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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
      Η παρεµβολή RNA (RNAi) αποτελεί µία από τις µεγαλύτερες ανακαλύψεις της µοριακής 
βιολογίας των τελευταίων χρόνων. Ο µηχανισµός µε τον οποίο τα δίκλωνα µόρια RNA 
ρυθµίζουν τη λειτουργία των γονιδίων διαλευκάνθηκε πρώτα σε οργανισµούς µοντέλα, όπως 
ο C. elegans. Ωστόσο, η δυνατότητα εφαρµογής του RNAi σε οργανισµούς που δεν 
αποτελούν µοντέλα το κατέστησαν σύντοµα εξαιρετικό εργαλείο για τη µελέτη και 
αποσιώπηση γονιδίων. Σήµερα η τεχνολογία RNAi εφαρµόζεται κατά κόρον σε διαδικασίες 
αντίστροφης γενετικής ανάλυσης για τη µελέτη γονιδίων. Επιπλέον, οι εφαρµογές του RNAi 
αρχίζουν και επεκτείνονται σε θέµατα που αφορούν γονιδιακή θεραπεία αλλά και 
καταπολέµηση παρασιτικών εντόµων µε αποσιώπηση σηµαντικών γονιδίων. 
      Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η αποσιώπηση γονιδίων της µεσογειακής µύγας µε 
χρήση της τεχνολογίας RNAi στο µέσο διατροφής. Επιλέχθηκε το γονίδιο της 
ακετυλοχολινεστεράσης, ενός ενζύµου που είναι εξαιρετικά σηµαντικό στις χολινεργικές 
συνάψεις και κατά συνέπεια στο κεντρικό νευρικό σύστηµα των εντόµων. Τµήµα του cDNA 
του γονιδίου (εξόνια 3 έως 5) ενισχύθηκε µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυµεράσης (PCR) και στη συνέχεια το προϊόν της PCR χρησιµοποιήθηκε για την 
παραγωγή των δύο συµπληρωµατικών κλώνων του RNA.Τα δίκλωνα µόρια RNA (dsRNAs) 
χορηγήθηκαν τόσο σε ενήλικα άτοµα της Ceratitis capitata όσο και σε προνύµφες του 
εντόµου µέσω της πεπτικής οδού (τροφή). Η επιτυχία της αποσιώπησης αξιολογήθηκε όσον 
αφορά στα ενήλικα άτοµα µε τη µέτρηση της δραστικότητα του ενζύµου της 
ακετυλοχολινεστεράση, ενώ τις προνύµφες µε την παρατήρηση της µεταβολής στο ρυθµό 
ανάπτυξής τους.  
      Τα αποτελέσµατα της εργασίας παρουσίασαν µικρή επαναληψιµότητα. Ωστόσο, αν και 
τα αποτελέσµατα σε µερικές περιπτώσεις ήταν αντικρουόµενα, αποτελούν µία πρώιµη 
ένδειξη του ότι µπορεί να επιτευχθεί η αποσιώπηση γονιδίων στη µεσογειακή µύγα µε χρήση 
dsRNA στο µέσο διατροφής. Για την επίτευξη του σκοπού µπορούν να χρησιµοποιηθούν 
βελτιώσεις της µεθόδου, όπως χρήση λιποσωµάτων για τη µεταφορά του dsRNA και η 
χρήση τροποποιηµένων µορίων dsRNA. Οι βελτιώσεις αυτές στοχεύουν στο να αυξήσουν 
τον χρόνο ηµιζωής των δίκλωνων µορίων RNA ώστε να είναι δυνατή η µεταφορά τους στον 
ιστό-στόχο χωρίς σηµαντικές απώλειες. Η τελειοποίηση της µεθόδου αποσιώπησης γονιδίων 
µε την τεχνολογία RNAi στο µέσο διατροφής των εντόµων είναι πολύ σηµαντική καθώς τα 
µόρια dsRNA µπορούν να αποτελέσουν µια νέα γενιά εντοµοκτόνων. Τα εντοµοκτόνα που 
θα στηρίζονται στην τεχνολογία RNAi µπορούν να συγκεντρώσουν το πλεονέκτηµα της 
εξειδίκευσης αλλά και της µηδενικής τοξικότητας προς άλλους οργανισµούς, µε αποτέλεσµα 
να είναι ιδανικά για την καταπολέµηση των παρασιτικών εντόµων σε επίπεδο πληθυσµού µε 
µηδενικές περιβαλλοντικές επιπτώσεις. 
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Έντοµα: 
 
      Τα έντοµα αποτελούν την πιο πολυπληθή οµάδα ζωντανών οργανισµών στον πλανήτη, 
περιλαµβάνοντας εκατοντάδες χιλιάδες αναγνωρισµένων ειδών τα οποία αντιπροσωπεύουν 
ποσοστό µεγαλύτερο του 50% όλων των γνωστών ζώντων οργανισµών (Εικόνα 1). Ανήκουν 
στην τάξη των αρθροπόδων, µε κύριο χαρακτηριστικό το τριµερές σώµα (κεφάλι, θώρακας 
και κοιλιά). ∆ιαθέτουν εξωσκελετό (χιτίνης), τρία ζεύγη αρθρωτών ποδιών 
προσαρµοσµένων στο θώρακα και δύο κεραίες. Τα διάφορα είδη των εντόµων είναι 
προσαρµοσµένα σε πολλούς τύπους περιβάλλοντος µε αποτέλεσµα να έρχονται πολύ συχνά 
σε επαφή µε την ανθρώπινη δραστηριότητα. 
 

 
Εικόνα 1 - ∆ιάγραµµα όλων των γνωστών ζώντων ειδών του πλανήτη. Τα έντοµα αποτελούν τους πιο 
πολυπληθείς οργανισµούς του πλανήτη. 

 
      Ορισµένα έντοµα είναι εξαιρετικά ωφέλιµα στο περιβάλλον αλλά και τον άνθρωπο. Για 
παράδειγµα, πλήθος ειδών (πεταλούδες) συµµετέχουν στη µεταφορά γύρης από το ένα φυτό 
στο άλλο, βοηθώντας έτσι την εκτέλεση του βιολογικού τους κύκλου. Επιπλέον, έντοµα 
όπως η µέλισσα ή ο µεταξοσκώληκας παρέχουν στον άνθρωπο προϊόντα τροφίµων (µέλι) και 
ένδυσης (µετάξι).  
      Ωστόσο το ενδιαφέρον του ανθρώπου επικεντρώνεται σε έντοµα υγειονοµικού 
ενδιαφέροντος (π.χ. A.gambiae που µεταφέρει το πλασµώδιο που προκαλεί την ελονοσία) 
καθώς και έντοµα-παράσιτα των καλλιεργειών, τα οποία προσπαθεί να ελέγξει 
χρησιµοποιώντας εντοµοκτόνα ή άλλες τεχνικές. Πληθώρα εντόµων τρέφονται µε φρούτα ή 
φύλλα προκαλώντας άµεση καταστροφή στις αγροτικές καλλιέργειες και κατά συνέπεια 
στην οικονοµία. Οι στρατηγικές ελέγχου και καταπολέµησης των παράσιτων µε αγροτικό 
ενδιαφέρον αποτελεί κύριο θέµα της οικονοµικής εντοµολογίας τα τελευταία χρόνια. Οι 
καταστροφές που προκαλούνται από τα έντοµα, τόσο σε επίπεδο δηµόσιας υγείας (τρόφιµα, 
µεταφορά παθογόνων) όσο και σε οικονοµικό επίπεδο (καλλιέργειες) καθιστούν απαραίτητη 
την εύρεση µεθόδων αποτελεσµατικών αλλά και φιλικών προς το περιβάλλον που θα 
µπορούν να ελέγχουν τον πληθυσµό τους, παρουσιάζοντας παράλληλα µεγάλη εξειδίκευση 
και µικρή τοξικότητα.  
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      Η οικογένεια των Tephritidae περιλαµβάνει αρκετά έντοµα γνωστά για τις οικονοµικές 
καταστροφές που προκαλούν, όπως τα είδη Anastrepha, Bactrocera, Rhagoletis και 
Ceratitis. Το ενδιαφέρον εστιάζεται στα έντοµα που προσβάλλουν τις καλλιέργειες 
εναποθέτοντας τα αυγά τους στα ώριµα ή ανώριµα φρούτα έτσι ώστε οι προνύµφες τους να 
αναπτυχθούν µέσα σε αυτά. Στα έντοµα αυτά, γνωστά ως «µύγες των φρούτων», 
κατατάσσεται και η Ceratitis capitata, η οποία αποτελεί ένα από τα πιο σηµαντικά και 
ιδιαίτερα καταστρεπτικά γεωργικά έντοµα. Το µέγεθος της οικονοµικής καταστροφής που 
προκαλεί καθιστά απαραίτητη την εύρεση µεθόδων για την καταπολέµησή ή τον έλεγχο του 
πληθυσµού της. 
 

1.1 Ceratitis capitata 
 
      Η Ceratitis capitata, γνωστή ως µεσογειακή µύγα, ανήκει στα δίπτερα (Diptera) στην 
οικογένεια των Tephritidae (Εικόνα 2). Τα ενήλικα άτοµα τρέφονται µε κάθε πηγή 
πρωτεΐνης που µπορεί να περιλαµβάνει σάπια φρούτα, ακόµη και εκκρίσεις ζώων ώστε να 
παράγουν αυγά και να εκτελέσουν το βιολογικό τους κύκλο. Η µορφολογία της C. capitata 
την καθιστά εύκολα αναγνωρίσιµο είδος, ακόµα και ανάµεσα στα υπόλοιπα είδη που 
ανήκουν στις µύγες των φρούτων. 
 

 
Εικόνα 2 - Η Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) – Ενήλικο άτοµο, µορφή 
βοµβυκίωσης (πούπα), προνύµφη(λάρβα) και αυγά 

 
      Η C. capitata είναι ένα από τα µικρότερα σε µέγεθος είδος των δίπτερων. Τα ενήλικα 
άτοµα δεν ξεπερνούν σε µέγεθος τα 2/3 του µεγέθους της κοινής οικιακής µύγας. Το µήκος 
ενός ενήλικου µπορεί να κυµαίνεται από 3,5 έως 5mm και η έκταση των φτερών φτάνει τα 
10mm. Η κεφαλή έχει ανοιχτό καστανό χρώµα και οι σύνθετοι οφθαλµοί σκούρο πορφυρό 
χρώµα. Ο θώρακας παρουσιάζει κίτρινο χρώµα στο κατώτερο τµήµα, ενώ στο ανώτερο 
υπάρχουν χαρακτηριστικές µαύρες κηλίδες. Η κοιλία του εντόµου έχει δύο ανοιχτόχρωµες 
ζωνώσεις, ενώ τα φτερά περιέχουν µαύρες και καφέ ζώνες µε µερικές µαύρες κηλίδες. Οι 
αλτήρες είναι λευκοί και τα ποδιά κιτρινο-κόκκινα (Εικόνα3). 
 

 
Εικόνα 3 - Μορφολογικά χαρακτηριστικά των ενήλικων ατόµων C.capitata 
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      Ο διαχωρισµός αρσενικών και θηλυκών ατόµων είναι εξαιρετικά απλός. Τα αρσενικά 
διαθέτουν ένα ζεύγος κεραιών στο κεφάλι οι οποίες είναι πεπλατυσµένες στην άκρη. 
Ωστόσο, το πιο ιδιαίτερο γνώρισµα που διαφοροποιεί τα θηλυκά άτοµα είναι ο ωοαποθέτης 
µε µήκος που µπορεί να φτάσει τα 1,2mm (Walker et al., 2006). Το ανατοµικό αυτό 
χαρακτηριστικό επιτρέπει στο θηλυκό να σκίζει τη φλούδα των καρπών και στη συνέχεια να 
αποθέτει τα αυγά στο εσωτερικό τους. 
      Τα αυγά (Εικόνα 4) φτάνουν σε µέγεθος το 1mm και χαρακτηρίζονται από το λεπτό 
καµπυλωτό σχήµα τους και το φωτεινό λευκό χρώµα. 
 

 
Εικόνα 4 - Τα αυγά της Ceratitis capitata (Wiedemann) 

 
      Οι προνύµφες της µεσογειακής µύγας (Εικόνα 5) έχουν επίµηκες κυλινδρικό σχήµα, µε 
υποκίτρινο χρώµα και έντονο στένεµα στην περιοχή του κεφαλιού. Το µήκος τους 
κυµαίνεται από  7 έως 9mm µε οκτώ διακριτές κοιλιακές περιοχές. 
 

 
Εικόνα 5 - Η λάρβα της Ceratitis capitata (Wiedemann) 

 

      Τα βοµβύκια (πούπες) που σχηµατίζουν οι προνύµφες (Εικόνα 6) έχουν κοινό κυλινδρικό 
σχήµα, καστανοκόκκινο χρώµα και παρουσιάζουν µικρό εύρος µεγέθους από 4 έως 4,3mm. 

 

Εικόνα 6 – Βοµβύκια της Ceratitis capitata (Wiedemann) 

 
 
 



  

   - 8 -

1.2 Προέλευση - Εξάπλωση 
 
      Το έντοµο θεωρείται γηγενές είδος της κεντρικής Αφρικής (Fletcher et al., 1989) µε 
πιθανή προέλευση νοτιοανατολικά της ερήµου Σαχάρα(Κένυα). Η C. capitata αποτελεί ένα 
από τα πιο πετυχηµένα είδη ανάµεσα στις µύγες των φρούτων καθώς είναι ικανή να 
υποµείνει ψυχρά κλίµατα και να χρησιµοποιήσει πλήθος φρούτων για την εκτέλεση του 
βιολογικού της κύκλου (Thomas et al., 2001). Επιπλέον, η µεσογειακή µύγα παρουσιάζει 
έντονη κινητικότητα και εξαιρετική γονιµότητα. Ως αποτέλεσµα, τα τελευταία 200 χρόνια 
έχει εξαπλωθεί σε πολλές τροπικές, υποτροπικές και εύκρατες περιοχές της γης, όπως τη 
λεκάνη της Μεσογείου, την κεντρική και νότια Αµερική, νότιες περιοχές των Η.Π.Α. και την 
Αυστραλία (Εικονα 7) (Fletcher et al., 1989), γεγονός  που έχει επιβεβαιωθεί µε αναλύσεις 
αλληλουχιών ιντρονίων DNA (Davies et al., 1999). Επίσης µε ανάλυση µιτοχονδριακών και 
µικροδορυφορικών περιοχών έχουν χαρακτηριστεί 14 είδη που εξαπλώνονται σε Αφρική, 
βόρεια και νότια Αµερική, Ευρώπη, Ασία και Αυστραλία (Krafsur et al., 2005). 
 

 
Εικόνα 7 - Η µετακίνηση της µεσογειακής µύγας από την Αφρική στον υπόλοιπο κόσµο 

 
 
1.3 Βιολογικός κύκλος  
 
Η C. capitata, όπως και όλα σχεδόν τα σηµαντικά επιβλαβή Tephritidae πλην του 
Ragholetis, είναι έντοµο πολυκυκλικό, δηλαδή συµπληρώνει περισσότερους από έναν 
βιολογικούς κύκλους ανά έτος. Ο βιολογικός κύκλος του εντόµου παρουσιάζεται σχηµατικά 
στην Εικόνα 8. Η εποχή και κατά συνέπεια η θερµοκρασία και ο φωτισµός επηρεάζουν 
σηµαντικά τον κύκλο του εντόµου. Υψηλές θερµοκρασίες ευνοούν τον πολλαπλασιασµό του 
εντόµου µε τον κύκλο να διαρκεί από 28 έως 34µέρες. Αντίθετα χαµηλές θερµοκρασίες 
έχουν ως αποτέλεσµα επέκταση της διάρκειας του κύκλου σε 60 µε 115µέρες. Όταν οι 
συνθήκες είναι ευνοϊκές για την αναπαραγωγή και την ανάπτυξή του (ύπαρξη διαθέσιµων 
καρπών για ωοτοκία, κατάλληλη θερµοκρασία και υγρασία κ.ά.) οι γενεές µπορούν να 
διαδέχονται η µία την άλλη χωρίς διακοπή καθ' όλη τη διάρκεια του έτους. Σε εργαστηριακές 
συνθήκες (25οC - 75%υγρασία) ο κύκλος ζωής του εντόµου δεν υπερβαίνει τις 30 µέρες 
(Oikonomou, 2006). 
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Εικόνα 8 - Ο βιολογικός κύκλος της Ceratitis capitata (Wiedemann) . Είναι εµφανής η επιρροή της 
θερµοκρασίας στη διάρκεια ενός πλήρη κύκλου. 

 
      Ο πληθυσµός του εντόµου κατά τη διάρκεια του χειµώνα, όπου υπάρχει µειωµένη 
διαθεσιµότητα καρπών και χαµηλές θερµοκρασίες, αποτελείται κυρίως από βοµβύκια στο 
έδαφος, κάτω από στρώµατα χώµατος και φύλλων και λιγότερο από ανήλικα ή ενήλικα 
άτοµα στο καρπό, που µπορεί να επιβιώσουν ως την ερχόµενη άνοιξη εάν οι συνθήκες το 
επιτρέψουν.  
      Ο βιολογικός κύκλος αρχίζει µε την εναπόθεση των αυγών στο φρούτο από το θηλυκό το 
οποίο δηµιουργεί σχισµές στην επιφάνεια του καρπού και τοποθετεί 1 µε 10 αυγά τη φορά. 
Τα αυγά εκκολάπτονται µετά από 2 µε 20 µέρες (ανάλογα µε τη θερµοκρασία) και οι 
προνύµφες (λάρβες) αναπτύσσονται µέσα στον καρπό, καταστρέφοντας τον καθώς αυτός 
αποτελεί την πηγή διατροφής τους. Οι πλήρως ανεπτυγµένες προνύµφες αποµακρύνονται 
από τον καρπό µετά από 14 µε 45 µέρες. Με µικρά άλµατα φτάνουν στο έδαφος όπου 
βοµβυκιώνονται. Σε διάστηµα 12 µε 50 ηµερών τα ενήλικα εξέρχονται από τις πούπες. Σε 
διάστηµα 2 µε 4 µερών τα ενήλικα ωριµάζουν σεξουαλικά και µετά από γονιµοποίηση τα 
θηλυκά είναι έτοιµα να αρχίσουν το νέο βιολογικό κύκλο. Ο χρόνος ζωής ενός ενήλικου 
ατόµου δεν υπερβαίνει τους 2 µήνες.   
 
1.4 Οικονοµικό ενδιαφέρον 
 
      Με σκοπό τη θρέψη αλλά και την αναπαραγωγή της η Ceratitis capitata χρησιµοποιεί ως 
ξενιστές πάνω από 200 ποικιλίες φρούτων, προκαλώντας κάθε χρόνο τεράστιες καταστροφές 
σε τροπικές-υποτροπικές και εύκρατες περιοχές του πλανήτη. Η καταστροφή αυτή προκαλείται 
τόσο από την εναπόθεση των αυγών στους καρπούς του ώστε να ολοκληρώσει το βιολογικό 
της κύκλο όσο και από το γεγονός ότι οι περιοχές ωοαπόθεσης αποτελούν εστίες µόλυνσης από 
µικροοργανισµούς όπως βακτήρια και µύκητες. Αποτελεί αιτία απώλειας δισεκατοµµυρίων 
δολαρίων στις καλλιέργειες και εξαγωγές φρούτων µε αποτέλεσµα να είναι επίκεντρο στην 
οικονοµική εντοµολογία σε Ευρώπη, Ηνωµένες πολιτείες και κεντρική Αµερική. 
      Εξαιρετικό παράδειγµα αποτελεί η εγκατάσταση της µεσογειακής µύγας στην 
Καλιφόρνια που είχε ως αποτέλεσµα προσβολή πλήθους καλλιεργειών (κυρίως 
εσπεριδοειδών), µε αποτέλεσµα καταστροφή αµέτρητων καρπών και οικονοµική ζηµία 
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µεγέθους εκατοµµυρίων δολαρίων (Εικόνα 9). Επιπλέον, οι στρατηγικές που ακολούθησε η 
πολιτεία για την καταπολέµηση του εντόµου (χρήση παγίδων και εντοµοκτόνων) αύξησαν το 
µέγεθος της οικονοµικής καταστροφής (Εικόνα 10)(Siebert et al., 1995).  
 

 
Εικόνα 9 - Οικονοµικές απώλειες στην Καλιφόρνια από την Ceratitis capitata  µε την καταστροφή 
καρπών. Το συνολικό ποσό φτάνει τα 564,2 εκατοµµύρια δολάρια.  

 

 
Εικόνα 10 - Κόστος αντιµετώπισης της Ceratitis capitata µε χρήση του οργανοφωσφορικού εντοµοκτόνου 

malathion 

 
      Με δεδοµένη την οικονοµική καταστροφή που προκάλεσε στην πολιτεία της Καλιφόρνια 
και τη µετακίνηση της σε όλο και περισσότερες καλλιέργειες, η Ceratitis capitata 
κατατάσσεται δικαίως στα έντοµα µέγιστης οικονοµικής σηµασίας. Η δυνατότητα 
παρασιτισµού σε µεγάλο εύρος καλλιεργειών σε συνδυασµό µε τη γονιµότητα και εξάπλωση 
του εντόµου καθιστούν αναγκαία την εύρεση µεθόδων για τον έλεγχο του φυσικού του 
πληθυσµού (Pitts et al., 2001; Thomas et al., 2001).  
 
1.5 Γενικοί τρόποι αντιµετώπισης 
 
      Για τον έλεγχο και την καταπολέµηση του εντόµου έχουν εφαρµοστεί αρκετές µέθοδοι 
µε µεγαλύτερη ή λιγότερη εξειδίκευση. Γενικά χρησιµοποιούνται παραδοσιακές και 
εµπειρικές µέθοδοι, αλλά τα τελευταία χρόνια βρίσκουν εφαρµογή µέθοδοι χηµείας και 
µοριακής βιολογίας.  
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1.5.1 Παραδοσιακές µέθοδοι 

 
      Στηρίζονται σε φυσικές µεθόδους και είναι απόλυτα φιλικές προς το περιβάλλον, 
παρουσιάζουν όµως µειωµένη αποτελεσµατικότητα. Χρησιµοποιούνται τεχνικές όπως η 
κάλυψη των καρπών, αποµάκρυνση των µολυσµένων καρπών, παγίδευση εντόµων σε 
δολώµατα. Κατά κύριο λόγο όµως γίνεται συλλογή των άγουρων καρπών (πριν την 
προσβολή από την C. capitata) ή απολύµανση των εξαγώγιµων καρπών µετά τη συλλογή 
τους (Mansour and Franz, 1996).  
 

1.5.2 Απελευθέρωση στείρων ατόµων 
 
      Η τεχνική στείρων εντόµων (Sterile Insect Technique, SIT) είναι µια ειδο-ειδική και 
φιλική προς το περιβάλλον τεχνική η οποία έχει χρησιµοποιηθεί αρκετά αποτελεσµατικά. Η 
µέθοδος SIT στηρίζεται στη µαζική παραγωγή στειρωµένων µε ακτινοβόληση  αρσενικών 
ατόµων, τα οποία απελευθερώνονται στο περιβάλλον και ανταγωνίζονται τα αγρίου τύπου 
(wild type) άτοµα στην αναπαραγωγή. Οι συζεύξεις µε τα στείρα άτοµα δεν δίνουν 
απογόνους, µε αποτέλεσµα τη µείωση των πληθυσµών του εντόµου (Hendrichs et al., 1995; 
Enkerlin et al., 2005). Επιπλέον, υπάρχουν και νεότερες µελέτες και πειράµατα που 
αποτελούν παραλλαγές της SIT. Παράδειγµα αποτελεί η χρήση ενισχυτικών αλληλουχιών 
DNA σε γενετικά τροποποιηµένα άτοµα C. capitata ώστε να εκφραστούν θνησιγόνα γονίδια 
στο στάδιο της πούπας, µε αποτέλεσµα να έχουµε εµβρυική θνησιµότητα 100% (Schetelig et 
al., 2009).  
 

1.5.3 Χηµικά εντοµοκτόνα - Οργανοφωσφορικά 
 
      Ο κύριος τρόπος αντιµετώπισης της µεσογειακής µύγας είναι τα χηµικά εντοµοκτόνα, τα 
οποία εφαρµόζονται υπό µορφή ψεκασµών στις καλλιέργειες. Αρχικά χρησιµοποιήθηκαν 
οργανοχλωριωµένα εντοµοκτόνα τα οποία όµως συσσωρεύονταν στο έδαφος και στη 
συνέχεια µε έκπλυση κατέληγαν στα υπόγεια ύδατα. Σήµερα, τα οργανοφωσφορικά (OP) 
εντοµοκτόνα (Εικόνα 11) αποτελούν την κύρια µέθοδο αντιµετώπισης του εντόµου. Τα ΟPs 
αναπτύχθηκαν και εισήλθαν στην αγορά για την αντικατάσταση των οργανοχλωριωµένων 
εντοµοκτόνων, καθώς αποικοδοµούνται ταχύτατα µέσω υδρόλυσης από µικροοργανισµούς.  
 

 
Εικόνα 11 - Γενικός χηµικός τύπος των οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων 

 
      Τα οργανοφωσφορικά (OPs) αποτελούν τη βασική οµάδα εντοµοκτόνων από το 1940. 
Παρουσιάζουν έντονη νευροτοξική δράση απενεργοποιώντας µη αντιστρεπτά το ένζυµο 
ακετυλοχολινεστεράση (Costa et al., 2005; Heath et al., 2004). Η λίστα των 
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οργανοφωσφορικών που χρησιµοποιούνται περιλαµβάνει δεκάδες χηµικές ενώσεις, οι οποίες 
µπορούν να παρουσιάσουν οξεία τοξικότητα στον άνθρωπο. 
 
Οργανοφωσφορικά (OPs) - βασική οµάδα εντοµοκτόνων (παραδείγµατα) 

• Acephate 
• Chlorpyrifos 
• Diazinon 
• Fenthion 
• Malathion 
• Parathion 
• Tetrachlorvinphos 
• Trichlorfon 

1.6 Η χολινεργική µεταβίβαση 
 
      Ο βασικός στόχος των OPs εντοµοκτόνων είναι η απενεργοποίηση της 
ακετυλοχολινεστεράσης. Η AChEείναι πολύ σηµαντικό ένζυµο στο κεντρικό νευρικό 
σύστηµα των εντόµων, το οποίο ακολουθεί χολινεργική µεταβίβαση. 
      Το χολινεργικό σύστηµα περιλαµβάνει την ακετυλοχολίνη (ACh), η οποία αποτελεί το 
νευροδιαβιβαστή και ρυθµίζει τη µεταβίβαση του σήµατος, το βιοσυνθετικό της ένζυµο που 
είναι η ακετυλτρανσφεράση της χολίνης, το αποδοµητικό της ένζυµο -  
ακετυλχολινεστεράση και, τέλος, τους υποδοχείς της ACh. 
      Η ACh συντίθεται από τη χολίνη και το ακετυλ-CoA µε τη δράση του ενζύµου της 
ακετυλοτρανσφεράσης, και αποθηκεύεται σε κυστίδια στον προσυναπτικό νευρώνα. Όταν το 
δυναµικό δράσης φτάσει στην απόληξη του προσυναπτικού νευρώνα πυροδοτεί το άνοιγµα 
δυναµο-εξαρτώµενων καναλιών Ca+2, µε αποτέλεσµα ιόντα Ca+2 να εισρέουν στο κυτοσόλιο 
και να ενεργοποιούν την απελευθέρωση των κυστιδίων µε εξωκύτωση στη συναπτική 
σχισµή. Η ACh, η οποία διαχέεται ταχύτατα κατά µήκος της συναπτικής σχισµής, συνδέεται 
στους µετασυναπτικούς υποδοχείς της, επιτρέποντας ιόντα Na+ και K+ 

να διαχυθούν στη 
µεµβράνη και να εκπολώσουν το κύτταρο, ώστε να συνεχιστεί η µεταβίβαση του σήµατος. Η 
αποδόµηση της ACh πραγµατοποιείται µε υδρόλυση από την ακετυλοχολινεστεράση, 
παράγοντας οξικό οξύ και χολίνη (Pitman, 1971; Gerschenfeld, 1973). Η χολίνη 
επαναπροσλαµβάνεται στο προσυναπτικό κύτταρο για την εκ νέου σύνθεση της ACh 
(Εικόνα12). 
      Η δράση του ενζύµου AChE παρεµποδίζεται από τα χηµικά εντοµοκτόνα µε 
ανταγωνιστική αναστολή (competitive inhibition), εµποδίζοντας τη φυσιολογική λειτουργία 
του κεντρικού νευρικού συστήµατος των εντόµων και προκαλώντας τελικά το θάνατο 
(Kumar et al., 2009). 
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Εικόνα 12 -  Χολινεργική σύναψη. Ο ρόλος του ενζύµου ακετυλοχολινεστεράση 

      Λόγω των κινδύνων που παρουσιάζουν τα οργανοφωσφορικά η χηµική καταπολέµηση 
της C.capitata αµφισβητείται ιδιαίτερα τα τελευταία χρόνια. Επιπλέον, οι ενώσεις αυτές 
παρουσιάζουν χαµηλό επίπεδο εξειδίκευσης µε αποτέλεσµα να εξοντώνουν και σύνολο 
άλλων εντόµων και ταυτόχρονα δεν είναι φιλικές προς το περιβάλλον. Επίσης, η µη 
ορθολογική χρήση των εντοµοκτόνων τα τελευταία 20 χρόνια οδήγησε σε µια δραµατική 
αύξηση της ανθεκτικότητας των εντόµων µε αποτέλεσµα τα εντοµοκτόνα να γίνονται 
αναποτελεσµατικά. Είναι λοιπόν αναγκαία η εύρεση µιας εναλλακτικής µεθόδου 
καταπολέµησης της µεσογειακής µύγας, ενός εντοµοκτόνου που παρουσιάζει µεγάλη 
εξειδίκευση και είναι ακίνδυνο για το περιβάλλον. Παρόµοια χαρακτηριστικά συγκεντρώνει 
η µέθοδος RNAi, µέθοδος που παρουσιάζει έντονο ερευνητικό ενδιαφέρον τα τελευταία 
χρόνια.  

1.7 Η παρεµβολή RNA       
 
      Το φαινόµενο της παρεµβολής RNA είχε εντοπιστεί από τη δεκαετία του 90, όταν 
βιολόγοι έπαιρναν ανεξήγητα αποτελέσµατα τα οποία οφείλονταν σε µόρια RNA, αλλά 
χρειάστηκαν 8 χρόνια έως ότου να χαρακτηριστεί ο µηχανισµός. Το 1998 δηµοσιεύτηκε στο 
Nature το άρθρο:  “Potent and Specific genetic interference by double-stranded RNA in 
C.elegans” το οποίο έδωσε και το βραβείο Nobel στους Andrew Z. Fire και Craig C. Mello 
το 2006. Η µέθοδος RNAi είναι µια πολλά υποσχόµενη µέθοδος καθώς µπορεί να 
εφαρµοστεί και σε οργανισµούς που δεν είναι µοντέλα, πράγµα που δεν συµβαίνει µε άλλες 
µεθόδους (Fraser et al., 2000; Gonczy et al., 2000; Araujo et al., 2006). Το φαινόµενο 
στηρίζεται στην ύπαρξη ειδικών ενζύµων στα ευκαρυωτικά κύτταρα που επεξεργάζονται 
δίκλωνα µόρια RNA (ενδο- ή εξωκυτταρικής προέλευσης) και προκαλούν εξειδικευµένη 
αποσιώπηση γονιδίων µε καταστροφή των mRNA ή παρεµπόδιση της µετάφρασής τους. Ο 
µηχανισµός αποσιώπησης παρουσιάζεται στην Εικόνα 13. Τα δίκλωνα µόρια RNA µπορεί 
να προέρχονται από ελεύθερα dsRNAs (double stranded), από ιούς ή από αλληλουχίες που 
βρίσκονται στον πυρήνα. Ανεξαρτήτως προέλευσης τα δίκλωνα µόρια RNA 
παραλαµβάνονται από το ένζυµο Dicer και κατακερµατίζονται σε µόρια µήκους ~21-23 
ζευγών βάσεων (siRNAs) µε χαρακτηριστικό τα 3΄ προεξέχοντα άκρα µήκους 2 βάσεων. Στη 
συνέχεια τα τµήµατα αυτά δεσµεύονται από το σύµπλοκο αποσιώπησης RISC το οποίο 
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αφαιρεί τον ένα κλώνο και κατόπιν εντοπίζει τα συµπληρωµατικά µόρια mRNA, 
καταστρέφοντάς τα ή εµποδίζοντας την πρωτεϊνοσύνθεση.  
 

 
Εικόνα 13 - Η παρεµβολή RNA. Γενικός µηχανισµός, προέλευση και επεξεργασία των δίκλωνων µορίων 
RNA 

 
1.8 ∆υνατότητα εφαρµογής της τεχνολογίας RNAi ως εντοµοκτόνο 
 
      Ο µηχανισµός RNAi που έχει διατηρηθεί εξελικτικά στα διάφορα είδη παίζει εξαιρετικά 
σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της έκφρασης γονιδίων, παρέχοντας στους ερευνητές ένα 
ισχυρό εργαλείο για την ανάπτυξη νέων µεθόδων για χειρισµό – αποσιώπηση γονιδίων. Η 
ανάπτυξη ενός εντοµοκτόνου βασισµένου στην τεχνολογία RNAi, το οποίο θα προκαλεί την 
αποσιώπηση ενός γονιδίου που επηρεάζει την επιβίωση του εντόµου, µπορεί να αποτελέσει 
ορόσηµο µιας νέας γενιάς εντοµοκτόνων αφενός εξειδικευµένων προς τα έντοµα στόχους και 
αφετέρου φιλικών προς το περιβάλλον. Η ελκυστική πτυχή της χρησιµοποίησης του 
µηχανισµού RNAi ως εντοµοκτόνου έγκειται στο ότι είναι δυνατόν αφενός να σχεδιαστεί µε 
τέτοιο τρόπο ώστε να στοχεύει επιλεκτικά ένα συγκεκριµένο είδος ή µια οµάδα συγγενών 
ειδών µε την ελάχιστη απειλή προς τους άλλους οργανισµούς και αφετέρου να αποφευχθεί η 
ανάπτυξη ανθεκτικότητας.  
      Το πλεονέκτηµα της επιλεκτικότητας της µεθόδου RNAi στηρίζεται στη δυνατότητα που 
υπάρχει για σχεδιασµό µορίων RNA ώστε να στοχεύουν σε οποιαδήποτε περιοχή του 
γονιδιώµατος. Εποµένως µπορούν να σχεδιαστούν µόρια dsRNA συµπληρωµατικά προς 
αλληλουχίες του εντόµου που δεν είναι συντηρηµένες µεταξύ των ειδών µε αποτέλεσµα να 
παρουσιάζεται η µέγιστη εξειδίκευση. Επιπλέον, όσον αφορά στην ανάπτυξη 
ανθεκτικότητας που παρουσιάζουν τα χηµικά εντοµοκτόνα, στη περίπτωση εµφάνισης 
ανθεκτικότητας σε ένα µόριο RNA, λόγω της µεταλλαγής της αλληλουχίας-στόχου, είναι 
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εύκολη και δυνατή η δηµιουργία ενός νέου µορίου dsRNA που στοχεύει σε άλλο σηµείο του 
γονιδίου ή ακόµη και σε ένα διαφορετικό γονίδιο. 
      Για τον αποτελεσµατικό έλεγχο των εντόµων και για να είναι δυνατή η αξιοποίηση των 
ιδιοτήτων του RNAi µηχανισµού ως µέθοδο καταπολέµησης, της εξειδίκευσης δηλαδή και 
της φιλικής προς το περιβάλλον συµπεριφοράς του, ο οργανισµός πρέπει να είναι σε θέση να 
λάβει αυτόνοµα το dsRNA. Η µέθοδος έχει εφαρµοστεί σε πλήθος εντόµων όπως τα: 
Anopheles gambiae, Bemisia tabaci, Harmonia axyridis, Aedes aegypti, Drosophila 
melanogaster κλπ. για τη µελέτη γονιδίων (Kuwayama et al., 2006; Hoa et al., 2003; Ghanim 
et al., 2007; Enright et al., 2003; Adelman et al 2008). Εντούτοις, τα περισσότερα από αυτά 
τα πειράµατα έχουν πραγµατοποιηθεί µέσω µικροένεσης των dsRNAs στον οργανισµό, 
γεγονός που αποκλείει τη δυνατότητα εφαρµογής της µεθόδου σε επίπεδο πληθυσµού. Για 
την εφαρµογή της τεχνολογίας RNAi σε επίπεδο πληθυσµού απαιτείται η άµεση και 
αυτόνοµη λήψη του dsRNA από τον οργανισµό. Η πιο εφικτή προσέγγιση φαίνεται να είναι 
η προσθήκη του dsRNA στην τροφή και η χορήγησή του µέσω αυτής. Η επιτυχηµένη 
εφαρµογή της τεχνολογίας RNAi για αποσιώπηση γονιδίων µε χρήση της πεπτικής οδού σε 
έντοµα όπως τα Plutella xylostella, Helicoverpa armigera, Epiphyas postvittana και 
Glossina morsitans morsitans (Bautista et al., 2009; Kumar et al., 2009; Turner et al., 2006; 
Walshe et al.,2009) ενδυναµώνουν τις προσπάθειες και το ενδιαφέρον των ερευνητών στην 
εφαρµογή της τεχνολογίας RNAi ως εναλλακτική µέθοδο καταπολέµησης των παρασιτικών 
εντόµων. 
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Σκοπός 
 
      Η χορήγηση δίκλωνων µορίων RNA σε ενήλικα άτοµα της µεσογειακής µύγας µέσω της 
τροφής αποτελεί νέο πεδίο έρευνας στην εντοµολογία. Πλήθος δηµοσιεύσεων αναφέρουν 
εφαρµογή της τεχνολογίας RNAi σε έντοµα µε τη µέθοδο της µικροένεσης. Ωστόσο, 
ελάχιστες είναι οι δηµοσιεύσεις που αναφέρουν χορήγηση dsRNA µέσω της τροφής σε 
προνύµφες και ενήλικα έντοµα. 
      Η παρούσα εργασία είχε ως σκοπό την αποσιώπηση γονιδίων µε χορήγηση δίκλωνων 
µορίων RNA στο µέσο διατροφής της µεσογειακής µύγας. Επιλέχθηκε το γονίδιο της 
ακετυλοχολινεστεράσης (ένζυµο-κλειδί στο νευρικό σύστηµα των εντόµων), τµήµα του  
οποίου ενισχύθηκε µε χρήση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης (PCR). Το 
ενισχυµένο προϊόν αποτέλεσε τη βάση για τη δηµιουργία των dsRNAs τα οποία και 
χρησιµοποιήθηκαν στο µέσο διατροφής της C. capitata. Στα ενήλικα άτοµα µετρήθηκε η 
ενεργότητα της ακετυλοχολίνεστεράσης και στις προνύµφες παρατηρήθηκαν οι µεταβολές 
στο ρυθµό ανάπτυξης. 
      Η δυνατότητα εφαρµογής της τεχνολογίας RNAi στο µέσο διατροφής της C. capitata για 
την αποσιώπηση γονιδίων είναι πολύ σηµαντική. Η επίτευξη του στόχου θα καλύψει τη 
σηµαντικότερη προϋπόθεση, η οποία είναι η αυτόνοµη λήψη των dsRNA για τη χρήση του 
µηχανισµού RNAi στον έλεγχο και την καταπολέµηση των παρασιτικών εντόµων σε επίπεδο 
πληθυσµού. Η ανάπτυξη ενός εντοµοκτόνου βασισµένου στην τεχνολογία παρεµβολής RNA 
(RNAi), το οποίο θα προκαλεί την αποσιώπηση ενός γονιδίου που επηρεάζει την επιβίωση 
του εντόµου, µπορεί 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, καθώς αυτή επιτρέπει 
τον προσδιορισµό της λειτουργίας γονιδίων, θα βοηθήσει στον εµπλουτισµό των διαθέσιµων 
µοριακών πληροφοριών. 
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2. Υλικά και µέθοδοι 
 
2.1 Ceratitis capitata 
 
      Τα έντοµα που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα βρίσκονταν κάτω από ελεγχόµενες 
συνθήκες θερµοκρασίας και φωτισµού. Η αποικία αναπτυσσόταν στους 25οC και ο φωτισµός 
ελεγχόταν µε χρονοδιακόπτη (12 ώρες φώς, 12ώρες σκοτάδι). Με τις πλήρως ελεγχόµενες 
συνθήκες ανάπτυξης ήταν δυνατή η εκτέλεση ολόκληρου του βιολογικού κύκλου της 
µεσογειακής µύγας, µε αποτέλεσµα ο πληθυσµός να διατηρείται σε υψηλά επίπεδα, ώστε να 
είναι διαθέσιµα σε κάθε στιγµή άτοµα για την εκτέλεση των πειραµάτων (ενήλικα ή 
προνύµφες). 
 
 2.1.1 Ενήλικα άτοµα – Χειρισµός 
 
      Η ανάπτυξη και αναπαραγωγή των ενήλικων ατόµων πραγµατοποιήθηκε σε πλαστικά 
κλουβιά, διαµορφωµένα έτσι ώστε η µία πλευρά να έχει συνθετικό ύφασµα, εύκολα 
διαπερατό από τον ωοαποθέτη των θηλυκών. Το θρεπτικό µέσο παρεχόταν σε µορφή 
διαλύµατος και περιείχε µείγµα µαγιάς και ζάχαρης 1:1. Το απαραίτητο νερό 
προσλαµβανόταν από τα έντοµα µέσω ενός νωπού σπογγώδους υλικού (νωπό χαρτί). Τα 
άτοµα που επιλέγονταν κάθε φορά για την εκτέλεση του πειράµατος παρέµεναν σε νηστεία 
για 1 έως 2 µέρες σε ξεχωριστά πλαστικά κλουβιά. 
      Τα γονιµοποιηµένα θηλυκά, ακολουθώντας το ένστικτο της φύσης τρυπούσαν το 
συνθετικό τοίχωµα µε τον ωοαποθέτη, χρησιµοποιώντας τρόπο παρόµοιο µε αυτό που θα 
τρυπούσαν ένα καρπό και άφηναν τα αυγά στην εξωτερική πλευρά. Τα αυγά στη συνέχεια 
συλλέγονταν σε ένα τριβλίο petri γεµάτο µε απιονισµένο νερό. Η αποµόνωση των αυγών 
γινόταν µε διήθηση του διαλύµατος µέσω ηµιδιαπερατού υλικού, τα οποία στη συνέχεια 
µεταφέρονταν σε επιφάνεια µε ειδική τροφή -µέσα σε αεριζόµενο τριβλίο petri-  για την 
ανάπτυξη των προνυµφών. 
 
 2.1.2 Προνύµφες (λάρβες) και βοµβύκια (πούπες) – Χειρισµός 
 
      Τα αυγά παρέµεναν στα αεριζόµενα τριβλία για περίπου 48 ώρες, µέχρι την ολοκλήρωση 
της εµβρυογένεσης. Οι λάρβες που εξέρχονταν από τα αυγά τρέφονταν µε το ειδικό 
υπόστρωµα έως ότου φτάσουν το στάδιο της νύµφης. Τα µέσο θρέψης περιελάµβανε: 
 

• Νερό βρύσης                                                                        500ml 

• Μαγιά                                                                                   30gr 
• Ζάχαρη                                                                                 30gr 

• Χαρτί υγείας                                                                         30gr   
• ∆ιάλυµα Α – 5,3%χοληστερόλη σε 25%αιθανόλη              10ml 
• ∆ιάλυµα Β – 14,5%HCl                                                       10ml 

• ∆ιάλυµα Γ – 12,5%βενζοϊκό νάτριο σε 71,2%αιθανόλη     8,5ml 
 
      Τα παραπάνω συστατικά αναµίχθηκαν για τη δηµιουργία οµοιογενούς πολτού, ο οποίος 
διατηρούνταν στους 4οC (για περίπου 10 ηµέρες). Η θρέψη των προνυµφών συνεχιζόταν για 
περίπου 6 µέρες στους 24±1οC, χρονικό διάστηµα το οποίο απαιτείται για τη µετάβαση στο 
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νυµφικό στάδιο. Την έκτη µέρα τα τριβλία που αναπτύσσονταν οι προνύµφες µεταφέρονταν 
ανοιχτά σε πλαστικά κουτιά που περιείχαν λεπτό στρώµα άµµου. Οι προνύµφες ενστικτωδώς 
εκτινάσσονταν από το τριβλίο ώστε να προσγειωθούν στο «έδαφος» - άµµο, όπου και 
ξεκινούσε η βοµβυκίωση. Το στάδιο της πούπας διαρκεί για περίπου 10 µέρες, οπότε η 
συλλογή τους γινόταν σε αυτό το διάστηµα και στη συνέχεια αποµονώνονταν σε τριβλία έως 
ότου ολοκληρωθεί η µεταµόρφωσή τους σε ενήλικα άτοµα για να ξεκινήσει ο νέος 
βιολογικός κύκλος. 
 
2.2 PCR 
 
      Για την ενίσχυση του γονιδίου της ακετυλοχολινεστεράσης χρησιµοποιήθηκε η 
αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης. Η µέθοδος στηρίζεται στην ικανότητα της DNA 
πολυµεράσης (DNA pol) να αντιγράφει πιστά τµήµατα DNA σε εργαστηριακές συνθήκες (in 
vitro) χρησιµοποιώντας ένα πρότυπο (DNA µήτρα) και ελεύθερα δεοξυριβονουκλεοτίδια. 
Ωστόσο, το ένζυµο δεν είναι ικανό να ξεκινήσει µόνο του την αντιγραφή, καθώς απαιτείται 
ένα ελεύθερο 3΄άκρο για να δεσµευτεί στο µονόκλωνο DNA και να ξεκινήσει τον 
πολυµερισµό. Για αυτό το λόγο είναι απαραίτητα κάποια εκκινητικά µόρια DNA (εκκινητές-
primers) καθώς και ένα σύνολο άλλων συµπαραγόντων (buffer, MgCl2, dNTPs) των οποίων 
ο ρόλος αναφέρεται παρακάτω. 
      Η διαδικασία ακολουθεί τρία διακριτά βήµατα: Την αποδιάταξη, την υβριδοποίηση και 
την επιµήκυνση τα οποία εκτελούνται διαδοχικά από ειδικά µηχανήµατα, τους 
θερµοκυκλοποιητές. Πορεία της αντίδρασης: 
 

• Αποδιάταξη. Στο πρώτο στάδιο γίνεται αύξηση της θερµοκρασίας σε υψηλά επίπεδα 
(92-95οC) ώστε να διαχωριστούν πλήρως οι δύο αλυσίδες του DNA και να είναι 
δυνατή η πρόσδεση των εκκινητών.  

• Υβριδοποίηση. Πραγµατοποιείται σε εύρος θερµοκρασιών (45-70 οC) και εξαρτάται 
από τον σχεδιασµό  των εκκινητών (Tm – Ta). Σε αυτό το στάδιο οι εκκινητές 
προσδένονται στο DNA στόχο σύµφωνα µε τον κανόνα της συµπληρωµατικότητας 
(A-T,G-C). 

• Επέκταση. Το τελευταίο στάδιο της αντίδρασης πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία 
περίπου 70-76οC, γεγονός το οποίο εξαρτάται από τον τύπο της DNAπολυµεράσης 
που χρησιµοποιείται. Στο στάδιο αυτό η DNApol προσθέτει νουκλεοτίδια µε φορά 
3 -́5΄, ξεκινώντας από τα 3  ́ελεύθερα άκρα των εκκινητών 
 

      Ωστόσο, εκτός από τον κύκλο της αποδιάταξης, υβριδοποίησης, επιµήκυνσης 
πραγµατοποιούνται και δύο επιπλέον στάδια: Το πρώτο στάδιο αφορά την αρχική 
αποδιάταξη πριν την εκκίνηση των κύκλων (92-95οC για περίπου 5 λεπτά) και το τελικό 
στάδιο επέκτασης (70-76 οC για 5-10λεπτά) µετά το τέλος των κύκλων, στο οποίο δίνεται 
χρόνος στη DNA pol να ολοκληρώσει την αντιγραφή σε σηµεία που πιθανόν δεν πρόλαβε 
κατά τη διάρκεια της αντίδρασης. Το σύνολο των κύκλων που πραγµατοποιούνται δεν 
πρέπει να ξεπερνάει τους 35-40, διότι αυξάνεται η πιθανότητα παραγωγής µη ειδικών 
προϊόντων λόγω εξάντλησης των dNTPs αλλά και καταστροφής του ενζύµου DNApol από 
τις υψηλές θερµοκρασίες. 
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      Αντιδραστήρια – συµπαράγοντες PCR: 
 
 α) DNA µήτρα. Αποτελεί το µόριο DNA στο οποίο βρίσκεται η αλληλουχία που θα 
ενισχυθεί. Μπορεί να έχει οποιαδήποτε µορφή (κυκλικό ή γραµµικό). 
 β) Taq πολυµεράση. Η χρήση οποιασδήποτε πολυµεράσης δεν είναι δυνατή στην 
PCR, καθώς η αντίδραση περιλαµβάνει στάδια µε πολύ υψηλές θερµοκρασίες που 
καταστρέφουν το ένζυµο. Για αυτό το λόγο η  DNA πολυµεράση που χρησιµοποιείται 
κυρίως είναι η Taq (βέλτιστη θερµοκρασία δράσης 72οC – 1000νουκλεοτίδια/λεπτό) που 
αποµονώθηκε από το θερµόφιλο Thermus aquaticus στον οποίο οφείλει και το όνοµά της. Η 
τεχνολογία του ανασυνδυασµένου DNA παρέχει πλέον πολυµεράσες µε ικανότητα 
γρηγορότερης δράσης, αλλά και πολυµεράσες µε επιδιορθωτική ικανότητα.   
 γ) Ρυθµιστικό διάλυµα (Buffer). Αποτελεί το διάλυµα στο οποίο παρουσιάζει 
βέλτιστη δράση η πολυµεράση. Ρυθµίζει την ιοντική ισχύ, το pH και µπορεί να περιέχει ή όχι 
το συµπαράγοντα του χλωριούχου µαγνησίου. 
 δ) MgCl2. Ο ρόλος του άλατος χλωριούχου µαγνησίου είναι να παρέχει στην 
πολυµεράση το δισθενές ιόν µαγνησίου (Mg+2) που είναι απαραίτητο για τη µείωση των 
απωστικών δυνάµεων που δηµιουργούνται µεταξύ των αρνητικά φορτισµένων φωσφορικών 
οµάδων. 
 ε) dNTPs. Τα δεοξυριβονουκλεοτίδια χρησιµοποιούνται από τη DNA πολυµεράση 
για την επέκταση των αλυσίδων. Προστίθενται στο διάλυµα της αντίδρασης σε ίσες 
ποσότητες ώστε να αποφευχθεί η  πιθανότητα λάθους από τη DNApol. Περίσσεια ενός 
νουκλεοτιδίου σηµαίνει περισσότερες πιθανότητες να δεσµευτεί από την πολυµεράση, άρα 
και µεγαλύτερη πιθανότητα να ενσωµατωθεί σε λάθος θέση. 
 στ) Εκκινητές. Ορίζουν το τµήµα DNA που θα ενισχυθεί. Ο σχεδιασµός των 
εκκινητών αποτελεί από τα πιο σηµαντικά στοιχεία για τη σωστή λειτουργία της PCR. Το 
µήκος τους κυµαίνεται από 22-26βάσεις και  η περιεκτικότητα τους σε G-C πρέπει να είναι 
50-60% ώστε να είναι σταθερή και ειδική η πρόσδεση στο DNA. Επιπλέον η περιεκτικότητα 
σε αυτές τις βάσεις πρέπει να είναι µικρή στο 5  ́ άκρο και µεγαλύτερη στο 3΄άκρο, 
ακλουθώντας ένα ενεργειακό γράφηµα της µορφής: 

 
      Κατά το σχεδιασµό πρέπει να αποφευχθεί κάθε είδους δευτεροταγή δοµή µέσα στο 
µόριο, αλλά και η δηµιουργία διµερών. Τέλος, οι εκκινητές πρέπει να έχουν κοντινά σηµεία 
Tm, πράγµα που υπολογίζεται από τον τύπο Thein & Wallace (1986): Tm = 2(A+T) + 
4(G+C). Πολύ σηµαντική είναι η θερµοκρασία υβριδισµού Ta, η οποία συνδέεται µε το Tm 
µε τη σχέση:  
Ta = Tm – 5οC 
 
Αλληλουχία εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν:   
F primer: 
5 -́GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGACAATGAATGCGCCCTGG - 3́  
R primer: 
5 -́GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGCGATTTGCTGCTGATTTTCC - 3  ́
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      Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν ενίσχυαν τµήµα του γονιδίου της  
ακετυλοχολινεστεράσης (εξόνια 3 έως 5) και περιείχαν µια ειδική αλληλουχία ανοδικά της 
θέσης δέσµευσης (5 -́ GGATCC TAATACGACTCACTATAGGG-3́) που είναι απαραίτητη 
για τη δέσµευση της RNAπολυµεράσης και τη δηµιουργία του dsRNA. (ανατρέξτε στην 
παράγραφο 2.5 ∆ηµιουργία dsRNA – In vitro transcription). 
Το αποτέλεσµα των επαναλαµβανόµενων κύκλων είναι η ενίσχυση µιας συγκεκριµένης 
περιοχής του DNA (Εικόνα 14) 
 

 
Εικόνα 144 - Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης -  PCR 

 
      Σε περίπτωση που απαιτείται µεγαλύτερη ποσότητα προϊόντος µπορεί να χρησιµοποιηθεί  
το προϊόν  της πρώτης PCR ως DNA µήτρα για την εκτέλεση µιας δεύτερης αντίδρασης. Η 
διαδικασία αυτή αναφέρεται ως Nested PCR και µπορεί να έχει τρείς τύπους: Nested PCR – 
χρήση νέου ζεύγους εκκινητών εσωτερικά του πρώτου, semi-Nested PCR – διατήρηση του 
ενός παλιού εκκινητή και χρήση ενός δεύτερου εσωτερικού και auto-Nested PCR – χρήση 
των ίδιων εκκινητών. Στο πείραµα για την καλύτερη απόδοση σε προϊόν χρησιµοποιήθηκε η 
auto-Nested PCR σύµφωνα µε το παρακάτω πρωτόκολλο:  
 
1η PCR:  

• 1,75 ng πλασµιδιακό DNA 
• 1x ρυθµιστικό διάλυµα 

• 0,5µΜ εκκινητές(each) 
• 1,5mM MgCl2 

• 0,2mM dNTPs (each) 
• 1 unit Taq πολυµεράση 

 
Μέρος του PCR προϊόντος αποτελεί τη µήτρα για την auto-Nested PCR. 
 
2η PCR:  

• 1/20 του όγκου του προϊόντος από την πρώτη PCR 

• 1x ρυθµιστικό διάλυµα 
• 0,5µΜ εκκινητές (each) 

• 1,5mM MgCl2 
• 0,2mM dNTPs (each) 

• 1 unit Taq πολυµεράση  
 



  

   - 22 -

Τα στάδια της αντίδρασης ήταν: 
 94οC για 4min (αρχική αποδιάταξη) 

94οC για 30sec (αποδιάταξη) 
50οC για 30sec (υβριδοποίηση)     x30   
72οC για 45sec (επέκταση) 
72οC για 5min (τελική επέκταση) 

   
2.3 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 
 
      Η µέθοδος στηρίζεται σε δύο ιδιότητες των νουκλεϊκών οξέων: το αρνητικό φορτίο 
(φωσφορικές οµάδες) και το διαφορετικό µήκος (σε ζεύγη βάσεων-bp). Όταν το DNA ή το 
RNA τοποθετηθεί σε ηλεκτρικό πεδίο κινείται προς το θετικό πόλο, µε ταχύτητα ανεξάρτητη 
από το µέγεθος. Για αυτό το λόγο χρησιµοποιείται ένα µέσο που αλλάζει την κινητικότητα 
των µορίων στο ηλεκτρικό πεδίο, ανάλογα µε το µέγεθός τους. Το µέσο αυτό είναι το 
πήκτωµα αγαρόζης που δηµιουργεί ένα πλέγµα µέσω του οποίου κινούνται ευκολότερα τα 
µικρά µόρια και δυσκολότερα τα µεγαλύτερα (εγκλωβισµός στο πλέγµα). Ανάλογα µε τα 
τµήµατα που πρέπει να διαχωριστούν χρησιµοποιούνται πηκτώµατα µε διαφορετικές 
συγκετρώσεις(0,5-2%). Το διάλυµα ΤΒΕ (Tris-HCl pH 7,βορικό οξύ και EDTA) ρυθµίζει το 
ιοντικό περιβάλλον της ηλεκτροφόρησης και πρέπει να χρησιµοποιείται η ίδια συγκέντρωση 
τόσο στο πήκτωµα όσο και στη συσκευή ηλεκτροφόρησης. 
      Κατά την προετοιµασία της µεθόδου τα δείγµατα αναµιγνύονται µε µια χρωστική 
(loading dye). Η χρωστική έχει διπλό ρόλο: βοηθάει τα δείγµατα να παραµείνουν στα 
πηγαδάκια και δείχνει την πορεία της ηλεκτροφόρησης καθώς περιέχει τις χρωστικές µπλε 
της βρωµοφαινόλης και κυανούν της ξυλόλης , ενώσεις που παρουσιάζουν κινητικότητα 
παρόµοια µε ένα τµήµα DNA 200-400 bp και 4 kbp, αντίστοιχα. Επιπλέον, µαζί µε τα 
δείγµατα ηλεκτροφορείται και ένας µάρτυρας µοριακού βάρους, ο οποίος δίνει πολλές ζώνες 
µε γνωστό µέγεθος, γεγονός χρήσιµο για τον εντοπισµό και χαρακτηρισµό των άγνωστων 
ζωνών καθώς και την ποσοτικοποίηση των δειγµάτων. 
      Η οπτικοποίηση των δίκλωνων νουκλεϊνικών οξέων  γίνεται µε χρήση του βρωµιούχου 
αιθιδίου (EtBr), ενός µορίου εξαιρετικά καρκινογόνου που δεσµεύεται ανάµεσα στις βάσεις 
των δειγµάτων και παρουσιάζει έντονο φθορισµό κάτω από ακτινοβολία UV.  
Τα πηκτώµατα που χρησιµοποιήθηκαν είχαν συγκέντρωση  1%, ώστε να είναι δυνατός ο 
διαχωρισµός τµηµάτων µεγέθους ~500bp. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε διάλυµα 
ΤΒΕ 0,5Χ, σε ηλεκτρικό πεδίο εντάσεως 110V.  
 
Προετοιµασία – διαδικασία ηλεκτροφόρησης: 
 
∆ιάλυµα ΤΒΕ 0,5Χ: 54gr Tris-base, 27.5gr  βορικό οξύ, 20ml EDTA 0.5Μ αναµιγνύονται σε 
800ml απιονισµένου νερού. Ρυθµίζεται το pΗ στο 8.0 και συµπληρώνεται το διάλυµα σε 
τελικό όγκο 1000ml µε απιονισµένο H2O 
 

• Ζυγίζονται 0,4g αγαρόζης (Agaroze standard low), µεταφέρονται σε κωνική 
φιάλη και προσθέτονται 40ml TBE 0,5Χ (πήκτωµα 1%) 

• Το διάλυµα θερµαίνεται σε φούρνο µικροκυµάτων µε τακτικές αναδεύσεις, µέχρι 
την τήξη της αγαρόζης (δηµιουργία διαυγούς διαλύµατος) 
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• Το διαυγές διάλυµα αφήνεται στον πάγκο µέχρι η θερµοκρασία να πέσει στους 
45-50οC  και έπειτα προσθέτονται 1,5µl βρωµιούχου αιθιδίου (10 mg/ml) 

• Προετοιµάζεται το εκµαγείο ηλεκτροφορήσεως στο οποίο τοποθετούνται 
πλαστικά χτενάκια για τη δηµιουργία των θέσεων τοποθέτησης ων δειγµάτων. Το 
διάλυµα της τηγµένης αγαρόζης µεταφέρεται στο εκµαγείο όπου γίνεται η 
στερεοποίηση του (για περίπου 25λεπτά) και η δηµιουργία του πηκτώµατος  

• Μετά την στερεοποίηση της αγαρόζης αποµακρύνονται τα χτενάκια και το 
πήκτωµα  τοποθετείται στην ηλεκτροφορητική συσκευή, στην οποία τοποθετείται 
διάλυµα TBE 0.5X (τόσο ώστε να επικαλύπτεται το πήκτωµα) 

• Στα προς ηλεκτροφόρηση δείγµατα προστίθεται η κατάλληλη ποσότητα 
διαλύµατος φόρτωσης δειγµάτων – loading dye (1µl ανά 6µl δείγµατος). Η 
συγκεκριµένη χρωστική εκτός των χρωστικών περιέχει ακόµη γλυκερόλη 30% 
ώστε τα δείγµατα να αποκτήσουν µεγαλύτερη πυκνότητα και να παραµείνουν στα 
πηγαδάκια. Τα δείγµατα προς ηλεκτροφόρηση φορτώνονται στα πηγαδάκια. Σε 
ξεχωριστό πηγαδάκι τοποθετείται και ο µάρτυρας µοριακού βάρους. Συνδέονται 
τα ηλεκτρόδια στη συσκευή και η ηλεκτροφόρηση συνεχίζεται για 20λεπτά 

• Μετά τη λήξη της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα τοποθετείται σε συσκευή 
εκποµπής UV ακτινοβολίας  

 
2.4 Αποµόνωση ζώνης (τµήµατος DNA) από πήκτωµα αγαρόζης 
 
      Για την αποµόνωση του DNA από το πήκτωµα αγαρόζης έγινε τοµή της ζώνης που 
αντιστοιχούσε στο προϊόν (500bp) µε χρήση νυστεριού και χρησιµοποιήθηκε το Wizard SV 
gel and PCR clean up system της Promega. Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε 
παρουσιάζεται συνοπτικά παρακάτω: 
 

• Αποµόνωση ζωνών και ζύγιση σε eppendorfs των 1,5ml 

• Προσθήκη διαλύµατος membrane binding solution (~10µl/mg) 
• ∆ιαλυτοποίηση του πηκτώµατος στους 50-65οC για 15min (ανάδευση ανά 

5min στο vortex) 

• Μεταφορά των τηγµένων πηκτωµάτωνσε ξεχωριστές στήλες, επώαση για 
1λεπτό σε θερµοκρασία δωµατίου 

• Φυγοκέντρηση των στηλών στις 14.000rpm για 1min – Απόχυση του 
διαλύµατος 

• Προσθήκη 700µl membrane wash solution και νέα φυγοκέντρηση στις 
14.000rpm για 1λεπτό - Απόχυση του διαλύµατος  

• Προσθήκη 500µl membrane wash solution και φυγοκέντρηση στις 14.000rpm 
για 5 λεπτά - Απόχυση του διαλύµατος 

• Φυγοκέντρηση των eppendorfs µε ανοιχτά καπάκια για 1 λεπτό (εξάτµιση των 
υπολειµµάτων αιθανόλης) και µεταφορά των στηλών σε νέα eppendorf 

• Προσθήκη 20µl απιονισµένου νερου (~65οC), επώαση 1 λεπτού σε 
θερµοκρασία δωµατίου και φυγοκέντρηση στις 14.000rpm για 1 λεπτό – 
∆ιατήρηση του διαλύµατος  

• Επανάληψη του προηγούµενου βήµατος 
• Αποθήκευση του διαλύµατος (περιέχει το DNA) στους 4 οC ή  -20 οC
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2.5 ∆ηµιουργία dsRNA – In vitro transcription  
 
      Η µεταγραφή σε δοκιµαστικό σωλήνα στηρίζεται στη δυνατότητα του ενζύµου RNA 
πολυµεράση να χρησιµοποιεί DNA ως µήτρα και να δηµιουργεί συµπληρωµατικό κλώνο RNA. 
Έτσι, µε τρόπο αντίστοιχο αυτού της PCR είναι δυνατό να παραχθούν πολλά αντίτυπα RNA από 
µικρή ποσότητα DNA. Το τµήµα που θα χρησιµοποιηθεί ως µήτρα πρέπει να έχει ειδικές 
αλληλουχίες που να αναγνωρίζονται από την RNA pol. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν 
στην PCR είχαν 5΄ προεξέχοντα άκρα µε αλληλουχία που αναγνωρίζεται από την T7 RNA pol. 
Η RNA πολυµεράση είναι ικανή να προσδεθεί στις αλληλουχίες αυτές και να ξεκινήσει τη 
µεταγραφή χωρίς τη χρήση κάποιου εκκινητικού µορίου. Για την in vitro transcription 
χρησιµοποιήθηκε το Ambion (Austin, TX) T7MEGAshortscript kit, µε DNA µήτρα το 
ενισχυµένο γονίδιο της AChE.  
      Το προϊόν της αντίδρασης ήταν περίπου 500 ζεύγη βάσεων. Εισαγωγή δίκλωνων µορίων 
RNA που προσεγγίζουν αυτό το µέγεθος (~500ζ.β.) έχουν παρουσιάσει τη µέγιστη 
αποτελεσµατικότητα σε πειράµατα RNA παρεµβολής στη D. melanogaster (Agrawal et al., 
2003). 
 
Αντιδραστήρια - συµπαράγοντες: 
 
 α) DNA µήτρα. Αποτελεί το υλικό πάνω στο οποίο θα λειτουργήσει η RNA pol και δεν 
πρέπει να υπερβαίνει το 1µg (στερεοχηµική παρεµπόδιση). Είναι απαραίτητο να περιέχει τις 
κατάλληλες αλληλουχίες που θα αναγνωρίσει το ένζυµο ώστε να προσδεθεί και να ξεκινήσει τη 
µεταγραφή. Στο πείραµα χρησιµοποιήθηκε DNA που περιείχε τις αλληλουχίες αναγνώρισης της 
T7 RNApol. 
 β) Ρυθµιστικό διάλυµα . Όπως και στη PCR το ρυθµιστικό διάλυµα προσαρµόζει την 
ιοντική ισχύ και το pH στο οποίο µπορεί να λειτουργήσει η RNA pol. Για την in vitro 
transcription χρησιµοποιήθηκε ρυθµιστικό διάλυµα ειδικό για τη λειτουργία της T7 RNA 
πολυµεράσης. 
 γ) NTPs. Για την παραγωγή RNA χρησιµοποιούνται ριβονουκλεοτίδια. 
 δ) RNAπολυµεράση. Η πολυµεράση που χρησιµοποιήθηκε ήταν η T7 RNApol, η οποία 
αναγνώριζε τις ειδικές αλληλουχίες που περιείχε το προϊόν της PCR. Αποµονώθηκε από τον 
φάγο Τ7 στον οποίο οφείλει και το όνοµά της. Ανάλογα µε τις αλληλουχίες αναγνώρισης που 
περιέχονται στο DNA µήτρα είναι δυνατό να χρησιµοποιηθούν διαφορετικές  RNA 
πολυµεράσες (πχ.Τ7, Τ3). 
 ε) Αναστολέας RNAασών. Ο αναστολέας προστίθεται στην αντίδραση ώστε να 
αποφευχθεί η καταστροφή του προϊόντος από RNAάσες που πιθανόν υπάρχουν στο διάλυµα από 
διάφορες πηγές µόλυνσης (νερό ή επιµολύνσεις από λάθος χειρισµό). 
 
Προετοιµασία αντίδρασης: 
 

• Σε θερµοκρασία δωµατίου και σε eppendorf των 1,5ml αναµειγνύονται το DNA µήτρα 
και το ρυθµιστικό διάλυµα 

• Προστίθεται τα NTPs (τα οποία είχαν ξεπαγώσει σταδιακά σε τρίµµατα πάγου) 

• Προστίθεται ο αναστολέας και στη συνέχεια η Τ7 RNA πολυµεράση (τα ένζυµα 
διατηρούνται στους -20οC µέχρι την προσθήκη τους στο διάλυµα) 
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• Tα δείγµατα τοποθετούνται στον κλίβανο (37οC) για 2ώρες ώστε να ξεκινήσει η 
αντίδραση 

• Μετά τη λήξη του χρόνου η αντίδραση διακόπτεται µε προσθήκη 2µl EDTA 0,5M (~1/20 
του τελικού όγκου της αντίδρασης) 

 
Ποσότητες αντιδραστηρίων: 
 

• 750ng DNA µήτρας 
• 30 units T7 RNA πολυµεράσης 

• 1x ρυθµιστικό διάλυµα (T7)    37οC – 2hours 
• 0,5µM NTPs (each) 

• 40 units αναστολέας RNAασών 
 
      Το αποτέλεσµα της αντίδρασης ήταν η παραγωγή πολλών συµπληρωµατικών κλώνων RNA 
που δεν βρίσκονται σε δίκλωνη µορφή. Για την αποµόνωση του RNA σε υδατικό διάλυµα, την 
αποµάκρυνση του ενζύµου RNA πολυµεράσης και τη δηµιουργία της δίκλωνης µορφής 
ακολούθησε κατακρήµνιση µε αιθανόλη.  
      Η µέθοδος στηρίζεται στη µεταβολή της διαλυτότητας των νουκλεϊκών οξέων, όταν στο 
διάλυµα προστεθεί αιθανόλη (~70%) και συγκεκριµένη ποσότητα µονοσθενών κατιόντων. Η 
αιθανόλη αφαιρεί το ενυδατωµένο περίβληµα από τα νουκλεϊκά οξέα και εκθέτει τις αρνητικά 
φορτισµένες φωσφορικές οµάδες στα µονοσθενή κατιόντα όπως τα Na+, τα οποία συνδέονται σε 
αυτές. Με τον τρόπο αυτό µειώνονται οι απωθητικές δυνάµεις µεταξύ των πολυνουκλεοτιδικών 
αλυσίδων σε τέτοιο βαθµό ώστε να σχηµατίζεται ίζηµα. Η κατακρήµνιση µπορεί να επιτευχθεί 
µόνο παρουσία επαρκούς ποσότητας κατιόντων ώστε να εξουδετερωθεί το αρνητικό φορτίο των 
φωσφορικών καταλοίπων. Η διαδικασία µπορεί να ποικίλλει στη θερµοκρασία όπου 
χρησιµοποιείται για να σχηµατιστεί το ίζηµα, στον τύπο και τη συγκέντρωση των µονοσθενών 
κατιόντων που προστίθενται καθώς και στο χρόνο και την ταχύτητα της φυγοκέντρησης 
 
Κατακρήµνιση µε αιθανόλη:  
 

• Στα δείγµατα προστίθεται άλας CH3COONa σε τελική συγκέντρωση 0,3Μ 

• Προσθέτονται 2,5 όγκοι αιθανόλης 100%  και 0,5µl γλυκογόνου (20mg/ml) 
• Ακολουθεί αποθήκευση στους 0οC για 4 ώρες (ελάχιστο) 

• Τα δείγµατα φυγοκεντρούνται για 25λεπτά στις 14000rpm  
• Το υπερκείµενο αποχύνεται και προστίθεται 0,5 όγκος αιθανόλης 70% (για την 

αποµάκρυνση του άλατος) 

• Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 10min στις 14000rpm – Απόχυση διαλύµατος 
• Τα δείγµατα παραµένουν σκεπασµένα µε χαρτί και ανοιχτά καπάκια σε 

θερµοκρασία δωµατίου ώσπου να εξατµιστεί όλη η αιθανόλη 
• Τα ιζήµατα αναδιαλύονται σε H2O µε χρήση πιπέτας 
 

      Ακολουθεί επώαση του διαλύµατος σε υδατόλουτρο 65οC για 30min. Το στάδιο αυτό 
διευκολύνει την αναδιάλυση του RNA και επιπλέον διαχωρίζει τους συµπληρωµατικούς 
κλώνους που έχουν συνδεθεί µερικώς. Μετά την επώαση το διάλυµα παραµένει σε θερµοκρασία 
δωµατίου για τουλάχιστον 4ώρες ώστε οι συµπληρωµατικοί κλώνοι να συνδεθούν σταδιακά και 
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να έχουµε το RNA σε δίκλωνη µορφή. Στη συνέχεια το dsRNA αποθηκεύεται στους -20οC µέχρι 
τη χρήση του.  
      Ο υπολογισµός της ποσότητας dsRNA στο διάλυµα έγινε µε ηλεκτροφόρηση 1µl του 
διαλύµατος. Η ποσοτικοποίηση έγινε προσεγγιστικά µε παρατήρηση της ποσότητας dsRNA 
συγκριτικά µε το µάρτυρα. 
 
2.6 Χειρισµός εντόµων - Οµάδες πειραµάτων 
 
      Το  πείραµα χωρίστηκε σε δύο οµάδες. Η πρώτη και κύρια οµάδα του πειράµατος αφορούσε 
χορήγηση δίκλωνου RNA σε ενήλικα άτοµα τα οποία παρέµειναν σε νηστεία 1 µε 2 ηµέρες πριν 
την έναρξη του πειράµατος. Κάθε έντοµο τοποθετήθηκε σε ξεχωριστό κλουβί που περιείχε 
τροφή αναµιγµένη µε την επιθυµητή ποσότητα dsRNA. Σε ορισµένα άτοµα χορηγήθηκε τροφή 
που περιείχε το dsRNA για 1 µόνο ηµέρα, ενώ σε άλλα γινόταν καθηµερινή ανανέωση της 
τροφής (εως 3 ηµέρες). Σκοπός του χειρισµού αυτού ήταν ο έλεγχος της επίδρασης dsRNA στην 
τροφή σε µεγάλο εύρος ποσοτήτων (800ng – 24µg) αλλά και χρονικό διάστηµα (1 έως 3 
ηµέρες). Μετά τη λήξη του πειράµατος τα έντοµα τοποθετήθηκαν στην κατάψυξη (-20οC) µέχρι 
το θάνατό τους, ώστε να γίνει στη συνέχεια αποµόνωση της ολικής πρωτεΐνης. 
      Η δεύτερη οµάδα πειραµάτων αφορούσε την αποσιώπηση της AChE σε προνύµφες της C. 
capitata. Επιλέχτηκαν προνύµφες που βρίσκονταν σε µικρό στάδιο ανάπτυξης και 
τοποθετήθηκαν σε ξεχωριστά τριβλία petri. Τα τριβλία περιείχαν µικρά κοµµάτια από βαµβάκι 
εµποτισµένα µε τροφή (50-200µl) στα οποία έγινε και προσθήκη dsRNA (1-6mg). Οι προνύµφες 
παρέµειναν στα τριβλία έως τη βοµβυκίωση ή το θάνατό τους. 
 
2.7 Αποµόνωση πρωτεϊνών – Οµογενοποίηση 
 
      Για τη µελέτη του ενζύµου ακετυλοχολινεστεράση στα ενήλικα έγινε αποµόνωση της ολικής 
πρωτείνης από το κεφάλι κάθε εντόµου. Επιλέχτηκε το κεφάλι διότι το ένζυµο εκφράζεται στο 
κεντρικό νευρικό σύστηµα και η µεταβολή στην έκφραση θα είναι πιο εύκολο να εντοπιστεί. Τα 
κεφάλια συλλέχτηκαν σε eppendorfs (1,5ml), µε χρήση αποστειρωµένου νυστεριού και λαβίδας, 
τα οποία περιείχαν 200µl διάλυµα οµογενοποίησης (SP buffer). Το διάλυµα οµογενοποίησης 
περιείχε 0,1Μ Sodium phosphate buffer pH 7,4 (Na2HPO4 – NaH2PO4) και απορρυπαντικό 
Triton Χ-100. Ρόλος του διαλύµατος ήταν να διατηρήσει το ιοντικό περιβάλλον και το pH του 
διαλύµατος ώστε να αποφευχθεί η µετουσίωση των πρωτεϊνών. Η διαδικασία πραγµατοποιήθηκε 
στον πάγο: 
 

• Αποµονώνονται τα κεφάλια των εντόµων και τοποθετούνται σε ξεχωριστά 
eppendorfs (1,5ml) τα οποία περιέχουν 200µl SP buffer 

• Οµογενοποιούνται µε πλαστικά αποστειρωµένα έµβολα 
• Φυγοκεντρούνται στις 7000rpm για 5λεπτά 

• Αποµονώνεται το υπερκείµενο διάλυµα µε χρήση πιπέτας σε νέο eppendorf  
• Η συνολική πρωτεΐνη αποθηκεύεται στους 4οC µέχρι τη χρήση της 

 
Το υπερκείµενο διάλυµα που αποµονώθηκε περιείχε όλες τις µικρού µοριακού βάρους 
υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες καθώς και το ένζυµο. 
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2.8 Ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών 
 
      Για την ποσοτικοποίηση της ολικής πρωτεΐνης χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος Bradford. Η 
διαδικασία περιλαµβάνει χρήση µίας µόνο χρωστικής, η οποία αλλάζει χρώµα όταν συνδεθεί µε 
πρωτεΐνες σε αραιό όξινο διάλυµα. Αν και πολύ απλή µέθοδος, παρουσιάζει µεγάλη ευαισθησία 
και απαιτεί λίγο χρόνο για να παρουσιάσει αποτελέσµατα. Η χρωστική που προσδένεται στις 
πρωτεΐνες είναι η  Coomassie Brilliant Blue G-250 και το σύµπλοκο παρουσιάζει απορρόφηση 
στα 595nm. 
Προσδιορισµός µε τη µέθοδο Bradford: 
 

• 10µl από κάθε δείγµα πρωτεΐνης τοποθετούνται σε αντίστοιχη κυψελίδα  

• Προστίθεται 1ml αντιδραστηρίου Bradford και ακολουθεί επώαση 10 λεπτών σε 
θερµοκρασία δωµατίου 

• Μετρούνται οι απορροφήσεις των δειγµάτων στα 595nm, µηδενίζοντας µε το τυφλό 
(10µl νερό και 1ml αντιδραστηρίου Bradford) 

 
      Για την αντιστοίχηση των απορροφήσεων που πήραµε σε mg πρωτεΐνης χρησιµοποιήθηκε 
πρότυπη καµπύλη που κατασκευάστηκε µε βάση τις απορροφήσεις της αλβουµίνης (BSA) σε 
διαφορετικές συγκεντρώσεις (εύρος: 0,02 – 2 mg/ml). 
 
2.9 Προσδιορισµός της δραστικότητας της AChE 
 
      Η µέτρηση της ενεργότητας της ακετυλοχολινεστεράσης έγινε µε τη µέθοδο Ellman (1961). 
Η µέθοδος εντοπίζει έµµεσα τη δράση του ενζύµου µετρώντας το σύµπλοκο που σχηµατίζει το 
παράγωγο της υδρόλυσης της ακετυλοθειοχολίνης, η  θειοχολίνη µε το αντιδραστήριο DTNB. Ο 
ρυθµός της ανάπτυξης χρώµατος µετράται στα 412 nm.  
      Οι αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν σε microplates (Εικόνα 14), όπου σε κάθε πηγαδάκι 
προστέθηκαν 1 έως 3,5mg πρωτεΐνης και 100-200µl του διαλύµατος της αντίδρασης (stain 
solution).Το τυφλό δείγµα περιείχε µόνο το διάλυµα της χρωστικής. 
 

 
Εικόνα 14 - Tα microplates στα οποία µετρήθηκε η δράση της ακετυλοχολινεστεράσης. Α) Πραγµατική 
εικόνα χειρισµού microplate. Β) Σχηµατική απεικόνιση 

∆ιαδικασία: 
 

• Προετοιµάζεται το διάλυµα της χρωστικής (οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων 
αναφέρονται παρακάτω) 

• Τοποθετούνται τα δείγµατα στα πηγαδάκια 

• Προστίθεται το διάλυµα της χρωστικής µε πολυπιπέτα 
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• Η πλακέτα τοποθετείται άµεσα στο αυτοµατοποιηµένο φωτόµετρο για την καταµέτρηση 
των απορροφήσεων 

 
      Το διάλυµα της χρωστικής stain solution περιείχε την ιωδούχο ακετυλοχολίνη (ΑΤCh) που 
αποτελεί το υπόστρωµα της ακετυλοχολυνεστεράσης (AChE) σε συγκέντρωση 0,001Μ, το 
αντιδραστήριο DTNB που δηµιουργεί σύµπλοκο µε τη θειοχολίνη  σε συγκέντρωση 0,02Μ και 
το buffer της αντίδρασης (SP) σε συγκέντρωση 0,01Μ. Η προσθήκη του διαλύµατος έγινε µε 
πολυπιπέτα ώστε να υπάρχει κοινό σηµείο έναρξης για όλα τα πηγαδάκια – όλες τις αντιδράσεις. 
 
2.10 Πρόγραµµα αποτύπωσης δεδοµένων – Στατιστικά 
 
      Για τη µέτρηση των απορροφήσεων χρησιµοποιήθηκε αυτοµατοποιηµένο φωτόµετρο, το 
οποίο κατέγραφε τις απορροφήσεις στα 405nm ανά 1λεπτό. Στη συνέχεια τα αποτελέσµατα 
καταγράφηκαν και αναλύθηκαν σε Η/Υ µε χρήση του προγράµµατος Gen5. Το πρόγραµµα 
επιπλέον παρείχε την δυνατότητα στατιστικής επεξεργασίας των αποτελεσµάτων (υπολογισµό 
µέσου όρου, τυπικής απόκλισης και συντελεστή µεταβλητότητας). 
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3. Αποτελέσµατα 
 
      Σκοπός της παρούσας διπλωµατικής εργασίας ήταν η σίγηση του γονιδίου της 
ακετυλοχολινεστεράσης σε άτοµα της µεσογειακής µύγας, Ceratitis capitata µέσω της 
τεχνολογίας RNAi. Η µεθοδολογία που ακολουθήθηκε για τη χορήγηση δίκλωνων µορίων RNA 
(dsRNA) ήταν µέσω της τροφής τόσο σε ενήλικα άτοµα όσο και σε προνύµφες.  
      Η λειτουργικότητα των δίκλωνων µορίων RNA στην αποσιώπηση του γονιδίου της 
ακετυλοχολινεστεράσης αξιολογήθηκε σε ξεχωριστές πειραµατικές οµάδες, η καθεµία από τις 
οποίες εξέταζε µια συγκεκριµένη παράµετρο. Στα ενήλικα άτοµα έγινε έλεγχος της επίδρασης i) 
του χρόνου χορήγησης  dsRNA και ii) της ποσότητας του δίκλωνου RNA που χορηγήθηκε. Στις 
προνύµφες µελετήθηκε η επίδραση διαφορετικών ποσοτήτων dsRNA στην οµαλή ανάπτυξη 
(µέγεθος) καθώς και την ικανότητα ολοκλήρωσης του βιολογικού κύκλου (βοµβυκίωση). 
 
3.1 Χορήγηση dsRNA σε ενήλικα άτοµα της C. capitata 
 
      Η αποτελεσµατικότητα των dsRNA στη µείωση της έκφραση της AChE των ενήλικων 
ατόµων εξετάστηκε σε µία σειρά πειραµάτων. Η πειραµατική διαδικασία που ακολουθήθηκε 
ήταν κοινή, ωστόσο σε κάθε κεφάλαιο µελετήθηκε η διαφορετική επιρροή στη χρονική ή 
ποσοτική έκθεση στα δίκλωνα µόρια RNA.  
      Τα άτοµα που επιλέχτηκαν είχαν περίπου το ίδιο µέγεθος ώστε να αποφευχθούν σφάλµατα 
στις µετρήσεις που αφορούν την ποσότητα του ενζύµου. Ο δείκτης που επιλέχτηκε για τον 
έλεγχο της αποσιώπησης ήταν η Vmax της AChE. Η µέγιστη ταχύτητα δράσης του ενζύµου 
είναι αντιπροσωπευτική της ποσότητάς του, καθώς η Vmax είναι ανάλογη της συγκέντρωσης 
του ενζύµου. Επιπλέον, ο δείκτης Vmax επιλέχθηκε διότι υπάρχει η µέθοδος για να µετρηθεί 
πειραµατικά (µέθοδος Ellman). Οι µετρήσεις των πειραµάτων πραγµατοποιήθηκαν τουλάχιστον 
2 φορές ώστε να επιβεβαιωθούν τα αποτελέσµατα και να είναι στατιστικά σηµαντικά. Επιπλέον, 
προηγήθηκε η µέτρηση της ολικής πρωτεΐνης των ατόµων µε τη µέθοδο Bradford της µέτρησης 
Vmax, ώστε να χρησιµοποιηθεί η ίδια ποσότητα κατά την εκτέλεση των πειραµάτων.  
 

3.1.1 Επίδραση της διάρκειας χορήγησης δίκλωνων µορίων RNA 
 
      Στη πρώτη σειρά πειραµάτων εξετάστηκε η µείωση της έκφρασης της AChE σε σχέση µε τη 
χρονική διάρκεια χορήγησης των εντόµων dsRNA. Το χρονικό εύρος που χρησιµοποιήθηκε 
κάλυψε 1 έως 3 µέρες. Οι πίνακες 1 και 2 συγκεντρώνουν τις ποσότητες dsRNA που 
χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα και τα αποτελέσµατα της πρώτης µελέτης. Τα έντοµα που 
παρουσιάζονται στους πίνακες 1.i) έως 1.iv) παρέµειναν σε νηστεία για 1 µέρα πριν την 
εκκίνηση του πειράµατος, ενώ αντίθετα τα έντοµα που παρουσιάζονται στους πίνακες 2.i) έως 
2.v) παρέµειναν σε νηστεία για 2 µέρες πριν την εκκίνηση του πειράµατος. Ο χειρισµός αυτός 
(νηστεία 1 ή 2 ηµερών) είχε ως στόχο τη σίγουρη κατανάλωση του µέσου διατροφής που 
περιείχε το dsRNA από το έντοµο. 
 
 
 
 
 



  

   31

Πίνακας 1.i) - Χορήγηση σταθερής ποσότητας dsRNA σε διάστηµα 3 ηµερών. Παρουσιάζονται τα έντοµα 
που χρησιµοποιήθηκαν, οι ποσότητες των dsRNA καθώς και οι ηµέρες χορήγησης. Όπου υπάρχει η ένδειξη 
«0» σηµαίνει ότι το έντοµο συνέχιζε και τρεφόταν µε την τροφή και το dsRNA της προηγούµενης ηµέρας 
 
Πείραµα Έντοµα 

(α/α) 
1η µέρα 
µg dsRNA 

2η µέρα  
µg dsRNA 

3η µέρα  
µg dsRNA 

Vmax  

 
 

1o 

1 0,8µg  0 0 101 
2 0,8µg 0,8µg 0 101 
3 0,8µg 0,8µg 0,8µg 96,83 
Control - - - 101 
Control - - - 107 

 
      Στο πείραµα 1 έγινε σύγκριση της αποτελεσµατικότητας χορήγησης 0,8µg dsRNA σε 
διάστηµα 1 έως 3ών ηµερών. Οι µετρήσεις της ενεργότητας της AChE έγιναν την τρίτη ηµέρα. 
Σύµφωνα µε το πρώτο έντοµο control η µέγιστη ταχύτητα της AChE, που αντιπροσωπεύει την 
ποσότητα του ενζύµου (Vmax ανάλογη της [C]ενζύµου), δεν παρουσίασε µείωση. Αντίθετα, η 
σύγκριση µε το δεύτερο control όσον αφορά τα δύο πρώτα έντοµα κατέδειξε µικρή µείωση, ενώ 
το τρίτο έντοµο το οποίο έλαβε για το µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα dsRNA παρουσίασε  
µειωµένη δραστικότητα του ενζύµου.  
 
Πίνακας 1.ii) - Χορήγηση διαφορετικών ποσοτήτων dsRNA σε διάστηµα 3 ηµερών. Παρουσιάζονται τα 
έντοµα που χρησιµοποιήθηκαν καθώς και οι ποσότητες και η διάρκεια χορήγησης των µορίων dsRNA  
 
Πείραµα Έντοµα 

(α/α) 
1η µέρα 
µg dsRNA 

2η µέρα  
µg dsRNA 

3η µέρα  
µg dsRNA 

Vmax  

2ο 
4 2µg 0 0 80,44 
5 6µg 0 0 60,33 

 
      Στο συγκεκριµένο πείραµα χορηγήθηκαν διαφορετικές ποσότητες dsRNA στο  µέσο 
διατροφής την πρώτη ηµέρα. Οι µετρήσεις της ενεργότητας της AChE πραγµατοποιήθηκαν µετά 
από 3 ηµέρες. Όπως παρουσιάζεται στον πίνακα 1.ii, η µεγαλύτερη χορήγηση dsRNA οδήγησε 
σε µείωση της ενεργότητας της AChE, αποτελώντας µία πρώιµη ένδειξη αποσιώπησης του 
γονιδίου. Το έντοµο 3, στο οποίο χορηγήθηκαν 6µg dsRNA, παρουσίασε τιµή Vmax ~60 σε 
σχέση µε το έντοµο 2 στο οποίο χορηγήθηκαν 2µg dsRNA και η τιµή Vmax ήταν ~80. 
 
Πίνακας 1.iii) - Χορήγηση µεγάλης ποσότητας dsRNA σε διάστηµα 3 ηµερών. Παρουσιάζεται η ποσότητα 
δίκλωνου RNA που χρησιµοποιήθηκε και η διάρκεια της χορήγησης  
 
Πείραµα Έντοµα 

(α/α) 
1η µέρα 
µg dsRNA 

2η µέρα  
µg dsRNA 

3η µέρα  
µg dsRNA 

Vmax  

3ο 6 8µg 0 0 52,89 ± 17,29 
Control - - - 65,89 ± 3,10 

 
      Με αφορµή τη µείωση που προκάλεσε η χορήγηση διαφορετικής ποσότητας dsRNA στο 
προηγούµενο πείραµα, επιλέχθηκε στο έντοµο 6 να χορηγηθούν 8µg δίκλωνου RNA. Το έντοµο 
παρουσίασε σηµαντική µείωση της ενεργότητας της AChE σε σχέση µε το έντοµο control. 
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Ωστόσο τα αποτελέσµατα του εντόµου 6 δεν ήταν επαναλαµβανόµενα αλλά παρουσίαζαν 
µεγάλη απόκλιση µε αποτέλεσµα η αξιοπιστία του θετικού αποτελέσµατος να θεωρείται µικρή. 
 
Πίνακας 1.iv) - Επανάληψη της χορήγησης µεγάλων ποσοτήτων dsRNA σε διάστηµα 3 ηµερών. 
Χρησιµοποιήθηκαν 3 έντοµα µε τις αντίστοιχες ποσότητες dsRNA και ένα control 
 
Πείραµα Έντοµα 

(α/α) 
1η µέρα 
µg dsRNA 

2η µέρα  
µg dsRNA 

3η µέρα  
µg dsRNA 

Vmax  

 
4ο 

7 2µg 0 0 43,19 
8 6µg 0 0 58,26 
9 8µg 0 0 58,22 

 
      Στο πείραµα 4 εξετάστηκε εκ νέου η χορήγηση 8µg dsRNA καθώς και η χορήγηση 2 και 6µg 
dsRNA. Η χορήγηση πραγµατοποιήθηκε την πρώτη ηµέρα και τα έντοµα συνέχισαν να 
τρέφονται για 3 ηµέρες, µετά από τις οποίες έγιναν οι µετρήσεις. Οι αυξανόµενες ποσότητες 
dsRNA δεν παρουσίασαν και τη σχετική  µείωση στη Vmax. Αντίθετα µάλιστα, το έντοµο µε τη 
µικρότερη κατανάλωση dsRNA κατέδειξε τη µεγαλύτερη µείωση της τιµής Vmax, µε 
αποτέλεσµα να µην µπορεί να αξιολογηθεί η επίδραση της χορήγησης του dsRNA.  
 
Πίνακας 2.i) - Χορήγηση µεγάλης ποσότητας dsRNA σε διάστηµα 2 ηµερών. Παρουσιάζεται η ποσότητα 

dsRNA που χρησιµοποιήθηκε και η διάρκεια χορήγησης. Όπου υπάρχει η ένδειξη «/» σηµαίνει ότι το έντοµο 
δεν συνέχισε να τρέφεται τη συγκεκριµένη µέρα, αλλά το πείραµα διακόπηκε. 

 
Πείραµα Έντοµα 

(α/α) 
1η µέρα 
µg dsRNA 

2η µέρα  
µg dsRNA 

3η µέρα  
µg dsRNA 

Vmax  

 
1ο 

1 9,2µg  7,6µg / 53 ± 1,89 
Control - - - 55,17 ± 3,54 

 
      Στο συγκεκριµένο πείραµα µελετήθηκε η χορήγηση  9,2 και 7,6µg dsRNA σε δύο διαδοχικές 
ηµέρες. Οι µετρήσεις έγιναν µετά τη δεύτερη ηµέρα. Η Vmax και κατά συνέπεια η ποσότητα της 
AChE βρέθηκε µειωµένη στο έντοµο 1 σε σχέση µε το control, ωστόσο η επανάληψη του 
πειράµατος κατέδειξε ότι οι τιµές αλληλεπικαλύπτονταν,  και το αποτέλεσµα δε µπορεί να 
θεωρηθεί σηµαντικό. 
 
Πίνακας 2.ii) - Επανάληψη της χορήγησης dsRNA σε διάστηµα 2 ηµερών. Παρουσιάζονται οι ποσότητες 
και τα αποτελέσµατα της χορήγησης dsRNA 

 
Πείραµα Έντοµα 

(α/α) 
1η µέρα 
µg dsRNA 

2η µέρα  
µg dsRNA 

3η µέρα  
µg dsRNA 

Vmax  

2ο 2 9,2µg 7,6µg / 58,26 
Control - - - 41,19 

 
      Στο πείραµα 2 επαναλήφτηκε η χορήγηση 9,2 και 7,6µg σε διάστηµα 2 ηµερών. Αντίθετα µε 
το πείραµα 1, το έντοµο στο οποίο χορηγήθηκε το δίκλωνο RNA δεν παρουσίασε µείωση σε 
σχέση µε το έντοµο control. Το γεγονός µάλιστα ότι η τιµή Vmax του control είναι πολύ 
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χαµηλότερη από το έντοµο-δείγµα, µη παρουσιάζοντας τουλάχιστον παρόµοια τιµή, δηλώνει ότι 
κάποιο σφάλµα υπάρχει στην ποσότητα πρωτεΐνης που χρησιµοποιήθηκε. 
 
Πίνακας 2.iii) - Χορήγηση µεγάλων ποσοτήτων dsRNA σε διάστηµα 3ών ηµερών. Παρουσιάζονται οι 
ηµέρες χορήγησης, ο αριθµός των ατόµων και η ποσότητα dsRNA. Η ένδειξη «x» δηλώνει το θάνατο του 
εντόµου κατά τη διάρκεια του πειράµατος 
 
Πείραµα Έντοµα 

(α/α) 
1η µέρα 
µg dsRNA 

2η µέρα  
µg dsRNA 

3η µέρα  
µg dsRNA 

Vmax  

 
3ο 

3 10µg 0 0 34,5 ± 1,53 
4 10 µg 0 10 35,5 ± 0,58 
5 12 µg 0  x 37,17 ± 3,06 

 
      Στο 3ο πείραµα εξετάστηκε η επίδραση της χορήγησης 10µg dsRNA σε µοναδική δόση 
καθώς και η χορήγηση δύο δόσεων 10µg σε διαφορετικές µέρες (1η και 3η). Το έντοµο στο οποίο 
χορηγήθηκαν 12µg dsRNA βρέθηκε νεκρό την 3η µέρα του πειράµατος. Ωστόσο, 
πραγµατοποιήθηκε µέτρηση της δραστικότητας της AChE και σε αυτό το έντοµο. Οι µετρήσεις 
επαναλήφτηκαν 3 φορές και ο µέσος όρος τους παρουσιάζεται στον πίνακα 2.iii). Η ταχύτητα 
του ενζύµου βρέθηκε ελάχιστα µειωµένη στα έντοµα 3 και 4, τα οποία έλαβαν 10 και 20 µg 
dsRNA, αντίστοιχα σε σχέση µε το άτοµο 5 στο οποίο χορηγήθηκαν 12µg dsRNA. Ωστόσο, οι  
αποκλίσεις και η αλληλοεπικάλυψη στις τιµές της δραστικότητας της AChE κατά τις µετρήσεις 
δεν επιτρέπουν την εξαγωγή  συµπερασµάτων  
 
Πίνακας 2.iv) - Χορήγηση µεγάλων ποσοτήτων σε διάστηµα 2 ηµερών. Παρουσιάζεται η ποσότητα του 
δίκλωνου RNA και οι µετρήσεις του πειράµατος 

 
Πείραµα Έντοµα 

(α/α) 
1η µέρα 
µg dsRNA 

2η µέρα  
µg dsRNA 

3η µέρα  
µg dsRNA 

Vmax  

 
4ο 

6 12 µg 12 µg / 24 ± 1,16 
Control - - - 22,67 +1,00 

 
      Στο συγκεκριµένο πείραµα µελετήθηκε η χορήγηση της µεγαλύτερης ποσότητας dsRNA σε 
διάστηµα 2 ηµερών. Στο έντοµο 6 έγινε χορήγηση συνολικά 24µg dsRNA, 12µg κάθε ηµέρα για 
διάστηµα 2 ηµερών και την τρίτη ηµέρα ,πραγµατοποιήθηκαν οι µετρήσεις. Παρόλο της 
χορήγησης αρκετά µεγάλης ποσότητας dsRNA, η δραστικότητα της AChE του εξεταζόµενου 
εντόµου και του control δεν παρουσίασε διαφορά, αποτελώντας ένδειξη µη αποσιώπησης του 
γονιδίου.  
 
Πίνακας 2.v) - Χορήγηση µικρής ποσότητας δίκλωνου RNA σε καθηµερινή βάση µέχρι το θάνατο του 
εντόµου. Το έντοµο βρέθηκε νεκρό την 19η ηµέρα 
 
Πείραµα Έντοµα 

(α/α) 
1η µέρα 
dsRNA 

2η  3η  … 18η 19η Vmax  

 
5ο 

7 1 µg  1 1 1 1 1 30,61 ± 2,15 
Control - - - - - - 28,00 ± 2,0 
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      Σε ένα µοναδικό πείραµα, χορηγήθηκε 1µg δίκλωνου RNA σε καθηµερινή βάση στην τροφή 
ενός ενήλικου µέχρι αυτό να πεθάνει (19µέρες). Το πείραµα δεν παρουσίασε θετικό αποτέλεσµα 
καθώς η δράση της AChE δεν βρέθηκε µειωµένη σε σχέση µε το control. 
 

3.1.2 Επίδραση της ποσότητας dsRNA στην τροφή 
 

      Σε δεύτερο στάδιο εξετάστηκε η µείωση της AChE σε σχέση µε την ποσότητα χορήγησης 
δίκλωνων µορίων RNA. Οι πίνακες 3 και 4 παρουσιάζουν τις χορηγούµενες ποσότητες και τα 
αποτελέσµατα των πειραµάτων. Τα άτοµα που παρέµειναν σε νηστεία 1 µέρα περιέχονται στους 
πίνακες 3.i) έως 3.iii), ενώ αντίστοιχα τα άτοµα που παρέµειναν σε νηστεία για 2 µέρες 
παρουσιάζονται στους πίνακες 4.i) και 4.ii). 
 
Πίνακας 3.i) - Χορήγηση µικρής ποσότητας dsRNA σε µία ηµέρα. Παρουσιάζεται ο αριθµός των ατόµων 
και τα αποτελέσµατα των µετρήσεων της δραστικότητας του ενζύµου AChE 
 
Πείραµα Έντοµα (α/α) Ποσότητα dsRNA (µg) Vmax  

1o 1 2µg  86,83 
Control - 96,83 

 
      Στο άτοµο που χορηγήθηκαν 2µg dsRNA σε διάστηµα µίας ηµέρας παρατηρήθηκε µείωση 
σε σχέση µε το έντοµο control της τάξης του 11%. Οι µετρήσεις επαναλήφτηκαν 3 φορές, 
ωστόσο τα αποτελέσµατα δεν ήταν επαναλαµβανόµενα, εµποδίζοντας την εξαγωγή ασφαλών 
συµπερασµάτων για την αποσιώπηση της AChE. 
 
Πίνακας 3.ii) - Χορήγηση dsRNA σε µία ηµέρα. Παρουσιάζεται η ποσότητα dsRNA και η µέτρηση της 

ενζυµικής ταχύτητας 

 
Πείραµα Έντοµα (α/α) Ποσότητα dsRNA (µg) Vmax  

2o 2 8µg 100,72 ± 7,34 
Control - 86,56 ± 9,04 

 
      Στο συγκεκριµένο πείραµα  χορηγήθηκε ποσότητα 8µg dsRNA στην τροφή για µία ηµέρα. 
Στον πίνακα 1.iii) είχε χορηγηθεί η ίδια ποσότητα και το έντοµο τράφηκε µε αυτή για 3 ηµέρες. 
Σε αυτό το πείραµα εξετάστηκε αν η χορήγηση της ίδιας ποσότητας σε µία ηµέρα θα παρουσίαζε 
το ίδιο αποτέλεσµα. Ωστόσο, το θετικό αποτέλεσµα δεν επαναλήφθηκε καθώς οι τιµές Vmax 
του εντόµου και του control αλληλεπικαλύπτονταν, αφήνοντας ερωτήµατα ως προς την επίτευξη 
της σίγησης. 
 
Πίνακας 3.iii) - Χορήγηση µεγάλων ποσοτήτων dsRNA σε µία ηµέρα. Παρουσιάζονται τα έντοµα, οι 
ποσότητες dsRNA και τα αποτελέσµατα των µετρήσεων. Το σύµβολο «x» στο έβδοµο άτοµο σηµαίνει ότι το 
έντοµο πέθανε πριν την ολοκλήρωση του πειράµατος. 

 
Πείραµα Έντοµα (α/α) Ποσότητα dsRNA (µg) Vmax  

 
3o 

3 8µg 58,22 
4 15µg      x X 
Control - 40,52 
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      Στο πείραµα 3 εξετάστηκε η ποσότητα των 8µg dsRNA αλλά και η ακόµα µεγαλύτερη 
ποσότητα χορηγούµενου dsRNA 15µg. Το έντοµο στο οποίο χορηγήθηκαν 15µg dsRNA πέθανε 
πριν τη λήξη του πειράµατος και δεν έγιναν µετρήσεις της ενεργότητας της 
ακετυλοχολινεστεράσης. ∆εν ήταν δυνατό να προσδιοριστεί αν ο θάνατος του εντόµου προήλθε 
από τη νευροτοξική δράση του dsRNA ή από φυσικά αίτια. Όσον αφορά στο άτοµο στο οποίο 
χορηγήθηκαν 8µg dsRNA, αυτό δεν παρουσίασε µείωση της ενεργότητας της 
ακετυλοχολινεστεράσης που να υπερβαίνει την τιµή Vmax του εντόµου control. 
 
Πίνακας 4.i) - Χορήγηση µικρής ποσότητας dsRNA σε µία ηµέρα σε άτοµα που ήταν 2 ηµέρες σε νηστεία. 
Παρουσιάζεται η ποσότητα του dsRNA και τα αποτελέσµατα των µετρήσεων  

 
Πείραµα Έντοµα (α/α) Ποσότητα dsRNA (µg) Vmax  

1ο 1 2µg 65,06  ± 1,71  
control - 61,06 ± 2,12 

 
      Στη δεύτερη σειρά πειραµάτων που αφορούν την επίδραση της ποσότητας dsRNA στην 
τροφή χρησιµοποιήθηκαν έντοµα που παρέµειναν σε νηστεία 2 ηµέρες. Στο πρώτο πείραµα έγινε 
χορήγηση 2µg dsRNA και µετά από µία ηµέρα µετρήθηκε η ενεργότητα της AChE. Το 
εξεταζόµενο έντοµο παρουσίασε παρόµοια τιµή Vmax µε το control, αποτελώντας ένδειξη µη 
επιτυχούς αποσιώπησης.  
 
Πίνακας 4.ii) - Χορήγηση µεγάλων ποσοτήτων dsRNA σε διάστηµα µίας ηµέρας. Τα έντοµα που 
παρουσιάζονται παρέµειναν σε νηστεία 2 ηµέρες. Παρουσιάζεται η ποσότητα του dsRNA που 
χρησιµοποιήθηκε και οι µετρήσεις της Vmax 
 
Πείραµα Έντοµα (α/α) Ποσότητα dsRNA (µg) Vmax  

 
2ο 

2 10µg 72,17 ± 4,16 
3 12µg 76,17 ± 7,64 

 
      Στο δεύτερο πείραµα που αφορούσε άτοµα τα οποία παρέµειναν σε νηστεία 2 ηµέρες 
χορηγήθηκαν οι ποσότητες των 10µg και 12µg dsRNA. Τα δύο έντοµα στα οποία χορηγήθηκε το 
dsRNA παρουσίασαν αντικρουόµενα αποτελέσµατα. Η αύξηση της χορηγούµενης ποσότητας 
dsRNA δεν παρουσίασε  µεγαλύτερη αποσιώπηση του γονιδίου της AChE αλλά αντίθετα οι 
τιµές της AChE ήταν περίπου σταθερές.  
 
3.2 Χορήγηση dsRNA σε προνύµφες της C. capitata 
 
      Η χορήγηση του δίκλωνου RNA στις προνύµφες είχε ως σκοπό να εξεταστεί η επίδραση της 
µείωσης της δραστικότητας της AChE στην ανάπτυξη και την επιβίωσή τους. Ο πίνακας 5 
δείχνει τις ποσότητες τροφής και dsRNA που χρησιµοποιήθηκαν καθώς και το αποτέλεσµα της 
χορήγησης. 
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Πίνακας 5 - Χορήγηση δίκλωνου RNA στο µέσο διατροφής των προνυµφών. Παρουσιάζονται οι προνύµφες 
που χρησιµοποιήθηκαν, οι ποσότητες του dsRNA και του θρεπτικού µέσου καθώς και η αξιολόγηση της 
ανάπτυξης κάθε προνύµφης 
 
Πείραµα Προνύµφες 

(α/α) 
Ποσότητα dsRNA(µg) Μέσο διατροφής (µl) Ανάπτυξη 

1ο 1 1µg 200µl Φυσιολογική 
Control - 200µl Φυσιολογική 

 
2ο 

2 2µg 200µl Φυσιολογική 
3 6µg 200µl Φυσιολογική 
Control - 200µl Φυσιολογική 

3ο 4 5µg 70µl Καθυστερεί 
Control - 70µl Φυσιολογική 

 
4ο 

5 1η µέρα: 5 2η µέρα 5 40µl 30µl Φυσιολογική 
6 1η µέρα: 5 2η µέρα 5 40µl 30µl Φυσιολογική 
Control - 50µl 50µl Φυσιολογική 
Control - 50µl 50µl Φυσιολογική 

5ο 7 12,5µg 70µl Φυσιολογική 
Control - 70µl Φυσιολογική 

 
      Σε κάθε πείραµα επιλέχτηκαν προνύµφες που είχαν παρόµοιο µέγεθος ώστε να είναι δυνατή 
η σύγκριση της ανάπτυξης στα διαφορετικά άτοµα που λάµβαναν ή όχι το δίκλωνο RNA. Στα 
πειράµατα 1 και 2 χορηγήθηκαν αυξανόµενες ποσότητες dsRNA σε 200µl τροφής. Οι 
προνύµφες που τρέφονταν µε το dsRNA δεν παρουσίασαν καθυστέρηση στην ανάπτυξη ή τη 
βοµβυκίωση σε σχέση µε τα άτοµα control. Στην προνύµφη 4, στην οποία χορηγήθηκαν 5µg 
dsRNA σε 70µl θρεπτικού µέσου παρατηρήθηκε καθυστέρηση στη βοµβυκίωση σε σχέση µε την 
προνύµφη control που τρεφόταν µε 70µl τροφής. Στο πείραµα 4 (άτοµα 5 και 6) έγινε 
προσπάθεια να επαναληφθεί η καθυστέρηση βοµβυκίωσης σε δύο άτοµα στα οποία 
χορηγήθηκαν 10µg dsRNA σε διάστηµα δύο ηµερών. Παρόλ’αυτά οι συγκεκριµένες προνύµφες  
δεν παρουσίασαν καµία καθυστέρηση στην ανάπτυξη και βοµβυκίωση σε σχέση µε τα 
αντίστοιχα control. Σε ένα τελευταίο πείραµα εξετάστηκε η χορήγηση µεγάλης ποσότητας 
dsRNA σε µία δόση (12,5µg), χωρίς όµως να παρατηρηθεί καθυστέρηση στην ανάπτυξη και 
βοµβυκίωσή της σε σχέση µε την προνύµφη control. 
 
      Στο σύνολο των πειραµάτων που παρουσιάστηκαν εξετάστηκε η δυνατότητα αποσιώπησης 
του γονιδίου της ακετυλοχολινεστεράσης µε τη χρήση ειδικών µορίων dsRNA στην τροφή 
ενηλίκων και προνυµφών της C. capitata. Όσον αφορά τα ενήλικα άτοµα µελετήθηκε η 
χορήγηση διαφορετικών ποσοτήτων dsRNA για διαφορετικά χρονικά διαστήµατα και µετρήθηκε 
η δράση της AChE. Αντίθετα, στις προνύµφες µελετήθηκε η αναστολή της φυσιολογικής 
ανάπτυξης και βοµβυκίωσης. Τα αποτελέσµατα παρουσίασαν µικρή επαναληψιµότητα ωστόσο 
σε ορισµένα ενήλικα άτοµα κατέδειξαν ότι είναι δυνατό να προκληθεί σίγηση του γονιδίου της 
AChE. Αντίστοιχα, στις προνύµφες ένα µόνο άτοµο παρουσίασε καθυστέρηση στη βοµβυκίωση 
και το αποτέλεσµα δεν ήταν δυνατό να επαναληφτεί σε άλλες προνύµφες. Συνολικά, αν και στη 
µελέτη παρουσιάστηκαν αρκετά σφάλµατα, τα αποτελέσµατα µπορούν να αποτελέσουν µία 
πρώιµη ένδειξη της ικανότητας αποσιώπησης γονιδίων στη µεσογειακή µύγα µέσω χορήγησης 
dsRNA στην τροφή. 
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4. Συζήτηση 
 
      Η ανακάλυψη της RNA παρεµβολής αποτελεί ένα από τα πιο σηµαντικά επιτεύγµατα της 
µοριακής βιολογίας τα τελευταία χρόνια. Η τεχνολογία που στηρίζεται στο RNAi 
χρησιµοποιείται τόσο σε in vitro όσο και σε in vivo διαδικασίες µε πλήθος εφαρµογών που 
περιλαµβάνουν τον προσδιορισµό της λειτουργίας γονιδίων µέσω της knockdown ρύθµισης 
καθώς και εφαρµογές στην ιατρική για τη θεραπεία ασθενειών. Ο µηχανισµός υπάρχει σε 
πλήθος οργανισµών, οπότε µπορεί να χρησιµοποιηθεί και σε ζώα που δεν αποτελούν «µοντέλα». 
Η αποσιώπηση γονιδίων µε µόρια dsRNA έχει εφαρµοστεί σε πλήθος εντόµων όπως A. aegypti, 
R. prolixus, B. drosalis, H. axyridis και E. postvittana (Adelman et al., 2008; Araugio et al., 
2006; Chen et al., 2008; Kuwayama et al., 2006; Turner et al., 2006). Όπως η µέθοδος της PCR 
σταδιακά εφαρµόστηκε και έφερε επανάσταση στη βιοτεχνολογία, έτσι και η χρήση του RNAi 
έχει ξεκινήσει ως εργαλείο στη βιοτεχνολογία που σταδιακά εφαρµόζεται όλο και περισσότερο. 
Ωστόσο, η εφαρµογή της τεχνολογίας RNAi στο πεδίο της οικονοµικής εντοµολογίας για την 
αντιµετώπιση εντόµων που αποτελούν παράσιτα στις καλλιέργειες έχει µόλις ξεκινήσει να 
διερευνάται αφήνοντας ανοιχτά πολλά ερωτήµατα για τα γονίδια-στόχους του dsRNA καθώς και 
την αποτελεσµατικότητά του.  
      Στα έντοµα µέγιστης οικονοµικής σηµασίας που παρασιτούν στις καλλιέργειες ανήκει και η 
Ceratitis capitata. Αποτελεί ένα από τα πιο καταστροφικά είδη της οµάδας των εντόµων που 
προσβάλουν τους καρπούς (µύγες των φρούτων). Εκτελεί το βιολογικό της κύκλο εις βάρος της 
αγροτικής παραγωγής και οικονοµίας καταστρέφοντας µεγάλο αριθµό καλλιεργειών (>200 
φρούτα χρησιµοποιούνται ως ξενιστές) για τη θρέψη και την εναπόθεση των αυγών της. Η 
οικονοµική καταστροφή που προκαλεί στο εµπόριο φρούτων υπολογίζεται σε εκατοντάδες 
δισεκατοµµυρίων ευρώ κάθε χρόνο, καθιστώντας απαραίτητη την εύρεση µεθόδων για την 
αντιµετώπισή της. Η χηµεία ήταν η πρώτη επιστήµη που έδωσε λύση στο πρόβληµα µε 
σχεδιασµό ενώσεων-εντοµοκτόνων,  τα οποία αποτελούσαν ισχυρούς αναστολείς του ενζύµου 
ακετυλοχολινεστεράση, ενζύµου κλειδί στην οµαλή λειτουργία του κεντρικού νευρικού 
συστήµατος των εντόµων. Ωστόσο, η αλόγιστη χρήση των εντοµοκτόνων οδήγησε σταδιακά 
στην εµφάνιση ανθεκτικών φαινοτύπων, µε αποτέλεσµα να χρησιµοποιούνται µεγαλύτερες 
ποσότητες εντοµοκτόνου ή να σχεδιάζονται εξαρχής νέα χηµικά µόρια. Η υπερβολική χρήση µε 
τη σειρά της προκάλεσε περιβαλλοντικά προβλήµατα διότι τα χηµικά συσσωρεύονταν στο 
περιβάλλον και µε σταδιακή έκπλυση κατέληγαν στα υπόγεια ύδατα, προκαλώντας πλήθος 
προβληµάτων υγείας σε άνθρωπο και ζώα. 
      Η γνώση που έχει συσσωρευτεί µέχρι σήµερα για τη µεσογειακή µύγα επιτρέπει την 
ανάπτυξη µεθόδων καταπολέµησης και ελέγχου του πληθυσµού που στηρίζονται σε γονιδιακό 
επίπεδο. Εντοµοκτόνα που στηρίζονται στην τεχνολογία RNAi µπορούν να παρουσιάσουν 
µεγάλη πρακτική εφαρµογή, καθώς η µέθοδος συγκεντρώνει ισχυρά πλεονεκτήµατα έναντι των 
χηµικών εντοµοκτόνων. Ο εξειδικευµένος σχεδιασµός των µορίων RNA τα καθιστά απόλυτα 
ασφαλή και ο µικρός χρόνος ηµιζωής τους αποτρέπει τη συσσώρευση στο περιβάλλον. 
Επιπλέον, η παρουσίαση ανθεκτικότητας σε ένα µόριο RNA (λόγω της µετάλλαξης της 
αλληλουχίας-στόχου) δεν αποτελεί πρόβληµα καθώς είναι εύκολος ο επανασχεδιασµός των 
δίκλωνων µορίων RNA ώστε αυτά να στοχεύουν την ίδια ή διαφορετική περιοχή του γονιδίου, ή 
ακόµα και διαφορετικό γονίδιο. Αντίθετα η παρουσία ανθεκτικότητας σε ένα χηµικό 
εντοµοκτόνο είναι µεγάλο πρόβληµα, καθώς απαιτείται σχεδιασµός νέας χηµικής ουσίας, 
πράγµα που αυξάνει το κόστος αντιµετώπισης των παράσιτων αλλά και τον κίνδυνο 
περιβαλλοντικής µόλυνσης. 
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      Σκοπός του πειράµατος που εκτελέστηκε ήταν η χορήγηση δίκλωνων µορίων RNA µέσω της 
διατροφής σε ενήλικα άτοµα και προνύµφες της µεσογειακής µύγας, ώστε να πραγµατοποιηθεί 
µείωση της έκφρασης της ακετυλοχολινεστεράσης. Η παρούσα εργασία µε τη µελέτη πάνω στην 
αποσιώπηση του γονιδίου της AChE µέσω της τεχνολογίας RNAi ακολουθεί την κατεύθυνση 
δηµιουργίας εντοµοκτόνων φιλικότερων προς το περιβάλλον στηριζόµενων µόνο στην 
αλληλουχία γονιδίων. Η προϋπόθεση για την εφαρµογή της µεθόδου είναι τα γονίδια που 
στοχεύονται από τα dsRNAs να είναι σηµαντικά για την οµαλή λειτουργία και επιβίωση των 
εντόµων. Η ακετυλοχολινεστεράση είναι ένζυµο κλειδί για το κεντρικό νευρικό των εντόµων, 
και για αυτό το λόγο επιλέχτηκε ως γονίδιο-στόχος στη παρούσα µελέτη. 
      Τα αποτελέσµατα της µελέτης αποτελούν µία πρώιµη ένδειξη  ότι η καταπολέµηση της 
µεσογειακής µύγας µε χρήση της τεχνολογίας RNAi είναι δυνατή. Ενήλικα άτοµα που τους 
χορηγήθηκαν ποσότητες dsRNA (2-20µg) παρουσίασαν µείωση της έκφρασης της 
ακετυλοχολινεστεράσης, χωρίς όµως να είναι δυνατή η επανάληψη των αποτελεσµάτων. Την 
επαναληψιµότητα της µεθόδου φαίνεται πως επηρεάζει η µέθοδος Bradford, η οποία παρουσίασε 
εύρος αποτελεσµάτων στον προσδιορισµό της ολικής πρωτεΐνης, ακόµα και σε δείγµατα 
πρωτεΐνης του ίδιου ατόµου. 
      Η χορήγηση µικρών ποσοτήτων dsRNA (0,8-2µg) για µεγάλο χρονικό διάστηµα (3µέρες) 
φαίνεται πως δεν επηρεάζει ιδιαίτερα τη µετάφραση του mRNA της AChE. Αυτό οφείλεται 
πιθανότατα στην καταστροφή των µικρών ποσοτήτων RNA, πριν αυτά µπορέσουν να 
µεταφερθούν στο κεντρικό νευρικό σύστηµα. Στην µεσογειακή µύγα δεν έχουν εντοπιστεί 
πρωτεΐνες-υποδοχείς αντίστοιχοι αυτών του C. elegans (SID-1/SID-2) που είναι υπεύθυνοι για 
τη µεταφορά των dsRNAs µέσα στο κύτταρο. Ο µηχανισµός µεταφοράς ακολουθεί τη 
διαδικασία της ενδοκύττωσης, όπως φαίνεται πως ισχύει για τα έντοµα (Huvenne et al., 2009). 
Το γεγονός αυτό σηµαίνει ότι η µεταφορά του δίκλωνου RNA από το πεπτικό σύστηµα στο 
νευρικό σύστηµα της C. capitata είναι δύσκολη µε αποτέλεσµα η µεγαλύτερη ποσότητα του 
dsRNA να αποικοδοµείται πριν φτάσει στον ιστό-στόχο. Αντίστοιχα, οι µεγάλες ποσότητες 
RNA κατέδειξαν κάποια θετικά αποτελέσµατα, τα οποία όµως παρουσίαζαν µεγάλη τυπική 
απόκλιση. Αυτό σηµαίνει ότι τα αποτελέσµατα που βρέθηκαν καλύπτουν µεγάλο εύρος τιµών, 
και κατά συνέπεια να υπάρχει µεγάλη επικάλυψη µε τις τιµές που βρέθηκαν για τα έντοµα 
control κι εποµένως χαµηλή αξιοπιστία θετικού αποτελέσµατος. Συνολικά, φαίνεται πως 
µεγαλύτερες πιθανότητες για επιτυχία της µεθόδου υπάρχουν όταν χορηγούνται στα έντοµα 
µεγάλες ποσότητες RNA σε τακτά χρονικά διαστήµατα.  
      Όσον αφορά στα αποτελέσµατα της χορήγησης dsRNA σε προνύµφες της C. capitata 
σύµφωνα µε τα πειράµατα είναι πολύ χαµηλή έως µηδενική. Μία µόνο προνύµφη από το σύνολο 
αυτών που εξετάστηκαν παρουσίασε καθυστέρηση στη βοµβυκίωση και καµία δεν παρουσίασε 
µείωση στο ρυθµό ανάπτυξης ή στο µέγεθος. Αυτό πιθανότατα οφείλεται στο ότι επιλέχτηκαν 
προνύµφες που βρίσκονταν ήδη σε προχωρηµένο στάδιο ανάπτυξης, καθώς ήταν ευκολότερος ο 
χειρισµός τους, µε αποτέλεσµα η αποσιώπηση της AChE να µην είναι επιτυχής ή να µην γίνεται 
εµφανής. Ωστόσο υπάρχουν δηµοσιεύσεις όπου έχει επιτευχθεί αποσιώπηση της 
ακετυλοχολινεστεράσης σε προνύµφες εντόµου. Σε προνύµφες της H. armigera χορηγήθηκε 
dsRNA µέσω της τροφής και η καταστροφή των mRNA της AChE είχε ως αποτέλεσµα µείωση 
του µεγέθους και του ρυθµού ανάπτυξης των προνυµφών. Το γεγονός επιβεβαιώθηκε µε 
ανάλυση RT-PCR όπου παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση της ποσότητας µεταγράφων του 
γονιδίου της AChE (Kumar et al., 2009). 
      Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η µεταφορά των δίκλωνων µορίων RNA από το πεπτικό στο 
νευρικό σύστηµα της µεσογειακής µύγας είναι δύσκολη µε αποτέλεσµα η µεγαλύτερη ποσότητα 
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dsRNA να καταστρέφεται πριν φτάσει στον ιστό-στόχο. Γενικά, το dsRNA έχει µεγαλύτερο 
χρόνο ηµιζωής από το µονόκλωνο RNA και είναι πιο σταθερό, ωστόσο είναι εύκολο να 
αποδοµηθεί στο περιβάλλον. Εποµένως µπορούν να χρησιµοποιηθούν στρατηγικές βελτίωσης 
της µεθόδου, όπως η χρήση λιποσωµάτων που θα προστατέψει το dsRNA από τη γρήγορη 
αποδόµηση στο περιβάλλον και ταυτόχρονα µπορεί να βοηθήσει στην απορρόφησή του από το 
πεπτικό σύστηµα του εντόµου (Tseng et al., 2009). Τα λιποσώµατα έχουν χρησιµοποιηθεί σε 
πειράµατα γονιδιακής θεραπείας καρκίνου (σε ζώα µοντέλα όπως ο ποντικός) ώστε να αυξήσουν 
το χρόνο ηµιζωής των δίκλωνων µορίων RNA. Τα αποτελέσµατα έδειξαν πως η µεταφορά 
dsRNA µε τα λιποσώµατα ήταν τουλάχιστον 1000φορές πιο αποδοτική σε σχέση µε τη 
µεταφορά «γυµνού» dsRNA. Επιπλέον, έχουν χρησιµοποιηθεί τεχνικές τροποποίησης των 
δίκλωνων µορίων RNA (αντικατάσταση του -ΟΗ της ριβόζης µε -F,-O, -Me και –H) ώστε να 
βελτιωθεί η σταθερότητά τους (Singh et al., 2009). Συνολικά, η αύξηση της σταθερότητας των 
δίκλωνων µορίων RNA οδηγεί σε µείωση της ποσότητας dsRNA που πρέπει να χορηγηθεί ώστε 
να επιτευχθεί η αποσιώπηση. Αυτό µεταφράζεται σε οικονοµικό όφελος, καθώς το dsRNA 
αποτελεί ένα ακριβό εντοµοκτόνο. 
      Η δυνατότητα της αποσιώπησης γονιδίων µε τη χορήγηση dsRNA µορίων µέσω της τροφής 
στη Ceratitis capitata δεν είναι πλήρως µελετηµένη. Τα πλεονεκτήµατα που συγκεντρώνει η 
χρήση της τεχνολογίας RNAi ως εντοµοκτόνο, η εξειδίκευση προς το στόχο και η µηδενική 
τοξικότητα προς άλλους οργανισµούς,  τονίζουν ακόµα περισσότερο την ανάγκη µελετών που 
αφορούν την εφαρµογή και την αξιοποίηση των ιδιοτήτων της RNA παρεµβολής ως µέθοδο 
καταπολέµησης εντόµων οικονοµικής σηµασίας. 
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