ 

ςυντιρθςθ γεγονόσ που υποδεικνφει ότι θ πρωτείνθ δρα με τον ίδιο μθχαιςμό και ςτο δάκο τθσ 

ελιάσ.  

     Επίςθσ μια περιοχι κακοδικά του αμινοτελικοφ άκρου πλοφςια ςε ςερίνεσ/κρεονίνεσ 

που ζχει εντοπιςτεί και ςτθ D.melanogaster εμφανίηεται και ςτουσ υπόλοιπουσ οργανιςμοφσ 

(ςυμπεριλαμβανομζνου και του δάκου) αλλά με μικρότερο μικοσ.  Ο δάκοσ εμφανίηει ποςοςτό S/T 

52,7% (19/36)  ςε ςφγκριςθ με τθ D. melanogaster που εμφανίηει αντίςτοιχα 58,2% (39/67). 

Ακόμα θ C-τελικι περιοχι θ οποία χρθςιμεφει ςτο να οδθγεί τθν πρωτείνθ ςτο μιτοχόνδριο 

εμφανίηει επίςθσ εξαιρετικά υψθλι ςυντιρθςθ με αλλαγζσ που εντοπίηονται ςτθν D.melanogaster. 

Θ περιοχι αποτελείται κατά κόρον από υδρόφοβα αμινοξζα 

(A,V,I,L,M,F,Y,W) που βοθκοφν τθν πρωτείνθ να προςδεκεί 

ςτθν εξωτερικι μεμβράνθ του μιτοχονδρίου.    

Ραράλλθλα θ πρωτείνθ hid υφίςταται ρφκμιςθ 

μζςω φωςφορυλίωςθσ από το μονοπάτι των RAS/MAPK. Θ 

ρφκμιθ αυτι είναι εξαιρτικά ςθμαντικι κακϊσ θ 

φωςφορυλιωμζνθ πρωτείνθ παφει να είναι ενεργι[108]. Οι 

RAS/MAPK αναγνωρίηουν Σερίνεσ(S) ι Κρεονίνεσ(T) ωσ 

αμινοξζα φωςφορυλίωςθσ, οι οποιεσ βρίςκονται ςε 

αλλθλοχίεσ P-X-S/T-P[126]. Με βάςθ αυτι τθν αλλθλουχια 

εντοπίςτθκαν τα ςθμεία φωςφορυλίωςθσ τθσ πρωτείνθσ 

hid του δακου καιζγινε ςφγκριςθ με αυτά που 

παρατθροφνται ςτουσ υπόλοιπουσ οργανιςμοφσ. Πλοι οι 

οργανιςμοί εμφανίηουν 3 κοινά ςθμεία φωςφορυλίωςθσ ςε 

ςυντθρθμζνεσ περιοχζσ ενϊ 2 ακόμα εντοπίηονται ςτθν 

D.melanogaster χωρίσ να υπάρχουν ςτουσ υπόλοιπουσ. 

 Επίςθσ μια περιοχι κακοδικά του αμινοτελικοφ 

άκρου πλοφςια ςε ςερίνεσ/κρεονίνεσ που ζχει εντοπιςτεί και ςτθ D.melanogaster εμφανίηεται και 

ςτουσ υπόλοιπουσ οργανιςμοφσ (ςυμπεριλαμβανομζνου και του δάκου) αλλά με μικρότερο μικοσ.  

Ο δάκοσ εμφανίηει ποςοςτό S/T 52,7% (19/36)  ςε ςφγκριςθ με τθ D. melanogaster που εμφανίηει 

αντίςτοιχα 58,2% (39/67). 

Θ ςυνολικι ομολογία που παρατθρείται μεταξφ των επιλεγμζνων οργανιςμϊν όςον αφορά 

τισ κφριεσ αυτζσ ρυκμιςτκζσ περιοχζσ τθσ πρωτείνθσ hid καταδυκνείει τον εμφανϊσ κοινό 

μθχανιςμό δράςθσ τουσ αλλά και πικανι δυνατότθτα να εμφανίηουν δραςτικότθτα κατά τθν 

ετερόλογθ χριςθ τουσ.  

Επίςθσ, θ επιβεβαίωςθ πωσ θ πρωτεϊνικι αλλθλουχία του hid εμφανίηει τόςο μεγάλθ 

ομολογία με τισ αντίςτοιχεσ πρωτεΐνεσ οργανιςμϊν ςτουσ οποίουσ ζχει δθμιουργθκεί fsRIDL 

Εικόνα 11: Πρόςδεςθ του υδρόφοβου 
Cτελικοφ άκρο τθσ πρωτείνθσ ςτθν εξωτερικι 
μεμβράνθ του μιτοχονδρίου 



ςφςτθμα υποδεικνφει πωσ το hid λειτουργεί και ςτο δάκο τθσ ελιάσ με τον ίδιο μθχανιςμό και μασ 

οδθγεί ςτο ςυμπζραςμα πωσ κα μποροφςε να λειτουργιςει ςε ζνα διαγονίδιο για το δάκο.  

Τζλοσ, δεδομζνθσ τθσ ομολογίασ που εμφανίηει θ πρωτεΐνθ hid του δάκου με αυτιν τθσ A. 

ludens μποροφμε να υποκζςουμε ότι θ ιδθ ενςωματωμζνθ ςε διαγονίδιο αλλθλουχία τθσ A. ludens 

κα λειτουργιςει ςτον δάκο όπωσ λειτοφργθςε και ςτθν A. suspensa. 

ΜΕΛΕΣΗ ΣΨΝ ΠΡΟΣΤΠΨΝ ΕΚΥΡΑΗ ΣΟΤ ΓΟΝΙΔΙΟΤ HID (B. OLEAE) 
 

Το γονίδιο hid ςτθ D. melanogaster εκφράηει μια προποπτωτικι πρωτεΐνθ θ οποία ενεργοποιεί το 

μονοπάτι τθσ απόπτωςθσ ςτα κφτταρα. Ο ρόλοσ του είναι κυρίωσ ςτθν ανάτυξθ του εντόμου και 

ςυγκεκριμζνα ςτο ςτάδιο τθσ νφμφθσ  (pupa) κατά το οποίο εκφράηεται για να εξαςφαλίςει τθν 

360o περιςτροφι των άκρων ςτον εμπροςκοπίςκιο άξονα κακϊσ και ςτθν μορφοποιςθ των 

φτερϊν. Ακόμα ςυμετζχει ςτθν μορφογενετικι αναδιοργάνωςθ τθσ περιοχισ τθσ εμβρυικι κεφαλισ 

ςτα πρϊιμα αναπτυξιακά ςτάδια (αυγό).*101+  

Τα πρότυπα ζκφραςθσ αυτά επιβεβαιϊνονται και από δεδομζνα τρανςκριπτομικισ ανάλυςθσ 

δθμοςιευμζνα ςτθ διαδικτυακι πλατφόρμα flybase.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 12: Πρότυπο ζκφραςθσ του γονιδίου hid ςτθ D.melanogaster [πθγι flybase] 



Με βάςθ δεδομζνα αλλθλοφχιςθσ του RNA που ανακτικθκαν από τθν διαδικτυακι πλατφόρμα i5k 

για το δάκου τθσ ελιάσ παρατθριςαμε πωσ και το γονίδιο hid του μεταγράφεται ςε μεγαλφτερο 

βακμό κατά τα ςτάδιο τθσ νφμφθσ και του αυγοφ, ενϊ ζχει πολφ χαμθλι ζκφραςθ ςτα ενιλικα 

ζντομα. 

 

Τα δεδομζνα αυτά υποςτθρίηουν περεταίρω τθν ςυντιρθςθ τθσ πρωτείνθσ hid θ οποία πζραν τθσ 

υψθλισ ομολογίασ ςτθν αλλθλουχία, παρουςιάηει πανομοιϊτυπα πρότυπα ζκφραςθσ μεταξφ του 

δάκου και τθσ D.melanogaster. 

 

  

Συμπεραςματικα  

Στθν παροφςα εργαςία μελετικθκε και χαρακτθρίςτθκε το προ-αποπτωτικό γονίδιο hid του δάκου 

τθσ ελιάσ. Τα αποτελζςματα με βάςθ τθν γονιδιακι αλλά και τθν πρωτεϊνικι αλλθλουχία του 

ανζδειξαν υψθλι ςυντιρθςθ με ςυγγενικά ιδθ ςτα οποία το hid ζχει χρθςιμοποιθκεί ωσ 

αποπτωτικόσ παράγοντασ ςτο διαγονίδιο τθσ fsRIDL. Ζτςι προκφτπει ότι: 

1. Σο γονίδιο hid είναι μια ςωςτι επιλογι αποπτωτικοφ παράγοντα για τθν καταςκευι 

διαγονιδίου ςτον δάκο.  Το ςυμπζραςμα αυτό βαςίηεται ςτθν ςχεδόν 100% ομολογία που 

εμφανίηουν οι λειτουργικζσ περιοχζσ τθσ πρωτεΐνθσ hid με τισ αντίςτοιχεσ τθσ A.ludens που 

Εικόνα 13: Πρότυπα ζκφραςθσ του γονιδίου hid ςτο ςτάδιο του ενιλικου εντόμου, του αυγοφ και τθσ νφμφθσ. Πθγι i5K 



ζχει ιδθ χρθςιμοποιθκεί ςε διαγονίδιο κακϊσ και ςτα πανομοιότυπα πρότυπα ζκφραςθσ 

του hidRNA με τθ  D.melanogaster που οδθγοφν ςτο ςυμπζραςμα κοινοφ μθχανιςμοφ 

λειτουργίασ. Ρλιρθσ επιβεβαίωςθ μπορεί να επζλκει ςτο μζλλον με πειράματα ζκφραςθσ 

του hid και μελζτθσ του φαινοτφπου που προκαλοφν διάφορεσ διαγραφζσ χριςιμων 

περιοχϊν του. Αυτό μπορεί να επιτευχκεί με εκτοπικι ζκφραςθ του hid του δάκου τθσ ελιάσ 

ςε κυτταρικι ςειρά τθσ D.melanogaster για τθν επιβεβαίωςθ του αποπτωτικοφ του 

φαινοτφπου. Επιπροςκζτωσ κα επιβεβαιωκεί και ο επιμζρουσρόλοσ τθσ κάκε 

ςυγκεκριμζνθσ περιοχισ και ο κοινόσ μθχανιςμόσ δράςθσ του hid B.o. με τα ιδθ 

μελετθμζνα hid των A.ludens και D.melanogaster. 

2. Σα ςθμεία φωςφορυλίωςθσ τθσ πρωτείνθσ hid του δάκου είναι χαρακτθριςμζνα και 

μποροφν αν απαλλοιφοφν. Ππωσ ζχει αναφερκεί και προθγουμζνωσ θ φωςφορυλίωςθ τθσ 

πρωτείνθσ hid από το μονοπάτι των RAS/MAPK οδθγεί ςτθν απενεργοποίθςι τθσ. Ζτςι θ 

τελικι αλλθλουχία που κα χρθςιμοποιθκεί για το διαγονίδιο του δάκου πρζπει να μθν ζχει 

τα ςθμεία φωςφορυλίωςθσ εξαςφαλίηοντασ τθν ανεμπόδιςτθ λειτουργία του hid κατά τθν 

ζκφραςι του. Για το ςκοπό αυτό κα πρζπει να ςχεδιαςτοφν μεταλλάξεισ ςτα 3 ςθμεία 

φωςφορυλίωςθσ που χαρακτθρίςτθκαν αντικακιςτϊντασ τθν  S ι T που αποτελεί 

υπόςτρωμα των κιναςϊν ςε A. 

3. Σο γονίδιο τθσ A.ludens μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ςτο διαγονίδιο για το δάκο τθσ ελιάσ 

B.oleae. Μεταξφ των λειτουργικϊν περιοχϊν τθσ πρωτείνθσ hid τθσ A.suspensa και τθσ 

A.ludens υπάρχει ομολογία 100%. Ζτςι ςτο διαγονίδιο που καταςκευάςτθκε για τθν 

A.suspensa χρθςιμοποιικθκε το ιδθ μελετθμζνο και χαρακτθριςμζνο hid τθσ A.ludens. Με 

βάςθ τθν ςχεδόν 100% ομολογία που εμφανίηει θ πρωτεΐνθ hid του δάκου όςον αφορά τισ 

λειτουργικζσ περιοχζσ με τθν πρωτεΐνθ τθσ A.ludens  ςυμπεραίνουμε ότι το διαγονίδιο που 

περιζχει το hid τθσ A.ludens κα μποροφςε να χρθςιμοποιθκεί ςτισ μοριακζσ καταςκευζσ για 

τθν ανάπτυξθ του ςυςτιματοσ fsRIDL ςτο δάκο.  

 

Τζλοσ, αντίςτοιχεσ μελζτεσ γίνονται παράλλθλα και για τον εμβρυικό υποκινθτι που κα 

χρθςιμοποιθκεί ςτο διαγονίδιο κακϊσ και για το κθλυκο-ειδικό ιντρόνιο που κα εξαςφαλίηει τθ 

φυλοειδικότθτα του ςυςτιματοσ. Το ςφςτθμα fsRIDL για το δάκο τθσ ελιάσ είναι υπό ανάπτυξθ με 

τθν επίτευξι του να ζχει μεγάλθ ςθμαςία για τθν βελτίωςθ τθσ αντιμετϊπιςθσ του εντόμου.  

Θ επίτευξι του fsRIDL ςυςτιματοσ κα ςθματοδοτιςει μια νζα εποχι ςτθν αντιμετϊπιςθ του δάκου 

τθσ ελιάσ με οικολογικό τρόπο, ελεγχόμενο και αποδοτικό, επιβεβαιϊνοντασ τθν ςθμαςία τθσ 

επιςτιμθσ ςτθν κακθμερινότθτα του ανκρϊπου και ςτθ βελτίωςθ τθσ ποιότθτασ ηωισ του.  

 

 

 

 

 

 



Παρα ρτημα 

 

Εκκινθτζσ: 

GSP1: 5’- GGT GTA CTA AGA CTG AGT GGG A -3’     Tm: 52oC 

GSP2: 5’- GGA CTT GAC AGC ATG GAC TG -3’       Tm: 52oC 

Μερική αλληλουχία Β.ο.hid: 

CTACCGCCTTCCAGTATCCCCCGCCAGCCAGTCCATGCTGTCAAGTCCACAGCCCCTCACCATATACAGGTAGCG

GCGGCGGCAGCGGTCCTGCTGGTGCCGGTGTCGGCAATGGCGAAGTATTCTTCCCACTCAGTCTTAGTACACCAC

GTACTCCGCGCACCAGTGTCAGTTATGCTGCTGGCGAAGAGAATACCTTCTTTCGTCATCACAATATCAGTGGCG

GTTGCAGCAGCGGATCACACCTACAACCACCGCAATCGGCACCACCCATGCCATCGAGTAGTCACAATGGTGCAC

ATAGTCAACCAGCGCCACAACAACAATACCAACCATATCCATATTATCAATATACACCACCGCCGACACCGCTCA

CCGCCAATGCAAGCACCTGCACCGGCAACGTATTCGGTGCGACGGAAGCGACAACGCACCAACGCGGTTGTGTGG

CAACAGCGTCGACATCAACATCGACGACCTCGTGTGGCATGAGCGGACATTCGCGATTGCATCGTAGCCTCTCAG

ATGCACAAAAGCGCTCGCGTCGTACATCAACCACCAACGATGATGAACGCGAATATCATAGCGAGCATGAGACCA

GCTGGGATGAGTTCGATGACCGTTTCGATAATTTTACAGCCGGCCGTGAACGTTTACAGGAATTTAATGGACGAA

TACCGCCACGAAAGAAGAAAAAGGATGTGCCAAAATCAAAGTCAGAGAAGAAGCCATTCAAGGGCTTCATCTGGC

CCACTGTCGTCACAGTCATCGTTGTTGCAATGGGTTGTGGCTTCCTTGTTACGCGATGAGTGCACCAAATGTGAA

GCTCGTGCAGCAACAGCCGCAGCTATACTTACAATTTAAAAAGCAAGCAACAGTAAAGCAATGCAAAAAAAATAT

TTACACTTAAAGAATAAATAATAAAAATAAATAAATTTTGAGCAAAAATATTAAAAAACAAAGCACAAATGAAAA

GTGTTAAAAACAGCCAGAACGC 

 

 

Μετάγραφο Β.ο.hid: 

>XM_014239960.1 PREDICTED: Bactrocera oleae cell death protein hid 

(LOC106621213), transcript variant X1, mRNA 

ACGGCAGCACAGTTGATTGAGAACAACGAAGCAAGTAAGACGTGTTTGTTGGTTGGTGGTTAACACTTTA 

ACGCTGGTTTTGTTTTTTGGGAACACTCTGCTGTACGCCAAAACGCCAACCCAACAACGCAACACCAAAC 

GACAATTCACAGTGCAGACGTACGCTCGCGTGGGTGTGTGTGTGTGTATTCGTATGTGCGTGTGGTTCAG 

CTAATAGACGCGAATTCGCAAAATTCGATCAGTGCCAAAATAACAATAACAATAACATTAAAAAAGTAAT 

AAGTAACACAAAACCATTTGAAGACGTGCTAAATACTTCTAGTTCATTGGACATAACAACAAAAACGTTA 

GAAAATATTGTTTCAAAAATTGTTCGAATTTCTTATTGTTCGAAAAAATTGTAAACAAAACGATTTGTAA 

ATGACTAAAACTTTTTCAGTGTGAAATTTGCCGATTTCGACAAATTTAAAATCATAAAAAGTGAAAAAAG 

TATCAACAAAGTGCTGTGAAAAATTTAAAAACAAACTTTTTGAGTTCAAGTTTGAGAGTAAAAGGAATTT 

CACAACTGCACGCAACAATTTCAAACAATTTGCCATAAAGCGTGAGAACAGTGAAAATCATTTCAATTGC 

AGACAAGAATTAGAAAAAGTGCTGAATTATTTAAAAATATCAAAAAAAAAGTCAAAAAGTGCTAAGCAAA 

ATTATAAAAATTAAAGAAACATCGAAACATTGCAAACACAACACAACTACAACAAATACTAAAAAGCAAA 

TATAACTAACAGTAAGAAACAATTCTGTTGCGCGCAAGAATAATCCTGTGCGAGCGCGATCCCTCACACT 

GCCGCCCACATTGCTGCGCAGGTACGGCGAACAGGTGTGTATGCGCACTTATGCAAAAGCAACAGTAACA 

ACAAAGCGAGAGAAAAGAAGCAACAGAGACAAACAAACTCACAACCACAGAAATAAAAACAAAAACTCAG 

CTGCAAAAGCGTGCAGCAAAAATCAGGGAAATAAAAAACAAAAAAAACGAAATTAAATCACAAAAAATAA 

AACGATGGCTGTTGTCTTTTATATGCCCGAGGGCGGCGGCGATGACTCTGCATCGTCATCGAGTGGCGGT 

CACGGCAGTGCGGGCAGCGGCAGCGCTGCTTCGTCGACATCACAATCGCCCAACACCACCACATCGGCTA 

CACAAACGCCCATGCAGAGTCCGCTACCGCCGCATTTTATGATGGCCTTCTATCAGTATATGAATGCTAC 

CGCCTTCCAGTATCCCCCGCCAGCCAGTCCATGTTGTCAAGTCCACAGCCCCTCACCATATACAGGTAGC 

GGCGGCGGCAGCGGTCCTGCTGGTTCCGGTGTCGGCAATGGCGAAGTATTCTTCCCACTCAGTCTTAGTA 

CACCACGTACTCCGCGCACCAGTGTCAGTTATGCTGCTGGCGAAGAGAATACCTTCTTTCGTCATCACAA 

TATCAGTGGCGGTTGCAGCAGCGGACCACACCTACAACCGCCGCAATCGGCACCACCCATGCCGTCGAGT 

AGTCACAATGGTGCACATAGTCAACCAGCGCCACAACAACAATACCAACCATATACATATCCATATTATC 

AATATACACCACCGCCGACACCGCTCACCGCCAATGCAAGCACCTGCACCGGCAACGTATTCGGTGCGAC 

GGAAGCGACAACGCACCAACGCGGTTGTGTGGCAACAGCGTCGACATCAACATCGACGACCTCGTGTGGC 

ATGAGCGGACATTCGCGATTGCATCGTAGCCTCTCAGATGCACAAAAGCGCTCGCGTCGTACATCAACCA 

CCAACGATGATGAACGCGAATATCATAGCGAGCATGAGACCAGCTGGGATGAGTTCGATGACCGTTTCGA 

TAATTTTACAGCCGGCCGTGAACGTTTACAGGAATTTAATGGACGAATACCGCCACGAAAGAAGAAAAAG 



GATGTGCCAAAATCAAAGTCAGAGAAGAAGGTGAGAGAAAGACCATTCAAGGGCTTCATCTGGCCCACTG 

TCGTCACAGTCATCGTTGTTGCAATGGGTTGTGGCTTCCTTGTTACGCGATGAGTGCACCAAATGTGAAG 

CTCGTGCAGCAACAGCCGCAGCTATACTTACAATTTAAAAAGCAAGCAACAGTAAAGCAATGCAAAAAAA 

AAGATTTACACTTAAAGAATAAATAATAAAAATAAATAAATTTTGAGAAAAAACATTAAAAAACAAAGCA 

CAAATGAAAAGTGTTAAAAACAGCCAGAACGCCTTGGGCTTTTCAAGGCAATAAAGGGATATGAAAGAGA 

AATATCTAAAGGTAAAGAAATTTTCGTCAGAAATGTGAAACGTGAAAGTGAATTATGGAAGCGCAAGTAG 

CGCGTGGAACGAGGCGAATGTACGCCGCGCCACATTTAAGAGGACACAGTGGTGAGCGGCTTGACAGAGA 

AATATTTTCGAGAGTGGAAACGTGAGGTAGTTTTTAATTTTTAACGATTTGCGGATCTACTGAGGAAAGA 

GCTCATCAAACCGCAGCAATGTAAACGAAAGAGTTGAAGAGCGAGGAAAAGAGAAAGAAAGAGACGGCGT 

CATGGCGAGAGAGAGAGAGTATGATAGCGAGCAAAGCGCACCGTGTGCGACAACGAAACCGAATTTTTAA 

TCAACGAAGCTTTTCTTACACACCACAAACACAAAACGAACTCAAAGGCGAAACAAAAACTTAAAAACGT 

ATTGAAAGCGAAAAACTAACATTTTTTAACACAAGCAAATAATATTTTTGTAAAATGTAGGCATTTATAG 

TAGATATATACATACATATGCACGCATACGAGTATTTGACTGAAAATCTCTGCCGTATTTGGACGTGGAA 

ATTTCGCATATACAAACATATGAATTGCAACTGCCGTTAAGTGTAAGCAACTTGTGCTTGAAAAAGTATT 

TTTCTACTGAGAATTTTGTACGTTTTTTTATCTAAATGTGTAACAGACAAGACTGTTCAGAAGTTGTTAG 

GCAGCATTTGTACTAAGACAATTTAAAAATTGAGAAA 

 

Πρωτείνη Β.ο.hid: 

>XP_014095435.1 PREDICTED: cell death protein hid isoform X1 [Bactrocera 

oleae] 

MAVVFYMPEGGGDDSASSSSGGHGSAGSGSAASSTSQSPNTTTSATQTPMQSPLPPHFMMAFYQYMNATA 

FQYPPPASPCCQVHSPSPYTGSGGGSGPAGSGVGNGEVFFPLSLSTPRTPRTSVSYAAGEENTFFRHHNI 

SGGCSSGPHLQPPQSAPPMPSSSHNGAHSQPAPQQQYQPYTYPYYQYTPPPTPLTANASTCTGNVFGATE 

ATTHQRGCVATASTSTSTTSCGMSGHSRLHRSLSDAQKRSRRTSTTNDDEREYHSEHETSWDEFDDRFDN 

FTAGRERLQEFNGRIPPRKKKKDVPKSKSEKKVRERPFKGFIWPTVVTVIVVAMGCGFLVTR 

 

Πρωτείνη A.l.hid: 

>AFH35882.1 hid [Anastrepha ludens] 

MAVVFYMPEAGADDSASSSSGSHGSGGSGSAASSTSQSPNTTTSATQTPMQSPLMASPHIVMALCEAVYQ 

SLNNTPAFQYPPPASPCCHVHSPSPYTGSGGGGEVFFPPSRSTPRTPRTSVSFAAGEENTFFRQHNISGG 

YSNTQHLQQPPQSAPPMPPSSHTSAHSQTTPQQYQQYSYPHYQYTPPPTPLTANASTCTGNVFGSTEATT 

HQRTCVASTSTSTQSCMAKGHARLHRSFSDAQKRSRRTSTTNDDERECHSEHETSWDEFDDRYDNFTAGR 

ERLQEFNGRIPPRKKKKDVPKSKSEKKQFKAFIWPTVVTVIVVAMGCGFLVAR 

 

Πωτείνη A.s.hid: 

>AEF30451.1 hid [Anastrepha suspensa] 

MAVVFYMPEAGADDSASSSSGSHGSGGSGSAASSTSQSPNTTTSATQTPMQSPLMASPHIVMALCEAVYQ 

SLNNTPAFQYPPPASPCCHVHSPSPYTGSGGGGEVFFPPSRSTPRTPRTSVSFAAGEENTFFRQHNISGG 

YSSTQHLQQPPQSAPPMPPSSHTSAHSQTTPQQYQQYSYPHYQYTPPPTPLTANASTCTGNVFGSTEATT 

HQRTCVASTSTSTQSCMAKGHARLHRSFSDAQKRSRRTSTTNDDERECHSEHETSWDEFDDRYDNFTAGR 

ERLQEFNGRIPPRKKKKDVPKSKSEKKQFKAFIWPTVVTVIVVAMGCGFLVAR 

 

Πρωτείνη D.m.hid: 

>AAA79985.1 head involution defective protein [Drosophila melanogaster] 

MAVPFYLPEGGADDVASSSSGASGNSSPHNHPLPSSASSSVSSSGVSSASASSASSSSSASSDGASSAAS 

QSPNTTTSSATQTPMQSPLPTDQVLYALYEWVRMYQSQQSAPQIFQYPPPSPSCNFTGGDVFFPHGHPNP 

NSNPHPRTPRTSVSFSSGEEYNFFRQQQPQPHPSYPAPSTPQPMPPQSAPPMHCSHSYPQQSAHMMPHHS 

APFGMGGTYYAGYTPPPTPNTASAGTSSSSAAFGWHGHPHSPFTSTSTPLSAPVAPKMRLQRSQSDAARR 

KRLTSTGEDEREYQSDHEATWDEFGDRYDNFTAGRERLQEFNGRIPPRKKKSSNSHSSSSNNPVCHTDSQ 

SGGTSQAESGAIHGHISQQRQVERERQKAKAEKKKPQSFTWPTVVTVFVLAMGCGFFAAR 

 

Πρωτείνη C.c.hid: 

XP_004522142.1 cell death protein hid [Ceratitis capitata] 

MAVVFYMPEGGGDDTASSSSGGHSSTGSGSAASSTSQSPNTTTSATQTPMQSPLVPNPYMVALCEALLYQ 

SMNNPPAFQYPPPASPCCPVHSPSPFTGGSVGGANGEVFFPISRSTPRTPRTSVSFAAGEENTFFRHHNI 

SGGGGGGCSSSSATHLQPPQSAPAMQQSSHNNAHSQTAPQQYQQYTYPYYQYTPPPTPLTANASTCTGGN 

LFNGSTEATTHQRTCVASTSTATASTSTAASTSSCGAKGHARLHRSLSDAQKRSRRSSTNANDDERECHS 

EHETSWDEFDDRYENFTAGRERLQEFNGRIPPRKKKKDVPKSRAERKQFKAFIWPTVVTVIVVAMGCGFL 

VAR 
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