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Περίληψη 

Ο δάκος της ελιάς, Bactrocera oleae, αποτελεί το σημαντικότερο παράσιτο της ελιάς καθώς 

προκαλεί τη μεγαλύτερη ποιοτική και ποσοτική ζημιά στην ελαιοπαραγωγή. Για αυτό το 

λόγο, το έντομο αυτό έχει πολύ μεγάλη οικονομική σημασία. Ωστόσο διαθέτουμε λίγες 

πληροφορίες σε μοριακό και γενετικό επίπεδο. Η γονιδιωματική ανάλυση λοιπόν, του 

εντόμου είναι πολύ σημαντική τόσο για τη βασική έρευνα όσο και εφαρμοσμένα με τη 

βελτιστοποίηση της τεχνικής στείρου εντόμου (SIT), η οποία αποσκοπεί στον βιολογικό 

έλεγχο των πληθυσμών. Στο πλαίσιο της παρούσας διπλωματικής εργασίας έγινε ανάλυση 

αρρενοειδικών αλληλουχιών με σκοπό την εύρεση αλληλουχιών που εκφράζονται μόνο στα 

αρσενικά άτομα με την τεχνική αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) ενώ στη 

συνέχεια και αφού βρέθηκαν τα γονίδια με τη  μεγαλύτερη ομολογία για αυτές τις 

αλληλουχίες, χρησιμοποιήθηκαν δυο από αυτές  για την δημιουργία προφίλ έκφρασης των 

γονιδίων αυτών στα πρώιμα αναπτυξιακά στάδια του δάκου καθώς και σε ενήλικα έντομα, 

με τη τεχνική Real time PCR, για να πάρουμε ενδείξεις για το κατά πόσο τα γονίδια αυτά 

μπορεί να εμπλέκονται στον φυλοκαθορισμό και τη γονιμότητα. Τα αποτελέσματα, μάς 

έδειξαν τη ύπαρξη 17 αρρενοειδικών γονιδίων τα οποία εκφράζονταν μόνο στα αρσενικά 

άτομα ενώ τα προφίλ έκφρασης έδωσαν μεγάλη έκφραση στο στάδιο του αυγού 15h και 

48h για τα γονίδια importin-4 και smoothelin αντίστοιχα, καθώς και μεγάλη έκφραση στους 

όρχεις 7 ημέρες μετά το ζευγάρωμα. Τα αποτελέσματα από τα προφίλ έκφρασης μας 

δίνουν μια καλύτερη ένδειξη για την πιθανή συσχέτισή τους στον φυλοκαθορισμό και τη 

γονιμότητα.  

Abstract 

The olive fruit fly, Bactrocera oleae, is the most important pest of olives as it is the organism 

that causes the greatest qualitative and quantitative damage to oil production. For this 

reason, this insect is of great economic importance. However, there is still little information 

about it at molecular and genetic level. Therefore, the genomic analysis of this insect is of 

great importance both for basic research and applied in order to maximize the sterile insect 

technique (SIT), which is aimed at biological control of populations. The subject of this 

thesis, was to perform an analysis of male specific sequences in order to find sequences that 

are expressed only in males, with the use of the technique polymerase chain reaction (PCR). 

Then we found the genes with the greatest homology to these sequences and used two of 

them to generate an expression profile of these genes in the early developmental stages of 

the olive fruit fly as well as in adult stages of the insect. We performed this by using the 

technique real time PCR, to obtain evidence on whether these genes may be involved in sex 

determination and fertility. The results have shown the existence of 17 male specific genes 

expressed only in males, while the expression profile gave us high expression in the stage of 

the egg 15 hours and 48 hours for importin-4 and smoothelin respectively. It also gave us 

high expression in the testes 7 days after mating. The results of our expression profiles give 

us a better indication of their possible association to the process of sex determination and 

fertility.   
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1.1 Ελιά 

Η ελιά (Olea europaea), αποτελεί δένδρο πολύτιμο τόσο για την ομορφιά του όσο και για 

τον καρπό του. Παράλληλα,  αποτελεί αναπόσπαστο τμήμα του μεσογειακού χώρου από τα 

προϊστορικά χρόνια. Οι αναφορές στην καλλιέργεια της ελιάς σε κείμενα ελληνικής 

μυθολογίας, της Παλαιάς Διαθήκης και της ρωμαϊκής λογοτεχνίας, αποδεικνύουν την 

προέλευση, αλλά και τη σημασία του ελαιόδεντρου στην περιοχή.  Για την καταγωγή του 

δέντρου έχουν εκφραστεί πολλές σκέψεις, στηριζόμενες σε αρχαιολογικά ευρήματα 

πολλών περιοχών της λεκάνης της μεσογείου. Σύμφωνα με τον Trump (1980), η πιο παλιά 

αναφορά για την καλλιέργεια της ελιάς στον πλανήτη είναι στο χωριό Φυλλιά της χώρας 

μας, το 4800 π.Χ. Εξάλλου, στην Κύπρο, η ελιά συνυπάρχει με τους κατοίκους του νησιού 

από τη Νεολιθική Περίοδο (6η χιλιετία π.Χ). Σύμφωνα με πηγές του αρχαιολόγου Σοφοκλή 

Χατζησάββα, ανασκαφές σε οικισμούς και ναούς της περιόδου αυτής  έφεραν στο φώς τους 

αρχαιότερους ελαιόμυλους σε ολόκληρο τον ελληνικό χώρο (Δ. Παπαγιαννόπουλος στο 

λήμμα "Ελαία", Μεγάλη Ελληνική Εγκυκλοπαίδεια Π. Δρανδάκη).  

                                    

 

Η εμπορική καλλιέργεια της ελιάς ξεκίνησε κατά τη διάρκεια της 2ης χιλιετίας π.Χ., αλλά τα 

αρχαιότερα ευρήματα που σχετίζονται με την παραγωγή ελαιόλαδου στην Κύπρο 

χρονολογούνται στον 13 αιώνα π.Χ. Η ελιά από τον τόπο καταγωγής της στην ανατολική 

Μεσόγειο, μεταφέρθηκε αρχικά στην Κρήτη και στη συνέχεια στην υπόλοιπη Ελλάδα. Από 

εκεί επεκτάθηκε προς δυσμάς και απλώθηκε προς όλες τις παραθαλάσσιες χώρες της 

Μεσογείου από τους Άραβες και τους Ρωμαίους. Από την περίοδο της Αναγέννησης μέχρι 

τους αποικιακούς χρόνους των μεγάλων Ευρωπαϊκών δυνάμεων, εξερευνητές και άποικοι 

μετέφεραν το ελαιόδεντρο στον Νέο Κόσμο (Δ. Παπαγιαννόπουλος στο λήμμα "Ελαία", 

Μεγάλη Ελληνική Εγκυκλοπαίδεια Π. Δρανδάκη). 

Σύμφωνα με τα πιο πρόσφατα στατιστικά δεδομένα (FAOStat 2013), η μεγαλύτερη 

παραγωγή ελιάς γίνεται στις χώρες Ισπανία, Ιταλία, Ελλάδα, Τουρκία, Μαρόκο, Τυνησία, 

Αλγερία, Αυστραλία, Αίγυπτος και Πορτογαλία. Σημαντική αύξηση στην παραγωγή ελιάς 

Εικόνα 1 Η υπεραιωνόβια ελιά στο νησί της  Αίγινας. 
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κατά τα τελευταία χρόνια, με βάση τα παραπάνω στοιχεία, σημειώθηκε στη Βραζιλία, το 

Μεξικό, το Ιράν, το Ισραήλ, το Περού, τις ΗΠΑ, τον Λίβανο, την Ιορδανία και το 

Αζερμπαϊτζάν. Στην Ευρωπαϊκή Ένωση η ελαιοκαλλιέργεια αποτελεί σημαντική καλλιέργεια 

για τις χώρες του Νότου, όπως η Ιταλία, η Ισπανία, η Πορτογαλία, η Ελλάδα, η Κύπρος, η 

Γαλλία, η Μάλτα, η Κροατία και η Αλβανία.  Με δεδομένο ότι το μεγαλύτερο ποσοστό από 

την παραγωγή αυτή εξάγεται σε άλλες χώρες, γίνεται φανερή η μεγάλη οικονοµική 

σημασία της καλλιέργειας αυτής για χώρες όπως η Ελλάδα.  

Στη χώρα μας η ελιά κατέχει την πρώτη θέση μεταξύ των δενδρωδών καλλιεργειών τόσο ως 

προς το μέγεθος των εκτάσεων που καταλαμβάνει όσο και ως προς τον αριθμό των 

καλλιεργούμενων δένδρων. Πιο συγκεκριμένα στη χώρα μας καλλιεργούνται περισσότερα 

από 120.000.000 ελαιόδεντρα σε μια έκταση 6.000.000 στρεμμάτων και παράγονται 

ετησίως πάνω από 1.970.000 τόνοι ελιάς (International olive oil council, 2015).  Με 

δεδομένο ότι το μεγαλύτερο ποσοστό από την παραγωγή αυτή εξάγεται σε άλλες χώρες, 

γίνεται φανερή η μεγάλη οικονοµική σημασία της καλλιέργειας αυτής για χώρες όπως η 

Ελλάδα. Είναι αναγκαία λοιπόν η καλύτερη δυνατή προστασία από όλους εκείνους τους 

παράγοντες που μειώνουν την ποσότητα και την ποιότητα της σοδιάς, με όσο το δυνατόν 

μικρότερη διατάραξη του περιβάλλοντος. Κυριότερος από αυτούς είναι ο δάκος της ελιάς 

(Bactrocera oleae). Και αυτό γιατί ο δάκος είναι ικανός να προσβάλλει και να καταστρέφει 

καρπούς ελιάς σε παγκόσμια κλίμακα και σε όλη τη διάρκεια του χρόνου σε αντίθεση με 

άλλα έντομα που προσβάλλουν μεν τους καρπούς αλλά εντοπίζονται τοπικά σε 

συγκεκριμένες περιοχές και για συγκεκριμένες περιόδους μέσα στο έτος. 

         

 

 

 

 

1.2 Ο δάκος της ελιάς 

1.2.1 Ταξινόμηση και οικονομική σημασία 

Ο δάκος της ελιάς (Bactrocera oleae) είναι ένα ολομετάβολο έντομο που ανήκει στην 

οικογένεια Tephritidae. Αναλυτικά, η συστηματική του κατάταξη έχει ως εξής: 

Εικόνα 2 Καρποί ελιάς Εικόνα 3 Καρποί ελιάς που έχουν 

προσβληθεί από θηλυκά έντομα δάκου 
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• Επικράτεια: Eukaryota 

•    Βασίλειο: Metazoa 

•         Φύλο: Arthropoda 

•             Υποφύλο: Uniramia 

•                 Ομοταξία: Insecta 

•                     Τάξη: Diptera 

•                         Οικογένεια: Tephritidae 

•                             Γένος: Bactrocera 

•                                 Είδος: Bactrocera oleae  

.                                          

Η οικογένεια Tephritidae περιλαμβάνει είδη μεγάλης οικονομικής σημασίας, τα οποία 

αποτελούν παράσιτα σημαντικών γεωργικών καλλιεργειών. Ειδικά το γένος Bactrocera 

περιλαμβάνει 28 υπογένη µε συνολικά περίπου 500 διαφορετικά είδη, τα περισσότερα από 

τα οποία αποτελούν παράσιτα γεωργικών καλλιεργειών (Clarke et al., 2005). Τo είδος B. 

oleae με το οποίο ασχοληθήκαμε στη συγκεκριμένη εργασία, είναι ένα είδος τεράστιας 

οικονομικής σημασίας λόγω των ποσοτικών και ποιοτικών απωλειών που προκαλεί στα 

ελαιόδεντρα σε πολλές περιοχές παγκοσμίως, παρά το γεγονός ότι εντομοκτόνα 

χρησιμοποιούνται ευρέως για την αντιμετώπισή του. Τα θηλυκά έντομα του είδους, 

εναποθέτουν τα αυγά τους σε ώριμους καρπούς ελιάς, όπου οι εκκολαπτόμενες προνύμφες 

τρέφονται από τον καρπό, με αποτέλεσμα τη σημαντική ποιοτική και ποσοτική απώλεια 

στην παραγωγή ελιών και λαδιού (Levinson and Levinson, 1984; Manousis and Moore, 1987; 

Burrack and Zalom, 2008). Υπολογίζεται ότι ο δάκος καταστρέφει το 5% της συνολικής 

παραγωγής ελιάς, με αποτέλεσμα οικονομικές απώλειες περίπου 800 εκατομμυρίων 

δολαρίων κάθε χρόνο (Montiel Bueno & Jones, 2002).   

1.2.2 Προκαλούμενη ζημιά 

Τα θηλυκά άτομα του δάκου προσελκύονται στον καρπό όταν οι ελιές είναι ώριμες, 

μεγαλύτερες και πλουσιότερες σε υγρασία (Fiestas et al., 1972; Girolami et al., 1983). Κάθε 

θηλυκό τείνει να αποθέσει τα αυγά του σε καρπούς που δεν έχουν αποθέσει άλλα άτομα 

προηγουμένως. Αφού ανοίξει την οπή µε τον ωοθέτη του, το θηλυκό αποθέτει τα αυγά και 

πριν φύγει από το φρούτο χρησιμοποιεί τον ωοθέτη για να απλώσει στην επιφάνεια του 

καρπού το χυμό που εκλύεται. Αυτό αποτρέπει άλλα θηλυκά από το να αφήσουν στον ίδιο 

καρπό τα αυγά τους.  Η ζημιά που κάνει ο δάκος στην παραγωγή είναι τόσο ποιοτική όσο 

και ποσοτική (Daane & Johnson, 2010). Αρχικά, προκαλεί πτώση του καρπού πριν την 

περίοδο της συγκομιδής αλλά και μείωση της απόδοσης λόγω της κατανάλωσης του 

εσωτερικού του καρπού από τις προνύμφες που τρέφονται από αυτόν. Επιπλέον, προκαλεί 

Εικόνα 4 Ενήλικο αρσενικό 

έντομο Bactrocera oleae 
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μείωση της ποιότητας του ελαιολάδου λόγω των οπών που έχουν δημιουργηθεί στην 

επιφάνεια των καρπών και οι οποίες καθιστούν τους καρπούς πιο ευάλωτους σε προσβολή 

από μύκητες (Neuenschwander & Michelakis, 1979). Η καταπολέμηση λοιπόν του δάκου 

είναι αναγκαία και πλέον οι έρευνες που γίνονται πάνω σε αυτόν τον τομέα έχουν να 

κάνουν όχι μόνο με τη γενετική και τη βιολογία του εντόμου αλλά και με την εύρεση ενός 

τρόπου που θα μας βοηθάει να ελέγχουμε τους πληθυσμούς του δάκου χωρίς ωστόσο να 

προκαλούμε μεταβολές στην οικολογική ισορροπία.    

 

1.2.3 Περιγραφή και εξάπλωση 

Ο δάκος είναι ευρέως διαδεδομένος στη λεκάνη της Μεσογείου αλλά αναφορές εμφάνισής 

του έχουν γίνει και σε άλλα μέρη του πλανήτη, όπως η Νότια και Κεντρική Αφρική, η Μέση 

Ανατολή, η Καλιφόρνια και η Κεντρική Αμερική (Rice, 1999; Augustinos et al., 2002; Rice et 

al., 2003). Παρά την αφθονία του στην περιοχή της Μεσογείου, ο δάκος σχετίζεται επίσης 

με μια άγρια ποικιλία ελιάς στην Αφρική από όπου προέκυψαν οι καλλιεργούμενες 

ποικιλίες (Zohary, 1994). Η σχέση του δάκου με άλλα είδη του γένους Bactrocera, δεν είναι 

καλά κατανοητές, αν και ένα είδος δάκου έχει περιγραφεί από το Πακιστάν στις αρχές του 

περασμένου αιώνα (var. asiatica, Silvestri, 1916). Ο δάκος φαίνεται να είναι ικανός να 

αποικίσει νέες περιοχές εύκολα, με αποτέλεσμα κάθε χώρα στην οποία υπάρχουν 

ελαιόδεντρα, να είναι σε κίνδυνο εισβολής (USDA, 2001).  

Πλέον έχει καταστεί σαφές ότι η λεπτομερής γνώση της βιολογίας, της γενετικής δομής και 

της γεωγραφικής ποικιλότητας του δάκου αποτελούν προϋπόθεση για τον σχεδιασμό 

οποιασδήποτε στρατηγικής για την απομόνωση, την εξάπλωση και τον έλεγχο του εντόμου 

(Roderick & Navajas, 2003). Μελέτες πάνω στη μεσογειακή μύγα Ceratitis capitata, ένα 

άλλο μέλος της οικογένειας των Tephritidae, έχουν δείξει την αξία των γενετικών μελετών 

ως οδηγού για τη διαχείριση τέτοιων εντόμων (reviewed in Gasperi et al., 2002).  

Ο δάκος της ελιάς αποτελεί ένα από τα μικρότερα είδη της οικογένειάς του και τα 

μορφολογικά χαρακτηριστικά του διαφοροποιούνται ανάλογα με το στάδιο στο οποίο 

βρίσκεται. Τέσσερα είναι τα βασικά στάδια της ανάπτυξης του δάκου: το αυγό (Εικόνα 5), η 

προνύμφη (larva) (Εικόνα 1.6), η νύμφη (pupa) (Εικόνα 7) και το ενήλικο άτομο (Εικόνα 3). 

Ο θηλυκός δάκος εναποθέτει ένα αυγό μέσα στον καρπό της ελιάς (Εικόνα 5), με 

αποτέλεσμα να μην είναι ορατό εκτός και αν κόψουμε τον καρπό στη μέση. Συνήθως τα 

θηλυκά εναποθέτουν ένα αυγό σε κάθε καρπό (Ant et al., 2012). Τα προσφάτως 

εναποθετημένα αυγά του δάκου είναι διαφανή και έχουν ένα λευκό κρεμώδες χρώμα 

(Εικόνα 5). Τα αυγά έχουν μήκος περίπου 0,74 mm και πλάτος 0,21 mm (Genc, 2014). Το 

σχήμα είναι το τυπικό σχήμα των αυγών των εντόμων της οικογένειας των Tephritidae, 

επίμηκες και κάπως κυρτό. Αυτή η εμφάνιση διατηρείται μέχρι να εκκολαφθούν, όταν η 

προνύμφη πρώτου σταδίου είναι ορατή μέσα στο χόριο (η μεμβράνη που περιβάλλει το 

αυγό)  (Genc, 2014). 
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Οι προνύμφες (larvae) (Εικόνα 6) εξέρχονται από το πρόσθιο άκρο του αυγού και κινούνται 

βαθιά μέσα στον καρπό της ελιάς για να τραφούν (Hanife, 2014). Όπως συμβαίνει με το 

αυγό, έτσι και η προνύμφη δεν είναι ορατή παρά μόνο αν κόψουμε τον καρπό στη μέση. Οι 

προνύμφες είναι τυπικά σκουλήκια των εντόμων της οικογένειας Tephritidae, μικρού 

μεγέθους με μήκος 5-6 mm και πλάτος 1,5 mm, επιμήκη και ελαφρώς κωνικά σε κάθε άκρο 

(Phillips, 1946).  

   

 

Η μετατροπή των προνυμφών σε νύμφες  ή βομβύκια (pupae), συνήθως συμβαίνει μέσα 

στον καρπό της ελιάς αλλά μπορεί να συμβεί και στο έδαφος ανάλογα με την εποχή του 

χρόνου και τον αριθμό των γενεών. Συνήθως πραγματοποιείται στο έδαφος στο τέλος της 

εποχής όπου υπάρχουν πολλές γενεές ετησίως (Rice, 2000). Το βομβύκιο εμφανίζεται ως 

ωοειδής σχηματισμός μήκους περίπου 4 mm με χρώμα από κίτρινο έως ανοιχτό καφέ 

(Εικόνα 7) .  

Εικόνα 5 Αυγά του εντόμου B.oleae μέσα σε 

καρπό ελιάς. 

Εικόνα 6 Τρεις προνύμφες του δάκου της ελιάς.  
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Ο ενήλικος δάκος της ελιάς (Εικόνα 4) είναι πολύ μικρός, με μήκος περίπου 5 mm και 

άνοιγμα φτερών 10 mm (Weems, 1966). Τα φτερά είναι κατά κύριο λόγο διαφανή, με ένα 

καφέ έως και μαύρο στίγμα στο άκρο κάθε φτερού. Οι βραχίονες και μια περιοχή 

εκατέρωθεν της βάσης των φτερών παρουσιάζονται με κίτρινο χρώμα. Ο θώρακας και η 

κοιλιά του ενήλικου εντόμου έχουν κυρίως σκούρο καφέ έως μαύρο χρώμα, με καφέ-

κίτρινα σημάδια και κοντές ασημένιες τρίχες (Weems, 1966), ενώ χαρακτηριστικοί είναι οι 

μεγάλοι σύνθετοι κοκκινωποί οφθαλμοί, και οι μικρές κεραίες. Τα θηλυκά έχουν έναν 

οδοντωτό ωοθέτη που χρησιμοποιείται για να τρυπάνε τη φλούδα του καρπού της ελιάς 

κατά την απόθεση των αυγών. Τα πόδια και οι αλτήρες εμφανίζονται με κίτρινο-κόκκινο και 

λευκό χρωματισμό αντίστοιχα. (Weems et al., 1999). 

1.2.4 Βιολογικός κύκλος 

Ο βιολογικός κύκλος του δάκου της ελιάς ακολουθεί τέσσερα στάδια ανάπτυξης και 

επηρεάζεται από συγκεκριμένους περιβαλλοντικούς παράγοντες, με πιο 

αντιπροσωπευτικούς τη θερμοκρασία και την υγρασία.  Οι πιο ευνοϊκές συνθήκες 

ανάπτυξης των πληθυσμών του δάκου αφορούν σχετική ατμοσφαιρική υγρασία 60%-80% 

και θερμοκρασίες 20-25οC (Tsitsipis, 1980; Fletcher & Kapatos, 1983). Ως ολομετάβολο 

έντομο λοιπόν, ο δάκος υπόκειται σε µια σειρά αλλαγών που ξεκινούν από το αυγό, 

συνεχίζουν µε την προνύμφη (larvae), ακολουθεί το βομβύκιο (pupae) και ο κύκλος 

ολοκληρώνεται µε το ενήλικο άτομο. Όπως αναφέρθηκε, τα θηλυκά έντομα εναποθέτουν 

τα αυγά τους μέσα σε αναπτυσσόμενους καρπούς ελιάς, χρησιμοποιώντας τον ωοθέτη τους 

για να τρυπήσουν τη φλούδα του καρπού. Τα αυγά εκκολάπτονται 2-3 μέρες αργότερα και 

η προνύμφες αρχίζουν να τρέφονται από τον καρπό (Rice, 2000; Nardi et al., 2003). Το 

στάδιο της προνύμφης, διαρκεί περίπου 20 μέρες (Rice, 2000). Η μετατροπή της προνύμφης 

σε βομβύκιο μπορεί να συμβαίνει στο έδαφος συνήθως τον χειμώνα και το στάδιο αυτό 

διαρκεί έως και έξι μήνες, σε αντίθεση με τη μετατροπή που συμβαίνει μέσα στον καρπό 

και διαρκεί 8-10 μέρες (Vossen et al., 2006). 

Ο θηλυκός δάκος μπορεί να εναποθέσει 10-12 αυγά ημερησίως ενώ μπορεί να φτάσει έως 

και τα 500 αυγά σε όλη τη διάρκεια της ζωής του (Katsoyannos, 1992), η οποία διαρκεί 

λιγότερο από έξι μήνες, αν και σε ευνοϊκές συνθήκες μπορεί να τους ξεπεράσει (Rice, 2000).  

Εικόνα 7 Το στάδιο του βομβυκίου (pupa). 
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Η ιδανική θερμοκρασία για την ανάπτυξη των δάκων είναι 20-30οC. Υψηλές θερμοκρασίες 

της τάξης των 38-41οC είναι θανατηφόρες τόσο για τους ενήλικους δάκους, όσο και για τις 

προνύμφες στα φρούτα. 

1.2.5 Αναπαραγωγή 

Για πολλά χρόνια ο δάκος της ελιάς θεωρείτο ως ένα έντομο ικανό να αναπαράγεται καθ’ 

όλη τη διάρκεια του έτους, αν οι κλιματικές συνθήκες είναι κατάλληλες και αν υπάρχει 

διαθεσιμότητα ξενιστών (δηλαδή καρπών ελιάς) (Orphanidis, 1967; Sacantanis, 1957). 

Όμως, υπάρχει µια περίοδος (τέλος άνοιξης-αρχή φθινοπώρου) αναπαραγωγικής 

αδράνειας του εντόμου, παρά την καλή θερμοκρασία που επικρατεί (Stavrakis and Fytizas, 

1980). Η περίοδος αυτή αποδίδεται στην έλλειψη ξενιστών, δηλαδή καρπών στους οποίους 

μπορούν να αποτεθούν αυγά (Fletcher, 1978; Fletcher, 1989).  

Είναι σημαντικό να αναφέρουμε ότι η ωρίμανση των γεννητικών οργάνων ολοκληρώνεται 

περίπου τέσσερις ημέρες μετά την εκκόλαψη του ενηλίκου ατόμου από το βομβύκιο 

(Fytizas, 1973). Ο τρόπος προσέλκυσης των εντόμων για αναπαραγωγή, έχει ως εξής: Τα 

θηλυκά έντομα απελευθερώνουν ένα μίγμα φερομονών που προσελκύει τα αρσενικά 

άτομα. Η απελευθέρωση των φεροµονών αρχίζει από την τρίτη μέρα ζωής του ενήλικου 

εντόμου και τα αρσενικά μπορούν να αποκριθούν στη φεροµόνη από την τρίτη μέρα της 

ζωής τους, αλλά συνήθως αποκρίνονται μεταξύ έβδομης και ενδέκατης ημέρας. Αξίζει να 

σημειωθεί ότι, τα αρσενικά σπάνια απορρίπτουν μια ευκαιρία να ζευγαρώσουν, ασχέτως 

με το πόσες φορές έχουν ήδη συζευχθεί και θα δοκιμάσουν να συζευχθούν ακόμα και αν 

τα θηλυκά δεν αποκρίνονται ή παρέχουν σήματα απόρριψης (Thornhill and Alcock, 1983). 

Αντίθετα τα θηλυκά σπάνια ζευγαρώνουν πάνω από δυο φορές στη ζωή τους ενώ μετά από 

μια σύζευξη, δεν είναι δεκτικά σε νέα σύζευξη για 15-25 ημέρες. 

Στη φύση, η προσέλκυση και η σύζευξη γίνονται κατά το τέλος της ημέρας (Cavalloro and 

Delrio, 1970). Η σεξουαλική ωριμότητα και στα δύο φύλα σηματοδοτείται από αυξημένη 

κινητική δραστηριότητα, τρίψιμο των ποδιών στην κοιλιά, στα φτερά, στο κεφάλι, στις 

κεραίες και μεταξύ τους, καθώς και δονήσεις των φτερών στα αρσενικά άτομα 

(Economopoulos et al., 1971). Η μέση διάρκεια της σύζευξης είναι περίπου 2,5 ώρες 

(Economopoulos et al., 1976).  

Στο εργαστήριο, η γονιμότητα των θηλυκών μπορεί να είναι έως και 470 αυγά ανά άτομο 

που έχει ζευγαρώσει µία φορά. Στη φύση, η γονιμότητα επηρεάζεται από τις κλιματικές 

συνθήκες, την διαθεσιμότητα σε καρπό ελιάς και την κατάσταση των θηλυκών ατόμων, η 

οποία εξαρτάται από τη διατροφή τους. Η ιδανική θερμοκρασία για αναπαραγωγή είναι 

μεταξύ 25-29oC. Σε θερμοκρασίες κάτω από 23οC η αναπαραγωγή μειώνεται σημαντικά 

ενώ σταματάει εντελώς στους 17oC (Avidov, 1954; Pappas, 2011). 

1.3 Βιολογικός έλεγχος πληθυσμών  

Όπως ήδη αναφέρθηκε, ο δάκος της ελιάς μπορεί να προκαλέσει πολύ μεγάλη ζημιά στους 

ελαιοπαραγωγούς καταστρέφοντας ή υποβαθμίζοντας την ποιότητα των καρπών της ελιάς. 

Το γεγονός αυτό καθιστά αναγκαίο τον έλεγχο των φυσικών πληθυσμών του εντόμου. 
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Σήμερα για την καταπολέμηση του δάκου χρησιμοποιούνται ποικίλες μέθοδοι χημικές ή 

μη, οι οποίες είναι φιλικές ή μη προς το περιβάλλον.  

1.3.1 Έλεγχος πληθυσμών με χημικές μεθόδους 

Η κυριότερη μέθοδος που εφαρμόζεται σήμερα είναι χημική με τη χρήση συμβατικών 

εντομοκτόνων με τη μορφή ψεκασμών (Montiel and Jones, 2002). Υπάρχουν δύο τύποι 

ψεκασμών εντομοκτόνων, οι προληπτικοί (bait sprays) και οι ψεκασμοί κάλυψης (cover 

sprays) ανάλογα με το αν έχουν ως στόχο τα ενήλικα άτομα του εντόμου, ή τις προνύμφες 

που βρίσκονται ήδη εντός του καρπού. Στον πρώτο τύπο εκμεταλλευόμαστε τις 

διατροφικές συνήθειες των ενήλικων εντόμων και χρησιμοποιούμε ως δόλωμα 

υποστρώματα που προσελκύουν το έντομο  όπως προϊόντα υδρόλυσης πρωτεϊνών 

αναμεμιγμένα με οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα  (Nadel, 1966; Manousis and Moore, 

1987). Επίσης, η χρήση πυρεθροειδών εντομοκτόνων έχει αυξηθεί τα τελευταία χρόνια. Με 

τον τρόπο αυτό ο ψεκασμός γίνεται μόνο σε ένα μέρος του δέντρου με αποτέλεσμα να μην 

θανατώνονται και χρήσιμα έντομα ενώ πρέπει να σημειωθεί ότι ο χρόνος εφαρμογής 

αυτών των εντομοκτόνων είναι κρίσιμης σημασίας εφόσον οι ψεκασμοί αυτοί είναι μικρής 

διάρκειας. Οι προληπτικοί ψεκασμοί αποσκοπούν στην προσέλκυση και θανάτωση των 

ενήλικων εντόμων πριν αυτά προχωρήσουν στη διαδικασία της ωοαπόθεσης. Έτσι 

αποφεύγεται η προσβολή του ελαιόκαρπου. Πρόσφατα, το εντομοκτόνο spinosad έχει 

ενσωματωθεί σε ένα σπρέι που χρησιμοποιείται ως δόλωμα, για αυξημένη 

αποτελεσματικότητα με λιγότερα ενεργά συστατικά (Wang et al., 2011). Ο δεύτερος τύπος 

χρησιμοποιεί εντομοκτόνα που δρουν ως προνυµφοκτόνα. Αυτή η μέθοδος, 

χρησιμοποιούταν ευρύτατα κατά το παρελθόν, ωστόσο σήμερα έχει ατονήσει. Οι ψεκασμοί 

αυτοί γίνονταν από αέρος, σήμερα όμως γίνονται µε τοπικό ψεκασμό. Παρόλα αυτά η 

συνεχής χρήση των εν λόγω προϊόντων έχει αρχίσει να αμφισβητείται τα τελευταία χρόνια 

κυρίως από τους οικολόγους.  Και αυτό γιατί έχουν ανιχνευθεί υπολείμματα εντομοκτόνων 

τόσο στο ελαιόλαδο, όσο και στο περιβάλλον όπου καλλιεργούνται οι ελιές (EC, 2010; 

Daane KM, 2010), ενώ μέσω των ψεκασμών πολλά ωφέλιμα είδη του οικοσυστήματος 

θανατώνονται (Denholm & Rowland, 1992). Επιπλέον, οι συνεχείς ψεκασμοί είχαν ως 

αποτέλεσμα την ανάπτυξη ανθεκτικότητας από τα έντομα στα συγκεκριμένα εντομοκτόνα. 

Η ανθεκτικότητα αυτή οφείλεται σε μεταλλάξεις σε συγκεκριμένα γονίδια που τα 

καθιστούν ανθεκτικά σε αυτά τα εντομοκτόνα (Vontas et al., 2001; 2002). 

Για τον έλεγχο των πληθυσμών του δάκου απαραίτητη προϋπόθεση είναι η 

παρακολούθηση και η εκτίμηση των φυσικών πληθυσμών. Αυτή γίνεται είτε με τη χρήση 

διαφόρων παγίδων (παγίδες McPhail, χρωματικές παγίδες όπως φαίνονται στην Εικόνα 8) 

είτε με δειγματοληψία καρπών. Οι προσπάθειες για τον έλεγχο του δάκου της ελιάς, 

δελεάζοντάς τους σε συσκευές οι οποίες προκαλούσαν τον θάνατό τους, ξεκίνησαν να 

εφαρμόζονται από τη δεκαετία του 1960. Οι παγίδες McPhail προσελκύουν τα έντομα με 

ένα διάλυμα από προϊόντα υδρόλυσης πρωτεϊνών (Orphanidis et al., 1958). Υπάρχουν 

επίσης παγίδες, οι οποίες προσελκύουν τα έντομα οπτικά και έχουν κίτρινο χρώμα και ένα 

κολλώδες υλικό στην επιφάνειά τους (Economopoulos et al., 1977), αλλά όπως έχει 

τονιστεί, αυτές οι παγίδες μπορεί να προκαλέσουν τον θάνατο και σε ωφέλιμα έντομα τα 

οποία μπορεί να ανταποκρίνονται στο ερέθισμα (Broumas et al., 1983; Kapatos and 

Fletcher, 1983; Jones, 1987). Από τη στιγμή που ταυτοποιήθηκαν οι φερομόνες του δάκου 
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(Baker et al., 1980; Mazomenos and Haniotakis, 1981; 1985), έχουν αναπτυχθεί και 

δοκιμαστεί ως εργαλεία ελέγχου και παρακολούθησης, παγίδες φερομονών (Mazomenos 

et al., 1983; Ramos et al., 1983; Broumas and Haniotakis, 1987; Montiel-Bueno, 1987; 

Haniotakis et al., 1987; 1991). Επιπλέον, η δειγματοληψία δίνει άμεσες πληροφορίες για το 

βαθμό της ζημιάς που έχει γίνει στην παραγωγή, καθώς και έμμεσες πληροφορίες για το 

μέγεθος του πληθυσμού του εντόμου. 

     

 

 

1.3.2 Τεχνική στείρου εντόμου (SIT) 

Η τεράστια ανάγκη για την εύρεση μεθόδων καταπολέμησης του δάκου με τρόπο ασφαλή 

προς το περιβάλλον, έδωσε νέα ώθηση στην έρευνα για τον βιολογικό έλεγχο του 

παρασίτου. Βιολογικός έλεγχος των φυσικών πληθυσμών του εντόμου, μπορεί να συμβεί 

είτε με έλεγχο των φυσικών εχθρών του εντόμου, είτε με στείρωση ατόμων του πληθυσμού 

του με σκοπό τον περιορισμό του. Ο βιολογικός έλεγχος του δάκου με φυσικούς εχθρούς, 

έχει επιχειρηθεί, με μικρή επιτυχία μέχρι σήμερα, αλλά με την προοπτική βελτίωσης μέσω 

περαιτέρω έρευνας (Borowiec N, 2012; Hoelmer KA, 2011).  

Το γεγονός της ύπαρξης υπολειμμάτων εντομοκτόνων στα προϊόντα και στο περιβάλλον 

έχει προκαλέσει ανησυχία στις περισσότερες χώρες παραγωγής της ελιάς και έχει οδηγήσει 

σε μια συντονισμένη προσπάθεια να μειωθεί η ποσότητα εντομοκτόνων που 

χρησιμοποιούνται για τον έλεγχο των εντόμων σε ελαιώνες. Έτσι, όπως συνέβη και σε 

πολλές άλλες γεωργικές καλλιέργειες, έτσι και στην καλλιέργεια της ελιάς, για την 

αντιμετώπιση επιβλαβών εντόμων έχει αρχίσει να εφαρμόζεται μια νέα εναλλακτική 

μέθοδος, η μέθοδος της ολοκληρωμένης διαχείρισης παρασίτων (IPM, integrated pest 

management), που ορίζεται από τον Οργανισμό Βιολογικού Ελέγχου (IOBC) ως μια 

στρατηγική ελέγχου επιβλαβών εντόμων που συνδυάζει όλες τις μεθόδους σύμφωνες με 

τις οικονομικές, οικολογικές και τοξικολογικές απαιτήσεις, για να διατηρήσει τα παράσιτα 

κάτω από το οικονομικό όριο (economic threshold), ενώ δίνει προτεραιότητα σε φυσικούς 

περιοριστικούς παράγοντες. Η μέθοδος IPM είναι πλέον ευρέως αποδεκτή ως η καλύτερη 

στρατηγική για την προστασία των καλλιεργειών. 

Εικόνα 8 Παγίδες McPhil κίτρινου 

χρώματος. 
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Μια πολλά υποσχόμενη προσέγγιση βιολογικού ελέγχου του δάκου, φιλική προς το 

περιβάλλον, είναι η τεχνική του στείρου εντόμου (Sterile Insect Tachnique, SIT).  Σκοπός της 

τεχνικής αυτής είναι η μείωση της μέσης γονιμότητας των θηλυκών του είδους, η οποία θα 

οδηγήσει στην ραγδαία μείωση του μεγέθους του πληθυσμού (Knipling, 1955). Η μέθοδος 

αυτή βασίζεται στη μαζική εργαστηριακή καλλιέργεια ατόμων του είδους, στείρωση μετά 

από έκθεση σε ακτινοβολία γ των βομβυκίων ή ενηλίκων ατόμων και στη συνέχεια 

απελευθέρωσή τους (Tsitsipis, 1977; Cavalloro and Delrio, 1973; Cavalloro and Delrio, 

1974). Στη φύση, τα θηλυκά έντομα που ζευγαρώνουν με τα στείρα αρσενικά δεν γεννούν 

απογόνους (στείρα ωοτοκία) και το αποτέλεσμα της μεθόδου είναι η σταδιακή μείωση του 

αριθμού των εντόμων. Ο ανταγωνισμός δηλαδή μεταξύ των στείρων εντόμων που 

απελευθερώνονται και των άγριων εντόμων για τη σύζευξη με τα θηλυκά, οδηγεί στη 

μείωση του αναπαραγωγικού δυναμικού. Τις τελευταίες δεκαετίες η SIT εφαρμόστηκε με 

επιτυχία στην καταπολέμηση εντόμων οικονομικής σημασίας, όπως η μεσογειακή μύγα 

Ceratitis capitata (Hendrichs et al., 1983) και η μύγα του πεπονιού Bactrocera cucurbitae 

(Steiner et al., 1965; Ito & Koyama, 1982). 

 Η μέθοδος αυτή εφαρμόστηκε στον δάκο της ελιάς χωρίς όμως επιτυχία τη δεκαετία του 

1970 (Economopoulos et al,, 1972). Η αποτυχία της μεθόδου αποδόθηκε στις διαφορές στη 

φυσιολογία και τη συμπεριφορά σύζευξης μεταξύ των στείρων ατόμων που 

απελευθερώθηκαν και των φυσικών πληθυσμών. Πιο συγκεκριμένα, τα εργαστηριακά 

έντομα ωρίμαζαν σεξουαλικά πιο γρήγορα (2-3 ημέρες) σε σχέση με τους άγριους 

πληθυσμούς που ωρίμαζαν έπειτα από 4-6 ημέρες μετά τη γέννησή τους (Economopouos 

et al., 1971). Επιπλέον προβλήματα παρουσιάστηκαν στην προτίμηση της ώρας σύζευξης 

με τα εργαστηριακά έντομα να δείχνουν προτίμηση στη σύζευξη 4 ώρες πριν το τέλος της 

φωτόφασης, ενώ τα άγρια να προτιμούν να ζευγαρώνουν τις 2 τελευταίες ώρες της 

φωτόφασης (Zervas & Economopoulos, 1982). Επίσης, παρατηρήθηκε ότι τα 

ερργαστηριακά έντομα ζευγάρωναν λιγότερες φορές σε σχέση με τα άγρια 

(Economopoulos et al., 1972). 

Με βάση την κλασσική SIT, πραγματοποιείται απελευθέρωση τόσο αρσενικών όσο και 

θηλυκών ατόμων, ωστόσο έχει γίνει αντιληπτό ότι η εξαπόλυση αποκλειστικά αρσενικών 

ατόμων είναι προτιμότερη. Αυτό συμβαίνει λόγω του ότι ακόμα και στείρα, τα θηλυκά 

άτομα είναι ικανά να προκαλέσουν ζημιά στους καρπούς της ελιάς, προκαλώντας νύγματα, 

ενώ επίσης δρουν ανταγωνιστικά προς τα εργαστηριακά αρσενικά ως προς τη σύζευξη με 

αποτέλεσμα να περιορίζονται οι συζεύξεις ανάμεσα στα εργαστηριακά αρσενικά και τα 

άγρια θηλυκά (Whitten, 1969; Fletcher, 1989). Τα προβλήματα αυτά ξεπεράστηκαν σε 

οργανισμούς στους οποίους ο διαχωρισμός των φύλων σε πρώιμα αναπτυξιακά στάδια 

είναι εύκολος. Αντίθετα, σε οργανισμούς που δεν είναι δυνατός ο καθορισμός του φύλου 

στα αρχικά αναπτυξιακά στάδια, στους οποίους ανήκει και ο δάκος, τα παραπάνω 

προβλήματα δεν ήταν εύκολο να λυθούν. Η δυσκολία αυτή έγκειται στο γεγονός ότι στα 

πρώιμα αναπτυξιακά στάδια δεν υπάρχουν μορφολογικά χαρακτηριστικά που να μπορούν 

να καταδείξουν τον διαχωρισμό ανάμεσα σε αρσενικά και θηλυκά άτομα, όπως για 

παράδειγμα υπάρχει στα ενήλικα θηλυκά ο ωοθέτης.  Ένα ακόμα πρόβλημα που προκύπτει 

από τη χρήση της κλασσικής SIT, είναι ότι λόγω της χρήσης ακτινοβολίας για την 

πραγματοποίηση της στείρωσης, τα έντομα που υπόκεινται σε αυτή τη διαδικασία δεν 

είναι ικανά να ανταγωνιστούν τα άγρια αρσενικά. Συνεπώς, κρίνεται απαραίτητη η εύρεση 



17 
 

αποτελεσματικών μεθόδων φυλοδιαχωρισμού και στείρωσης με ελάχιστη έως καθόλου 

επίδραση στην προσαρμοστικότητα και την ανταγωνιστικότητα των εργαστηριακών 

αρσενικών εντόμων έναντι στα άγρια. 

Για το λόγο αυτό, τα τελευταία χρόνια έχει αρχίσει να εφαρμόζεται μια παραλλαγή της 

κλασσικής SIT, η μέθοδος RIDL (Release of Insects carrying a Dominant Lethal) κατά την 

οποία εξαπολύονται στη φύση αρσενικά έντομα τα οποία δεν στειρώνονται με εφαρμογή 

ακτινοβολίας. Αντίθετα, δημιουργείται ένα στέλεχος εντόμου που φέρει ένα θνησιγόνο 

επικρατές γονίδιο το οποίο βρίσκεται σε καταστολή στο εργαστήριο με εφαρμογή 

κατάλληλων συνθηκών (χρήση τετρακυκλίνης). Κάτι τέτοιο δεν μπορεί να συμβεί στη φύση 

και έτσι όταν το έντομο αυτό συζευχθεί με κάποιο άγριο, οι απόγονοι που θα προκύψουν 

θα είναι ετερόζυγοι ως προς το επικρατές θνησιγόνο, με αποτέλεσμα τον θάνατό τους, 

αφού δεν θα υπάρχει η τετρακυκλίνη για να διατηρεί σε καταστολή το θνησιγόνο γονίδιο. 

(Alphey and Andearsen, 2002). Στον δάκο της ελιάς έχει χρησιμοποιηθεί η συγκεκριμένη 

τεχνική, με τη δημιουργία ενός διαγονιδιακού στελέχους στο οποίο έχει εισαχθεί ένα 

θνησιγόνο γονίδιο που προκαλεί το θάνατο των θηλυκών απογόνων όταν βρίσκονται 

ακόμα στο στάδιο της προνύμφης (Ant et al., 2012). 

 

1.4 Φυλοκαθορισμός 

Η διαιώνιση ενός είδους μέσω σεξουαλικής αναπαραγωγής είναι κανόνας εντός του ζωικού 

βασιλείου. Αρσενικά και θηλυκά άτομα παρουσιάζουν διαφορές σε μορφολογικά, 

φυσιολογικά και επίπεδα συμπεριφοράς. Αυτός ο φυλετικός διμορφισμός απορρέει από 

την ενοποίηση δυο διαδικασιών: τον φυλοκαθορισμό και τη φυλετική διαφοροποίηση. Ο 

φυλοκαθορισμός αναφέρεται στο αναπτυξιακό πρόγραμμα βάση του οποίου καθορίζεται 

αν το έμβρυο θα ακολουθήσει το μονοπάτι θηλυκοποίησης ή αρρενοποίησης.  Τα γονίδια 

που διέπουν αυτό το πρόγραμμα, είναι γνωστά ως γονίδια φυλοκαθορισμού. Η φυλετική 

διαφοροποίηση αναφέρεται στην έκφραση φυλετικών γονιδίων διαφοροποίησης (που 

ελέγχονται από τα γονίδια φυλοκαθορισμού), η έκφραση των οποίων προκαλούν τον 

σχηματισμό φυλετικά διμορφικών δομών που χαρακτηρίζουν τα αρσενικά και τα θηλυκά 

ενήλικα άτομα (L.Sanchez, 2008).  

Ο φυλοκαθορισμός συνήθως βασίζεται σε χρωμοσωμικές διαφορές, με το ένα φύλο να 

είναι ομομορφικό και το άλλο ετερομορφικό για τα φυλετικά χρωμοσώματα. Αυτό το 

βλέπουμε και στη Drosophila, όπου ο φυλοκαθορισμός βασίζεται στην αναλογία ανάμεσα 

στα Χ και στα αυτοσωμικά χρωμοσώματα, με τα θηλυκά να έχουν αναλογία 2Χ:2A και τα 

αρσενικά X:2A (όπου το Χ αντιπροσωπεύει το Χ χρωμόσωμα και το Α για τα απλοειδή 

αυτοσωμικά χρωμοσώματα). Σε άλλα είδη, το ετερομορφικό φύλο φέρει τους παράγοντες 

αρρενοποίησης στο Υ χρωμόσωμα. Αυτό συμβαίνει στην οικογένεια των Tephritidae 

(Ceratitis, Bactrocera, Anastrepha) και στους περισσότερους πληθυσμούς της Musca. Σε 

όλα αυτά τα παραδείγματα, το θηλυκό είναι το ομομορφικό (ΧΧ) και το αρσενικό είναι το 

ετερομορφικό (ΧΥ) (L.Sanchez, 2008). Στα περισσότερα είδη, το φύλο κάθε ατόμου 

καθορίζεται κατά τη γονιμοποίηση όπως συμβαίνει στα: Drosophila, Ceratitis, Bactrocera, 

Anastrepha και Musca, η χρωμοσωμική σύσταση του ζυγωτού είναι άμεση συνέπεια της 
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χρωμοσωμικής σύστασης των γαμετών. Επιπλέον, σε γονιδιακό επίπεδο, το φύλο μπορεί 

να καθοριστεί από έναν γονιδιακό τόπο ή από πολλούς (Bull, 1983).  

Στη D.melanogaster, ο φυλοκαθορισμός είναι υπό τον έλεγχο του γονιδίου Sex lethal (Sxl) 

(Cline, 1978; reviewed in Penalva and Sánchez, 2003), (Εικόνα 9). Οι επιστατικές σχέσεις 

ανάμεσα στο Sxl και άλλα γονίδια φυλοκαθορισμού όπως το transformer (tra), το 

transformer-2 (tra-2) και το doublesex (dsx) έχουν αποκαλύψει ότι υπάρχει μια ιεραρχική 

αλληλεπίδραση μεταξύ τους με το Sxl στην κορυφή αυτής (Baker and Ridge, 1980). Το 

συγκεκριμένο γονίδιο έχει βρεθεί και στον δάκο της ελιάς (Lagos et al., 2005) όπου όμως 

φαίνεται να μην παίζει τον ίδιο σημαντικό ρόλο στο φυλοκαθορισμό όπως στη Drosophila. 

Αντίθετα στον δάκο έχει βρεθεί ο παράγοντας Μ o οποίος  συνδέεται με το Υ και φαίνεται 

να μπλοκάρει την έκφραση βασικών γονιδίων του φυλοκαθορισμού όπως το tra και το dsx 

(Saccone G et al., 2002; Willhoeft U, 1996). Επιπλέον μοριακές προσεγγίσεις, είχαν ως 

αποτέλεσμα την κατασκευή μιας γονιδιωματικής και δυο cDNA βιβλιοθηκών που 

προέρχονταν από ενήλικα άτομα δάκου και των δυο φύλων ενώ έγινε και κλωνοποίηση 

των γονιδίων Sxl (Sex-lethal), dsx (double sex) και tra (transformer) που εμπλέκονται στον 

φυλοκαθορισμό του εντόμου (Lagos et al., 2005; Lagos et al., 2007). Η ανάπτυξη τεχνικών 

και μεθόδων που θα επιτρέπουν τον αποτελεσματικό φυλοδιαχωρισμό σε πρώιμα 

αναπτυξιακά στάδια εντόμων γεωργικής σημασίας, θα βοηθήσει είναι πολύ σημαντική και 

θα βοηθήσει στην αποτελεσματικότερη SIT όπως πρoαναφέρθηκε. 

  

 

 

 

 

Εικόνα 9 Τα μονοπάτια μεταγωγής σήματος που καθορίζουν τo φύλο στις 

οικογένειες Drosophilidae (αριστερά) και Tephritidae (δεξιά). 
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1.5 Υ χρωμόσωμα 

Το Y χρωμόσωμα στα Tephritidae, παρά το γεγονός ότι παρουσιάζει μεταβλητότητα στο 

μέγεθός του, είναι αναγκαίο για τον προσδιορισμό της ανάπτυξης των αρσενικών ατόμων 

(Willhoeft U, 1996), ενώ εμφανίζει σαφή μορφολογική διαφοροποίηση σε σχέση με το Χ 

χρωμόσωμα αλλά και με τα υπόλοιπα αυτοσωμικά (Charlesworth, 1996). Το Υ χρωμόσωμα 

του δάκου είναι πολύ μικρό, με σχήμα τελείας και υψηλά ετεροχρωματινικό ενώ εμφανίζει 

πολύ υψηλό ετερομορφισμό σε σχέση με το Χ χρωμόσωμα (Mavragani-Tsipidou P et al., 

1992; Mavragani-Tsipidou P et al., 2002). Στο Υ χρωμόσωμα φαίνεται να έχουν 

συσσωρευτεί μικρές και μεγάλες διαχρωμοσωμικές επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες 

(Gabrieli et al., 2011) Επιπλέον, χαρακτηριστικός είναι ο μικρός αριθμός γονιδίων που 

κωδικοποιούν λειτουργικές πρωτεΐνες σε σχέση με τα αυτοσωμικά ενώ επίσης είναι και 

εμπλουτισμένα σε αλληλουχίες χαμηλής πολυπλοκότητας.  

Με βάση το μοντέλο που σχεδιάστηκε για το περισσότερο μελετημένο είδος των 

Tephritidae, την Ceratitis capitata, ένας παράγοντας προσδιορισμού των αρσενικών, M 

(male determining factor, M) που συνδέεται με το Υ χρωμόσωμα μπλοκάρει είτε άμεσα είτε 

έμμεσα τις ρυθμιστικές λειτουργίες των βασικών γονιδίων φυλοκαθορισμού. Ωστόσο, η 

μοριακή του φύση και ο ακριβής του ρόλος δεν έχει ακόμα εξακριβωθεί (Saccone et al., 

2002). Επιπλέον, το Υ χρωμόσωμα του δάκου φαίνεται να έχει συσσωρεύσει μικρούς και 

μεγάλους επαναλαμβανόμενους διπλασιασμούς, οι οποίοι δεν είναι κοινοί με το Χ 

χρωμόσωμα, γεγονός που υποδηλώνει μοριακή διαφοροποίηση μεταξύ αυτών των 

χρωμοσωμάτων (Gabrieli et al., 2011).  

 

1.5.1 Υ-ειδικά γονίδια 

Το Υ χρωμόσωμα στην οικογένεια των Tephritidae είναι απαραίτητο για τον καθορισμό του 

φύλου. Έτσι, ο χαρακτηρισμός Υ-ειδικών αλληλουχιών, εκτός από τη διευκρίνιση της 

μοριακής φύσης του παράγοντα προσδιορισμού των αρσενικών, είναι ζωτικής σημασίας 

και για τον χαρακτηρισμό της μοριακής φύσης των φυλετικών γονιδίων και της εξελικτικής 

ιστορίας εντός της οικογένειας των διπτέρων ενώ η εύρεσή τους θα μας βοηθήσει επίσης 

στον επιτυχημένο βιολογικό έλεγχο του εντόμου.  Πιο συγκεκριμένα, η εύρεση Υ-ειδικών 

αλληλουχιών και γονιδίων τα οποία εμπλέκονται στον φυλοκαθορισμό, μπορούν να 

συμβάλουν στον αποτελεσματικότερο βιολογικό έλεγχο και την SIT. Και αυτό γιατί θα 

μπορέσουν να δώσουν λύση στο πρόβλημα καθορισμού του φύλου των εντόμων τα οποία 

βρίσκονται σε πρώιμα αναπτυξιακά στάδια. Αυτό θα έχει ως αποτέλεσμα να μπορούν να 

διαχωριστούν τα αρσενικά από τα θηλυκά τα οποία δεν θέλουμε να εξαπολύουμε κατά τις 

διαδικασίες βιολογικού ελέγχου καθώς προκαλούν προβλήματα τόσο στους καρπούς όσο 

και στον ανταγωνισμό κατά το ζευγάρωμα. Αντίθετα, θα μπορούμε εύκολα να επιλέγουμε 

τα αρσενικά στα οποία στη συνέχεια μπορεί να προκληθεί στείρωση ή να επιδράσουμε σε 

αυτά διαγονιδιακά και τέλος να τα εξαπολύσουμε στο περιβάλλον.   

Επιπλέον ,το αυξανόμενο ενδιαφέρον για την κατανόηση της εξελικτικής ιστορίας του Υ 

χρωμοσώματος των Tephritidae, μπορεί να εξηγηθεί από τις θεμελιώδεις διαφορές στα 
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μοριακά μονοπάτια φυλοκαθορισμού μεταξύ των Drosophilidae και των Tephritidae. Το 

θεμελιώδες ερώτημα είναι κατά πόσο είναι δυνατόν να  βρεθεί ένα μοντέλο εξέλιξης του Y 

το οποίο να μπορεί να εφαρμοστεί σε ένα χρωμόσωμα στο οποίο ενυπάρχει ο παράγοντας 

αρρενοποίησης. 

Μέχρι στιγμής, οι προσπάθειες για την απομόνωση Y-ειδικών γονιδίων ή αλληλουχιών 

είχαν ως αποτέλεσμα την απομόνωση μιας Υ-ειδικής επαναλαμβανόμενης αλληλουχίας 

στη μεσογειακή μύγα και ελαχίστων άλλων σε άλλα είδη (Anleitner JE et al., 1992; Zhou Q 

et al., 2000), αλλά η μοριακή φύση του παράγοντα Μ παραμένει άγνωστη. Το Υ 

χρωμόσωμα στο συγκεκριμένο είδος περιλαμβάνει πολλές επαναλαμβανόμενες 

αλληλουχίες, ενώ χαρακτηρίζεται και από τη μεγάλη συσσώρευση μεταθετών στοιχείων 

(Torti et al., 2000). Επίσης, δεν βρέθηκαν παράγοντες που να σχετίζονται με τη γονιμότητα 

εκτός της περιοχής αρρενοποίησης στο Υ χρωμόσωμα της μεσογειακής μύγας (Willhoeft et 

al., 1996). Ωστόσο, αυτές οι αλληλουχίες μπορούν να μας παρέχουν ένα χρήσιμο σύστημα 

για τη μελέτη διαφόρων πτυχών της εξέλιξης των φυλετικών χρωμοσωμάτων.  

Η μεγαλύτερη βοήθεια όμως, που θα προσφέρει η μελέτη και η εύρεση Υ ειδικών 

αλληλουχιών, έχει να κάνει με τον παράγοντα αρρενοποίησης (maleness factor). Και αυτό 

γιατί η ικανότητα αυτού του παράγοντα να καθορίζει το φύλο στην οικογένεια των 

Tephritidae θα φανεί πολύ χρήσιμη στη δημιουργία διαγονιδιακών σειρών εντόμων. Πιο 

συγκεκριμένα, θα μπορέσουν να δημιουργηθούν διαγονιδιακές σειρές εντόμων στα οποία 

η έκφραση του παράγοντα θα ελέγχεται από την παρουσία τετρακυκλίνης. Σε αυτά τα 

έντομα, η ύπαρξη και των δύο φύλων θα διατηρείται παρουσία τετρακυκλίνης, ενώ η 

απομάκρυνση αυτής από το μέσο ανάπτυξης, θα έχει ως αποτέλεσμα την ύπαρξη μόνο 

αρσενικών. Θα μπορούμε δηλαδή να χρησιμοποιήσουμε τον παράγοντα αρρενοποίησης 

ως διακόπτη ο οποίος θα μπορεί να χρησιμοποιηθεί υπό συγκεκριμένες προϋποθέσεις για 

τον έλεγχο του φύλου σε εγκαταστάσεις καλλιέργειας εντόμων.  Επιπρόσθετα, η εύρεση 

του παράγοντα αρρενοποίησης θα ρίξει φως στην εξελικτική του πορεία ανάμεσα στα είδη 

των Tephritidae ή ακόμα και στη D. Melanogaster. 

1.5.2 Το γονιδίωμα του δάκου 

Το γενετικό υλικό ενός οργανισμού οργανώνεται σε χρωμοσώματα τα οποία βρίσκονται 

μέσα στον πυρήνα. Λόγω του ότι η χρωματίνη (μια δομή που αποτελείται από DNA 

συνδεδεμένο με πρωτεΐνες) μπορεί να αλλάζει τη διαμόρφωσή της κατά τη διάρκεια του 

κυτταρικού κύκλου, οδηγούμαστε εξαιτίας της συσπείρωσης του DNA, στο σχηματισμό 

διακριτών χρωμοσωμάτων (Moser & Swedlow, 2011).  Η χρωματίνη του πυρήνα ενός 

ευκαρυωτικού κυττάρου που βρίσκεται στη μεσόφαση δεν είναι εντελώς 

αποσυσπειρωμένη, αντίθετα διακρίνεται σε ευχρωματίνη και ετεροχρωματίνη. Ο 

καρυότυπος ενός οργανισμού (Εικόνα 10) αποτελεί τον αριθμό και την εμφάνιση των 

χρωμοσωμάτων στον πυρήνα ενός ευκαρυωτικού κυττάρου. Τα χρωμοσώματα στον 

καρυότυπο εμφανίζονται σε σειρά μειούμενου μεγέθους (White, 1973). 

Το γονιδίωμα του δάκου της ελιάς, έχει μέγεθος περίπου 320 Mb (Tsoumani and 

Mathiopoulos, 2011) και αποτελείται από έξι ζεύγη χρωμοσωμάτων, από τα οποία τα πέντε 

είναι αυτοσωμικά και το ένα φυλετικό, με το αρσενικό να είναι το ετερογαμετικό φύλο 
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(Mavragani-Tsipidou et al., 1992; Krimbas, 1963). Τα φυλετικά χρωμοσώματα, που 

ταυτοποιούνται από το ετερομορφικό ζεύγος χρωμοσωμάτων ΧΧ/ΧΥ, είναι τα μικρότερα 

χρωμοσώματα του καρυοτύπου. Το Υ χρωμόσωμα είναι πολύ μικρό με σχήμα τελείας (dot 

like), ενώ το Χ χρωμόσωμα είναι μικρότερο από όλα τα αυτοσωμικά, με το μέγεθός του να 

φτάνει το μισό του μικρότερου αυτοσωμικού χρωμοσώματος. Η αναλογία μήκους Υ/Χ είναι 

0.20 (Mavragani-Tsipidou, 2002). Για την αρίθμηση του καρυοτύπου ακολουθήθηκε η 

αντίστοιχη αρίθμηση που έγινε για την Ceratits capitata από τον Redu (1975). Με βάση 

αυτή, το ζεύγος των φυλετικών χρωμοσωμάτων ορίζεται ως νούμερο 1 και τα υπόλοιπα 

αυτοσωμικά ως 2-6 σε σειρά μειούμενου μεγέθους. Με τη χρήση C-banding τεχνολογιών 

έχει βρεθεί ότι το Υ χρωμόσωμα καθώς και ο μικρός βραχίονας και η κεντρομερική περιοχή 

του μεγάλου βραχίονα του Χ χρωμοσώματος, είναι υψηλά ετεροχρωματινικές περιοχές. Το 

υπόλοιπο μέρος του μεγάλου βραχίονα, αν και η χρώση είναι πιο ελαφριά, δεν φτάνει την 

έκταση του χρωματιδικού διαχωρισμού που βλέπουμε στα αυτοσωμικά, κάτι που δείχνει 

ότι αυτή η περιοχή έχει χαρακτηριστικά τόσο ευχρωματίνης όσο και ετεροχρωματίνης 

(Mavragani-Tsipidou et al., 1992). Ο αριθμός των έξι ζευγών χρωμοσωμάτων που 

βρίσκουμε στον δάκο της ελιάς συμφωνεί με τον αριθμό ζευγών που βρίσκουμε και στα 

περισσότερα έντομα που ανήκουν στην οικογένεια Calyptratae, Diptera (Boyes & Brink, 

1965). 

   

 

 

 

1.6 Γενετικοί δείκτες 

Οι γενετικοί δείκτες είναι ένα εύκολα αναγνωρίσιμο κομμάτι γενετικού υλικού, συνήθως 

DNA, που μπορεί να χρησιμοποιηθεί στο εργαστήριο για να ξεχωρίσουμε κύτταρα, άτομα, 

Εικόνα 10 Καρυότυπος των χρωμοσωμάτων 

του Bactrocera oleae a) από θηλυκή 

προνύμφη και b) από αρσενική προνύμφη 
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πληθυσμούς, είδη ή όπως στη συγκεκριμένη εργασία το φύλο. Η χρήση γενετικών δεικτών 

αρχίζει με την απομόνωση πρωτεϊνών ή χημικών (για βιοχημικούς δείκτες) ή DNA (για 

μοριακούς δείκτες) από τους επιθυμητούς ιστούς. Στη συνέχεια εφαρμόζονται 

εργαστηριακά πρωτόκολλα, τα αποτελέσματα των οποίων μετατρέπονται σε δεδομένα. 

Έτσι, οι γενετικοί δείκτες μας επιτρέπουν να χαρακτηρίσουμε τη γενετική ποικιλότητα.  

Απαραίτητη προϋπόθεση για την ανάπτυξη αυτών των δεικτών ήταν η ανάπτυξη διαφόρων 

τεχνικών, όπως της χρήσης των ενδονουκλεασών περιορισμού (Meselson and Yuan, 1968), 

της υβριδοποίησης κατά Southern (Southern, 1975), της αλυσιδωτής αντίδρασης της 

πολυμεράσης (PCR), και γενικά των τεχνικών του ανασυνδυασμένου DNA. Ως 

πολυμορφισμός ορίζεται η εμφάνιση δύο ή περισσοτέρων γενετικά καθορισμένων 

εναλλακτικών φαινοτύπων σε ένα πληθυσμό, σε τέτοια συχνότητα, ώστε ο σπανιότερος 

δεν θα μπορούσε να διατηρηθεί μόνο με αλλεπάλληλες μεταλλάξεις.  

Επιπλέον, αξίζει να γίνει αναφορά στους μικροδορυφόρους, οι οποίοι αποτελούν πολύ 

δυνατούς γενετικούς και μοριακούς δείκτες (Bruford MW et al., 1993; Schottener C et al., 

1994; Tautz D et al., 1994). Οι μικροδορυφόροι έχουν χρησιμοποιηθεί στη μεσογειακή 

μύγα για τον εντοπισμό της προέλευσής της, για τα φαινόμενα εισβολής καθώς και για τον 

σχεδιασμό στρατηγικών ελέγχου (Bonizzoni M et al., 2000; 2001;2004) αλλά και για τη 

γενετική χαρτογράφηση των ειδών (Stratikopoulos EE et al., 2008). Αυτή η δυνατότητα 

χρήσης των μικροδορυφόρων είναι που τους καθιστά ιδιαίτερα χρήσιμους στη μελέτη του 

δάκου της ελιάς, καθώς μετά από αρκετά χρόνια προσπαθειών δεν έχουν βρεθεί κάποιοι 

μορφολογικοί δείκτες και ως εκ τούτου η ανάπτυξη μεθόδων κλασσικής γενετικής  έχει 

παρεμποδιστεί πλήρως. Επιπλέον, τέτοιοι δείκτες μπορούν να αποδειχθούν πολύ χρήσιμοι 

στην ανάπτυξη της SIT καθώς θα μπορέσουν να προσφέρουν λύση στο πρόβλημα 

καθορισμού του φύλου σε έντομα που βρίσκονται στα πρώιμα αναπτυξιακά στάδια και 

που αυτή τη στιγμή καθίσταται αδύνατο να καθοριστεί το φύλο τους. 

1.6.1 Εκκινητές 

Οι εκκινητές είναι μικρές αλληλουχίες νουκλεϊκών οξέων (περίπου δέκα βάσεων), οι οποίες 

παρέχουν ένα σημείο εκκίνησης για τη σύνθεση του DNA. Σε όλους τους ζωντανούς 

οργανισμούς, οι εκκινητές είναι μικροί κλώνοι RNA. Οι εκκινητές συντίθενται από το 

ένζυμο πριμάση, το οποίο είναι μια RNA πολυμεράση, πριν συμβεί η αντιγραφή του DNA. 

Η σύνθεση των εκκινητών είναι απαραίτητη διότι τα ένζυμα που συνθέτουν το DNA (δηλ. οι 

DNA πολυμεράσες) μπορούν να προσθέσουν νέα νουκλεοτίδια μόνο σε μια προϋπάρχουσα 

έλικα DNA. Οι εκκινητές απομακρύνονται πριν την ολοκλήρωση της αντιγραφής και τα κενά 

στην αλληλουχία συμπληρώνονται με δεοξυριβονουκλεοτίδια από DNA πολυμεράσες. 

Εργαστηριακά μπορεί να γίνει σχεδιασμός και σύνθεση εκκινητών DNA με εξειδικευμένη 

αλληλουχία η οποία είναι συμπληρωματική σε μια επιθυμητή για τον ερευνητή. Αυτοί οι 

DNA εκκινητές έχουν μέγεθος συνήθως περίπου 20 βάσεων και χρησιμοποιούνται για την 

εκτέλεση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) για την ενίσχυση επιθυμητών 

κομματιών DNA ή για την αλληλούχιση DNA (Patricia S, 2009). Οι εκκινητές αποτελούν 

κομβικό κομμάτι της παρούσας εργασίας καθώς με τη χρήση τους, ενισχύουμε Υ-ειδικές 

αλληλουχίες, σε μια προσπάθεια για την εύρεση Υ-ειδικών γονιδίων που εκφράζονται μόνο 

σε αρσενικά άτομα και που με περαιτέρω μελέτες μπορούν να μας βοηθήσουν να 
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φτάσουμε στην εύρεση του παράγοντα αρρενοποίησης (maleness factor).  Η διαδικασία 

ενίσχυσης επιθυμητών αλληλουχιών DNA με τη μέθοδο της PCR περιγράφεται αναλυτικά 

σε επόμενη ενότητα.  

1.5 Σκοπός 

Τα θηλυκά έντομα του είδους Bactrocera oleae έχουν την ικανότητα να εναποθέτουν τα 

αυγά τους μέσα σε καρπούς ελιάς, προκαλώντας πολύ μεγάλες ζημιές στην παραγωγή 

τόσο της επιτραπέζιας ελιάς όσο και του ελαιολάδου.  Η παρούσα εργασία αποσκοπεί στην 

εύρεση αρρενοειδικών δεικτών στο δάκο της ελιάς, Bactrocera oleae, με αποτέλεσμα την 

μοριακή ανίχνευση του φύλου σε άτομα του είδους και κυρίως σε άτομα που βρίσκονται 

σε πρώιμα αναπτυξιακά στάδια, όπως, το αυγό, η προνύμφη και η νύμφη, καθώς η 

ανίχνευση του φύλου στα στάδια αυτά είναι αυτή τη στιγμή αδύνατη. Ο προσδιορισμός 

του φύλου στα πρώιμα αναπτυξιακά στάδια είναι πολύ σημαντικός καθώς θα λύσει το 

βασικό πρόβλημα εφαρμογής της τεχνικής στείρου εντόμου (SIT), δίνοντάς μας την 

ικανότητα να απελευθερώνουμε μόνο αρσενικά έντομα στο περιβάλλον και όχι θηλυκά τα 

οποία προκαλούν προβλήματα στους καρπούς και δρουν ανταγωνιστικά για το ζευγάρωμα 

με τα εργαστηριακά αρσενικά έντομα.  Έτσι, θα έχουμε αποτελεσματικότερο βιολογικό 

έλεγχο καθώς αφενός θα σταματήσει η χρήση χημικών μεθόδων οι οποίες βλάπτουν το 

περιβάλλον και αφετέρου δεν θα γίνεται στείρωση με ακτινοβολία η οποία καθιστά τους 

εργαστηριακούς πληθυσμούς λιγότερο ανταγωνιστικούς σε σχέση με τους φυσικούς. 

Από την απομόνωση Y-ειδικών αλληλουχιών στο γονιδίωμα του B. oleae, έγινε ανάλυση 

μεγάλου αριθμού δεικτών με στόχο τη μετέπειτα χρησιμοποίησή τους για την ταυτοποίηση 

του φύλου. Οι πληροφορίες που θα συλλέξουμε θα μας βοηθήσουν εκτός από τη βελτίωση 

της τεχνικής στείρου εντόμου (SIT) και στον προσδιορισμό της μοριακής φύσης του 

παράγοντα αρρενοποίησης.  Η εύρεση του παράγοντα αρρενοποίησης θα καταστήσει 

δυνατή την κατασκευή διαγονιδιακών σειρών εντόμων στα οποία ο παράγοντας 

αρρενοποίησης θα λειτουργεί ως διακόπτης ο οποίος θα ενεργοποιείται με εφαρμογή 

κατάλληλων συνθηκών για την παραγωγή μόνο αρσενικών εντόμων σε εγκαταστάσεις 

καλλιέργειας και παραγωγής δάκων. Η εύρεση του παράγοντα αρρενοποίησης θα μας 

δώσει και πληροφορίες ως προς την εξελικτική πορεία των Υ χρωμοσωμάτων στην τάξη των 

διπτέρων. 

Τέλος, θα μπορεί να επιτευχθεί λειτουργική ανάλυση στα αναπτυξιακά στάδια του δάκου 

για γονιδιακούς τόπους οι οποίοι βρέθηκε ότι είναι Y-ειδικοί.  Από την ανάλυση αυτή θα 

μπορούμε να συμπεράνουμε σε ποιο στάδιο εκφράζονται αυτοί οι Y-ειδικοί γονιδιακοί 

τόποι. Κατά συνέπεια λοιπόν, θα ξέρουμε σε ποια χρονική στιγμή της ζωής του εντόμου 

εκφράζονται και θα μπορούμε να πραγματοποιήσουμε επιτυχώς αποσιώπηση αυτού του 

τόπου με την τεχνική RNAi και άρα να δούμε και τη λειτουργία του. Αυτό εκτός από τη 

θεωρητική γνώση που θα μας προσφέρει σε ότι αφορά τις λειτουργίες γονιδίων του Υ 

χρωμοσώματος, μπορεί να έχει και πρακτική εφαρμογή σε περίπτωση που τα γονίδια 

βρεθούν να εμπλέκονται σε μονοπάτια φυλοκαθορισμού ή να σχετίζονται με τη 

γονιμότητα. 
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  2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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2.1 Προέλευση εντόμων και συλλογή αυγών 
Ο εργαστηριακός πληθυσμός που χρησιμοποιήθηκε για την εκπόνηση της παρούσας 

εργασίας, εκτρέφεται στο εργαστήριο Μοριακής βιολογίας και Γονιδιωματικής του 

Τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Πρόκειται για 

αποικία του εργαστηρίου εντομολογίας του ΕΚΕΦΕ ¨Δημόκριτος¨ με κωδικό ΑΤ. Τα έντομα 

εκτρέφονται σε ειδικά ορθογώνια κλουβιά,  τα οποία έχουν άνοιγμα στο πάνω και στο κάτω 

μέρος τους, ενώ στο πάνω άνοιγμα τοποθετείται υγρό σφουγγάρι για την εξασφάλιση των 

καλών συνθηκών υγρασίας. Το άνοιγμα αυτό διαπερνάει ειδικός κώνος από οργάντζα, ο 

οποίος είναι εμβαπτισμένος σε παραφίνη. Αυτό το υλικό αποσκοπεί στην προσέλκυση των 

θηλυκών εντόμων ώστε να εναποθέτουν τα αυγά τους σε αυτό. Τα έντομα εκτρέφονται σε 

σταθερή θερμοκρασία 23oC με απόκλιση 2 βαθμών και σε ελεγχόμενες και σταθερές 

συνθήκες σχετικής υγρασίας και φωτοπεριόδου 12:12 (φως:σκοτάδι). Η τροφή των εντόμων 

παρέχεται σε τρυβλίο petri μέσα στο κλουβί και ανανεώνεται τακτικά (Tzanakakis, 1989; 

Hagen et al., 1963).  

Όπως αναφέραμε, απαραίτητος για τη συλλογή αυγών είναι ο ειδικός κώνος που έχει 

εμβαπτιστεί σε παραφίνη. Ο κώνος αυτός τοποθετείται αντεστραμμένος στο κλουβί τόσο 

για την ευκολότερη εναπόθεση των αυγών από τα έντομα όσο και για την ευκολότερη 

συλλογή τους από εμάς. Τα ενήλικα έντομα έχουν ωριμάσει και είναι ικανά για 

αναπαραγωγή περίπου την τέταρτη μέρα της ζωής τους. Η συλλογή των αυγών γίνεται 

συνήθως από την έβδομη μέρα. Τα θηλυκά έντομα διαπερνούν με τον ωοθέτη τους τον 

κώνο και εναποθέτουν τα αυγά τους στην εσωτερική επιφάνεια αυτού. Η διαδικασία 

συλλογής έχει ως εξής: 

i) Χρησιμοποιούμε ποτήρι ζέσεως το οποίο τοποθετούμε κάτω από τη βάση του 

κλουβιού εκεί που βρίσκεται το άνοιγμα του κώνου. 

ii) Ρίχνουμε dH2O στην κορυφή του κλουβιού στο πάνω άνοιγμα του κώνου με 

αποτέλεσμα αυτό να συμπαρασύρει τα αυγά που έχουν εναποτεθεί στην 

εσωτερική του επιφάνεια. Προσέχουμε να ρίξουμε απιονισμένο νερό σε όσο 

περισσότερη από την εσωτερική επιφάνεια γίνεται ώστε να καθαρίσουμε όλο 

τον κώνο. 

iii) Στη συνέχεια εμβαπτίζουμε σε προπιονικό οξύ, διηθητικό χαρτί το οποίο 

τοποθετούμε σε τριβλίο petri. 

iv) Αποχύνουμε την περίσσεια νερού από το ποτήρι ζέσεως αφήνοντας λίγο νερό 

για να μας βοηθήσει να συλλέξουμε τα αυγά και να τα εναποθέσουμε στο 

χαρτί. 

Να σημειωθεί ότι η χρήση του προπιονικού οξέος είναι απαραίτητη για την προστασία των 

αυγών από πιθανή ανάπτυξη μυκήτων. 

2.2 Απομόνωση RNA και DNA  

Η απομόνωση του γονιδιωματικού DNA στην παρούσα εργασία, πραγματοποιήθηκε με τη 

χρήση του Wizard® Genomic DNA Purification Kit για τα ενήλικα άτομα ενώ για τα 

αναπτυξιακά στάδια του εντόμου: αυγό, προνύμφη και νύμφη (egg, larva, puppa) 
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πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του TRI-REAGENT (εταιρία). Απαραίτητη προϋπόθεση για 

την επιτυχία της απομόνωσης  νουκλεϊκών οξέων  είναι αρχικά:  

i) η λύση των κυττάρων που επιτυγχάνεται με τη διάρρηξη της κυτταρικής 

μεμβράνης, μηχανικά όπως περιγράφεται αναλυτικά παρακάτω,  

ii) η απομάκρυνση των πρωτεϊνών και 

iii) η απομόνωση του νουκλεϊκού οξέος (RNA ή DNA) με κατακρήμνιση. 

Για την απομόνωση γονιδιωματικού DNA από τα ενήλικα άτομα, η μεθοδολογία 

περιλαμβάνει τα εξής βήματα:  

1) Προετοιμασία ιστών  

Αρχικά, παίρνουμε τους δάκους από το κλουβί όπου γίνεται η εκτροφή τους και τους 

τοποθετούμε στον πάγο μέχρι να πεθάνουν. Στη συνέχεια. Τους κόβουμε κρατώντας 

μόνο το κεφάλι και τον θώρακα αλλά όχι την κοιλιά.  

 

2) Λύση και κατακρήμνιση πρωτεϊνών 

Τοποθετούμε τα έντομα σε eppendorf και προσθέτουμε 400 μl από DNA lysic solution. 

Στη συνέχεια, γίνεται ομογενοποίηση αυτών και τοποθέτησή τους σε υδατόλουτρο για 

30 min στους 65οC. Μετά το πέρας των 30 λεπτών, τοποθετούνται στον πάγο για 5 min 

και ακολουθεί πρόσθεση 135 μl από protein precipitation solution (1/3 της ποσότητας 

του DNA lysic solution που έχουμε προσθέσει στην αρχή. Τέλος, γίνεται φυγοκέντρηση 

για 5 min σε max speed και μεταφορά του υπερκειμένου σε νέο eppendorf. 

 

3) Κατακρήμνιση και ενυδάτωση του DNA  

Στο eppendorf όπου προσθέσαμε το υπερκείμενο στο προηγούμενο βήμα, 

προσθέτουμε 400 μl ισοπροπανόλης για την κατακρήμνιση. Ανακινούμε ελαφρά και 

φυγοκεντρούμε σε max speed για 3 min. Στη συνέχεια κρατάμε το ίζημα, πετάμε το 

υπερκείμενο και προσθέτουμε 500 μl 70% αιθανόλης. Πραγματοποιείται φυγοκέντρηση 

σε max speed για 3 min και αφαιρείται προσεκτικά όλο το υπερκείμενο. Τέλος, 

αφήνουμε για 15 min τα eppendorf ανοιχτά για να εξατμιστούν τα όποια υπολείμματα 

έχουν απομείνει και προσθέτουμε 100 μl από T-buffer (Tris και EDTA) και ανακινούμε 

ελαφρά για να διαλυθεί πλήρως το ίζημα. Τα αφήνουμε για μια ώρα σε room 

temperature και τα βάζουμε στο ψυγείο στους 4οC. 

 

Για την απομόνωση του RNA (Bird IM ,2005) η μεθοδολογία περιλαμβάνει 5 βήματα: 

1) Ομογενοποίηση 

Αρχικά συλλέγουμε τους ιστούς του εντόμου από τους οποίους θα εξάγουμε το RNA και 

ομογενοποιούμε σε διάλυμα TRI-REAGENT (1ml/50-100 gr ιστού) με χρήση πλαστικού 
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εμβόλου (pestle) σε μικρά tubes τύπου eppendorf. Να σημειωθεί ότι ο όγκος του δείγματος 

δεν πρέπει να υπερβαίνει το 10% του όγκου του TRI-REAGENT. 

2) Διαχωρισμός φάσης 

Ι) Διατηρούμε το ομογενοποίημα για 5 min σε θερμοκρασία δωματίου (room temperature), 

ώστε να επιτευχθεί πλήρης αποδιάταξη νουκλεοπρωτεϊνικών συμπλόκων και στη συνέχεια 

πραγματοποιείται φυγοκέντρηση σε 12000 g για 10 min στους 4οC. 

II) Προσθέτουμε 0,1 ml BCP ή 0,2 ml χλωροφόρμιο/1ml TRI-REAGENT, κλείνουμε τα tubes 

και τα ανακινούμε βίαια για 15 sec. 

ΙΙΙ) Αφήνουμε τα δείγματα για 2-15 min σε θερμοκρασία δωματίου και τα φυγοκεντρούμε 

σε 12000 g για 15 min στους 4οC. 

IV) Στη συνέχεια, έχουμε τρεις φάσεις από τις οποίες το RNA παραμένει στην άνω, άχρωμη, 

υδατική φάση ενώ οι πρωτεΐνες και το DNA στη μεσόφαση και την οργανική κάτω φάση. Η 

υδατική φάση είναι το 60% του TRI-REAGENT που χρησιμοποιήθηκε (Sambrook et al., 1989).  

3) Κατακρήμνιση RNA 

Ι) Μεταφέρουμε την υδατική φάση σε νέο tube και διατηρούμε σε πάγο τη μεσόφαση και 

την οργανική φάση για την απομόνωση DNA και πρωτεϊνών σε επόμενο βήμα. 

ΙΙ) Για την κατακρήμνιση του RNA προσθέτουμε στην υδατική φάση 0,5 ml ισοπροπανόλης / 

1ml TRI-REAGENT. 

III) Αφήνουμε τα δείγματα σε θερμοκρασία δωματίου για 5-10 min και τα φυγοκεντρούμε 

σε 12000 g για 8 min στους 4-25oC. Με αυτόν τον τρόπο έχουμε τη δημιουργία ενός λευκού 

ιζήματος (pellet) στον πάτο του tube λόγω της κατακρήμνισης του RNA. 

4) Πλύση RNA  

Απομακρύνουμε το υπερκείμενο και πραγματοποιούμε πλύση του RNA pellet με 75% 

αιθανόλη, προσθέτοντας 1 ml/ 1 ml TRI-REAGENT και στη συνέχεια το φυγοκεντρούμε σε 

7500 g για 5 min στους 4-25oC. (Σε περίπτωση που το pellet δεν κατακρημνίζεται, 

πραγματοποιούμε τη φυγοκέντρηση σε 12000 g). 

5) Διαλυτοποίηση RNA 

Ι) Απομακρύνουμε την αιθανόλη και στεγνώνουμε το RNA pellet, αφήνοντας το tube 

ανοιχτό σε θερμοκρασία δωματίου, για 3-5 min. 

ΙΙ) Τέλος, προσθέτουμε 8 μl H2O και το αφήνουμε για 10-15 min στους 55-60οC. 

Σε ότι αφορά την απομόνωση DNA για δείγματα από τα πρώιμα αναπτυξιακά στάδια του 

δάκου (αυγό, προνύμφη και νύμφη) ακολουθήσαμε την παρακάτω μεθοδολογία , η οποία 

αποτελείται από 3 βήματα: 

1) Κατακρήμνιση DNA 
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Ι) Στα δείγματα που περιέχουν τη μεσόφαση και την οργανική φάση και έχουμε κρατήσει 

από προηγούμενο βήμα, απομακρύνουμε την περίσσεια υδατικής φάσης που βρίσκεται 

πάνω από τη μεσόφαση. 

ΙΙ) Προσθέτουμε 0,3 ml 100% αιθανόλη / 1 ml TRI REAGENT.  

III) Αφήνουμε τα δείγματα σε θερμοκρασία δωματίου για 2-3 min και τα φυγοκεντρούμε σε 

2000 g για 5 min στους 4oC. 

2) Πλύση DNA 

Ι) Απομακρύνουμε το υπερκείμενο. 

ΙΙ) Πραγματοποιούμε πλύση του DNA pellet δύο φορές με χρήση 1 ml 0,1 M sodium citrate 

σε 10% αιθανόλη/ 1 ml TRI-REAGENT. Σε κάθε πλύση αφήνουμε το δείγμα για 30 min σε 

θερμοκρασία δωματίου με περιοδική ανάδευση και φυγοκεντρούμε σε 2000 g για 5 min 

στους 4-25οC. Σημείωση: για την παρασκευή 5ml sodium citrate 0,1 M σε 10% αιθανόλη, 

ζυγίζουμε 0,147 gr σκόνη κιτρικού και στη συνέχεια προσθέτουμε 0,5 ml αιθανόλη 100% και 

4,5 ml H2O. 

III) Στη συνέχεια πραγματοποιούμε πλύση στο ίζημα του DNA σε 75% αιθανόλη (1,5-2 ml / 

1ml TRI-REAGENT ), το αφήνουμε για 10-20 min σε θερμοκρασία δωματίου με περιοδική με 

περιοδική ανάδευση και το φυγοκεντρούμε σε 2000 g για 5 min στους 4-25oC. 

3) Διαλυτοποίηση DNA 

Ι) Απομακρύνουμε την αιθανόλη και στεγνώνουμε το DNA pellet, κρατώντας τα tubes 

ανοιχτά σε θερμοκρασία δωματίου για 3-5 min. 

ΙΙ) Τέλος, διαλύουμε το DNA pellet σε 8 mM NaOH. 

Έτσι, μπορούμε πλέον να χρησιμοποιήσουμε τα RNA και DNA που απομονώσαμε για 

περεταίρω ανάλυση. 

2.3 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

Η μέθοδος της ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα αγαρόζης χρησιμοποιείται για τον διαχωρισμό 

και την ανάλυση (προσδιορισμό μεγέθους) μορίων όπως το DNA, το RNA και οι πρωτεΐνες. 

Και αυτό γιατί η ηλεκτροφόρηση βασίζεται στον διαχωρισμό μορίων με βάση το μέγεθος 

(μοριακό βάρος) και το φορτίο τους (Sambrook et al., 2001; Jean-Louis Viovy, 2000). Για το 

διαχωρισμό πρωτεϊνών ή μικρών μορίων (DNA, RNA, ολιγονουκλεοτίδια) χρησιμοποιείται 

πήκτωμα ακρυλαμίδης ενώ για το διαχωρισμό μεγάλων μορίων νουκλεϊνικών οξέων 

(περισσότερο των 100bp) χρησιμοποιείται πήκτωμα αγαρόζης. Στη συγκεκριμένη εργασία 

χρησιμοποιήθηκε πήκτωμα αγαρόζης. Πιο συγκεκριμένα η αρχή της μεθόδου βασίζεται 

στην ικανότητα μετακίνησης των μορίων σε ένα ηλεκτρικό πεδίο, σύμφωνα με το φορτίο 

και το μέγεθος τους. ηλεκτροστατική δύναμη που αναπτύσσεται λόγω του ηλεκτρικού 

πεδίου κατευθύνει τα αρνητικά φορτισμένα μόρια προς τα θετικά ηλεκτρόδια της καθόδου 

της ηλεκτροφορητικής συσκευής. Ένας περιοριστικός παράγοντας της ταχύτητας 

μετακίνησης των μορίων, είναι το μέγεθος των πόρων της πηκτής το οποίο εξαρτάται από 



29 
 

τη συγκέντρωση της αγαρόζης στο πήκτωμα, δηλαδή την πυκνότητα αυτού. Συνεπώς, όσο 

μεγαλύτερα είναι τα μόρια τόσο πιο αργά μετακινούνται διαμέσου μικρών πόρων και όσο 

πιο πυκνό είναι το πήκτωμα, τόσο πιο μικροί είναι οι πόροι. Ένας ακόμη παράγοντας που 

επηρεάζει την κινητικότητα των μορίων που ηλεκτροφορούνται είναι η τάση του ρεύματος 

που εφαρμόζεται. Ο εντοπισμός των νουκλεϊκών οξέων γίνεται με τη χρώση τους με 

βρωμιούχο αιθίδιο. Το βρωμιούχο αιθίδιο είναι μια ουσία η οποία δημιουργεί σύμπλοκα 

με τα μόρια των νουκλεϊκών οξέων και εκπέμπει φθορισμό όταν διεγερθεί από υπεριώδη 

ακτινοβολία. Τέλος απαραίτητη είναι η ύπαρξη ενός μάρτυρα (ladder) γνωστού μοριακού 

βάρους ώστε να μπορεί να γίνει η σύγκριση με τα τμήματα που προκύπτουν από την 

ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων μας (Sambrook et al., 1989). Τα βήματα που ακολουθούνται 

για την επίτευξη της ηλεκτροφόρησης μορίων σε πηκτή αγαρόζης έχουν ως εξής: 

 Παρασκευή πηκτώματος 

1. Ετοιμάζουμε το καλούπι για την παρασκευή του πηκτώματος και 

τοποθετούμε τα χτενάκια. 

2. Σε μια κωνική φιάλη προσθέτουμε TBE 0,5% και αγαρόζη τα οποία 

υπολογίζουμε ανάλογα με το πόσο πυκνό θέλουμε να είναι το gel που θα 

παρασκευάσουμε. Για την παρασκευή πηκτώματος αγαρόζης 1%, 

προσθέτουμε 100 ml ΤΒΕ και 1 gr αγαρόζη. 

3. Πριν ξεκινήσουμε τη θέρμανση της κωνικής φιάλης, τη ζυγίζουμε έτσι ώστε 

μετά το πέρας της θέρμανσης να αναπληρώσουμε τη διαφορά στο βάρος 

με απιονισμένο νερό. 

4. Θερμαίνουμε την κωνική φιάλη μέχρι η αγαρόζη να διαλυθεί πλήρως μέσα 

στο TBE. 

5. Στη συνέχεια, προσθέτουμε το βρωμιούχο αιθίδιο σε τελική συγκέντρωση 1 

μg/ ml εφόσον πρώτα μειωθεί σημαντικά η θερμοκρασία του (κρυώνουμε 

με βύθιση σε κρύο νερό).  

6. Τέλος, αδειάζουμε προσεκτικά στο καλούπι και απομακρύνουμε τυχόν 

φυσαλίδες. 

 

 Ηλεκτροφόρηση 

1. Προετοιμάζουμε τα δείγματα προς ηλεκτροφόρηση με την προσθήκη σε αυτά 

loading buffer 6X (προσθέτουμε 1μl loading buffer / 6 μl δείγματος). Το loading 

buffer περιέχει και γλυκερόλη. Το διάλυµα αυτό επιτρέπει στο DNA να 

τοποθετηθεί στα πηγαδάκια και να µην διαχυθεί στο διάλυµα της 

ηλεκτροφόρησης, ενώ η χρωστική επιτρέπει την παρακολούθηση της πορείας 

της ηλεκτροφόρησης. 

2. Σε ένα από τα πηγαδάκια θα τοποθετηθεί ο ladder (GeneON). 

3. Στη συνέχεια τοποθετούμε το πήκτωμα αγαρόζης μέσα στη συσκευή 

ηλεκτροφόρησης την οποία γεμίζουμε με TBE 0,5X μέχρι το διάλυμα να 

καλύψει όλο gel και τα πηγαδάκια. 

4. Στη συνέχεια φορτώνουμε όλα τα δείγματα και τον μάρτυρα στα πηγαδάκια και 

συνδέουμε τα ηλεκτρόδια στη συσκευή εφαρμόζοντας τάση 100V για περίπου 

50 min. 
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5. Τέλος, με την ολοκλήρωση της ηλεκτροφόρησης το πήκτωμα εκτίθεται σε UV 

ακτινοβολία με αποτέλεσμα οι ζώνες που δημιουργήθηκαν από τη 

μετανάστευση των μορίων να είναι πλέον ορατές. 

2.4 Ποσοτικοποίηση DNA 

Η ποσοτικοποίηση του DNA πραγματοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση (Tweedie and Stowell, 

2005). καθώς και με το Qubit kit.  Στην πρώτη περίπτωση, έγινε η ηλεκτροφόρηση 

δείγματος που περιείχε 5 μl DNA που θέλουμε να ποσοτικοποιήσουμε, χρωστική loading 

buffer 6X και τέλος, σύγκριση με μάρτυρα γνωστού μοριακού βάρους. Για την 

ποσοτικοποίηση με το Qubit kit, αρχικά παρασκευάζουμε tubes με 200 μl working solution, 

που αποτελείται από 199 μl Qubit buffer και 1 μl reagent. Στη συνέχεια δημιουργούμε δυο 

διαλύματα standard 1 και standard 2, τα οποία αποτελούνται από 10 μl standard και 190 μl 

working solution. Τέλος, παρασκευάζουμε τα δείγματα τα οποία θα έχουν 1 μl δείγματος 

και 199 μl working solution. Έτσι, τοποθετούμε στη συσκευή αρχικά τα δυο standard 

διαλύματα και στη συνέχεια τα δείγματα προς ποσοτικοποίηση και παίρνουμε το 

αποτέλεσμα από τη μέτρηση. Είναι σημαντικό πριν τοποθετήσουμε τα δείγματα να έχει 

προηγηθεί vortex για 2-3 sec καθώς και επώαση των δειγμάτων για 2 min σε room 

temperature. 

2.5 Επίδραση με DNase και σύνθεση cDNA 

Η δεοξυριβονουκλεάση (DNαση) είναι ένα ένζυμο που καταλύει την υδρόλυση 

φωσφοδιεστερικών δεσμών στο DNA με αποτέλεσμα την αποδόμησή του (Kunitz, 1950). 

Στη συγκεκριμένη περίπτωση λοιπόν, η DNαση χρησιμοποιείται για την αποδόμηση των 

υπολειμμάτων DNA από την απομόνωση RNA, έτσι ώστε να μην υπάρχει παρεμβολή DNA 

κατά τη σύνθεση του cDNA. Το cDNA είναι ένα μόριο που προκύπτει από ολικό ώριμο 

mRNA, το οποίο λειτουργεί ως εκμαγείο για τη σύνθεση συμπληρωματικού DNA με τη 

χρήση του ενζύμου αντίστροφη μεταγραφάση (Cooper et al., 2007; Croy, 1998). Η 

μεθοδολογία που ακολουθείται για τη σύνθεση του cDNA με την βοήθεια και της DNασης 

(Ambion) έχει ως εξής: 

1. Δημιουργούμε διάλυμα με: 

 

Για νύμφη και προνύμφη Για αυγό 

18 μl RNA 10 μl RNA 

2,5 μl DNase buffer 2,0 μl DNase buffer 

1,0 μl DNase 1,0 μl DNase 

3,5 μl H20 7,0 μl H2O 

  

Αφού το παρασκευάσουμε, το αφήνουμε στους 37οC για 25 min. 

2. Προσθέτουμε 2,5 μl inhibition buffer, το αφήνουμε για 5 min σε room 

temperature με παράλληλη ανάδευση και τέλος, το φυγοκεντρούμε σε 10000 g 

για 5 min και μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε νέο tube. 
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3. Στη συνέχεια παίρνουμε 18 μl από το παραπάνω δείγμα (10 μl για egg) και 

προσθέτουμε 1,0 μl από Random Primers (300 ng) και 1,0 μl Η2Ο και το 

αφήνουμε για 10 min στους 70οC και στη συνέχεια για 5 min στον πάγο. 

4. Τέλος, για τη σύνθεση του cDNA προσθέτουμε σε ένα tube: 

 2,0 μl 10X Buffer 

 1,0 μl dNTPS 2,5 mM each 

 1,0 μl RNase Inhibitor 

 1,0 μl MMLUV Reverse Transcriptase 

 15,0 μl H2O 

5. Γίνεται μίξη των δυο διαλυμάτων. 

 

Αφήνουμε το διάλυμα στους 45οC για 45 min και στη συνέχεια στους 70οC για 10                     

min. Οι ιστοί είναι έτοιμοι για να πραγματοποιήσουμε Real Time PCR. 

                                                    

2.6 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

Η PCR είναι μια εύχρηστη in vitro τεχνική που επιτρέπει την ενίσχυση και τον 

πολλαπλασιασμό ενός συγκεκριμένου τμήματος DNA, με δεδομένο ότι είναι γνωστή η 

νουκλεοτιδική του αλληλουχία. Η γνώση της αλληλουχίας του τμήματος που θέλουμε να 

ενισχύσουμε είναι απαραίτητη για τον σχεδιασμό των εκκινητών, οι οποίοι είναι δυο 

πλευρικές αντιπαράλληλες ολιγονουκλεοτιδικές αλληλουχίες-, που χρησιμεύουν ως 

εναρκτήρια μόρια της σύνθεσης συμπληρωματικών αλυσίδων από ένα εκμαγείο DNA. 

Επίσης, απαραίτητη είναι η χρήση μιας ειδικής DNA πολυμεράσης, που καταλύει τη 

σύνθεση των συμπληρωματικών αλυσίδων, παρουσία περίσσειας δεοξυριβονουκλεοτιδίων 

(dNTPs 2,5 mM each). Αυτή η DNA πολυμεράση (Taq πολυμεράση) που χρησιμοποιείται 

είναι βακτηριακής προέλευσης καθώς απομονώνεται από το βακτήριο Thermus Aquaticus 

για να μπορεί να αντέξει στις υψηλές θερμοκρασίες που απαιτούνται (έως και 95οC) για να 

λειτουργήσει κατά τη διαδικασία της PCR. Επιπλέον, για να επιτύχει η διαδικασία της PCR 

απαραίτητη είναι η χρήση περίσσειας δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs 2,5 mM each) για να 

χρησιμοποιηθούν από την taq για τη σύνθεση των συμπληρωματικών αλυσίδων, καθώς και 

το ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα του ενζύμου (buffer) ενώ τέλος προστίθεται αποστειρωμένο 

νερό για τη συμπλήρωση του τελικού όγκου της αντίδρασης (συνήθως 20 μl). Ένας πλήρης 

κύκλος PCR περιλαμβάνει τρία στάδια: 

 Αποδιάταξη του DNA (denaturation) 

 Προσαρμογή των εκκινητών στο DNA εκμαγείο (annealing) 

 Επιμήκυνση των εκκινητών (extension). 

Οι επαναλαμβανόμενοι κύκλοι αποδιάταξης, προσαρμογής και επιμήκυνσης των εκκινητών  

από την πολυμεράση πραγματοποιούνται σε ειδική PCR συσκευή, η οποία είναι γνωστή ως 

θερμικός κυκλοποιητής (thermal cycler), που προγραμματίζεται ώστε να μεταβαίνει 

κυκλικά στις επιθυμητές θερμοκρασίες για συγκεκριμένα χρονικά διαστήματα που εμείς 
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ορίζουμε. Ως αποτέλεσμα της διαδικασίας, η αρχική ποσότητα του DNA αυξάνεται 

εκθετικά, αφού διπλασιάζεται στο τέλος κάθε κύκλου. Με τον τρόπο αυτό μετά την 

ολοκλήρωση n κύκλων η αρχική αλληλουχία θα έχει πολλαπλασιαστεί 2n φορές.  

Σε μια τυπική αντίδραση, το δίκλωνο DNA αποδιατάσσεται με θέρμανση στους 95°C. Στη 

συνέχεια οι εκκινητές σε περίσσια υβριδίζονται στις συμπληρωματικές αλληλουχίες 

του DΝΑ εκμαγείου με ψύξη του δείγματος στους 50ο – 60° C.Η θερμοκρασία αυτή 

ρυθμίζεται στο σημείο τήξης (Tm) των εκκινητών. Ακολουθεί επώαση στους 72°C για την 

επιμήκυνση των εκκινητήρων από την θερμοανθεκτική taq πολυμεράση, παρουσία 

περίσσειας των τεσσάρων νουκλεοτιδίων (dNTPs 2,5mM each). Τέλος, τα προϊόντα κάθε 

κύκλου, λειτουργούν ως μήτρες του επόμενου κύκλου και η διαδικασία επαναλαμβάνεται 

με την εκθετική αύξηση των νέων δίκλωνων αλυσίδων DNA. Τα προϊόντα ενίσχυσης που 

προκύπτουν από την παραπάνω αντίδραση αναλύονται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

αγαρόζης όπως αναλύθηκε παραπάνω (Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988). 

Η μέθοδος για την επίτευξη της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) είναι ως εξής: 

Σε σωληνάκι τύπου eppendorf προστίθενται οι εξής ποσότητες για τη σύσταση μιας τυπικής 

PCR:  

 

 

DNA (40 ng/μl)                                   1 μl 

PCR buffer 10X                                   2 μl 

dNTPs (2,5 mM each)                                  0,4 μl 

Εκκινητής forward (10 pmol/μl)                                  0,7 μl 

Εκκινητής reverse (10 pmol/μl)                                  0,7 μl 

Taq πολυμεράση (5U/μl)                                  0,2 μl 

dH2O                                  15 μl 

Τελική ποσότητα                                  20 μl 

 

Στη συνέχεια τα σωληνάκια προστίθενται στον θερμικό κυκλοποιητή και ακολουθείται η 

εξής διαδικασία : 

 Αρχική αποδιάταξη: 94οC  3 min 

 Αποδιάταξη: 94οC  30 sec 

 Υβριδισμός: Tm εκάστωτε εκκινητή  30 sec 

 Επιμήκυνση: 72oC  30 sec 

 Τελική επιμήκυνση: 72oC  5 min  

Για 30 κύκλους 
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2.6.1 Re-PCR (Repeat PCR) 

Η μέθοδος re-PCR αποτελεί ουσιαστικά μια τυπική μέθοδο αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυμεράσης (PCR) η οποία επαναλαμβάνεται και δεύτερη φορά με χρήση ως template του 

προϊόντος από την πρώτη PCR. H re-PCR γίνεται για να ενισχύσουμε ακόμα περισσότερο 

ένα τμήμα DNA όταν αυτό δεν έχει ενισχυθεί στον επιθυμητό βαθμό από την τυπική PCR 

(Comi et al., 1997). 

Όπως είπαμε η διαδικασία είναι παρόμοια με την τυπική PCR, έτσι αρχικά σε ένα σωληνάκι 

τύπου eppendorf προσθέτουμε τις ίδιες ποσότητες όπως και παραπάνω. 

Στη συνέχεια εκτελούμε νέα PCR με τις εξής ποσότητες: 

DNA (40 ng/μl) (Ως δείγμα DNA παίρνουμε 

δείγμα από την PCR που μόλις εκτελέσαμε)   

                                     2 μl 

PCR buffer 10X                                      2 μl 

dNTPs (2,5 mM each)                                    0,4 μl 

Εκκινητής forward (10 pmol/μl)                                    0,7 μl 

Εκκινητής reverse (10 pmol/μl)                                    0,7 μl 

Taq πολυμεράση (5U/μl)                                    0,2 μl 

dH2O                                      14 μl 

Τελική ποσότητα                                      20 μl 

 

Στη συνέχεια επαναλαμβάνουμε τη διαδικασία έχοντας ως δείγμα DNA 1 μl από την PCR 

που μόλις εκτελέσαμε. 

2.7 PCR πραγματικού χρόνου (Real Time PCR) 

Η PCR πραγματικού χρόνου είναι μια μέθοδος που βασίζεται στην τυπική αντίδραση 

αλυσιδωτής πολυμεράσης και επιτρέπει την ποσοτικοποίηση συγκεκριμένων αλληλουχιών 

στόχων. Επίσης, η real time PCR μπορεί να μας δώσει δεδομένα για τη γονιδιακή έκφραση 

συγκεκριμένων γονιδίων που μας ενδιαφέρουν. Στη real time PCR σε αντίθεση με την 

τυπική PCR, η διαδικασία ενίσχυσης του τμήματος της αλληλουχίας που μας ενδιαφέρει, 

καταγράφεται κατά τη διάρκεια όλης της αντίδρασης, μέσω της παρακολούθησης της 

αύξησης του φθορισμού μιας φθορίζουσας ουσίας σε κάθε κύκλο, στη συγκεκριμένη 

περίπτωση της SYBR green. Η χρωστική αυτή προσδένεται στα δίκλωνα μόρια του DNA με 
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αποτέλεσμα την παραγωγή φθορισμού, η ένταση του οποίου είναι ανάλογη με τη 

συγκέντρωση του προϊόντος που παράγεται. Η ποσοτικοποίηση προκύπτει από τη χρήση 

μιας πρότυπης καμπύλης η οποία δίνει τη δυνατότητα προσδιορισμού της συγκέντρωσης 

άγνωστων δειγμάτων (Higuchi et al., 1992; Bustin SA, 2000; Kubista et al., 2006).  

Η μέθοδος που ακολουθείται έχει ως εξής: 

 Το μείγμα της αντίδρασης αποτελείται από : 

 SYBR που λειτουργεί ως ρυθμιστικό διάλυμα ενώ περιέχει και το ένζυμο 

 Εκκινητή forward 150 nM 

 Εκκινητή reverse 150 nM 

 dH2O για να πληρώσει το υπόλοιπο της αντίδρασης η οποία συνήθως είναι 

15 μl 

 1μl του επιθυμητού δείγματος DNA 

 Το δείγμα τοποθετείται σε ειδικό θερμικό κυκλοποιητή και έχουμε την αντίδραση 

στις ακόλουθες συνθήκες: 

1. Επώαση στους 50οC    για 2 min 

2. Αρχική αποδιάταξη στους 95οC    για 3 min 

3. Αποδιάταξη στους 95οC    για 10 sec 

4. Υβριδισμός στους 55οC    για 20 sec 

5. Επιμήκυνση στους 72οC  για 30 sec 

6. Τέλος, έχουμε τη σταδιακή αύξηση της θερμοκρασίας από 55-95οC κατά 

0,5οC ανά 5 sec για το σχηματισμό της καμπύλης τήξης (melt curve). 

2.8 Σχεδιασμός και έλεγχος εκκινητών 

Όπως ήδη αναφέρθηκε παραπάνω, οι εκκινητές είναι μικρές ολιγονουκλεοτιδικές 

αλληλουχίες οι οποίες σχεδιάζονται με τέτοιο τρόπο, ώστε να υβριδίζονται με υψηλή 

εξειδίκευση εκατέρωθεν των τμημάτων που θέλουμε να ενισχύσουμε με την αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης. Οι εκκινητές σχεδιάζονται και στη συνέχεια ελέγχονται για το αν 

ενισχύουν την αλληλουχία του αναμενόμενου μεγέθους. Ο έλεγχος αυτός γίνεται με PCR 

και με ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων σε πήκτωμα αγαρόζης. 

Ο σχεδιασμός των εκκινητών επιτεύχθηκε με τη χρήση του προγράμματος Primer-

BLAST(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer- blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome). 

Για τον σχεδιασμό χρησιμοποιήθηκαν αλληλουχίες από male specific scaffolds που 

προέκυψαν έπειτα από σύγκριση αρσενικών και θηλυκών ατόμων δάκου.  

 F R Size 
(bp) 

Sc 67702 CTGCCATTATTAGCTTGG CGAACTTATAGACGGATATG 100 
Sc 27532 ATGTTATACAGCGTCCTCAG ATGCGTGCACTTTACTTG 463 
Sc 6617 TAGTCTAACGGTGGAAACC TTTATAGTAAGGGGAAGCAG 252 
Sc 23723 ACAAGCGAAGAAGAAGAG AACAGCCTAGAAACTTAGG 303 
Sc 6873 reg 4 TTCAGGGTACGGCTTTTCACA TTATGAAAACACCAGCACCGA 100 
AB12 ACCATGCGACGGAACATCTT CCTGCACATCCGAGTTACCA 103 
Y-importin CAGCTCTGCAATGAATTTCG ATGGCCTCATTTCGTTTTCC 106 

Για 49 κύκλους 
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Sc 2952 GGAAGTGATATTCCAAAGTG AAGTTCGTGCCAAACATAG 500 
Sc 3738 GCACACACACATACATAGTTC GTGATTACCATCTTTTCCTG 523 
Sc 6626 TTAGATAGACTCAGGGAACG AATTGAAGTGTAGGCAGAG 500 
Sc 6131 AGACGTTTTCGAGTATGTTG TGAAGAATGGACTGGATG 500 
Sc 4074 CCAGCACTGTTTCGTTCGTG CCTGCGAGATACCATTGCGA 341 
Sc 30487 CCGTTATGTGGACGTAACTGA TCACTCAATTGATGGTGGGGA 237 
Sc 6873 reg1 CCCGCGACAGCAATACATTT CCACCTCGGCTTTGCAATTG 113 
Sc 30951 AACAGATTTCAGCGTCAC GTGATAGTGTATTAGTGGTGGTG 194 
Sc 42650 TGAAATTACCTCTCGTTGG AAGTATCGCATGATGTGC 131 
Sc 6873 reg5 ATGCGATATCATGGCCAGCA ACAATGTGATTGGCTGGCAG 184 
Rpl19 CTTCACGTACTTTATGCCTTC GCAAGGGTAATGTGTTCAA 126 
14-3-3zeta GTCTTCTCGACAAACACC CCACCTCAGCTAAATACC 102 

 

 

 

H επιλογή των κατάλληλων εκκινητών είναι σημαντική καθώς οι τυπικοί εκκινητές έχουν 

μήκος 20-25 νουκλεοτίδια, περιεκτικότητα σε βάσεις G,C περίπου 20-60%, και Τm =55. Ενώ, 

δεν πρέπει να έχουν συμπληρωματικά άκρα, ούτε συμπληρωματικές μεταξύ τους περιοχές 

για να αποτραπεί η ενίσχυση μη επιθυμητών τμημάτων DNA. Για τον έλεγχο των εκκινητών 

έγινε  PCR και ηλεκτροφόρηση των προϊόντων σε πήκτωμα αγαρόζης. Τα ζεύγη εκκινητών 

που ενισχύουν τμήματα DNA του αναμενόμενου μεγέθους, επιλέχθηκαν για να 

χρησιμοποιηθούν σε περαιτέρω αναλύσεις. Επίσης, πριν τον εργαστηριακό έλεγχο και κατά 

τη σχεδίαση των εκκινητών, γίνεται μια προσομοίωση του τμήματος που ενισχύεται με το 

διαδυκτιακό τόπο blast για να δούμε αν μέσω βιοπληροφορικής προκύπτει ενίσχυση μόνο 

του συγκεκριμένου γονιδίου και όχι και άλλων γονιδίων που μοιάζουν στην αλληλουχία με 

αυτό. 

2.9 Λειτουργική ανάλυση σε αναπτυξιακά στάδια και στο 

αναπαραγωγικό σύστημα αρσενικών ατόμων δάκου 

Για να επιτευχθεί η δημιουργία προφίλ έκφρασης των δυο αρρενοειδικών γονιδιακών 

τόπων, ΑΒ12 (ιμπορτίνη) και Sc 6873 reg4 (smoothelin), στα αναπτυξιακά στάδια του δάκου 

της ελιάς B.oleae, πραγματοποιήθηκε λειτουργική ανάλυση με Real Time PCR. Πιο 

συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε Real time PCR σε δείγματα από αυγά, προνύμφες, 

νύμφες και στάδια ενηλίκου του είδους για κάθε έναν από δυο δείκτες οι οποίοι βρέθηκαν 

να είναι Y-ειδικοί. Για τη λειτουργική ανάλυση των δυο αυτών γονιδίων σε κάθε 

αναπτυξιακό στάδιο χρησιμοποιήσαμε housekeeping genes, τα οποία αποτελούν γονίδια 

που απαιτούνται για την υποστήριξη των βασικών κυτταρικών λειτουργιών, με αποτέλεσμα 

να εκφράζονται σε όλα τα κύτταρα ενός οργανισμού υπό φυσιολογικές συνθήκες (Butte, 

AJ., et al., 2001). Τα γονίδια αναφοράς που χρησιμοποιήθηκαν εμφανίζονται στον πίνακα 3 

και προέρχονται από προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου (Sagri et al., 2014a, b). Ο λόγος 

που χρησιμοποιούνται housekeeping genes είναι για να διορθωθούν οι μη ειδικές 

διακυμάνσεις, όπως οι διαφορές στην ποιότητα και την ποσότητα του RNA που 

χρησιμοποιήθηκε και οι οποίες μπορούν να επηρεάσουν την αποτελεσματικότητα της 

Πίνακας 3. Στον παραπάνω πίνακα αναγράφονται τα ονόματα και οι αλληλουχίες των 17 ζευγών 

εκκινητών (forward και reverse) και των δύο housekeeping genes που χρησιμοποιήθηκαν, καθώς 

και το μέγεθος των βάσεων που αυτά ενισχύουν. 
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αντίστροφης μεταγραφής και ως εκ τούτου όλη τη διαδικασία της real time PCR (Brunner, 

2004). Στη συνέχεια, για την επεξεργασία και την ανάλυση των αποτελεσμάτων των real 

time PCRs, έγινε κανονικοποίηση (normalization) των δεδομένων μέσω του λογισμικού 

προγράμματος BIORAD CFX software. Η κανονικοποίηση της έκφρασης του γονιδίου στόχου 

γίνεται σε σχέση με την έκφραση του γονιδίου αναφοράς, διότι με αυτόν τον τρόπο 

αντισταθμίζεται η όποια διαφορά μπορεί να υπάρχει στην ποσότητα του ιστού ανάμεσα 

στα δείγματα που ελέγχονται. Τα αποτελέσματα λοιπόν που παίρνουμε, έχουν να κάνουν 

με την αύξηση ή μείωση της έκφρασης του γονιδίου στόχου σε σχέση με τη σταθερή 

έκφραση του γονιδίου αναφοράς. 
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                   3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1 Ποσοτικοποίηση DNA 

Όπως ήδη αναφέρθηκε παραπάνω, πραγματοποιήθηκε απομόνωση DNA από αρσενικά και 

θηλυκά άτομα Bactrocera oleae μέσω του DNA extraction kit και στη συνέχεια 

προσδιορίστηκε η συγκέντρωση του DNA στα άτομα αυτά. Ο ποιοτικός έλεγχος των DNA 

πραγματοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση (Εικόνα 11). Η ποσοτικοποίηση επιβεβαιώθηκε με 

τη μέθοδο Qubit. Σε γενικές γραμμές, τα αποτελέσματα των δυο μεθόδων συμφωνούν 

μεταξύ τους, καθώς είναι φανερό μέσω της ηλεκτροφόρησης ότι τα θηλυκά άτομα έχουν 

μεγαλύτερη ποσότητα DNA λόγω της πιο έντονης ζώνης που εμφανίζουν στην 

ηλεκτροφόρηση η οποία είναι ανάλογη με την ποσότητα του DNA που ηλεκτροφορείται. 

Αντίστοιχα, μεγαλύτερη ποσότητα DNA για τα θηλυκά μας προκύπτει και από τη μέθοδο 

Qubit η οποία είναι πιο εξειδικευμένη δίνοντάς μας ακριβώς την ποσότητα DNA που 

υπάρχει σε ένα δείγμα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Στη συνέχεια έγιναν αραιώσεις με σκοπό να επιτευχθεί η ίδια συγκέντρωση DNA για το 

κάθε δείγμα και να μην έχουμε μεγάλες αποκλείσεις στα αποτελέσματα της real time PCR 

τα οποία μπορεί να οφείλονται σε διαφορετικές συγκεντρώσεις DNA ανάμεσα στα 

δείγματα. Tα δείγματα αυτά στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν για τον έλεγχο της 

αρρενοειδικότητας εκκινητών μέσω της μεθόδου PCR.  

 

                  Males (ng/μl)                Females (ng/μl) 

   1                      4,86                       12,3 

   2                      7,17                       10,4 

   3                      4,28                       7,43 

   4                      6,43                       9,01 

   5                      7,30                       9,48 

   6                      9,23                       6,23 

Εικόνα 11 Ποσοτικοποίηση DNA με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1% 

(L: Ladder, ♂:Males, ♀:Females). 

   L       1♂     2♂      3♂     4♂     5♂     6♂      1♀    2♀      3♀    4♀      5♀     6♀ 

Πινακας 4 Ποσοτικοποίηση του DNA από 12 δείγματα ατόμων 

Bactrocera oleae, με τη μέθοδο Qubit. 
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3.2 Ενίσχυση με PCR σε 17 αρρενοειδικούς γενετικούς τόπους του 

είδους B.oleae  

Συνολικά, μελετήθηκαν 17 γενετικοί τόποι, οι οποίοι προέρχονται από male specific 

scaffolds που προέκυψαν έπειτα από σύγκριση ανάμεσα σε αρσενικά και θηλυκά άτομα 

δάκου. Στους 17 αυτούς γενετικούς τόπους, πραγματοποιήθηκαν αντιδράσεις PCR και στη 

συνέχεια ηλεκτροφορήσεις σε πηκτή αγαρόζης με σκοπό να ελεγχθεί κατά πόσο οι 

γονιδιακοί τόποι που ελέγξαμε είναι Y-ειδικοί. Για τις αντιδράσεις PCR χρησιμοποιήθηκαν 6 

αρσενικά και 6 θηλυκά άτομα, ειδικού μεγέθους ladder (μάρτυρας) για την εκτίμηση του 

μεγέθους που ενισχύεται καθώς και ένα αρνητικό control για τον εντοπισμό τυχόν 

επιμολύνσεων. Τα αποτελέσματα ενίσχυσης από τα 17 ζεύγη εκκινητών, παρουσιάζονται 

στις παρακάτω εικόνες ενώ στον πίνακα που ακολουθεί αναγράφονται, τα γονίδια και οι 

πρωτεΐνες, που βρέθηκαν να έχουν μεγάλη ομολογία με τον κάθε αρρενοειδικό εκκινητή 

που μελετήθηκε στην παρούσα εργασία, εκτός από τον Y-importin, ο οποίος έχει δειχθεί ότι 

αντιστοιχεί στο γονίδιο της ιμπορτίνης, από προηγούμενη εργασία (Gabrieli et al., 2011).   

 

 primer Ομόλογο γονίδιο E-value 

1 Sc67702 Μιτοχονδριακή NADH-ουβικινόνη 0,060 

2 Sc27532 Πρωτεΐνη af-10  2e-04 

3 Sc6617 Γονίδιο eve 2e-06 

4 Sc 23723 Πρωτεϊνική κινάση Ser/thr  0,24 

5 Sc 6873 reg4 Smoothelin 2,6 

6 AB12 Ιμπορτίνη-4 0,22 

7 Sc 2952 Γονίδιο ovoA 0,41 

8 Sc 3738 Histone-lysine N- μεθυλοτρανσφεράση 6e-09 

9 Sc 6626 Πεψίνη 2e-11 

10 Sc 6131 uncharacterized 4e-08 

11 Sc 4074 Ελικάση 1e-08 

12 Sc 30487 Γονίδιο για κυτοχρωμική οξειδάση 0,051 

13 Sc 6873 reg 1 Ελικάση 2e-05 

14 Sc 30951 Cuticle protein 16.5 0,048 

15 Sc 42650 Βαριά αλυσίδα δυνεϊνης 5 0,72 

16 Sc 6873 reg 5 Ελικάση 1e-14 

   Πίνακας 5 Γίνεται αντιστοίχηση του κάθε εκκινητή που ελέγχθηκε στην παρούσα εργασία, με ένα 

γονίδιο το οποίο βρέθηκε να έχει τη μεγαλύτερη ομολογία με τις βάσεις που ενισχύθηκαν. 

Επιπλέον, αναγράφονται και οι τιμές E-value για κάθε ένα από αυτά. 
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   L      1♂     2♂    3♂      4♂      5♂       6♂   1♀    2♀     3♀     4♀      5♀      6♀   NTC 

Εικόνα 12. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον 

εκκινητή  Sc 67702 (Μιτοχονδριακή NADH-ουβικινόνη), που ενισχύει 100 bp. 

100bp 

  L      1♂   2♂    3♂   4♂   5♂   6♂    6♂  1♀   2♀    3♀   4♀   5♀    6♀                  NTC 

 

500bp 

Εικόνα 13. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον 

εκκινητή  Sc 27532 (πρωτεΐνη af-10), που ενισχύει 500 bp. 

     L       1♂    2♂      3♂     4♂     5♂    6♂     1♀      2♀    3♀     4♀     5♀      6♀   NTC 

 

252bp 

Εικόνα 14. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον 

εκκινητή  Sc 6617 (γονίδιο eve), που ενισχύει 252 bp. 
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       L        1♂      2♂     3♂      4♂     5♂       6♂    1♀     2♀      3♀      4♀      5♀     6♀    NTC 

 

303bp 

Εικόνα 15. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  

Sc 23723 (πρωτεϊνική κινάση Ser/thr), που ενισχύει 303 bp. 

        L        1♂      2♂      3♂      4♂     5♂     6♂     1♀      2♀      3♀     4♀      5♀      6♀    NTC 

 

100bp 

Εικόνα 16. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  

Sc 6873 reg 4 (Smoothelin), που ενισχύει 100 bp. 

    L        1♂      2♂      3♂      4♂      5♂     6♂      1♀      2♀     3♀       4♀     5♀     6♀     NTC 

 

103bp 

Εικόνα 18. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  

Y-importin, που ενισχύει 106 bp. 

    L        1♂      2♂     3♂     4♂      5♂     6♂      1♀     2♀     3♀      4♀     5♀     6♀    NTC 

 

106bp 

Εικόνα 17. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  

AB12 (ιμπορτίνη), που ενισχύει 103 bp. 
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Εικόνα 19. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων pcr με τον εκκινητή  Sc 

2952 (γονίδιο ovoA), που ενισχύει 500 bp.  

       L        1♂      2♂       3♂       4♂       5♂      6♂      1♀       2♀       3♀       4♀       5♀      6♀ 

 

Εικόνα 20. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  

Sc 3738 (Histone-lysine N- μεθυλοτρανσφεράση), που ενισχύει 523 bp.

ις (???) βάσεις.  Εικόνα 21. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων pcr με τον εκκινητή  Sc 

6626 (πεψίνη), οποίος ενισχύει 500 bp.  

         L         1♂      2♂      3♂       4♂      5♂      6♂       1♀      2♀      3♀       4♀      5♀       6♀ 

500bp 

523bp 

   L        1♂      2♂      3♂      4♂     5♂       6♂      1♀       2♀     3♀      4♀      5♀      6♀     NTC 

 

500bp 
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   L       1♂        2♂      3♂       4♂     5♂       6♂      1♀      2♀      3♀       4♀      5♀      6♀     NTC 

 

Εικόνα 22. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  Sc 

6131 (uncharacterized), που ενισχύει 500 bp.  

      L       1♂      2♂      3♂      4♂      5♂     6♂       1♀      2♀      3♀       4♀      5♀      6♀    NTC 

 

Εικόνα 23. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  Sc 

4074 (ελικάση), οποίος ενισχύει 341 bp.  

    L         1♂      2♂       3♂     4♂      5♂      6♂      1♀      2♀      3♀      4♀       5♀      6♀    NTC 

 

Εικόνα 24. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  Sc 

30487 (γονίδιο για κυτοχρωμική οξειδάση), που ενισχύει 237 bp.  

500bp 

237bp 

341bp 
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   L        1♂      2♂      3♂      4♂       5♂      6♂     1♀      2♀      3♀       4♀      5♀      6♀      NTC 

 

Εικόνα 25. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  Sc 

6873 reg1 (ελικάση), που ενισχύει 113 bp.  

   L       1♂     2♂     3♂      4♂      5♂     6♂      1♀       2♀        3♀       4♀        5♀        6♀     

NTC 

 

Εικόνα 26. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  Sc 

30951 (cuticle protein 16.5), που ενισχύει 194 bp.  

   L        1♂      2♂      3♂       4♂     5♂       6♂     1♀      2♀      3♀       4♀      5♀      6♀     NTC 

 

Εικόνα 27. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  Sc 

42650 (βαριά αλυσίδα δυνεΐνης 5), που ενισχύει 131 bp.  

Εικόνα 28. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων PCR με τον εκκινητή  Sc 

6873 reg5 (ελικάση), που ενισχύει 184 bp.  

      L       1♂      2♂     3♂     4♂     5♂      6♂      1♀       2♀       3♀       4♀       5♀        6♀    

NTC 

 

184bp 

194bp 

113bp 

131bp 
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Όπως προκύπτει από τις παραπάνω εικόνες, οι εκκινητές που έχουν ομολογία με την 

πεψίνη, την πρωτεΐνη af-10, το γονίδιο eve, την πρωτεϊνική κινάση, την κυτοχρωμική 

οξειδάση, την ελικάση, την smoothelin, τη δυνεΐνη,  την μιτοχονδριακή NADH ουβικινόνη, Y-

importin και την ιμπορτίνη δίνουν προϊόν ενίσχυσης στα αρσενικά μόνο άτομα Οι 

υπόλοιποι εκκινητές (cuticle protein 16.5, uncharacterized, μεθυλοτρανσφεράση, γονίδιο 

ovoA) φαίνεται ότι εμφανίζουν αρρενοειδικότητα καθώς έχουμε ζώνες στο μέγεθος που 

ενισχύσαμε μόνο στα αρσενικά άτομα, χωρίς καμία εμφάνιση της αναμενόμενης ζώνης στα 

θηλυκά. Από τις αντίστοιχες εικόνες, γίνεται εμφανές ότι δεν επετεύχθη ενίσχυση όλων των 

δειγμάτων, καθώς κάποια αρσενικά άτομα δεν έδωσαν αποτελέσματα. Το γεγονός αυτό 

μπορεί να οφείλεται σε προσθήκη μικρής ποσότητας DNA στην αντίδραση PCR. Ωστόσο 

επιβεβαιώνεται, η κατάλληλη χρήση των 17 εκκινητών ως δείκτες για τον διαχωρισμό 

αρσενικών και θηλυκών ατόμων στον δάκο της ελιάς.  

3.3 Απομόνωση DNA  

Για την πραγματοποίηση του ελέγχου της έκφρασης αρρενοειδικών γονιδίων στα 

αναπτυξιακά στάδια του δάκου της ελιάς, προηγήθηκε η απομόνωση DNA από τα στάδια 

αυτά (αυγό, προνύμφη και νύμφη). Τα αποτελέσματα της απομόνωσης του DNA 

παρουσιάζονται ενδεικτικά στην παρακάτω εικόνα. 

 

 

 

 

Ο εκκινητής που χρησιμοποιήθηκε για την ενίσχυση των δειγμάτων στην εικόνα 28, είναι ο 

Sc 6626 (πεψίνη) ο οποίος ενισχύει 500 bp. Στην ηλεκτροφόρηση χρησιμοποιήθηκαν και 

ένα αρσενικό και ένα θηλυκό ενήλικο άτομο σαν δείκτης του φύλου του κάθε δείγματος για 

τα αναπτυξιακά στάδια που ελέγχθηκαν. Όπως προκύπτει από την Εικόνα 28, η προνύμφη 

12 (L12), η νύμφη 2 (Ρ2) και το αυγό 2 (Ε2) είναι αρσενικά έντομα ενώ αντίστοιχα η 

προνύμφη 11 (L11), η νύμφη 1 (Ρ1) και το αυγό 1 (Ε1) είναι θηλυκά έντομα. Η συγκεκριμένη 

προσέγγιση πραγματοποιήθηκε για όλους τους εξεταζόμενους ιστούς της μελέτης αυτής. 

 

 

 L       L11    L12    P1      P2      P3           L        E1       E2            ♂           ♀ 

Εικόνα 29. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης,  του DNA που 

απομονώθηκε από τα αναπτυξιακά στάδια του αυγoύ (Ε, egg), της 

προνύμφης (L, larvae) και της νύμφης (P, pupae).  

500bp 

500bp 
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3.4 Προφίλ έκφρασης με χρήση Real time PCR 

Με το πέρας της απομόνωσης DNA, πραγματοποιήθηκε real time PCR στα ακόλουθα 

αναπτυξιακά στάδια του δάκου: αυγά 1 hour (E1h), αυγά 15 hours (Ε15h), αυγά 48 hours 

(E48h), προνύμφες (L) και νύμφες (P). Επιπλέον, πραγματοποιήθηκαν αναλύσεις real time 

PCR για την ιστοειδική έκφραση κατά την ανάπτυξη ενηλίκων. Για τη δημιουργία των 

προφίλ έκφρασης χρησιμοποιήθηκαν δυο γονίδια τα οποία από τις PCR που προηγήθηκαν. 

έδειξαν να είναι αρρενοειδικά. Τα γονίδια αυτά είναι η ιμπορτίνη-4 (AB12) και η smoothelin 

(6873 reg 4). Στα διαγράμματα που ακολουθούν παρουσιάζονται τα προφίλ έκφρασης του 

κάθε γονιδίου στα αναπτυξιακά στάδια που προαναφέρθηκαν σε αρσενικά άτομα καθώς 

στα θηλυκά άτομα, η έκφραση των συγκεκριμένων γονιδίων ήταν μηδενική. 
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Εικόνα 30. Προφίλ έκφρασης του γονιδίου της ιμπορτίνης (AB12) στα αναπτυξιακά 

στάδια του δάκου της ελιάς, Bactrocera oleae. 

Εικόνα 31. Προφίλ έκφρασης του γονιδίου της ιμπορτίνης (AB12) σε ενήλικα άτομα του 

δάκου της ελιάς. (AM: After Mating, BM: Before Meting). 
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Από τα παραπάνω αποτελέσματα μπορούμε να δούμε αρχικά για το γονίδιο της ιμπορτίνης 

(AB12), ότι έχουμε μια μικρή έκφραση στο πρώτο στάδιο των αυγών 1h, η οποία στη 

συνέχεια αυξάνεται κατακόρυφα στο στάδιο των αυγών 15h για να μειωθεί στη συνέχεια 

απότομα αλλά σταδιακά μέχρι το στάδιο της νύμφης. Αντίθετα, στο smoothelin (6873 reg 4) 

έχουμε σταδιακή αύξηση της έκφρασης του γονιδίου και κατακόρυφη αύξηση αυτής στο 

στάδιο του αυγού 48h. Στη συνέχεια η έκφραση μειώνεται όπως και στο γονίδιο της 

ιμπορτίνης στα στάδια της νύμφης και της προνύμφης. 
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Εικόνα 32. Προφίλ έκφρασης του γονιδίου smoothelin (6873 reg 4) στα αναπτυξιακά 

στάδια του δάκου της ελιάς, Bactrocera oleae. 

Εικόνα 33. Προφίλ έκφρασης του γονιδίου smoothelin (6873 reg 4) σε ενήλικα άτομα του 

δάκου της ελιάς. (ΑΜ: After Mating). 

48h AM βοηθητικοί 

αδένες αρσενικών 
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Σε ότι αφορά τα ενήλικα άτομα, η έκφραση του γονιδίου της ιμπορτίνης ξεκινά από τα 

MAGs 3 days η οποία παραμένει σχεδόν σταθερή στο 7 days ΒΜ (Before Mating) αλλά 

αυξάνεται κατακόρυφα στους όρχεις 7 days AM με μηδενική ωστόσο έκφραση για τους 

βοηθητικούς αδένες των αρσενικών του αντίστοιχου σταδίου. Στο τελευταίο στάδιο έχουμε 

μηδενική έκφραση για τους όρχεις αντίθετα με τους βοηθητικούς αδένες αρσενικών στα 

οποία η έκφραση του γονιδίου παρουσιάζει μια μικρή αύξηση σε σχέση με το προηγούμενο 

στάδιο. Αντίστοιχο προφίλ έκφρασης μας δίνει και το γονίδιο smoothelin (6873 reg 4) με 

μόνη διαφορά την έκφραση του γονιδίου στους βοηθητικούς αδένες αρσενικών 7 days ΑΜ 

η οποία παραμένει σταθερή και στο επόμενο στάδιο. Αξίζει να σημειωθεί ότι λόγω των 

μεγάλων αποκλίσεων των τιμών που εμφανίζονται σε συγκεκριμένα στάδια, ο επανέλεγχος 

της έκφρασης των γονιδίων στα συγκεκριμένα στάδια είναι επιβεβλημένος. 
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4.Συζήτηση 

Στο πλαίσιο της παρούσας διπλωματικής εργασίας, έγινε εντοπισμός και ανάλυση  

αρρενοειδικών διαγνωστικών δεικτών στη σημαντικότερο παράσιτο της ελιάς, τον δάκο 

Bactocera oleae. H ανάγκη για την εύρεση μεθόδων αποτελεσματικής καταπολέμησης του 

δάκου  έχει δώσει ώθηση στην έρευνα του εντόμου σε μοριακό και γενετικό επίπεδο. Η 

ανάπτυξη μοριακών και γενετικών μεθόδων θα βοηθήσει σημαντικά και στη 

βελτιστοποίηση της τεχνικής στείρου εντόμου (SIT), η οποία αποσκοπεί στον έλεγχο των 

πληθυσμών του δάκου της ελιάς  η οποία μέχρι σήμερα παρουσιάζει προβλήματα στην 

εφαρμογή της. Τα προβλήματα αυτά εμφανίζονται λόγω της δυσκολίας διαχωρισμού του 

φύλου των εντόμων με βάση τα μορφολογικά τους χαρακτηριστικά όταν αυτά βρίσκονται 

σε πρώιμα αναπτυξιακά στάδια (αυγό, νύμφη, προνύμφη). 

Για τον σκοπό αυτό στην παρούσα εργασία, έγινε μια προσπάθεια εύρεσης αρρενοειδικών 

δεικτών, οι οποίοι θα αποτελέσουν χρήσιμα εργαλεία για το διαχωρισμό του φύλου στα 

πρώιμα αυτά στάδια.  Οι μέθοδοι μοριακής ανίχνευσης του φύλου βασίζονται στη χρήση 

αρρενοειδικών γονιδιωματικών αλληλουχιών, αλληλουχιών δηλαδή που εντοπίζονται στο Υ 

χρωμόσωμα. Στην οικογένεια των Tephritidae στην οποία ανήκει και ο δάκος της ελιάς 

Bactrocera oleae, έχουν αναπτυχθεί μέθοδοι για την ανίχνευση του φύλου μοριακά κατά 

κύριο λόγο στη μεσογειακή μύγα Ceratitis capitata  (Douglas et aI., 2004). Για την εφαρμογή 

του μοριακού διαχωρισμού των εντόμων απαιτείται μικρή ποσότητα DNA από το 

αναπτυξιακό στάδιο που μας ενδιαφέρει. Στη συνέχεια εφαρμόζεται η αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης (PCR), η οποία έχει το πλεονέκτημα να μην απαιτεί μεγάλες 

ποσότητες γενετικού υλικού για την επιτυχή λειτουργία της. Οι αλληλουχίες που 

αναλύθηκαν στην παρούσα εργασία προέρχονται από αλληλουχίες του χρωμοσώματος Υ 

καθώς αυτό αποτελεί ιδανική πηγή φυλοειδικών αλληλουχιών DNA, λόγω του ότι είναι 

ετερομορφικό σε σχέση με το έτερο φυλετικό χρωμόσωμα (Zapater and Robinson, 1986). 

Οι αλληλουχίες που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία προέρχονται από male 

specific scaffolds τα οποία προέκυψαν έπειτα από σύγκριση ολόκληρης της αλληλουχίας 

(whole genome sequencing) ενώ κατά την απομόνωση του γενετικού υλικού από τα ενήλικα 

έντομα χρησιμοποιήθηκαν μόνο το κεφάλι και ο θώρακας και όχι η κοιλία, καθώς στην 

περιοχή αυτή υπάρχει το αναπαραγωγικό σύστημα, η ύπαρξη του οποίου μπορεί να μας 

δώσει λανθασμένα θετικά αποτελέσματα κατά την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

(PCR) λόγω πιθανής σύζευξης.  

Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας έδειξαν την ύπαρξη 17 αρρενοειδικών 

αλληλουχιών οι οποίες όταν εξετάστηκαν για 6 αρσενικά και 6 θηλυκά άτομα, έδειξαν  

ενίσχυση στα αρσενικά και όχι στα θηλυκά άτομα. Οι δεκαεπτά αυτές αλληλουχίες 

εμφανίζουν ομολογία με πολλά γονίδια κάποια από τα οποία φέρονται να έχουν άμεση 

σχέση με τον φυλοκαθορισμό και τη γονιμότητα ενώ ο ρόλος τω υπολοίπων σε αυτές τις 

δυο βιολογικές διεργασίες μένει να αποσαφηνιστεί. Η πρωτεϊνική κινάση Ser/Thr (SSTK) η 

οποία βρέθηκε να έχει μεγάλη ομολογία με τον εκκινητή Sc23723,  φαίνεται να σχετίζεται 

με την στειρότητα σε ποντίκια καθώς έχει φανεί ότι η μη ύπαρξη του γονιδίου που την 

εκφράζει, οδηγεί σε στειρότητα λόγω αλλοίωσης της κινητικότητας και μορφολογίας των 

σπερματοζωαρίων (Nikolay A. Spiridonov et al., 2005). Παρόλα αυτά δεν έχει συσχετιστεί 
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ακόμα με κάποιο έντομο συγγενικό του Bactrocera oleae. Επίσης, το γονίδιο smoothelin 

(6873 reg4) έχει βρεθεί να σχετίζεται με τη γονιμότητα καθώς προκαλεί στειρότητα σε 

knock out ποντίκια. Το γονίδιο αυτό φαίνεται να σχετίζεται με τη ρύθμιση ορμονών οι 

οποίες όταν αυτό δεν εκφράζεται φέρονται να είναι down regulated (Bodoor K.et al., 2011). 

Επίσης, μελέτες στον C. elegans συσχετίζουν μια αλληλουχία ελικάσης (Sc 4074, Sc 6873 reg 

1 and reg 5) με τον φυλοκαθορισμό σε αρσενικά άτομα καθώς φαίνεται ότι η ελικάση 

κωδικοποιείται από to γονίδιο laf-1 το οποίο έχει βασικό ρόλο στον καθορισμό του 

αρσενικού ρυθμίζοντας αρνητικά την έκφραση του tra-2 (Hubert and Anderson, 2009).  

Σε ότι αφορά γονίδια που εκφράζονται σε πιο συγγενικά είδη για τον δάκο της ελιάς, η 

κυτοχρωμική οξειδάση COII (Sc 30487), έχει βρεθεί στη Drosophila melanogaster να 

προκαλεί στειρότητα στα αρσενικά άτομα προκαλώντας βλάβες στην ανάπτυξη και τη 

λειτουργία του σπέρματος   χωρίς να προκαλεί βλάβη σε άλλες λειτουργίες των αρσενικών 

ή των θηλυκών ατόμων (Patel etal., 2016). Επίσης, η βαριά αλυσίδα δυνεΐνης (Sc 42650) 

έχει βρεθεί ότι προκαλεί  στειρότητα σε αρσενικά άτομα του είδους Drosophila hydei, 

καθώς η ύπαρξη αυτών των μορίων είναι απαραίτητη για τη συναρμολόγηση χειρών 

δυνεΐνης στο εσωτερικό του αξωνήματος της ουράς του σπέρματος (sperm tail axoneme). 

Έτσι, η απουσία μορίων βαριάς αλυσίδας δυνεΐνης, μπορεί να προκαλέσει βλάβη στην 

κινητικότητα του σπέρματος και κατ’επέκταση στειρότητα στα άτομα αυτά (Kurek et al., 

1998). Επιπρόσθετα, το γονίδιο ovoA (Sc 2952)αποτελεί ένα από τα δυο μετάγραφα του 

γονιδίου ovo το οποίο έχει βρεθεί ότι είναι ο βασικός καθοριστής της ωογένεσης στη 

Μεσογειακή μύγα. Στην Drosophila, το γονίδιο ονο ανήκει στο σύμπλεγμα γονιδίων 

ovo/shavenbaby (svb) (Mevel-Ninio et al., 1991). Τα γονίδια ovo/svb έχουν εντοπιστεί και 

στο Bactrocera oleae, παρόλο που αυτά τα δυο είδη βρίσκονται φυλογενετικά μακριά 

(Diptera). Στη Drosophila, τα γονίδια ovo/svb κωδικοποιούν την οικογένεια των 

μεταγραφικών παραγόντων C2H2 zinc-finger που απαιτούνται για την ανάπτυξη της 

αναπαραγωγικής σειράς και της επιδερμίδας. Ο μεταγραφικός παράγοντας ovoA έχει 

δράση καταστολέα και ενεργοποιείται στα τελικά στάδια της ωογένεσης. Το γεγονός αυτό 

αυξάνει την πιθανότητα η αλληλουχία που ενισχύσαμε με τον εκκινητή Sc 2952 και 

εμφανίζει ομολογία με το ovoA να εμπλέκεται στον φυλοκαθορισμό και να είναι Υ-ειδική. 

Τέλος, η ιμπορτίνη-4 (Y-importin, AB12) φαίνεται να εμπλέκεται στον φυλοκαθορισμό. Πιο 

συγκεκριμένα, γονίδια της οικογένειας των ιμπορτινών κωδικοποιούν πυρηνικούς 

υποδοχείς, οι οποίοι αναγνωρίζουν σήματα πυρηνικού εντοπισμού πρωτεϊνών φορτίου 

όπως τα ετεροδιμερή a/b (Nakielny S, Dreyfuss G,1999). Ειδικότερα, πρωτεΐνες importin b-

like, στις οποίες ανήκει και η ιμπορτίνη-4, εισάγουν πρωτεΐνες SR μέσα στον πυρήνα καθώς 

αναγνωρίζουν μια περιοχή RS (πλούσια σε αργινίνη και σερίνη) ως σήμα πυρηνικού 

εντοπισμού (Hedley ML ετ αλ., 1995). Αξίζει να σημειωθεί ότι το γονίδιο Bo-transformer, 

που παίζει βασικό ρόλο στο μονοπάτι φυλοκαθορισμού στο B.oleae (Lagos et al., 2007) 

είναι μέλος της υπεροικογένειας των πρωτεϊνών SR. Επιπλέον, πρόσφατες μελέτες έχουν 

δείξει ότι ένα προϊόν της ιμπορτίνης-4 εμπλέκεται στην πυρηνική παλινδρόμηση του 

ανθρωπίνου παράγοντα αρρενοποίησης, SRY (Gontan et al., 2009). Με βάση τα παραπάνω 

δεδομένα θα μπορούσαμε να συμπεράνουμε ότι η ιμπορτίνη-4 εμπλέκεται στον 

φυλοκαθορισμό στο B.oleae,  ωστόσο περεταίρω μελέτες είναι επιβεβλημένες καθώς δεν 

μπορούμε να αποκλείσουμε την πιθανότητα η ιμπορτίνη-4 όταν μετατέθηκε στο Υ 

χρωμόσωμα του δάκου, να έχασε τις αρχικές της λειτουργίες και να ανέπτυξε νέες (Gabrieli 
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et al., 2011). Εν κατακλείδι, οι 7 αλληλουχίες που βρέθηκαν φαίνονται να είναι Υ-ειδικές 

ενώ και πολλά από τα γονίδια με τα οποία εμφανίζουν ομολογία φαίνεται να εμπλέκονται 

τόσο στο φυλοκαθορισμό όσο και στην γονιμότητα σε άλλους οργανισμούς, ωστόσο πρέπει 

να γίνουν και άλλες μελέτες για να μπορούμε να συμπεράνουμε με σιγουριά ότι οι 

παραπάνω αλληλουχίες εμπλέκονται σε κάποια από τις δυο διεργασίες. 

Στη συνέχεια, από τις 17 αυτές αρρενοειδικές αλληλουχίες, επιλέχθηκαν δυο (smoothelin, 

ιμπορτίνη -4) για τη δημιουργία προφίλ έκφρασής τους στα αναπτυξιακά στάδια του δάκου 

και σε ενήλικα άτομα. Σε ότι αφορά την αλληλουχία smoothelin-like τα αποτελέσματα 

έδειξαν αυξανόμενη έκφραση από το στάδιο του αυγού 1h μέχρι την κατακόρυφη αύξηση 

της έκφρασης στα αυγά 48h ενώ στα επόμενα στάδια της προνύμφης και της νύμφης είχε 

πολύ μεγάλη μείωση στην έκφρασή του, γεγονός που μας κάνει να πιστεύουμε ότι υπάρχει 

καλή πιθανότητα να εμπλέκεται στον φυλοκαθορισμό. Το ίδιο ισχύει και για το γονίδιο της 

ιμπορτίνης-4 η έκφραση της οποίας είναι πολύ μεγαλύτερη στο στάδιο των αυγών 15h σε 

σχέση με τα υπόλοιπα. Τα συμπεράσματα αυτά προκύπτουν διότι αν και το ακριβές στάδιο 

φυλοκαθορισμού δεν είναι ακόμα γνωστό, ξέρουμε ότι ο φυλοκαθορισμός συμβαίνει 

κάποια στιγμή από τη δημιουργία του αυγού μέχρι το στάδιο των 48h και όχι πιο μετά. Η 

αυξημένη έκφραση λοιπόν μέχρι εκείνο το στάδιο, είναι ισχυρή ένδειξη της πιθανότητας να 

εμπλέκεται στον φυλοκαθορισμό. Αξίζει επίσης να σημειωθεί ότι τα γονίδια αυτά 

εμφανίζουν μετρίως υψηλή έκφραση στο στάδιο του αυγού 16-18h στη D.melanogaster. 

Τέλος, σε ότι αφορά τα ενήλικα άτομα, και τα δυο γονίδια εμφανίζουν πολύ υψηλή 

έκφραση στους όρχεις 7 ημέρες μετά το ζευγάρωμα, κάτι που μας δείχνει ότι μπορεί να 

εμπλέκονται και στη γονιμότητα των ατόμων αυτών, ωστόσο θα χρειαστούν επαναλήψεις 

καθώς η απόκλιση στις τιμές σε αυτά τα αποτελέσματα είναι αρκετά μεγάλη για να 

βγάλουμε σαφή συμπεράσματα. 

Εν κατακλείδι, οι 17 αλληλουχίες που εντοπίσαμε και αναλύσαμε φαίνεται να είναι Υ-

ειδικές και η χρήση τους μπορεί να αποβεί καθοριστική στον επιτυχή καθορισμό του φύλου 

στα πρώιμα αναπτυξιακά στάδια και την επακόλουθη βελτιστοποίηση της τεχνικής στείρου 

εντόμου. Ενώ η ανάλυση με τη δημιουργία προφίλ έκφρασης ορισμένων από αυτά μας 

έδωσε μια πολύ καλή ένδειξη για την εμπλοκή τους ή μη στον φυλοκαθορισμό και τη 

γονιμότητα.  Οι μελλοντικές προοπτικές επιβάλλουν τη δημιουργία προφίλ έκφρασης για 

όλα τα υπόλοιπα γονίδια που βρέθηκαν να είναι Υ-ειδικά, ενώ στη συνέχεια θα πρέπει να 

γίνει αποσιώπηση των συγκεκριμένων γονιδίων έτσι ώστε να μπορέσουμε να καταλήξουμε 

στη λειτουργία των γονιδίων αυτών και να μπορέσουμε να βγάλουμε ασφαλή και τελικά 

συμπεράσματα για το αν όντως συμμετέχουν στη διαδικασία του φυλοκαθορισμού και αν 

εμπλέκονται στη γονιμότητα ή όχι.  
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