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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Ο Tetranychus urticae και o αλευρώδης Bemisia tacabi αποτελούν δύο πολύ 

σημαντικούς εχθρούς για τα καλλιεργούμενα φυτά. Ο έλεγχος τους βασίζεται κατά 

κύριο λόγο στη χρήση εντομοκτόνων με αποτέλεσμα τα παράσιτα αυτά να έχουν 

αναπτύξει υψηλά επίπεδα ανθεκτικότητας. Σκοπός της εργασίας είναι η 

αποσαφήνιση των μηχανισμών ανθεκτικότητας κάτι που αποτελεί αναγκαία 

προϋπόθεση για τη διαχείριση και την αντιμετώπιση του φαινομένου. Η εργασία 

χωρίζεται σε δύο κεφάλαια: 

Στο πρώτο κεφάλαιο προσπαθήσαμε να μελετήσουμε τους μηχανισμούς 

αποτοξικοποίησης του τετρανύχου που οφείλονται στη δράση οξειδασών P450s 

μέσω της χρήσης διαγονιδιακών φυτών τομάτας, Solanum lycopersicum τα οποία 

εκφράζουν δίκλωνο RNA για το γονίδιο της CPR (αναγωγάση των οξειδασών P450s 

και απαραίτητη για την λειτουργία τους). Η χρήση διαγονιδιακών φυτών ως 

εργαλείο για την καταπολέμηση των παρασίτων μελετάται ευρύτατα τα τελευταία 

χρόνια. Παρουσιάζεται ο έλεγχος έκφρασης των μικρών δίκλωνων RNAs από τα 

διαγονιαδιακά φυτά, η χορήγηση αυτών μέσω τροφής στο άκαρι και η ανάλυση των 

επιπέδων έκφρασης του γονιδίου cpr με τη χρήση real time PCR. Η σίγηση του 

γονιδίου δεν παρατηρήθηκε στις συνθήκες διεξαγωγής του πειράματος. 

Σε πληθυσμούς αλευρώδη που συλλέχθηκαν από θερμοκήπια της Κρήτης, 

βρέθηκαν υψηλά επίπεδα ανθεκτικότητας σε διαφορετικά σκευάσματα 

νεονικοτινοειδών εντομοκτόνων και μελέτες συσχέτισαν την ανθεκτικότητα αυτή με 

την υπερέκφραση οξειδασών P450s. Στο δεύτερο κεφάλαιο διερευνήθηκε ο ρόλος 

των οξειδασών στον μεταβολισμό δύο βασικών σκευασμάτων που ανήκουν στην 

κατηγορία των νεονικοτινοειδών, του Imidacloprid και του Acetamiprid. 

Κλωνοποιήθηκαν επιτυχώς σε κατάλληλους φορείς έκφρασης πρωτεϊνών τα γονίδια 

cyp6cx3 και cyp6cx5 καθώς και εκφράστηκαν λειτουργικά οι ανασυνδυασμένες 

πρωτεΐνες. Δεν παρατηρήθηκε μεταβολισμός των εντομοκτόνων σε διάφορες 

συνθήκες διεξαγωγής του πειράματος.    
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ABSTRACT 
Spider mite Tetranychus urticae and whitefly Bemisia tacabi are two of the 

most damaging pests in agriculture. Chemicals are the main way to control their 

populations. However, their extensive use is responsible for the selection of 

extremely high levels of insecticide/ acaricide resistance for both species. Aim of this 

study is to elucidate the resistance mechanisms as it is an important pre-

requirement for the management of resistance. The study is composed by two 

chapters. 

In the first chapter of the thesis we tried to determine the detoxification 

mechanisms of T. urticae which are caused by the effect of P450s, through 

transgenic plants Solanum lycopersicum. These plants express double- stranded 

small RNA and target the cpr gene (reductase of cytochrome P450s proteins and 

necessary for their function). RNAi technology has been employed recently to 

develop plants with improved resistance to agricultural pests. The transgenic plants 

were checked for the expression of small dsRNAs of the CPR gene which were 

delivered to the mites through feeding from the plants and finally we analyzed the 

expression levels of CPR gene with real time PCR. No efficient silencing effect was 

observed.  

Populations of the whitefly Bemisia tacabi collected from greenhouses in Crete 

exhibited high levels of resistance against different neonicotinoid insecticides. 

Previous studies showed correlation between insecticide resistance and over- 

expression of P450s. In the second chapter we examined the capability of P450s to 

metabolize two important neonicotinoids, Imidacloprid and Acetamiprid. Two genes, 

cyp6cx3 and cyp6cx5 were cloned to the appropriate vectors for protein expression 

and recombinant proteins were expressed. Under the specific conditions that the 

experiment was conducted, no metabolism of insecticide was detected. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1. Βιολογία και Οικολογία των Bemisia tacabi και Tetranychus 

urticae 

1.1 Bemisia tacabi 

Ο αλευρώδης του καπνού Bemisia tacabi (Gennadius) είναι ένα από τα πιο 

σημαντικά αγροτικά παράσιτα παγκοσμίως. Ανήκει στην οικογένεια Aleyrodidae της 

τάξης Hemiptera και περιγράφηκε πρώτη φορά σε ελληνικά φυτά καπνού 

(Gennadius, 1889). Αποτελεί έναν εξαιρετικά σημαντικό εχθρό μιας μεγάλης 

ποικιλίας καλλιεργειών όπως τομάτας, καπνού, βαμβακιού αλλά και ανθοκομικών 

και σιτηρών (De Barro et al., 2011; Mound et al., 1978). Έχουν αναφερθεί έως τώρα 

τουλάχιστον 500 φυτά ξενιστές αλλά όλο και περισσότερα γίνονται διαρκώς γνωστά 

(Simmons et al., 2008). 

Έχει την ικανότητα να προσβάλλει τα φυτά άμεσα απομυζώντας φυτικούς χυμούς 

από το φλοίωμα (Cambell et al., 1994) κάτι που μπορεί να οδηγήσει σε εξασθένιση 

των φυτών, προοδευτική μάρανση και τελικά καθολική ξήρανση, προκαλώντας 

εκτεταμένες ζημιές στις καλλιέργειες σε όλα τα στάδια ζωής του. Πέρα από τις 

άμεσες απώλειες στην παραγωγή, προκαλεί επίσης έμμεσα προβλήματα καθώς η 

έκκριση μελιτωδών αποχωρημάτων ευνοεί την ανάπτυξη μυκήτων (Inbar and 

Gerling, 2008). Τέλος, οι αλευρώδεις αποτελούν φορείς πάνω από 100 ιώσεων 

προκαλώντας σημαντικές απώλειες στην παραγωγή. Χαρακτηριστικά συμπτώματα 

της προσβολής των ιώσεων είναι οι χλωρωτικές κηλίδες, οι κίτρινες νευρώσεις, το 

κύρτωμα των φύλλων, ο νανισμός και η πάχυνση των νευρώσεων (Jones et al., 

2003). Φυσιολογικά ο αλευρώδης φέρει αρκετούς ενδοσυμβιώτες, οι οποίοι 

χαρακτηρίζονται πρωτεύοντες και μέσω αυτών εκμεταλλεύονται στο μέγιστο το 

περιβάλλον τους. 

Ο βιολογικός κύκλος του εντόμου διαρκεί από 2-3 εβδομάδες και είναι εξαρτώμενος 

από το φυτό ξενιστή, τη θερμοκρασία και την υγρασία του περιβάλλοντος. Αποτελεί 

ημιμετάβολο έντομο και ο κύκλος ζωής του περιλαμβάνει τα στάδια του ωού, της 

προνύμφης και του ενήλικου. Η προνύμφη περνάει από τέσσερα διαφορετικά 
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στάδια, το τελευταίο από τα οποία ονομάζεται πούπα, προτού προκύψει το ενήλικο 

άτομο το οποίο φέρει δύο ζεύγη πτερύγων. (Εικόνα 1) (Inbar and Gerling, 2008; 

Byrne and Bellows, 1991).  

 

Εικόνα 1: Βιολογικός κύκλος του Bemisia tabaci (ebook potato pest/white flies.htm) 

Το σύμπλεγμα του B. tacabi αποτελείται από 11 γενετικές ομάδες, ξεκάθαρα 

διαχωριζόμενες (well defined groups). Επίσης, μέχρι τώρα έχουν προσδιοριστεί 24 

μορφολογικά πανομοιότυπα είδη B. tacabi γνωστά ως βιότυποι. Οι 

διαφοροποιήσεις μεταξύ των βιοτύπων βασίζονται σε διαφορετικά χαρακτηριστικά, 

κάποια από τα οποία είναι το εύρος των ξενιστών και η ικανότητα προσαρμογής 

τους σε αυτούς, η ικανότητα να προκαλούν φυτοτοξικές αντιδράσεις, η ικανότητα 

να μεταδίδουν ιώσεις καθώς και η ανθεκτικότητα στα εντομοκτόνα. Οι βιότυποι με 

την μεγαλύτερη εξάπλωση και αντίστοιχα με την μεγαλύτερη δυναμική μετάδοσης 

ιώσεων είναι οι Β και Q (De Barro et al., 2011). 

1.2 Tetranychus urticae  

Το είδος Tetranychus urticae ανήκει στην οικογένεια Tetranychidae, την κλάση 

Arachnida και την υποτάξη Prostigmata (Lindquist et al., 2009). Τα μέλη αυτής της 

οικογένειας είναι υποχρεωτικά φυτοφάγα είδη με χαρακτηριστικά μεγάλο εύρος 

ξενιστών. Η οικογένεια Tetranychidae απαρτίζεται από 1.250 είδη που ανήκουν σε 

73 γένη και αποτελεί την σημαντικότερη οικογένεια που προσβάλει τα φυτά (Zhang, 
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2003; Vacante et al., 2010). Σημαντικής οικονομικής σημασίας είδη αυτής της 

ομάδας είναι τα T. urticae, Panonychus ulmi και Panonychus citri. Ο T. urticae είναι 

επίσης γνωστός και ως τετράνυχος των θερμοκηπίων εξαιτίας της σημασίας του σε 

θερμοκηπιακές καλλιέργειες κυρίως της οικογένειας Solanaceae καθώς και 

καλλωπιστικών φυτών (Jeppson et al., 1975; Zhang, 2003). Αποτελεί επίσης κύριο 

εχθρό υπαίθριων καλλιεργειών όπως αραβόσιτο, σόγια και ζαχαρότευτλο (Zhang, 

2003). 

Χαρακτηρίζεται ως «εξαιρετικά ανθεκτικό» παράσιτο λόγω του μικρού κύκλου 

ζωής του και του αριθμού των απογόνων που αφήνει αλλά και λόγω του 

αρρενοτόκου τρόπου αναπαραγωγής του (Bounfour and Tanigoshi, 2001) και 

αποτελείται από 5 στάδια: ωό, λάρβα, πρωτονύμφη, δευτερονύμφη και ακμαίο. 

Μεταξύ των κινητών λαρβικών ή νυμφικών σταδίων παρεμβάλλονται στάδια 

ηρεμίας που καλούνται νυμφοχρυσαλίδες (πρωτοχρυσαλίδες), δευτεροχρυσαλίδες 

και τελειοχρυσαλίδες (Crooker et al., 1985). Ο τρόπος αναπαραγωγής του T. urticae 

είναι η αρρενοτόκος παρθενογένεση. Τα αρσενικά είναι απλοειδή και προέρχονται 

από αγονιμοποίητα ωά, ενώ τα θηλυκά είναι διπλοειδή και παράγονται από 

γονιμοποιημένα ωά. Τα αγονιμοποίητα θηλυκά παράγουν αρσενικά άτομα, ενώ τα 

γονιμοποιημένα μπορούν να δώσουν θηλυκούς και αρσενικούς απογόνους. Ο λόγος 

θηλυκών προς αρσενικά είναι 3:1 (Helle and Sabelis, 1985).  

 

Εικόνα 2: Βιολογικός κύκλος του ακάρεος Tetranychus urticae (Πηγή: 
http://ephytia.inra.fr/fr/C/19607/Biocontrol-Biologie) 

 

http://ephytia.inra.fr/fr/C/19607/Biocontrol-Biologie
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Τρέφεται απομυζώντας χυμούς από το δρυφρακτοειδές παρέγχυμα των φύλλων 

χρησιμοποιώντας ειδικά στιλέτα κυρίως από την κατώτερη επιφάνεια των φύλλων. 

Στην ανώτερη επιφάνεια των φύλλων εμφανίζονται χαρακτηριστικά υπόλευκα ή 

υποκίτρινα στίγματα λόγω της μειωμένης φωτοσυνθετικής δραστηριότητας και της 

διαπνοής. Σταδιακά οι κηλίδες ενώνονται και αποκτούν καστανοκόκκινο χρώμα όσο 

η προσβολή γίνεται εντονότερη. Σε πολύ εκτεταμένες προσβολές προκαλείται 

πλήρης φυλλόπτωση και πρόωρος θάνατος του φυτού (Devine et al., 2001). 

2. Τρόποι καταπολέμησης επιβλαβών φυτοπαράσιτων  

Σε πάρα πολλές περιπτώσεις φυτοπαράσιτων η απώλεια παραγωγής είναι μεγάλη 

αν δεν γίνει καταπολέμηση. Με την έννοια αυτή εννοούμε την ανθρώπινη 

παρέμβαση που έχει ως αποτέλεσμα την μείωση του πληθυσμού των παρασίτων 

καθώς και της έκτασης των ζημιών που προκαλούν. Οι παραγωγοί έχουν στη 

διάθεση τους πολλά μέσα για την αντιμετώπιση τέτοιων επιβλαβών παρασίτων, 

μεγάλης οικονομικής σημασίας, όπως είναι ο αλευρώδης και ο τετράνυχος που 

αναφέρθηκαν προηγουμένως. Οι μέθοδοι ολοκληρωμένης καταπολέμησης 

διαχωρίζονται σε καλλιεργητικές, βιολογικές, χημικές και βιοτεχνολογικές. 

2.1 Καλλιεργητικές μέθοδοι και μηχανικά μέτρα  

Με τον όρο καλλιεργητικά μέσα εννοούμε το σύνολο της γεωργικής πρακτικής που 

εφαρμόζεται για την καταπολέμηση των φυτοπαράσιτων. Μέσω αυτών των μέτρων 

επιδιώκεται η μείωση του βαθμού επαφής μεταξύ του φυτού- ξενιστή και του 

παρασίτου επηρεάζοντας τους παράγοντες αλληλεπίδρασής τους, όπως το 

περιβάλλον, η ευαισθησία του ξενιστή και τον πληθυσμό του παρασίτου. Στα μέσα 

αυτά ανήκουν η αμειψισπορά, η εναλλαγή καλλιεργειών, οι περίοδοι χωρίς το 

φυτό- ξενιστή, η επιλογή συγκεκριμένων ημερομηνιών φύτευσης και ωρίμανσης, η 

δημιουργία ζωηρών φυτών με κατάλληλη άρδευση και σκάλισμα, η χρήση υγιούς 

πολλαπλασιαστικού υλικού κ.α (Τζανακάκης, 1995). Συνήθως τα καλλιεργητικά 

μέσα λειτουργούν σαν επικουρικά άλλων μεθόδων καταπολέμησης. 

Τα μηχανικά μέτρα περιλαμβάνουν τη συλλογή, την παγίδευση ή την απομάκρυνση 

των επιβλαβών εντόμων. Σε αυτά περιλαμβάνονται η χρήση παγίδων, η αχρήστευση 

του μέσου που ζουν και πολλαπλασιάζονται, η χρήση ακτινοβολίας, η αλλαγή της 
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υγρασίας, της θερμοκρασίας ή και του φωτός, τα ηχητικά κύματα και τα μέτρα 

υγιεινής (Τζανακάκης, 1995). Τα μέτρα αυτά εφαρμόζονται σε λίγες περιπτώσεις 

καθώς δεν προκαλούν εκτεταμένη θνησιμότητα στα παράσιτα και είναι αρκετά 

δαπανηρά.  

2.2 Βιολογική καταπολέμηση 

Με τον όρο βιολογική καταπολέμηση εννοούμε τη χρήση ενός ή περισσοτέρων 

ωφέλιμων βιολογικών παραγόντων για την πρόληψη, μείωση και θεραπεία των 

ζημιών που τα παράσιτα έχουν προκαλέσει. Οι οργανισμοί που χρησιμοποιούνται 

διακρίνονται σε αρπακτικά, παράσιτα, παρασιτοειδή και (ωφέλιμους) 

μικροοργανισμούς. Η βιολογική καταπολέμηση στηρίζεται κυρίων στη χρήση 

τέτοιων μικροοργανισμών ή οργανισμών που παρασιτούν ή ανταγωνίζονται τα 

φυτοπαράσιτα και δεν βλάπτουν τον άνθρωπο, τα ζώα ή τα φυτά.  

Για τον αλευρώδη πρόσφατη έρευνα κατέγραψε συνολικά 56 είδη παρασιτοειδών , 

54 είδη αρθροπόδων θηρευτών και 7 είδη επιβλαβών μυκήτων για την 

αντιμετώπιση του (Li et al., 2011). Κάποια από τα συνηθέστερα που διατίθενται 

είναι θηρευτές σκαθάρια (Coccinellidae), ημίπτερα (Miridae, Anthocoridae), 

αραχνοειδή (Araneae) και νευρόπτερα (Chrysopidae, Coniop terydidae). Τα 

παρασιτοειδή δεν χρησιμοποιούνται ευρέως λόγω έλλειψη γνώσεων για την 

βιολογία και την οικολογία τους. Τα πιο γνωστά για την αντιμετώπιση ανήκουν στα 

γένη Encarsia, Eretmocerus και Amitus (Gerling et al., 2001). Για την αντιμετώπιση 

του τετρανύχου επίσης χρησιμοποιούνται αρπακτικά ακάρεα κυρίως της 

οικογένειας των Phytoseiidae. Τέλος διατίθενται στο εμπόριο σκευάσματα με 

σπόρια εντομοπαθογόνων μυκήτων, όπως το Beauveria bassiana, τα οποία 

χρησιμοποιούνται για τον έλεγχο των δύο αυτών επιβλαβών ειδών.  

2.3 Χημική καταπολέμηση 

Σήμερα η χρήση χημικών σκευασμάτων (εντομοκτόνα, ακαρεοκτόνα) αποτελεί την 

κύρια μέθοδο για την καταπολέμηση των παρασίτων. Τα σκευάσματα 

κατηγοριοποιούνται με διάφορους τρόπους, ο πιο χρήσιμος όμως διαχωρισμός τους 

γίνεται με βάση τον τρόπο δράσης τους (IRAC, 2012). Μπορούν ανάλογα με τη 

δράση τους να διαχωριστούν σε όσα δρουν: 1) στο νευρικό σύστημα, 2) στα 



13 
 

συστήματα παραγωγής ενέργειας, 3) στις διεργασίες εξέλιξης και αύξησης και 4) μη 

ειδικής/ αγνώστου δράσης.  

Για τη χημική καταπολέμηση του T.urticae υπάρχουν εντομοκτόνα με ακαρεοκτόνο 

δράση όπως ορυκτέλαια, οργανοφωσφορικές και καρβαμιδικές ενώσεις, 

χλωριωμένοι υδρογονάνθρακες, πυρεθρινοειδή, αβερμεκτίνες και εντομοκτόνα 

νέας γενιάς που χρησιμοποιούνται για την προστασία των καλλιεργειών από 

φυτοφάγα ακάρεα. Η δράση των περισσότερων εντομοκτόνων εντοπίζεται στο 

νευρικό σύστημα.  

  Τα οργανοφωσφορικά και τα καρβαμιδικά εντομοκτόνα δεσμεύονται στο ενεργό 

κέντρο της ακετυλοχοληνεστεράσης (βασικό ένζυμο του κεντρικού νευρικού 

συστήματος των εντόμων και των ακάρεων) αναστέλλοντας την λειτουργία της με 

αποτέλεσμα την παράλυση του νευρικού συστήματος και το θάνατο των εντόμων 

(Ζιωγας και Μάρκογλου, 2007). 

   Τα οργανοχλωριωμένα εντομοκτόνα και τα πυρεθρινοειδή δρουν στοχεύοντας στα 

διαμεμβρανικά κανάλια μεταφοράς ιόντων χλωρίου (GABA) και νατρίου (sodium 

channel) αποσυντονίζοντας έτσι την λειτουργία τους και τον έλεγχο ροής ιόντων 

κατά μήκος του νευρικού άξονα, οδηγώντας στην παράλυση και σταδιακά στο 

θάνατο των ατόμων (Ζιώγας και Μάρκογλου, 2007). 

   Οι αβερμεκτίνες είναι μείγμα φυσικών τοξικών ουσιών. Δρουν αυξάνοντας την 

έκλυση GABA και την ροή ιόντων χλωρίου στο νευρικό σύστημα. Πιο συγκεκριμένα 

υποκαθιστούν το γ-αμινοβουτυρικό οξύ στους υποδοχείς, προκαλώντας 

ανεξέλεγκτη ροή ιόντων χλωρίου, υπερδιέγερση, παράλυση και τελικά θάνατο 

(Γιαννοπολίτης, 2005).  

    Οι ρυθμιστές ανάπτυξης (Insect Growth Regulators) παρεμβαίνουν σε 

φυσιολογικές λειτουργίες των εντόμων όπως την βιοσύνθεση της χιτίνης, καθώς και 

την διαδικασία της έκδυσης και της μεταμόρφωσης (Τζανακάκης,1995).  

   Έχουν αναπτυχθεί και δραστικές ουσίες που έχουν μόνο ακαρεοκτόνο δράση 

όπως είναι τα METI (mitochondrial electron transport inhibitor) ακαρεοκτόνα  που 

δρουν σαν παρεμποδιστές μεταφοράς ηλεκτρονίων στα μιτοχόνδρια. 
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   Τέλος, υπάρχει το ακαρεοκτόνο Spirodiclofen με συντακτικό τύπο όπως φαίνεται 

στην εικόνα 3, που ανήκει στην ομάδα των κετοενόλων. Πρόκειται για μια ουσία 

που είναι παράγωγη του τετρονικού οξέος κι έχει αποτελεσματική δράση για ένα 

μεγάλο αριθμό φυτοφάγων ακάρεων σε όλα τα στάδια της ανάπτυξης τους. Έχει 

περιορισμένη τοξικότητα σε ωφέλιμα έντομα και μέτρια τοξικότητα σε αρπακτικά 

ακάρεα. Δρα με διαφορετικό τρόπο σε σχέση με άλλες ακαρεοκτόνες ουσίες, με 

παρεμπόδιση της δράσης ενός ενζύμου (acetylcoenzyme A carboxylase) που ελέγχει 

τον σχηματισμό λιπαρών οξέων σε ακάρεα.  

 

Εικόνα 3: Συντακτικός τύπος του εντομοκτόνου Spirodiclofen  (Γιαννοπολίτης, 2005) 

Για τη χημική καταπολέμηση του αλευρώδη έχουν χρησιμοποιηθεί αρκετά από τα 

παραπάνω σκευάσματα αλλά κυρίως αντιμετωπίζεται με τα νεονικοτινοειδή 

εντομοκτόνα, όπως είναι η νικοτίνη. Το Acetamiprid και το Ιmidacloprid ανήκουν 

στα νευροτοξικά εντομοκτόνα, που στόχος τους είναι οι υποδοχείς της 

ακετυλοχολίνης. H ακετυλοχολίνη (ACh), είναι ο σημαντικότερος νευροδιαβιβαστής 

στο νευρικό σύστημα των εντόμων αλλά και των θερμόαιμων θηλαστικών 

(Mahmood, 2007). 

   Σε αντίθεση με τα οργανοφωσφορικά και τα καρβαμιδικά εντομοκτόνα που 

παρεμποδίζουν την ακετυλοχοληνεστεράση (η οποία ελέγχει τη συγκέντρωση της 

ακετυλοχολίνης στο συναπτικό διάκενο), τα νεονικοτινοειδή εντομοκτόνα μιμούνται 

τη δράση της φυσικής ουσίας ακετυλοχολίνης με το να καταλαμβάνουν τη θέση της 

στους νικοτινεργικούς υποδοχείς της. Αποτέλεσμα της δέσμευσης των υποδοχέων 

της ακετυλοχολίνης από τα νεονικοτινοειδή εντομοκτόνα είναι η παρεμπόδιση της 

φυσιολογικής μετάδοσης των νευρικών σημάτων μεταξύ των νευρικών κυττάρων, η 
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διαρκής υπερδιέγερση, η πρόκληση νευρικών σπασμών, η παράλυση και τελικά ο 

θάνατος του εντόμου (εικόνα 4) (Ζιώγας και Μάρκογλου , 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4: Σχηματική απεικόνιση της  δέσμευσης των υποδοχέων της ακετυλοχολίνης στο 

μετασυναπτικό δενδρίτη από τα νεονικοτινοειδή  εντομοκτόνα (Ζιώγας και Μάρκογλου , 2007). 

Τέλος, τα τελευταία χρόνια έχει ανακαλυφθεί η ομάδα των διαμιδίων (όπως το 

cyantraniliprole), που παρουσιάζουν δράση στους μυϊκούς ιστούς και πιο 

συγκεκριμένα στον υποδοχέα της ryanodine (ryanodine receptors) (Casida and 

Durkin, 2013). 

2.4 Βιοτεχνολογική καταπολέμηση 

Τις τελευταίες δεκαετίες, γίνονται ερευνητικές μελέτες για την αξιοποίηση των 

μεθόδων της γενετικής μηχανικής στην ανάπτυξη ανθεκτικών φυτών στα φυτο-

παράσιτα. Χαρακτηριστικό παράδειγμα γενετικά τροποποιημένου φυτού που 

κατάφερε να περάσει όλα τα στάδια ελέγχου και να φτάσει να καλλιεργηθεί στον 

αγρό είναι τα Bt φυτά.  

Οι επιστήμονες κατάφεραν να τροποποιήσουν γενετικά τα φυτά (καλαμπόκι, σόγια 

κ.ά) ώστε να εκφράζουν την τοξίνη Cry του Bacillus thuringiensis, που αναφέρθηκε 

παραπάνω, και μέσω αυτής να αποκτούν ανθεκτικότητα σε προνύμφες εντόμων. Η 

μέθοδος ήταν αποτελεσματική και χρησιμοποιήθηκε αλλά και χρησιμοποιείται 

ευρύτατα. Είναι εύκολη στην εφαρμογή της, χωρίς να χρειάζεται τροποποίηση των 

γεωργικών τεχνικών ή ειδική τεχνογνωσία. Έρευνα στο τομέα συνεχίζει να γίνεται 

για την περαιτέρω βελτιστοποίηση της τεχνικής. Όμως, λόγω της εμφάνισης 
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ανθεκτικότητας σταδιακά η μέθοδος έχει αρχίσει να χάνει την αξιοπιστία της και 

εγκαταλείπεται. Πιο σύγχρονες μελέτες συνδυάζουν το μηχανισμό του RNAi (RNA 

interference) για την κατασκευή φυτών ανθεκτικών στα φυτοπαράσιτα. 

3. Ανθεκτικότητα 

Η ανθεκτικότητα είναι μια κληρονομούμενη ιδιότητα και ορίζεται ως η 

ικανότητα ενός πληθυσμού να επιβιώνει μετά από έκθεση σε δόσεις δραστικής 

ουσίας που κανονικά θα ήταν θανατηφόρες. Είναι ένα καλό παράδειγμα 

αντίδρασης και προσαρμογής των οργανισμών σε περιβαλλοντικό στρες (Denholm 

et al., 2001). Ένας πληθυσμός από ευπαθής, με την πάροδο των γενεών, γίνεται 

ανθεκτικός με επιλογή των ανθεκτικών στο εντομοκτόνο γονιδίων που ο πληθυσμός 

ήδη έχει. Σε έναν ευαίσθητο πληθυσμό τα άτομα με γονίδια ανθεκτικότητας σε ένα 

εντομοκτόνο είναι σπάνια, της τάξης του 10-5 με 10-8 (Georgiou, 1986). 

Καταπολεμώντας έναν πληθυσμό με συγκεκριμένη δόση εντομοκτόνου 

θανατώνεται το πλείστο του πληθυσμού, επιβιώνουν όμως λίγα ανθεκτικά άτομα. 

Αφού η ανθεκτικότητα είναι κληρονομήσιμη, το ποσοστό των ανθεκτικών ατόμων 

στην θυγατρική γενεά θα είναι μεγαλύτερο από ότι στην μητρική. Συνεχίζοντας την 

καταπολέμηση του πληθυσμού, με την ίδια δόση σε κάθε επόμενη γενεά, 

συνεχίζεται η επιλογή των ανθεκτικών ατόμων, αυξάνεται έτσι η επιλογή των 

ανθεκτικών γονιδίων στον πληθυσμό, με αποτέλεσμα κάποτε το πλείστο του 

πληθυσμού να αποτελείται από ανθεκτικά στο εντομοκτόνο άτομα. Τότε λέμε ότι ο 

πληθυσμός ανάπτυξε ανθεκτικότητα.  

Η ανάπτυξη ανθεκτικότητας στα έντομα και τα ακάρεα ευνοείται από το υψηλό 

δυναμικό αναπαραγωγής τους, το σύντομο βιολογικό κύκλο τους, το μεγάλο αριθμό 

γενεών ανά έτος και την εγγενή αναπαραγωγή που τους επιτρέπει τους 

ανασυνδυασμούς του γενετικού υλικού (Van Leeuwen et al., 2010) Η ανθεκτικότητα 

ενός πληθυσμού σε ένα εντομοκτόνο τον κάνει συχνά ανθεκτικό, σε μικρότερο 

συνήθως βαθμό, και σε άλλα εντομοκτόνα με συγγενή τρόπο δράσης.  

3.1 Μηχανισμοί Ανθεκτικότητας 

Η ανθεκτικότητα στα εντομοκτόνα έχει μελετηθεί εκτενώς και οι μηχανισμοί 

μπορεί να έχουν διάφορες μορφές οι οποίες συχνά αλληλεπιδρούν. Στις 
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περισσότερες όμως περιπτώσεις η ανθεκτικότητα εμφανίζεται με δύο μηχανισμούς: 

Α) την ανθεκτικότητα στόχου και Β) τη βιοχημική ανθεκτικότητα. 

Α) Ανθεκτικότητα στόχου 

Η ανθεκτικότητα στόχου προκαλείται από μεταλλαγές σε γονίδια που 

κωδικοποιούν τις πρωτεΐνες- στόχους των δραστικών ουσιών. Αυτές οι μεταλλαγές 

είναι σημειακές και αφορούν την αντικατάσταση αμινοξέων στο ενεργό πρόσδεσης 

της πρωτεΐνης- στόχου. Σαν αποτέλεσμα, η δομή της πρωτεΐνης αλλάζει και το 

εντομοκτόνο δεν μπορεί να προσδεθεί και να δράσει αποτελεσματικά και τελικά να 

μειώνεται ή ακόμα και να καταργείται η τοξικότητα του (Ffrench- Constant et al., 

2000). 

B) Βιοχημική Ανθεκτικότητα 

H βιοχημική ανθεκτικότητα απαρτίζεται από ένζυμα που μεταβολίζουν τα 

εντομοκτόνα και ακαρεοκτόνα προτού αυτά φτάσουν στους στόχους τους και σε 

ανθεκτικούς πληθυσμούς υπάρχει αυξημένη παραγωγή ή δραστικότητα των 

ενζύμων αυτών. Αυτό μπορεί να οφείλεται είτε σε αυξημένη έκφραση του γονιδίου 

είτε σε αύξηση του αριθμού των αντιγράφων τους. Τρείς είναι οι κύριες γνωστές 

ομάδες ενζύμων που σχετίζονται με την βιοχημική ανθεκτικότητα:  οι εστεράσες 

(CCEs), οι μεταφοράσες της γλουταθειόνης (GSTs) και οι μονοοξυγενάσες (P450s).  

Οι εστεράσες είναι μια μεγάλη ομάδα ενζύμων που μεταβολίζουν μεγάλο αριθμό 

υποστρωμάτων με εστερικούς δεσμούς. Έχουν συσχετιστεί με την ανθεκτικότητα σε 

πάνω από 50 είδη εντόμων και ακάρεων (Devorshak and Roe, 1998). Μερικές 

εστεράσες που προσδίδουν ανθεκτικότητα έχουν περιορισμένες καταλυτικές 

ιδιότητες, παράγονται όμως σε τόσο μεγάλες ποσότητες ώστε να απομακρύνουν το 

εντομοκτόνο από τον στόχο δεσμεύοντας το, μειώνοντας έτσι την διαθεσιμότητα 

του (Field et al., 1998).  

Οι μεταφοράσες της γλουταθειόνης (GSTs) είναι μια οικογένεια πρωτεϊνών που 

καταλύουν την προσθήκη γλουταθειόνης στα λιπόφιλα μόρια των εντομοκτόνων, 

αυξάνοντας την λιποδιαλυτότητα τους και διευκολύνοντας κατ’ αυτόν τον τρόπο την 

αποβολή τους από τον οργανισμό. Οι τρανσφεράσες της γλουταθειόνης προκαλούν 

σχετικά ήπια επίπεδα ανθεκτικότητας σε όλες σχεδόν τις κατηγορίες εντομοκτόνων 
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(Fournier et al., 1987, Vontas et al., 2001, Vontas et al., 2002, Stumpf and Nauen, 

2002).  

Οι μονοοξυγενάσες (γνωστές επίσης ως P450-μονοοξυγενάσες ή μικτής λειτουργίας 

οξειδάσες) είναι μια λειτουργικά μεγάλη οικογένεια ενζύμων που έχει βρεθεί σε 

όλους σχεδόν τους οργανισμούς. Πρόκειται για μικροσωμικές αιμοπρωτεΐνες που 

καταλύουν την οξειδωτική διάσπαση των εντομοκτόνων (Scott et al., 1999). Για την 

μειωμένη ευαισθησία των εντόμων ευθύνονται ποσοτικές αλλαγές μελών της 

οικογένειας που έχουν την ικανότητα να μεταβολίζουν τα μόρια των εντομοκτόνων 

ουσιών και λιγότερο συχνά ποιοτικές διαφοροποιήσεις (Van Leeuwen et al., 2005; 

Scott et al., 1999). Τα ένζυμα αυτά παίζουν έναν κρίσιμο ρόλο στον μεταβολισμό 

ενδογενών και εξωγενών χημικών μορίων. Εν αντιθέσει με την γονιδιακή ενίσχυση 

των εστερασών, η αυξημένη γονιδιακή έκφραση είναι η κύρια μοριακή βάση της 

υπερέκφρασης των P450s, αν και τελευταία έχουν αναφερθεί αρκετές περιπτώσεις 

γονιδιακής ενίσχυσης (Bass and Field, 2011). Οι πρωτεΐνες αυτές περιγράφονται 

εκτενέστερα στην παράγραφο 4 καθώς και στο κεφάλαιο 2. 

3.1 Ανθεκτικότητα στον τετράνυχο 

Ένας μεγάλος αριθμός ουσιών με διαφορετική χημική δομή και τρόπο δράσης 

έχουν χρησιμοποιηθεί για την καταπολέμηση του ακάρεος, συμπεριλαμβανομένων 

νευροτοξικών εντομοκτόνων όπως είναι τα πυρεθρινοειδή και τα 

οργανοφωσφορικά, συγκεκριμένα ακαρεοκτόνα όπως τα METI’s (Mitochondrial 

Electron Transport Inhibitor) και οι σταννίνες καθώς και οι πιο πρόσφατα 

χρησιμοποιούμενες κετοενόλες (Knowles, 1997; Dekeyser, 2005; Van Leeuwen et al., 

2009). Δυστυχώς ο T. urticae είναι γνωστός για την εξαιρετική ικανότητα του να 

αναπτύσσει ταχύτατα ανθεκτικότητα στις διάφορες χημικές ουσίες (Knowles, 1997; 

Van Leeuwen et al., 2008). Τα τελευταία πέντε χρόνια έχουν προσδιοριστεί τόσο 

μεταλλαγές ανθεκτικότητας στόχου όσο και γονίδια αποτοξικοποίησης τα οποία 

έχουν συσχετιστεί με τον φαινότυπο της ανθεκτικότητας. 

Ένας σημαντικός αριθμός σημειακών μεταλλαγών στην ακετυλοχολινεστεράση 

έχουν αναφερθεί σε ανθεκτικά στελέχη και πληθυσμούς τετρανύχου από 

διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές, οι οποίες σχετίζονται με την ανθεκτικότητα 
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οργανοφωσφορικών και καραβαμιδικών εντομοκτόνων.  Αυτές περιλαμβάνουν τις  

G119S, A201S, T280A, G328A και F331W/Y (Khajehali et al., 2010; Kwon et al., 2010). 

Τρείς μεταλλαγές (F1538I, A1215D και L1024V) έχουν εντοπιστεί στα κανάλια 

μεταφοράς ιόντων νατρίου και έχουν συσχετιστεί με την ανθεκτικότητα στα 

πυρεθρινοειδή (Tsagkarakou et al., 2009; Kwon et al., 2010b). Στις περισσότερες 

όμως περιπτώσεις έχει βρεθεί ότι τα πυρεθρινοειδή μεταβολίζονται από 

καρβοξυλεστεράσες καθώς επίσης οξειδώνονται από μικροσωμικές μονο-

οξυγενάσες (Ay and Gurkan, 2005; Van Leeuwen et al., 2005; Van Leeuwen and Tirry, 

2007). Στο κυτόχρωμα β του μιτοχονδριακού DNA, προσδιορίστηκαν πέντε 

μεταλλαγές (G126S, I136T, S141F, D161G και P262T) που ευθύνονται για πολύ 

υψηλά επίπεδα ανθεκτικότητας στο ακαρεοκτόνο bifenazate (Van Leeuwen et al., 

2008; Van Nieuwenhuhse et al., 2009). Δύο μεταλλαγές έχουν εντοπιστεί στους 

διαύλους χλωρίου (glutamate-gated chloride channels) που σχετίζονται με την 

ανθεκτικότητα στο abamectin. Η G314D στο πρώτο κανάλι βρέθηκε να ευθύνεται 

για μέτρια επίπεδα ανθεκτικότητας στο abamectin (17 φορές) (Kwon et al., 2010c). 

Η δεύτερη αντικατάσταση (G326E) στο τρίτο κανάλι, στην ίδια ακριβώς θέση με 

αυτή του πρώτου καναλιού, βρέθηκε επίσης να σχετίζεται με την ανθεκτικότητα στο 

abamectin, σε Ελληνικό ανθεκτικό στέλεχος τετρανύχου (Dermauw et al., 2012). 

Πρόσφατα βρέθηκε και η CYP392A16, μια κυτοχρωμική P450 η οποία μεταβολίζει το 

abamectin και συμβάλει σημαντικά στην εμφάνιση ανθεκτικότητας σε στελέχη 

τετρανύχου (Riga et al., 2014). 

Σε πρόσφατη εργασία, προσδιορίστηκε το γονίδιο της συνθετάσης της χιτίνης 

(CHS1) ως ο μοριακός στόχος του ακαρεοκτόνου etoxazole (Van Leeuwen et al., 

2012). Εντοπίστηκε η μεταλλαγή I1017F να σχετίζεται με πολύ υψηλά επίπεδα 

ανθεκτικότητας στο etoxazole, σε ανθεκτικά στελέχη από διαφορετικές 

γεωγραφικές περιοχές (Van Leeuwen et al., 2012). Υψηλά επίπεδα ανθεκτικότητας 

έχουν αναπτυχθεί μετά από εργαστηριακή επιλογή στελεχών τετρανύχου με το 

ακαρεοκτόνο spirodiclofen (Van Pottelberge et al., 2008; 2009). Σε πρόσφατα 

πειράματα μικροσυστοιχειών, δύο διαφορετικών ανθεκτικών στελεχών, βρέθηκαν 

να υπερεκφράζονται σημαντικά η εστεράση TUCCE04, οι P450s CYP392E7 και 

CYP392E10, καθώς και από την ομάδα των αποπολυπρωτεϊνών, η  ApoD29. Από τις 
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δύο P450s μόνο η CYP392E10 βρέθηκε ότι μπορούσε να μεταβολίσει το 

spirodiclofen (Demaeght et al., 2013). Ακόμη, βρέθηκε ότι μια P450,η CYP392A11 

εμπλέκεται στον μεταβολισμό του cyenopyrafen (Riga et al.,2015). Τέλος, η 

υπερέκφραση πολλών μεταφορασών γλουταθειόνης έχει σχετιστεί με την 

ανθεκτικότητα σε διάφορα εντομοκτόνα και πρόσφατα η TuGSTd14 σχετίστηκε με 

μεταβολισμό του abamectin και αποδείχθηκε η κατάλυση in vitro της σύζευξης της 

γλουταθειόνης (GSH) στο cyflumetofen από την TuGSTd05 (Pavlidi et al., 2015). 

3.2 Ανθεκτικότητα στον αλευρώδη 

Η ανθεκτικότητα του αλευρώδη σε εύρος δραστικών ουσιών είναι επίσης 

συχνή, και το είδος συνεχίζει να προκαλεί σοβαρές ζημιές παγκοσμίως. Οι 

μηχανισμοί ανθεκτικότητας του αλευρώδη δεν έχουν μελετηθεί εκτενώς, ωστόσο 

έχουν προσδιοριστεί τόσο μεταλλαγές ανθεκτικότητας στόχου όσο και γονίδια 

αποτοξικοποίησης (για τα νεονικοτινοειδή κυρίως) τα οποία έχουν σχετιστεί με τον 

φαινότυπο της ανθεκτικότητας.  

Στον αλευρώδη η γνωστή και χαρακτηρισμένη μεταλλαγή στην 

ακετυλοχολινεστεράση (F331W) εντοπίστηκε πρώτη φορά σε ανθεκτικό σε OP 

στέλεχος Β βιότυπου από το Ισραήλ (Alon et al., 2008). Έκτοτε, η μεταλλαγή αυτή 

έχει βρεθεί σε πολύ υψηλές συχνότητες σε πληθυσμούς Β και Q βιότυπου από την 

Κύπρο και την Κρήτη αντίστοιχα (Vassiliou et al.,2011; Tsagkarakou et al., 2009). Οι 

Alon et al. (2008) εκτός από την μεταλλαγή στην θέση 331 βρήκαν ότι η 

καρβοξυλεστεράση COE1 υπερεκφραζόταν στο ανθεκτικό στέλεχος (4 φορές), ενώ η 

αυξημένη έκφραση δεν οφειλόταν στην γονιδιακή ενίσχυση. 

Στα κανάλια μεταφοράς ιόντων νατρίου έχουν προσδιοριστεί τρείς μεταλλαγές 

(M918V, L925I, T929V) που σχετίζονται με την ανθεκτικότητα στα πυρεθρινοειδή 

προσδίδοντας μειωμένη ευαισθησία των καναλιών στα φάρμακα αυτά (Morin et al., 

2002; Roditakis et al., 2006; Rinkevich et al., 2013).  

Η  ανθεκτικότητα του αλευρώδη στα νεονικοτινοειδή εντομοκτόνα είναι ιδιαιτέρα 

συχνό φαινόμενο. Οι Karunker et al. (2008) εντόπισαν την υπερέκφραση μιας 

συγκεκριμένης P450, της CYP6CM1, να σχετίζεται ισχυρά με την ανθεκτικότητα στο 

Imidacloprid σε στελέχη αλευρώδη Q και Β βιότυπου. Η συγκεκριμένη P450 
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αργότερα βρέθηκε ότι μπορούσε να μεταβολίσει το Imidacloprid καθώς και άλλα 

νεονικοτινοειδή (clothianidin και thiacloprid) αλλά όχι τα επίσης νεονικοτινοειδή 

Acetamiprid και thiamethoxam (Roditakis et al., 2011; Karunker et al., 2009). Σε πιο 

πρόσφατη εργασία από τους Nauen et al. (2013) βρέθηκε ότι η ίδια P450 μπορούσε 

να μεταβολίσει και το pymetrozine, σκεύασμα που ανήκει σε εντελώς διαφορετική 

χημική ομάδα. Επίσης βρέθηκαν η CYP6CM1 και η CYP4C64 να σχετίζονται ισχυρά 

με την ανθεκτικότητα στο Imidacloprid, σε αρκετούς πληθυσμούς Bemisia tacabi 

από την Κίνα (Yang et al., 2013b). Τέλος, σε στελέχη B. tacabi ανθεκτικά σε 

νεονικοτινοειδή από την Ελλάδα, μέσω αλληλούχισης του μεταγραφώματος, 

συσχετίστηκαν 5 ένζυμα της ομάδας των P450s με την ανθεκτικότητα (CYP6CX5, 

CYP6CX3, CYP303,CYP303A1- like, CYP417B1, CYP4C1-like). Από αυτά κυρίως η 

CYP6CX3 και η CYP303 φαίνεται να σχετίζονται σημαντικά για τη ανθεκτικότητα στο 

Acetamiprid και στο Imidacloprid αντίστοιχα (Ilias et al., 2015). 

Το γονιδίωμα του αλευρώδη δεν είναι ακόμα γνωστό, ωστόσο τα τελευταία χρόνια 

έχουν γίνει αρκετές μελέτες ανάλυσης μεταγραφώματος (Wang et al., 2010; 2011; 

2012) σε διαφορετικούς βιότυπους του Bemisia tacabi. Σε δύο μεταγενέστερες 

εργασίες (Xie et al., 2012; Yang et al., 2013a) εντοπίστηκαν εκτός της CYP6CM1 τρείς 

ακόμα P450s και μία GST οι οποίες βρέθηκαν να υπερεκφράζονται σε ανθεκτικό στο 

thiamethoxam στέλεχος αλευρώδη, B βιότυπου χωρίς όμως να έχει διερευνηθεί 

πλήρως ο ρόλος τους.  

4. P450 μονοοξυγενάσες 

Οι κυτοχρωμικές μονοοξυγενάσες P450s είναι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται 

από τα γονίδια P450 ή CYP γονίδια, τα οποία αποτελούν μια από τις μεγαλύτερες 

οικογένειες γονιδίων με αντιπροσώπους σε όλους τους ζωντανούς οργανισμούς, 

από τα βακτήρια και τους μύκητες έως τα φυτά και τα ζώα (Werck-Reichhart and 

Feyereisen, 2000). Στο ανθρώπινο γονιδίωμα έχουν βρεθεί περίπου 57 CYP γονίδια 

ενώ τα έντομα μπορεί να έχουν από 36 γονίδια (Pediculus humanus (Lee et al., 

2010) έως και 170 στο κουνούπι (Arensburger et al., 2010). Οι μεγαλύτερες ομάδες 

των γονιδίων CYP στα έντομα είναι οι υποοικογένειες CYP4 και CYP6. Κάθε πρωτεΐνη 

κωδικοποιείται από ένα CYP γονίδιο και η μεγάλη ποικιλότητα που παρουσιάζουν 
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οφείλεται σε επιτυχημένους διπλασιασμούς γονιδίων και στη συνέχεια από 

νουκλεοτιδικές διαφοροποιήσεις.  

Στους προκαρυωτικούς οργανισμούς τα ένζυμα P450s είναι διαλυτές πρωτεΐνες, 

ενώ στους ευκαρυωτικούς συχνά συνδέονται με τον ενδοπλασματικό δίκτυο ή με 

την εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων (Berge et al., 1998). Το απαραίτητο 

κοινό χαρακτηριστικό τους είναι το μέγιστο απορρόφησης στα 450 nm (Omura and 

Sato, 1964) και η ομάδα αίμης που περιέχουν στο ενεργό κέντρο τους, η οποία 

περιέχει ένα άτομο σιδήρου (κέντρο αιμικού σιδήρου) και για το λόγο αυτό τα 

ένζυμα ανήκουν στην υπεροικογένεια των αιμοπρωτεϊνών. Καταλύουν μια μεγάλη 

ποικιλία αντιδράσεων αλλά ο πιο γνωστός τους ρόλος είναι αυτός της 

μονοοξυγενάσης (Εικόνα 5), καταλύοντας τη μεταφορά ενός ατόμου μοριακού 

οξυγόνου σε ένα οργανικό υπόστρωμα, ενώ το δεύτερο άτομο οξυγόνου ανάγεται 

σε νερό σύμφωνα με την αντίδραση:  

RH (υπόστρωμα) + O2 + NADPH + H + → ROH + H2O + NADP + (1) 

Έχουν επίσης δραστικότητα οξειδάσης, αναγωγάσης, ισομεράσης, 

αφυδρογονάσης κ.α ενώ συνολικά έχει βρεθεί ότι καταλύουν 60 τουλάχιστον 

χημικές αντιδράσεις (Ortiz de Montellano, 1995; Mansuy, 1998; Guengerich, 2001).  

 

Εικόνα 5: Καταλυτικός κύκλος των ενζύμων P450 με δράση μονοοξυγενάσης (Feyereisen, 2011) 
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Παίζουν σημαντικό ρόλο καθώς φαίνεται να εμπλέκονται σε πληθώρα 

μηχανισμών, τόσο σε αναπτυξιακά αλλά και ρυθμιστικά μονοπάτια του οργανισμού. 

Εμπλέκονται στη βιοσύνθεση και στο μεταβολισμό ενδογενών ουσιών όπως 

στεροειδείς ορμόνες και λίπη, ενώ η δράση τους έχει συσχετιστεί έντονα με την 

αποτοξικοποίηση ξενοβιοτικών ουσιών, συμπεριλαμβανομένου και των 

εντομοκτόνων. Έχει βρεθεί όπως αναφέρθηκε παραπάνω, ανθεκτικότητα σχεδόν σε 

όλες τις ομάδες εντομοκτόνων εφόσον έχουν την ικανότητα να αναγνωρίζουν και να 

μεταβολίζουν πολύ διαφορετικά τοξικά μόρια (Daborn et al., 2002).  

Για να καταλύσουν την αντίδραση προσθήκης οξυγόνου στα οργανικά 

υποστρώματα, οι P450s αντλούν ηλεκτρόνια από ενεργοποιημένες φορείς 

ηλεκτρονίων όπως το NADPH. Αυτή η μεταφορά ηλεκτρονίων γίνεται είτε από το 

κυτόχρωμα b5 είτε από ένα ένζυμο, την αναγωγάση των κυτοχρομικών P450s 

(NADPH- cytochrome p450 reductase, CPR) (Berge et al., 1998). Η CPR είναι μια 

πρωτεΐνη συνδεδεμένη με τις μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου μέσω του 

αμινοτελικού της άκρου ή προσδεδεμένη στις μεμβράνες των μιτοχονδρίων (Εικόνα 

6) (Kida et al., 1998). Έχει μια υπομονάδα FAD με ικανότητα αναγνώρισης του 

NADPH και μια FMN υπομονάδα. Τα ηλεκτρόνια από το NADPH μεταφέρονται μέσω 

της FAD υπομονάδας και έπειτα μέσω της FMN, καταλήγοντας στο σύμπλοκο των 

P450s (Hannemann et al., 2007; Wang et al., 1997). 

 

                    Εικόνα 6: Σύστημα μεταφοράς ηλεκτρονίων από την CPR στις P450s. 



24 
 

Αντικείμενο της εργασίας 

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι να διερευνήσουμε τους μηχανισμούς 

βιοχημικής ανθεκτικότητας και αποτοξικοποίησης εντομοκτόνων και φυτοτοξινών 

του τετρανύχου και του αλευρώδη. Η εργασία χωρίζεται σε δύο κεφάλαια: 

1) Αναστολή της ανθεκτικότητας του τετρανύχου μέσω απενεργοποίησης των 

οξειδασών του. Η μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε είναι η κατασκευή 

διαγονιδιακών φυτών τομάτας που παράγουν siRNA για το γονίδιο της CPR 

του τετρανύχου, ώστε μέσω αυτού να μπλοκαριστεί το μεταβολικό μονοπάτι 

των P450s που ευθύνεται για την ανθεκτικότητά του στα εντομοκτόνα αλλά 

και στις φυτοτοξίνες της τομάτας. 

2) Κλωνοποίηση δύο ενζύμων P450s του αλευρώδη, BtCYP6CX3 και BtCYP6CX5 

οι οποίες σχετίζονται με την ανθεκτικότητά του στα νεονικοτινοειδή και 

λειτουργική έκφρασή τους μέσω φορέων πρωτεϊνικής έκφρασης, παραγωγή 

ανασυνδυασμένης πρωτεΐνης και μελέτη της ικανότητάς της να μεταβολίζει 

συγκεκριμένα εντομοκτόνα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1- ΈΛΕΓΧΟΣ ΈΚΦΡΑΣΗΣ dsRNAs ΤΩΝ 

ΔΙΑΓΟΝΙΔΙΑΚΩΝ ΦΥΤΩΝ ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΤΩΝ ΕΠΙΠΕΔΩΝ 

ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΗΣ CPR ΣΕ ΠΛΗΘΥΣΜΟΥΣ T. urticae  
Στο κεφάλαιο αυτό περιγράφεται η  διαδικασία που ακολουθήθηκε για τον έλεγχο 

της έκφρασης μικρών δίκλωνων RNAs σε διαγονιδιακά φυτά τομάτας καθώς και η 

αποτελεσματικότητα της σίγησης του γονιδίου της CPR σε πληθυσμούς T. urticae, 

που τρέφονται από αυτά.  

1.Α ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.Α.1 Ο μηχανισμός της  RNA σίγησης 

 

Η χρήση χημικών ουσιών είναι ο κύριος τρόπος αντιμετώπισης των παρασίτων 

αλλά τα τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας έχει 

στραφεί στον μηχανισμό της σίγησης ως εναλλακτική ανερχόμενη μέθοδο για την 

καταπολέμησή τους. Η διαθεσιμότητα των γονιδιωμάτων σε πολλά έντομα έχει 

διευρύνει ακόμα περισσότερο τους ορίζοντες για να εφαρμοστεί αυτή η τεχνική.  

 

Η RNA σίγηση αποτελεί έναν μηχανισμό ο οποίος ελέγχει την έκφραση των 

γονιδίων μέσω της δράσης μικρών μη κωδικών RNA μήκους 21- 28 νουκλεοτιδίων. Η 

ρύθμιση αυτή μπορεί να γίνεται σε μεταγραφικό (Transcriptional Gene Silencing- 

TGS) ή μετα- μεταγραφικό (Post Transcriptional Gene Silencing- PTGS). Αρχικά 

ανακαλύφθηκε στα φυτά όμως στη συνέχεια διαπιστώθηκε ότι είναι ένας 

θεμελιώδης μηχανισμός συντηρημένος στους περισσότερους ευκαρυώτες με 

αξιοσημείωτη εξαίρεση τον σακχαρομύκητα (Saccharomyces cerevisiae) στον οποίο 

απουσιάζει. Για τα φυτά χρησιμοποιείται ο όρος RNA σίγηση (RNA silencing), στα 

ζώα συναντάται ως RNA interference (RNAi) ενώ στους μύκητες λέγεται Quelling 

(Agrawal et al., 2003). 

 

Ο ρόλος της σίγησης πέρα από την έκφραση γονιδίων που συμμετέχουν σε 

αναπτυξιακά μονοπάτια, μηχανισμούς κυτταρικής διαφοροποίησης και 

μορφογένεσης (Du and Zamore, 2005) είναι πολύ σημαντικός για την άμυνα του 
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οργανισμού. Συμβάλλει καθοριστικά στην αντιμετώπιση εισβολών ξένου γενετικού 

υλικού όπως από ιούς, βακτήρια καθώς και μεταθετά στοιχεία. Η ενεργοποίηση του 

μηχανισμού επιτυγχάνεται με τα πρόδρομα δίκλωνα μόρια RNA (dsRNA) που 

μπορεί να έχουν διαφορετικό μήκος και προέλευση. Ακολουθεί μετατροπή των 

dsRNAs σε μικρά δίκλωνα RΝΑ μήκους 21-28 νουκλεοτιδίων τα οποία στη συνέχεια 

οδηγούν σε αναγνώριση και καταστολή των συμπληρωματικών αλληλουχιών 

στόχων. Η καταστολή γίνεται με κοπή του mRNA στόχου, αναστολή της μετάφρασής 

του ή μεθυλίωση και μεταγραφική απενεργοποίηση του γονιδίου που παράγει τον 

στόχο (Carthew and Sontheimer, 2009). 

 

Τα τρία μονοπάτια της σίγησης είναι αυτά των short interfering RNAs (siRNAs), 

των micro RNAs (miRNAs) και αυτό της DNA μεθυλίωσης (Melnyk et al., 2011). Η 

παραγωγή των dsRNA μπορεί να πραγματοποιηθεί μέσω πολυμερισμού 

μονόκλωνου RNA όπως για παράδειγμα RNA ιών ή από υβριδοποίηση 

αλληλεπικαλυπτόμενων μεταγραφημάτων όπως για παράδειγμα επανα-

λαμβανόμενες αλληλουχίες (μεταθετά στοιχεία). Τέτοια dsRNA είναι πρόδρομοι των 

siRNA και rasiRNA τα οποία οδηγούν σε αποικοδόμηση του mRNA  στόχου και 

τροποποιήσεις της χρωματίνης αντίστοιχα. Επιπλέον, ενδογενή μετάγραφα που 

περιέχουν εσωτερική ή μερική συμπληρωματικότητα 20- 50 νουκλεοτιδίων 

αναδιπλώνονται σχηματίζοντας δομή φουρκέτας (hairpin). Αυτά τα δίκλωνα μόρια 

αποτελούν προδρόμους των miRNAs και είναι υπεύθυνα για την καταστολή της 

μετάφρασης των mRNA στόχων καθώς επίσης σε μερικές περιπτώσεις και της 

αποικοδόμησης του mRNA.  

Η ωρίμανση των siRNAs καταλύεται από μια οικογένεια ενζύμων που 

ονομάζονται Dicer. Οι πρωτεΐνες αυτές έχουν δράση ενδονουκλεασών τύπου RNase 

III και περιέχουν συγκεκριμένες χαρακτηριστικές υπομονάδες: 1) Μια καταλυτική 

υπομονάδα RNase III, 2) μια υπομονάδα πρόσδεσης του δίκλωνου RNA (dsRBD), 3) 

μια υπομονάδα με δράση ATPase, 4) μια PAZ υπομονάδα και 5) μια υπομονάδα 

DUF283 (Meister and Tuschl, 2004; Tomari and Zamore, 2005). Στην εικόνα 7 

παρουσιάζονται το μονοπάτι της σίγησης που ενεργοποιείται με την είσοδο 

εξωγενών RNA στο κύτταρο. 
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Εικόνα 7: Το μονοπάτι της RNA σίγησης σε διάφορους οργανισμούς. Το επίμηκες dsRNA 

μετατρέπεται σε μικρά RNA (siRNA και miRNA) από το ένζυμο Dicer. Τα μικρά dsRNA στη συνέχεια 

προσδένονται στα σύμπλοκα RISC, RITS (RNA- induced transcriptional silencing) ή miRNP. Το 

σύμπλοκο RISC μεσολαβεί στην αποικοδόμηση του mRNA στόχου, το σύμπλοκο miRNP οδηγεί στην 

καταστολή της μετάφρασης του mRNA στόχου και το σύμπλοκο RITS εμπλέκεται στη συμπύκνωση 

της ετεροχρωματίνης (Meister and Tuschl, 2004). 

 

 

Αποτέλεσμα της επεξεργασίας των dsRNA μορίων από τις Dicer είναι η 

δημιουργία μικρών δίκλωνων RNA μήκους περίπου 21 νουκλεοτιδίων.  Τα δίκλωνα 

αυτά μόρια έχουν ένα 5’ φωσφορικό άκρο και δύο 3’ προεξέχοντα άκρα. Στη 

συνέχεια τα μικρά αυτά RNA αναγνωρίζονται και προσδένονται σε ένα ειδικό 

πολυπρωτεϊνικό, το RNA- Induced Silencing Complex (RISC). Κύρια πρωτεΐνη αυτού 

του συμπλόκου είναι η πρωτεΐνη Αργοναύτης (ΑGO). Η πρωτεΐνη AGO έχει μια PIWI 

υπομονάδα υπεύθυνη για την αναγνώριση μικρών RNA και πρόσδεση στο 5’ άκρο 

τους και μια PAZ υπομονάδα υπεύθυνη για την πρόσδεση στο 3’ άκρο μονόκλωνου 

RNA. Έτσι, η μια αλυσίδα των μικρών RNA ενσωματώνεται στο RISC για να 

λειτουργήσει σαν οδηγός προς όλες τις συμπληρωματικές προς αυτήν αλληλουχίες 

για να καταστείλει την έκφρασή τους. Η επιλογή της αλυσίδας που θα λειτουργήσει 

σαν αλληλουχία οδηγός γίνεται από το RISC με βάση τη θερμοδυναμική 

σταθερότητα των άκρων. Η αλυσίδα της οποίας το 5’ άκρο είναι θερμοδυναμικά 

ασταθέστερο φορτώνεται στο RISC, ενώ η άλλη αποδομείται. 
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1.Α.2 Εφαρμογή της RNA σίγησης σαν μέθοδο καταπολέμησης παρασίτων 

Ο μηχανισμός της RNA σίγησης είναι συντηρημένος σε όλους τους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς με αποτέλεσμα να αποτελεί ένα εργαλείο για την 

καταπολέμηση των επιβλαβών παρασίτων. Επιλέγονται αλληλουχίες των 

παρασίτων οι οποίες θα στοχευθούν και θα κατασταλούν εξειδικευμένα, στην 

περίπτωση που υπάρξει προσβολή. Τέτοιες αλληλουχίες μπορεί να είναι γονίδια 

απαραίτητα για την επιβίωση των παρασίτων ή γονίδια τα οποία σχετίζονται με την 

ανθεκτικότητα του σε παρασιτοκτόνα.  

Η αλληλούχιση του γονιδιώματος του τετρανύχου (Grbic et al., 2011) έδειξε ότι 

διαθέτει όλα τα απαραίτητα ένζυμα και σύμπλοκα για να λειτουργήσει 

αποτελεσματικά ο μηχανισμός της RNA σίγησης. Σημαντικό ήταν το γεγονός ότι 

βρέθηκε η RNA- κατευθυνόμενη RNA πολυμεράση (RNA- directed RNA polymerase, 

RdRP), ένα ένζυμο που δεν είχε χαρακτηριστεί στα έντομα αλλά φαίνεται να παίζει 

σημαντικό ρόλο στην αποτελεσματικότητα του μηχανισμού RNAi βοηθώντας στην 

εγκαθίδρυση του και στη δημιουργία συστημικής εξάπλωσης (Van Leeuwen et al., 

2012; Sijen et al., 2001). Με τα παραπάνω δεδομένα θεωρήθηκε πως στον 

τετράνυχο θα μπορούσε να εφαρμοστεί με επιτυχία η τεχνολογία αυτή, αλλά 

παρέμενε το κρίσιμο ερώτημα του τρόπου πρόσληψης των dsRNA από το άκαρι και 

του τρόπου διανομής του σ’ όλο τον οργανισμό για να επιτευχθεί μεγαλύτερη 

αποτελεσματικότητα. Το έντομο/ άκαρι θα πρέπει να μεταφέρει σε όλα τα κύτταρα 

του τα dsRNA ή τα siRNA που θα προσλάβει από το περιβάλλον του. Αρχικά τα 

dsRNA θα πρέπει να εισχωρήσουν από την περιοχή του στομαχιού στα επιθηλιακά 

κύτταρα που το περιβάλλουν και στη συνέχεια σε όλο το υπόλοιπο σώμα 

δημιουργώντας αυτό που ονομάζεται συστημική RNA σίγηση (Huvenne and 

Smagghe, 2010). 

Μέχρι σήμερα έχει μελετηθεί η πρόσληψη dsRNA μέσω μικροενέσεων και μέσω 

τροφής. Η δεύτερη μπορεί να γίνει είτε με ανάμειξη με τη δίαιτα είτε μέσω 

διαγονιδιακών φυτών. Καθώς η τεχνολογία των μικροενέσεων δεν μπορεί να 

εφαρμοστεί στο πεδίο για την καταπολέμηση των παρασίτων, παρακάτω 

αναφέρονται μελέτες που εφάρμοσαν με επιτυχία την σίγηση μέσω τροφής. 
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Χορήγηση dsRNA μέσω τροφής- έκφραση σε βακτήρια ή ανάμειξη με τη 

δίαιτα 

Οι δύο βασικές στρατηγικές χορήγησης που έχουν χρησιμοποιηθεί για την 

χορήγηση dsRNA μέσω τροφής είναι: α) το dsRNA να εκφράζεται σε βακτήρια τα 

οποία βρίσκονται εντός των εντόμων και β) σύνθεση in vitro, ανάμειξη με τη δίαιτα 

και χορήγησή τους μέσω τεχνητής τροφής. 

Οι Timmon και Fire το 1998, ανέφεραν ότι οι νηματώδεις που έχουν τραφεί με 

βακτήρια E.coli που εκφράζουν dsRNA εμφάνισαν παρόμοιους φαινοτύπους με τα 

αντίστοιχα μεταλλάγματα στα οποία έχουν γίνει μεταλλάξεις παρεμπόδισης 

λειτουργίας (loss-of-function mutants) (Timmon and Fire, 1998). Με την ανακάλυψη 

αυτού του τρόπου εισόδου των dsRNA στον οργανισμό των εντόμων 

πραγματοποιήθηκαν αρκετές προσπάθειες για επαγωγή σίγησης. Χαρακτηριστικά 

παραδείγματα είναι: Spodoptera exigua, Diabrotica virgifera και Epiphyas 

postvittana (Turner et al., 2006; Baum et al., 2007; Tian et al., 2009; Surakasi et al., 

2011).  

Η σύνθεση dsRNA in vitro και χορήγησή τους μέσω τροφής οδήγησε σε σίγηση 

του γονιδίου της Ε- υπομονάδας vATPase των εντόμων T. castaneum, A. pisum και 

M. sexta (Whyard et al., 2009). Το 2011 οι Upadhyay et al. κατάφεραν να σιγήσουν 

τα γονίδια της ακτίνης, ADP/ATP translocase, a- tubulin, ριβοσωμικής πρωτεΐνης L9 

(RPL9) και της Α υπομονάδας της vATPase στον αλευρώδη προκαλώντας 

διαφορετικά επίπεδα θνησιμότητας στο έντομο. Παρήγαγαν dsRNA και siRNA in 

vitro και τα ανέμειξαν με τεχνητή δίαιτα (Upadhyay et al., 2011). Στον τετράνυχο 

έχουν γίνει προσπάθειες σίγησης απαραίτητων γονιδίων, μεταξύ των οποίων και η 

vATPase, μέσω χορήγησης των dsRNA με φυλλικούς δίσκους. Αποτέλεσμα ήταν η 

αύξηση της θνησιμότητας των ατόμων και τα μειωμένα επίπεδα έκφρασης των 

γονιδίων στόχων (Kwon et al., 2013).  Σε μια πιο πρόσφατη μελέτη έγινε 

προσπάθεια σίγησης του γονιδίου της CPR του T. cinnabarinus μέσω εμποτισμού 

των φυλλικών δίσκων με dsRNA και βρέθηκε μειωμένη έκφραση του γονιδίου 

καθώς και μειωμένη ενεργότητα των P450s που ελέγχθηκαν. Ακόμη, παρατηρήθηκε 

αυξημένη ευαισθησία των ατόμων στο fenpropathrin (Shi et al., 2015). Ωστόσο, σε 

άλλα πειράματα δεν έχει επιβεβαιωθεί η σίγηση των γονιδίων CPR και vATPase σε 
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άτομα Τ. urticae που τρέφονταν α) με dsRNA και β) με siRNA (Διδακτορική διατριβή 

Ηλία Άρη, «Διερεύνηση των μηχανισμών ανθεκτικότητας στα εντομοκτόνα και της 

διασποράς των υπεύθυνων γονιδίων σε πληθυσμούς των Bemisia tacabi 

(αλευρώδη) και Tetranychus urticae (τετρανύχου)», 2014).  

Η πρόσληψη dsRNA από τα έντομα μέσω τροφής παρέχει πολλά 

πλεονεκτήματα. Είναι χαμηλή σε κόστος και εύκολη εφαρμογή. Είμαι μια λιγότερο 

επεμβατική μέθοδος και είναι αρκετά πρακτική για έντομα μικρού μεγέθους καθώς 

και για προνυμφικά στάδια (λάρβες ή νύμφες). Ωστόσο η αποτελεσματικότητα της 

σίγησης ποικίλει μεταξύ διαφορετικών ειδών πιθανόν λόγω του διαφορετικού 

περιβάλλοντος του εντέρου καθώς και μεταξύ διαφορετικών αναπτυξιακών 

σταδίων. Ένα άλλο μειονέκτημα της μεθόδου είναι η δυσκολία ποσοτικοποίησης της 

ποσότητας που προσλαμβάνεται από τα έντομα (Yu et al., 2012). 

Χορήγηση dsRNA μέσω διαγονιδιακών φυτών 

Πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι τα διαγονιαδιακά φυτά μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν σαν ένας τρόπος φυσικής πρόσληψης dsRNAs από τα έντομα για 

να επιτευχθεί η σίγηση επιλεγμένων γονιδίων (Baum et al., 2007; Mao et al., 2011).  
Η μέθοδος αυτή έχει οδηγήσει σε σίγηση γονιδίων σε έντομα της οικογένειας των 

Λεπιδοπτέρων, των Κολεόπτερων και των Ημίπτερων. Οι Mao et al. κατασκεύασαν 

φυτά καλαμποκιού, καπνού Nicotiana tabacum και Arabidopsis thaliana τα οποία 

εκφράζουν dsRNA για το γονίδιο CYPAE14 και παρουσίασαν ανθεκτικότητα στο 

λεπιδόπτερο Helicoverpa armigera (Mao et al., 2011). Για την καταπολέμηση του 

ίδιου εντόμου οι Liu et al. κατασκεύασαν διαγονιδιακά φυτά Arabidopsis thaliana τα 

οποία παράγουν dsRNA για το γονίδιο της κινάσης της αργινίνης (ΗaΑΚ) και 

παρατηρήθηκε έως και 55% θνησιμότητα στο στάδιο της λάρβας (Liu et al., 2015). 

Οι Baum et al. κατασκεύασαν φυτά καλαμποκιού που παράγουν dsRNA για μια V-

ATPάση με αποτέλεσμα να αποκτήσουν τα φυτά ανθεκτικότητα στα κολεόπτερα 

καθώς οι προνύμφες εμφάνιζαν μειωμένη ανάπτυξη και μεγάλη θνησιμότητα 

(Baum et al., 2007). Οι Zha et al. κατέστειλαν μέσω διαγονιδιακών φυτών ρυζιού, τα 

γονίδια NlHT1, Nlcar και Nltry του εντόμου Nilaparvata lugens (Zha et al., 2010).  Οι 

Pitino et al. επέλεξαν το γονίδιο Rack1 που εκφράζεται κυρίως στο μεσέντερο και το 

C002 που εκφράζεται στους σιελογόνους αδένες στον οργανισμό Myzus persicae. 



31 
 

Μετασχηματίζοντας τα φυτά παροδικά με αγροεμποτισμό και κατασκευάζοντας 

διαγονιαδιακά φυτά για την παραγωγή dsRNA για αυτά τα γονίδια, έδειξαν έως και 

60% καταστολή τους (Pitino et al., 2011). Σε μια πιο πρόσφατη έρευνα, μέσω 

διαγονιδιακών φυτών Nicotiana tabacum που παράγουν dsRNA για την v- ATPaseA 

του αλευρώδη, παρατηρήθηκε μείωση των μεταγράφων του γονιδίου στο έντομο 

και τελικά θνησιμότητα (Thakur et al., 2014). 

1.Β ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

1.Β.1 Βιολογικό υλικό 

Τα φυτά που ελέγχθηκαν ήταν διαγονιδιακά φυτά τομάτας που εκφράζουν dsRNAs 

για τμήμα του γονιδίου της CPR του τετρανύχου, hpTuCPR (Μεταπτυχιακή διατριβή 

Σανδρή Αναστασίας, «Ανάπτυξη μεθόδων καταπολέμησης εχθρών καλλιεργειών 

μέσω μηχανισμών αποτοξικοποίησης με διαγονιδιακά φυτά», 2014). Όλα τα φυτά 

που μελετήθηκαν ήταν Τ1 γενιάς και νεαρά σε ηλικία. Έγινε εξαγωγή ολικού RNA  

από τα φύλλα των φυτών και στη συνέχεια με αποτύπωση κατά Northern ελέγχθηκε 

η παραγωγή των μικρών δίκλωνων RNAs. Η διαγονιδιακή σειρά από την οποία 

αναλύθηκαν τα φυτά ήταν η hpTuCPR1.12. 

Τα στελέχη Τ.urticae που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία ανήκουν στο 

στέλεχος London το οποίο χαρακτηρίζεται ευαίσθητο στη χρήση εντομοκτόνων και 

διατηρείται εργαστηριακά. Το συγκεκριμένο στέλεχος συλλέχθηκε από τον Καναδά 

και χρησιμοποιήθηκε στην ανάλυση του γονιδιώματος του τετρανύχου (Grbic et al., 

2011)  Όλα τα στελέχη διατηρούνται σε φυτά τομάτας ποικιλίας Moneymaker, σε 

ειδικούς θαλάμους για την αποφυγή επαφής με άλλα στελέχη T. urticae καθώς και 

για τη διατήρηση ειδικών και ελεγχόμενων συνθηκών ανάπτυξης. Η θερμοκρασία 

του θαλάμου διατήρησης ήταν 25-26 οC, 50- 60% σχετική υγρασία και φωτοπερίοδο 

16:8 h φως- σκοτάδι. 

1.Β.2 Απομόνωση ολικού RNA από τον φυτικό ιστό 

Συλλέχθηκαν νεαρά φύλλα σε ηλικία και στη συνέχεια λειοτριβούνται με υγρό 

άζωτο. Ζυγίζονται 150 mg ιστού και πραγματοποιείται εξαγωγή ολικού RNA. Η 

διαδικασία που ακολουθείται είναι η παρακάτω: 
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• Προσθήκη 1 ml TRI Reagent (Sigma) 

• Ισχυρή ανάδευση και επώαση για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου (RT) 

• Φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές για 10 min σε RT 

• Το υπερκείμενο απομακρύνεται και προστίθενται 150 ul χλωροφορμίου 

• Ισχυρή ανάδευση και επώαση για 10 min σε RT 

• Φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές για 10 min  σε RT 

• Το υπερκείμενο απομακρύνεται και προστίθενται 500ul ισοπροπανόλης 

• Ισχυρή ανάδευση και επώαση για 1-2 h στους -80οC 

•  Φυγοκέντρηση στις 12.000 στροφές για 15min στους 4οC 

• Το υπερκείμενο αφαιρείται και γίνεται 2 φορές έκπλυση της πελλέτας με 

70% αιθανόλη 

• Απομάκρυνση υπερκειμένου και επαναδιάλυση σε τελικό όγκο 35ul με H2O 

Σημειώνουμε πως είναι καίριας σημασίας το περιβάλλον στο οποίο εργαζόμαστε 

για την απομόνωση του RNA να είναι απαλλαγμένο από ριβονουκλεάσες και αυτό 

το εξασφαλίζουμε με την χρήση RNAse free αντιδραστηρίων και αναλώσιμων 

υλικών, και την ειδική επεξεργασία γυαλικών, μεταλλικών αντικειμένων και 

διαλυμάτων με τη χρήση DEPC (diethyl-pyrocarbonate, ειδικός αναστολέας 

ριβονουκλεασών) και κλιβανισμού και την αποφυγή οποιασδήποτε επαφής 

αντιδραστηρίων ή υλικών με γυμνά χέρια (συχνή αλλαγή γαντιών). 

1.B.3 Στύπωμα κατά Northern για μικρά RNAs  

Το στύπωμα κατά Νοrthern χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση των μικρών RNAs 

στα δείγματα των φυτικών ιστών. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν: 

Ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτικό gel ακρυλαμίδης 

30 μg από το ολικό RNA κάθε δείγματος αναλύθηκαν με κάθετη ηλεκτροφόρηση 

σε αποδιατακτικό πήκτωμα πολυακρυλαμίδης (acrylamide 15% 38:2, Urea 7M, TBE 

1X), στα 40mA και σε διάλυμα 1x TBE. Στα δείγματα είχε προστεθεί κατάλληλη 

ποσότητα χρωστικής (loading dye, τελική συγκέντρωση 1x) και πριν φορτωθούν, 

έβρασαν για 5 λεπτά και επωάστηκαν για 2-3 λεπτά στον πάγο. Το πήκτωμα 

πολυακρυλαμίδης μετά την ηλεκτροφόρηση επωάστηκε με διάλυμα 1x TBE για 10 

λεπτά και μετά προστέθηκε βρωμιούχο αιθίδιο για να γίνει χρώση των νουκλεϊκών 

οξέων. Στη συνέχεια φωτογραφήθηκε κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία και 
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ακολούθησε μεταφορά των διαχωρισμένων μορίων σε νάιλον μεμβράνη (Whatman, 

Nytran® N, 0,2 μm) με ήμι-στεγνή ηλεκτρο-μεταφoρά (semi-dry electro-blotting, 

Thermo Scientific Owl HEP-1 Semi Dry Electroblotting System, Dubuque, USA), με 

ένταση ρεύματος 2mA για κάθε τετραγωνικό εκατοστό του πηκτώματος και την 

βοήθεια διαλύματος 1x TBE, για 35 λεπτά. Τα μόρια RNA μονιμοποιήθηκαν στην 

μεμβράνη με υπεριώδη ακτινοβολία (1200μJ/cm2) και στη συνέχεια έγινε χρώση της 

μεμβράνης με διάλυμα methylene blue [0,3M οξικό νάτριο (CH3COONa), 0,03% 

σκόνη methylene blue]. 

2x loading dye 

80% φορμαμίδιο 

10mM EDTA 

1mg/ml μπλε της βρωμοφαινόλης 

1mg/ml ξυλόλιο 

Προϋβριδοποίηση της μεμβράνης  

Το διάλυμα προϋβριδοποίησης, το οποίο παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα 

(Πίνακας 1), αρχικά προθερμαίνεται στους 50οC. Στη συνέχεια η μεμβράνη 

τοποθετείται σε ειδικό κύλινδρο, προστίθεται το διάλυμα προϋβριδοποίησης (10-15 

ml) και ακολουθεί επώαση στους 50οC για 1h υπό περιστροφή. 

Πίνακας 1: Σύσταση διαλύματος προϋβριδοποίησης  

SSC 5X 

SDS 7% 

Denhart’s (Invitrogen) 1X 

Na2HPO4   pH 7.2 20mM 

 

Σύνθεση ραδιενεργού DNA ανιχνευτή (probe) με τη μέθοδο random priming 

• DNA template (παρουσιάζεται στο Παράρτημα Ι) 100ng παρουσία τυχαίων 

εκκινητών (random primers, 3μg) θερμαίνονται στους 95οC για 5 min.  

• Επώαση στον πάγο για 5 min 

• Προσθήκη 10 mM dTTPs, 10mM dGTPs, 10 mM dATPs, 1X random priming 

buffer (Invitrogen), 20 units Klenow enzyme (MINOTECH Biotechnology) ώστε 
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να ενσωματωθούν ραδιενεργά νουκλεοτίδια στη νεοσυντιθέμενη αλυσίδα, 

συμπληρωματική σε μήτρα DNA κατάλληλη για τα μόρια RNA που πρέπει να 

σημανθούν. 

• Προσθήκη 10mM ραδιενεργού (α-23 Ρ) dCTP 

• Επώαση για 1h στους 37οC 

• Καθαρισμός του probe με φυγοκέντρηση στις 2.700 στροφές για 1 λεπτό σε 

πακεταρισμένη στήλη Biorad με Sephadex G-25 agarose beads διαλυμένα σε 

ΤΕ 1Χ 

• Ο probe προτίθεται στο διάλυμα προϋβριδοποίησης και επωάζεται με τη 

μεμβράνη για τουλάχιστον 15 h 

• Έκπλυση της μεμβράνης με τα κατάλληλα διαλύματα. Τα πρώτα δύο 

πλυσίματα ήταν των 30 λεπτών με διάλυμα 2x SSC + 0,3% SDS και το 

επόμενο 15 λεπτών με 1x SSC + 0,3% SDS. Όλες οι διαδικασίες έγιναν στους 

50οC.  

• Έκθεση και εμφάνιση της μεμβράνης σε φιλμ αυτοραδιογραφίας. 

1.Β.4 Πείραμα RNA σίγησης μέσω διαγονιδιακών φυτών  

Χρησιμοποιήθηκαν τρία φυτά αγρίου τύπου και τρία διαγονιδιακά TuCPRi (τομάτα 

ποικιλίας Redsetter). Σε κάθε ένα από αυτά τοποθετήθηκαν περίπου 300 άτομα, 

αρσενικά και θηλυκά από τον πληθυσμό London , τα οποία αφέθηκαν να τραφούν 

για τα χρονικά διαστήματα τριών, πέντε και εφτά ημερών. Για κάθε χρονικό 

διάστημα έγινε συλλογή 70 ζωντανών ατόμων από κάθε φυτό. Τα δείγματα στη 

συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν για απομόνωση RNA. 

1.B.5 Απομόνωση RNA και σύνθεση cDNA 

Πραγματοποιήθηκε απομόνωση RNA από τα παραπάνω ενήλικα άτομα Τ. urticae με 

το kit RNeasy της Qiagen. Για κάθε απομόνωση χρησιμοποιήθηκαν 70 άτομα, 

αρσενικά και θηλυκά. Οι προσμίξεις DNA απομακρύνθηκαν μέσω πέψης με την 

δεοξυριβονουκλεάση Ι (DNaseI) χρησιμοποιώντας το Kit RNase- Free DNase Set της 

Qiagen. Η εφαρμογή της DNάσης έγινε πάνω στην κολώνα RNeasy σύμφωνα με τις 

οδηγίες του κατασκευαστή του kit. Η συγκέντρωση του RNA μετρήθηκε 

φασματοφωτομετρικά με χρήση Nanodrop και η συγκέντρωση του ήταν της τάξης 

των 100-150 ng/μl. 
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Μέσω της αντίστροφης μεταγραφής, χρησιμοποιώντας ως καλούπι το RNA, η 

αντίστροφη μεταγραφάση συνθέτει DNA. Το ένζυμο αυτό εκμεταλλεύεται την ουρά 

πολύ- Α των mRNA που αποκτούν μετά την φυσιολογική μεταγραφή τους στο 

κύτταρο. Αυτή υβριδοποιείται με σειρά από θυμίνες που θα λειτουργήσουν σαν 

εκκινητές για την αντίστροφη μεταγραφάση (Εικόνα 8). 

 

Εικόνα 8: Διαδικασία αντίστροφης μεταγραφής 

Η σύνθεση cDNA έγινε με το Kit της Superscript III της Invitrogen, χρησιμοποιώντας 

ως εκκινητή oligodT20. Ως υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκαν 500ng από το RNA που 

απομονώθηκε. Προστέθηκαν 1μl oligodT20  και H2O μέχρι τελικού όγκου 11μl. 

Ακολουθεί επώαση για 10 λεπτά στους 65οC και μεταφορά στον πάγο για 2 λεπτά. 

Στη συνέχεια σε κάθε δείγμα προστίθενται τα παρακάτω αντιδραστήρια: 

FSB 5X  4μl 

DTT 0,1M 2μl 

10mM dNTPs 1μl 

RNasin 1μl 

 

Επώαση των δειγμάτων στους 50οC για 2 λεπτά πριν από την προσθήκη 1μl του 

ενζύμου Superscript III (200 units/μl) και στη συνέχεια επώαση των δειγμάτων για 
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50 λεπτά στους 50οC. Στο τελευταίο βήμα ακολουθεί μια επώαση στους 70οC για 15 

λεπτά για την απενεργοποίηση της αντίδρασης. 

1.Β.6 Ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου 
Με την τεχνική αυτή μπορούμε να ποσοτικοποίησουμε το cDNA του γονιδίου 

στόχου (και επομένως του mRNA που μεταγράφεται από το γονίδιο αυτό) σε δείγμα 

άγνωστης συγκέντρωσης σε σχέση με ένα ενδογενές σύστημα αναφοράς, που 

συνήθως είναι ένα γνωστό γονίδιο η έκφραση του οποίου ελάχιστα μεταβάλλεται. 

Στο συγκεκριμένο πείραμα μετρήθηκε η έκφραση του γονιδίου της CPR. Τα γονίδια 

που χρησιμοποιήθηκαν ως ενδογενή συστήματα αναφοράς κατά τη διεξαγωγή 

ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου ήταν α) το 

RP49 που κωδικοποιεί για τη ριβοσωμική πρωτεΐνη η οποία παίζει σημαντικό ρόλο 

στη δομή και τη λειτουργία των ριβοσωμάτων και η έκφραση του παραμένει 

σταθερή στους διάφορους πληθυσμούς των εντόμων και β) η β- ακτίνη. Η σήμανση 

των δειγμάτων έγινε με την ειδική χρωστική SYBR-G που προσδένεται σε δίκλωνο 

DNA και φθορίζει. Η ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού 

χρόνου γίνεται σε ειδικούς κυκλοποιητές που φέρουν κατάλληλες διατάξεις 

ανίχνευσης φθορισμού. Η ανίχνευση του φθορισμού γίνεται μετά το βήμα 

επέκτασης του κάθε κύκλου (Εικόνα ?). Όσο μεγαλύτερη είναι η αρχική 

συγκέντρωση του DNA στόχου, τόσο λιγότεροι κύκλοι αντίδρασης απαιτούνται για 

να ξεπεραστεί το κατώφλι ευαισθησίας ανίχνευσης προϊόντων PCR. 

Κατασκευάζοντας μία καμπύλη αναφοράς που συσχετίζει την αρχική συγκέντρωση 

του DNA στόχου (σε πρότυπα δείγματα γνωστής συγκέντρωσης) με τον αριθμό των 

κύκλων που απαιτούνται για να ξεπεραστεί το κατώφλι, μπορούμε να υπολογίσουμε 

τη συγκέντρωση του DNA στόχου στο άγνωστο δείγμα αν προσδιορίσουμε τον 

αριθμό των κύκλων που απαιτούνται για ξεπεραστεί το κατώφλι. Η θερμοκρασία 

αποδιάταξης (melting curve) είναι ειδική για κάθε προϊόν που παράγεται και η 

καμπύλη αποδιάταξης μας επιτρέπει να ελέγξουμε την ειδικότητα της αντίδρασης 

με τον εντοπισμό μη ειδικών προϊόντων. 
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Εικόνα 9: Σήμανση των δίκλωνων προϊόντων της ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης 
με την χρωστική SYBR-G και ανίχνευση του φθορισμού.  
 
Ως υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκαν τα cDNA δείγματα που ετοιμάστηκαν. Έγιναν για 

κάθε δείγμα δύο τεχνικές επαναλήψεις. Τα ζεύγη των primers που 

χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 2). 

 

Πίνακας 2: Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

Primer Name                           Sequence (5’-3’) 

Ribosomal Protein 49_F AAATTAAGAGGAACTGGCGAAA 

Ribosomal Protein 49_R GCATGTGTCTGGTGGCTTT  

Actin_F GCCATCCCTTCGTTTGGATTTGGCT 

Actin_R TCTCGGACAATTTCTCGCTCAGCA 

CPR_F ΤΤΑTGCCGTTTTTGGATTGG 

CPR_R GCATCATCATCACCCATGC 
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Τα βήματα που ακολουθήθηκαν είναι τα εξής: 

 Για την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης ετοιμάστηκε ένα διάλυμα στο 

οποίο έγινε αραίωση 1/5 όλων των cDNAs και από το οποίο προέκυψαν οι 

υπόλοιπες διαδοχικές αραιώσεις 1/25, 1/125 και 1/625 

 Για την ποσοτικοποίηση των δειγμάτων άγνωστης συγκέντρωσης των cDNAs 

έγινε αραίωση 1/5 

 Για την προετοιμασία των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε το kit KAPA SYBR 

FAST Universal 2X qPCR Master Mix.  

Οι ποσότητες των αντιδραστηρίων για κάθε αντίδραση είναι: 

Syber Green Mix     12,5μl 

Primer F (15mM)     0,5 μl 

Primer R (15mM)     0,5μl 

cDNA                            2μl  

ddH2O                         9,5μl 

 
Τελικός όγκος αντίδρασης     25μl  

 

 Η ενίσχυση του γονίδιου στόχου και του γονιδίου αναφοράς διεξήχθησαν σε 

διαφορετικές συνθήκες μιας και οι θέσεις υβριδισμού και οι ιδιότητες των 

εκκινητών, οι αλληλουχίες των προϊόντων της αντίδρασης και τα μεγέθη 

τους διαφέρουν.  

Οι συνθήκες της αντίδρασης για την ενίσχυση των γονιδίων αναφοράς ήταν:  

1. Επώαση στους 95οC για 3 min. 

2. Επώαση στους 95οC για 15 sec. 

3. Επώαση στους 55οC για 30 sec. 

4. Επώαση στους 72οC για 30 sec. 

5. Ανίχνευση σήματος. 

6. επιστροφή στο βήμα 2 και επανάληψη των βημάτων (2-6) 34 φορές. 

7. Δημιουργία melting curve (καμπύλη αποδιάταξης) από 65-95οC, ανίχνευση 

κάθε 1oC, αναμονή για 2 sec μέχρι την επόμενη ανίχνευση. 

8. Επώαση στους 10οC για 5’. 
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Οι συνθήκες της αντίδρασης για την ενίσχυση της CPR ήταν: 

1. Επώαση στους 95οC για 3 min. 

2. Επώαση στους 95οC για 15 sec. 

3. Επώαση στους 58οC για 30 sec. 

4. Επώαση στους 72οC για 30 sec. 

5. Ανίχνευση σήματος. 

6. επιστροφή στο βήμα 2 και επανάληψη των βημάτων (2-6) 34 φορές. 

7. Δημιουργία melting curve (καμπύλη αποδιάταξης) από 65-95οC, ανίχνευση 

κάθε 1oC, αναμονή για 2 sec μέχρι την επόμενη ανίχνευση. 

8. Επώαση στους 10οC για 5’. 

 

 Ακολούθησε επεξεργασία των δεδομένων με το πρόγραμμα Relative 

Expression Software Tool- Multiple Condition Solver- REST MCS- version 1 

(Pfaffl and Horgan, 2002). Το διάγραμμα που κατασκευάστηκε για τη 

γραμμική απεικόνιση των επιπέδων έκφρασης CPR παρουσιάζει το λόγο R= 

(Etarget) ΔCPTtarget (MEAN control- MEAN sample) / ( Eref) ΔCPref (MEAN control- 

MEAN sample), όπου Ε η απόδοση (efficiency) της αντίδρασης για το κάθε 

γονίδιο αναφοράς.   

 

1.Γ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

1.Γ.1 Στύπωμα κατά Northern για την εύρεση διαγονιδιακών φυτών 

      Για την ύπαρξη των μικρών δίκλωνων RNAs που σχηματίζονται μέσω του 

μηχανισμού της σίγησης των φυτών, πραγματοποιήθηκε η μέθοδος της 

αποτύπωσης κατά Northern σε διαγονιαδιακές σειρές φυτών τομάτας. Όλα τα φυτά 

που ελέγχθηκαν ήταν Τ1 γενιάς και η εξαγωγή του ολικού RNA έγινε από φυλλικό 

ιστό.  

Ως DNA template για τη σύνθεση του ραδιενεργού DNA ανιχνευτή χρησιμοποιήθηκε 

το κομμάτι του γονιδίου της CPR του τετρανύχου μήκους 214bp. Για τον έλεγχο των 

διαγονιδιακών φυτών ώστε να χρησιμοποιηθούν στο πείραμα, ελέγχθηκαν 
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συνολικά έξι φυτά από την διαγονιδιακή σειρά hpTuCPR1.12. Όπως παρουσιάζεται 

στην εικόνα 10, όλα τα φυτά είναι διαγονιαδιακά εκτός του φυτού ΤuCPRi 2. 

 

Εικόνα 10: Northern Blot για την ανίχνευση μικρών RNAs σε διαγονιδιακά φυτά τομάτας 
μετασχηματισμένα ώστε να εκφράζουν dsRNA για το γονίδιο της CPR του τετράνυχου. 

 

1.Γ.2 Πείραμα σίγησης μέσω διαγονιδιακών φυτών 

      Η μελέτη των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου της CPR έγινε με 

ποσοτικοποίηση του cDNA του στελέχους London του τετρανύχου που έχει τραφεί 

με διαγονιδιακό φυτό σε σχέση με εκείνο που έχει τραφεί με μη διαγονιδιακό, 

συγκριτικά με τα γονίδια αναφοράς, RP49 και ακτίνη. Χρησιμοποιώντας το 

πρόγραμμα Relative Expression Software Tool- Multiple Condition Solver- REST-

MCS©- version 1 (Pfaffl and Horgan, 2002) για την επεξεργασία των δεδομένων, 

υπολογίστηκε η διαφορική έκφραση του γονιδίου της CPR στις δύο καταστάσεις 

διατροφής.  

Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στην εικόνα 11.  Δεν  παρατηρήθηκε μειωμένη 

έκφραση της CPR σε άτομα που είχαν τραφεί σε δίαιτα με siCPR από τα 

διαγονιαδιακά φυτά TuCPRi 4,5 και 6 (όπως φαίνεται στο Northern Blot στο 

κεφάλαιο 1.Γ.1) για το χρονικό διάστημα των τριών και πέντε ημερών, ενώ στο 

χρονικό διάστημα των εφτά ημερών παρατηρήθηκε μείωση η οποία όμως δεν 

ήταν στατιστικά σημαντική.  
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Εικόνα 11: Επίπεδα έκφρασης της TuCPR. Παρουσιάζονται οι μέσοι όροι των επιπέδων έκφρασης 

του γονιδίου της CPR από τα δείγματα T. urticae οι οποίοι τράφηκαν με τα τρία διαγονιδιακά φυτά 

ως προς το μέσο όρο των δειγμάτων T. urticae οι οποίοι τράφηκαν με τα τρία φυτά αγρίου τύπου. 

Στον οριζόντιο άξονα φαίνονται τα χρονικά διαστήματα που αφέθηκαν να τραφούν τα ακάρεα (3,5 

και 7 ημέρες). 

Πιο αναλυτικά στην εικόνα 12, παρουσιάζονται τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου 

cpr για κάθε δείγμα τετρανύχων που τράφηκαν από τα διαγονιδιακά φυτά (TuCPRi 

4, TuCPRi 5, TuCPRi 6) ως προς αυτούς που τράφηκαν από τα αγρίου τύπου, για τα 

διαφορετικά χρονικά διαστήματα σίτισης. Παρατηρείται ότι δύο από τα τρία φυτά 

(TuCPRi5, TuCPRi6) προκάλεσαν μείωση της έκφρασης στις εφτά ημέρες τροφής του 

ακάρεος ενώ ένα μόνο φυτό (TuCPRi4) φαίνεται να μην επηρέασε καθόλου το 

παράσιτο. Συνολικά τα επίπεδα έκφρασης όμως δεν ξεπερνάνε τα δύο folds σε 

κανένα από τα χρονικά διαστήματα με αποτέλεσμα να μην θεωρείται σημαντική η 

αύξηση ή η μείωση αντίστοιχα. 
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Εικόνα 12: Επίπεδα έκφρασης της TuCPR. Παρουσιάζονται τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου της 

CPR για καθένα από τα δείγματα T. urticae οι οποίοι τράφηκαν με τα τρία διαγονιδιακά φυτά (TuCPRi 

4, TuCPRi 5 και TuCPRi 6) ως προς το μέσο όρο των δειγμάτων T. urticae οι οποίοι τράφηκαν με τα 

τρία φυτά αγρίου τύπου(WT). Στον οριζόντιο άξονα φαίνονται τα χρονικά διαστήματα που αφέθηκαν 

να τραφούν τα ακάρεα (3,5 και 7 ημέρες). 

1.Δ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Στο κεφάλαιο αυτό προσπαθήσαμε να σιγήσουμε με την τεχνολογία RNAi 

μέσω τροφής από διαγονιδιακά φυτά, το γονίδιο της CPR, που παίζει καθοριστικό 

ρόλο στης λειτουργία των P450s για το άκαρι T. urticae. Η μελέτη αυτή αποτελεί την 

πρώτη επιτυχημένη προσπάθεια κατασκευής διαγονιδιακών φυτών τομάτας που 

εκφράζουν σταθερά siRNAs για την TuCPR. Όπως φάνηκε και από την ανάλυση 

τύπου Northern, τα περισσότερα φυτά της F1 γενιάς ήταν θετικά εκφράζοντας 

σταθερά και σε αρκετή ποσότητα τα siRNAs χωρίς να εμφανίζουν ιδιαίτερο 

φαινότυπο από την εισαγωγή της δομής φουρκέτας στο γονιδίωμα τους. Από τα 

πειράματα διατροφής, τα αποτελέσματα έδειξαν ότι δεν επιτεύχθηκε σίγηση στα 

ακάρεα που έχουν τραφεί με το διαγονιδιακό φυτό, σε σύγκριση με εκείνα που 

τράφηκαν με φυτά αγρίου τύπου. Τα αρνητικά αποτελέσματα ενδέχεται να 

οφείλονται σε αρκετούς παράγοντες. Ένας από αυτούς πιθανότατα είναι η 

συγκέντρωση των dsRNAs. Για κάθε οργανισμό και για κάθε γονίδιο στόχο πολλές 

έρευνες έχουν δείξει ότι ποικίλει η ποσότητα των dsRNA που απαιτούνται 

(Meyering-Vos and Muller, 2007; Shakesby et al., 2009; Turner et al., 2006). Ενώ με 

την μέθοδο μικροενέσεων είναι εύκολο να προσδιοριστεί η ποσότητα που 
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εισέρχεται στον οργανισμό, με την μέθοδο της χορήγησης μέσω των διαγονιδιακών 

φυτών δεν μπορεί να ελεγχθεί και να υπολογιστεί με ακρίβεια (Surakasi et al., 

2011). Στην παρούσα μελέτη παρατηρήθηκε διαφοροποίηση της ποσότητας των 

siRNAs που παράγονται από τα διαγονιαδιακά φυτά που χρησιμοποιήθηκαν για τη 

διατροφή του τετρανύχου και αντίστοιχα διαφοροποιήθηκαν και τα επίπεδα 

έκφρασης της CPR στα ακάρεα που τράφηκαν από αυτά, γεγονός που υποδηλώνει 

ότι παίζει σημαντικό ρόλο η ποσότητα με την οποία θα τραφούν. Εφόσον κάθε φυτό 

δεν εκφράζει τον ίδιο αριθμό siRNAs, δεν επηρεάζεται το ίδιο και το άκαρι, γι’ αυτό 

και έχουμε μεγάλες διακυμάνσεις στα αποτελέσματα. Μελλοντικά θα μπορούσαν 

να χρησιμοποιηθούν περισσότερα φυτά για να υπάρξει στατιστικά σημαντικό 

αποτέλεσμα και πιο ολοκληρωμένη εικόνα. Επίσης είναι προτιμότερο να 

χρησιμοποιηθούν φυτά F2 γενιάς τα οποία θα βρίσκονται σε ομόζυγη κατάσταση 

για την ένθεση και θα είναι πιο σταθερά. Ένας ακόμα παράγοντας που πρέπει να 

λαμβάνεται υπ’ όψιν για την επιτυχημένη σίγηση είναι το μέγεθος και το είδος της 

αλληλουχίας που θα χορηγηθεί μέσω τροφής. Σε πειράματα με χορήγηση μέσω 

τροφής είτε με τεχνητή δίαιτα είτε με διαγονιδιακά φυτά οι περισσότερες 

αλληλουχίες που χρησιμοποιούνται είναι dsRNA και κυμαίνονται από 300 εώς 

500bp για ολόκληρο το παράσιτο ενώ για κυτταρικές σειρές το μέγεθος της 

αλληλουχίας πρέπει να είναι το λιγότερο 211bp (Saleh et al., 2006). Σε μια μόνο 

μελέτη χρησιμοποιήθηκαν siRNAs για να αναμειχθούν με τεχνητή δίαιτα με 

αποτέλεσμα αποτελεσματική μείωση του γονιδίου AChE το οποίο αύξησε τη 

θνησιμότητα, την παρεμπόδιση ανάπτυξης της λάρβας, την μείωση του βάρους της 

πούπας καθώς και την μη ομαλή μορφολογική ανάπτυξη του εντόμου Helicoverpa 

armigera (Kumar et al., 2009). Ίσως η παραγωγή dsRNAs από το φυτό και η 

παραγωγή siRNA από το μηχανισμό σίγησης του τετρανύχου να είναι πιο επιτυχής 

και να διευκολύνει την πρόσληψη και απορρόφησή τους. Σύμφωνα με πρόσφατες 

εργασίες στον τετράνυχο η σίγηση μέσω χορήγησης dsRNA με φυλλικούς δίσκους 

ήταν επιτυχής, για διάφορα γονίδια που δοκιμάστηκαν, μεταξύ των οποίων και η 

VATP-ase,η εστεράση TCE2 καθώς και η CPR (Kwon et al., 2013; Shi et al., 2015; Shi 

et al., 2016). Στις συγκεκριμένες εργασίες παρατηρήθηκαν μειωμένα επίπεδα 

έκφρασης των γονιδίων στόχων και επιτεύχθηκε τόσο αυξημένη θνησιμότητα των 

ατόμων σε φυσιολογικές συνθήκες σιγώντας απαραίτητα γονίδια για τον οργανισμό 
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(Kwon et al., 2013) όσο και μετά την χρήση εντομοκτόνων σιγώντας ένζυμα 

αποτοξικοποίησης όπως είναι η εστεράση αλλά και η CPR η οποία απαιτείται για 

την λειτουργία των P450s.  

Ακόμη, μπορεί να παίζει ρόλο το στάδιο του εντόμου/ ακάρεος που 

χρησιμοποιείται στην πειραματική διαδικασία. Παρόλο που τα ενήλικα στάδια είναι 

πιο εύκολα στον χειρισμό τους, αρκετές έρευνες έχουν δείξει πως τα προνυμφικά 

στάδια επιδεικνύουν μεγαλύτερη ευαισθησία στην επαγωγή της σίγησης (Araujo et 

al.,2006; Griebler et al., 2008). Στη παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν μόνο 

ενήλικα άτομα κάτι που θα μπορούσε να επηρεάζει την αποτελεσματικότητα του 

πειράματος. 

Η επαγωγή της σίγησης αποτελεί ένα δύσκολο επιχείρημα και κάθε 

οργανισμός αντιδρά διαφορετικά. Πειράματα που επάγουν σίγηση σε μια 

κατηγορία εντόμων μέσω μικροενέσεων, έχουν αποτύχει να επαναλάβουν το 

αποτέλεσμα μέσω τροφής (Rajagopal et al., 2002). Η παρατηρούμενη ασυμφωνία 

πιθανόν να οφείλεται στον μηχανισμό απορρόφησης των dsRNA από τους 

διάφορους κυτταρικούς τύπους και όχι από τα επίπεδα ευαισθησίας του στόχου. 

Ακόμη, δεν έχει εξακριβωθεί πλήρως ο τρόπος λειτουργίας του μηχανισμού σε κάθε 

έντομο ξεχωριστά με αποτέλεσμα πολλά πειράματα να μην μπορούν να 

επαναληφθούν σε όλους τύπους εντόμων/ ακάρεων καθώς και το περιβάλλον στο 

στομάχι τους μπορεί να είναι διαφορετικό και να μην ευνοεί την συστημική 

εξάπλωση του φαινομένου πιθανότατα αδρανοποιώντας το dsRNA ή 

παρεμποδίζοντας την αλληλεπίδραση του με το mRNA. Για παράδειγμα, dsRNAs 

που χορηγήθηκαν μέσω τροφής  και στόχευαν σε μια αμινοπεπτιδάση Ν του 

στομαχιού στο έντομο Spodoptera litura, απέτυχαν να επάγουν σίγηση κάτι που 

αποτελεί ένδειξη ότι η αποτελεσματικότητα του τρόπου χορήγησης ποικίλει 

ανάμεσα στα είδη  (Rajagopal et al., 2002). Περαιτέρω μοριακή και βιοπληροφορική 

ανάλυση θα βοηθούσε στο να κατανοήσουμε το μηχανισμό μετακίνησης των 

μορίων αυτών, εάν γίνεται μέσω SID-like υποδοχέων (Huvenne and Smagghe, 2010), 

είτε μέσω ενδοκύττωσης, είτε μέσω ενός άγνωστου μηχανισμού είτε ακόμα μέσω 

ενός συνδυασμού των παραπάνω. 
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Η επιτυχία του φαινομένου γενικότερα εξαρτάται πολύ από την επιλογή του 

στόχου λόγω της εξειδίκευσης που μπορεί να υφίσταται μεταξύ των ειδών αλλά και 

της ικανότητας που έχει το κάθε είδος να επάγει συστημική σίγηση (Price et al., 

2008). Το γονίδιο της cpr εκφράζεται σε όλους τους ιστούς καθώς εμπλέκεται και 

στη φυσιολογική ανάπτυξη του οργανισμού. Παρόλα αυτά η σίγηση σε όλους του 

ιστούς δεν έχει την ίδια επιτυχία όπως έδειξαν οι Lycett et al. για το Anopeles 

gambie. Σε κουνούπια που τράφηκαν με dsCPR παρατηρήθηκε μείωση της 

έκφρασης του γονιδίου στο στομάχι και στο έντερο αλλά όχι στο κεφάλι και στο 

υπόλοιπο σώμα (Lycett et al., 2006) πιθανότατα λόγω μειωμένης ευαισθησίας των 

ιστών στο φαινόμενο της σίγησης. Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε 

ολόκληρο το έντομο και δεν μπορούμε να προσδιορίσουμε εάν το φαινόμενο 

επεκτάθηκε στο υπόλοιπο σώμα. Στη διδακτορική διατριβή του Ηλία Α. (2014) είχε 

δειχθεί μέσω φθορισμού ότι τα dsRNAs (σημασμένα με Cy3 χρωστική) που 

χορηγούνται στον τετράνυχο μέσω τροφής βρίσκονται στο στομάχι του. Σε 

μελλοντικά πειράματα θα μπορούσε να πραγματοποιηθεί στύπωμα κατά Northern 

για να ελεγχθεί η ύπαρξη των siRNA στο άκαρι και να γίνει προσπάθεια 

ποσοτικοποίησης τους. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2- ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΝ ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

ΤΟΥ B. tacabi ΣΕ ΦΟΡΕΙΣ ΠΡΩΤΕΪΝΙΚΗΣ ΈΚΦΡΑΣΗΣ ΚΑΙ 

ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜΈΝΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ  
 

Σε αυτό το κεφάλαιο σκοπός ήταν η κλωνοποίηση γονιδίων που σχετίζονται με την 

ανθεκτικότητα του αλευρώδη στα ακαρεοκτόνα και πιο συγκεκριμένα στα 

νεονικοτινοειδή, σε φορείς πρωτεϊνικής έκφρασης, η παραγωγή ανασυνδυασμένης 

πρωτεΐνης και η μελέτη της ικανότητάς της να μεταβολίζει συγκεκριμένα 

ακαρεοκτόνα.  

Απώτερος στόχος του λειτουργικού χαρακτηρισμού των πρωτεϊνών ανθεκτικότητας 

είναι η ανάπτυξη ενζυμικών παρεμποδιστών ή βελτιωμένων εντομοκτόνων, για την 

αντιμετώπιση της ανθεκτικότητας εντομοκτόνων καθώς και η ανάπτυξη 

διαγνωστικών μεθόδων για την έγκαιρη παρακολούθηση του φαινομένου σε 

φυσικούς πληθυσμούς. 

2.1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

2.1.1 Δομικά χαρακτηριστικά των P450s 

Παρά το γεγονός ότι οι P450s αποτελούν μια μεγάλη οικογένεια, η αμινοξική 

τους αλληλουχία διαφέρει κατά πολύ με αποτέλεσμα ορισμένες φορές να υπάρχει 

μεταξύ κάποιων ομοιότητα της τάξεως του 16%, μη αλλοιώνοντας όμως τη 

τρισδιάστατη δομή τους η οποία εξελικτικά παρέμεινε σταθερή (Graham and 

Peterson, 1999). Καθώς είναι αιμοπρωτεΐνες , οι συντηρημένες δομές τους αφορούν 

το σημείο πρόσδεσης της αίμης και τα καταλυτικά ενεργά κέντρα τους. Τα 

απολύτως συντηρημένα αμινοξέα είναι μόλις τρία. Ο μέσος όρος αμινοξέων που 

περιέχει μια χαρακτηριστική μονοοξυγενάση είναι 500 και μπορούν να 

αναγνωριστούν χαρακτηριστικά μοτίβα στην αλληλουχία τους (Εικόνα 13). Πιο 

συγκεκριμένα (Feyereisen, 2011): 

• Μια χαρακτηριστική θηλιά πρόσδεσης της αίμης που αποτελεί και την 

πιο συντηρημένη δομή με αμινοξική αλληλουχία Phe- X- X- Gly- X- Arg- 
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X- Cys- X- Gly. Συγκεκριμένα η κυστεϊνη εξυπηρετεί ως πέμπτος 

συνδέτης με τον αιμικό σίδηρο.  

• Μια εξαιρετικά συντηρημένη αμινοξική αλληλουχία Glu- X- X- Arg η 

οποία αποτελεί τμήμα της Κ έλικας σε σημείο κοντά στην ομάδα της 

αίμης, πιθανότατα χρησιμεύει στο να σταθεροποιεί την δομή. 

• Μια επίσης πολύ συντηρημένη αλληλουχία, η οποία θεωρείται 

χαρακτηριστική της ομάδας των P450s και βρίσκεται στο κέντρο της Ι 

έλικας με αμινοξική αλληλουχία Ala/Gly- Gly- X- Asp/ Glu- Thr- Thr/Ser. 

Η δομή αυτή πιθανότατα συμβάλλει στην μετακίνηση ηλεκτρονίων στην 

απομακρυσμένη περιοχή της αίμης.   

Οι περιοχές που φέρουν τις μεγαλύτερες διαφοροποιήσεις σχετίζονται είτε με 

την αμινοτελική αγκυροβόληση της πρωτεΐνης στις μεμβράνες είτε με τα σημεία 

πρόσδεσης και αναγνώρισης του υποστρώματος. Τα τελευταία βρίσκονται κοντά 

στα καταλυτικά κέντρα και συχνά αναφέρονται ως SRSs (Substrate Recognision 

Sites) (Gotoh, 1992). 
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Εικόνα 13: Χαρακτηριστικές δομές των P450 πρωτεϊνών. Α) Τυπικές δομές μιας πρωτεΐνης 

προσδεδεμένης στο Ενδοπλασματικό δίκτυο. Οι λειτουργίες και οι δομές των διαφόρων περιοχών 

περιγράφονται με χρωματισμούς στην εικόνα. Β) Παρουσιάζονται ποικιλομορφίες αυτής της τυπικής 

δομής οι οποίες μπορούν να βρεθούν. Η 1 είναι μια εκκρινόμενη πρωτεΐνη κλάσης Ι, η 2 είναι μια  

μιτοχονδριακή πρωτεΐνη κλάσης 1 και η 3 είναι μια μεμβρανοσυνδεόμενη ή πλαστιδιακή κλάσης ΙΙΙ. 

(Reichhart and Feyereisen, 2000). 
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2.B ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.Β.1 Κλωνοποίηση των γονιδίων CYP6CX5 και CYP6CX3 σε φορείς 

πρωτεϊνικής έκφρασης 

2.B.1.1 Πληθυσμοί Β. tacabi 

Για την διεξαγωγή των πειραμάτων χρησιμοποιήθηκαν ανθεκτικά στελέχη του 

Β.tacabi. Πιο συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκε o πληθυσμός  R_GR9_IS, όπου τα 

στελέχη παρουσιάζουν υψηλή ανθεκτικότητα στο νεονικοτινοειδές Imidacloprid 

(IMI) και ο πληθυσμός R_GR4_AS, όπου τα στελέχη παρουσιάζουν υψηλή 

ανθεκτικότητα στο Acetamiprid (ACE) (Ilias et al., 2015).  

2.B.1.2 Απομόνωση ολικού RNA και σύνθεση μονόκλωνου c DNA 

Απομόνωση ολικού RNA 

Για την απομόνωση του ολικού RNA χρησιμοποιήθηκαν 100 ενήλικα άτομα από 

τους πληθυσμούς R_GR9_IS (Imidacloprid selected) και R_GR4_AS (Acetamiprid 

selected) και πραγματοποιήθηκαν βιολογικές επαναλήψεις. Χρησιμοποιήθηκε το kit 

Qiagen RNeasy. Οι προσμίξεις απομακρύνθηκαν με το DNasel digestion kit της 

Qiagen. Ο χειρισμός με την DNάση έγινε πάνω στην κολώνα RNeasy σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο του kit. Το RNA παρασκευάσθηκε σε τελικό όγκο 50μl. H συγκέντρωση 

του RNA μετρήθηκε φασματοφωτομετρικά στο Nanodrop.  

Σύνθεση μονόκλωνου συμπληρωματικού DNA 

   Για τη σύνθεση μονόκλωνου συμπληρωματικού DNA χρησιμοποιήθηκαν ως 

εκμαγείο 2μg ολικού RNA και το kit Superscript III της Invitrogen με εκκινητή oligo-

dT20 όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 1.Β.5. Τα αρχικά στάδια της διαδικασίας ήταν 

τα εξής:  

 IMI ACE 
Template (Total RNA) 2μl 2,5μl 

oligodTs 1μl 1μl 
ddH2O 8μl 7,5μl 
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2.B.1.3 PCR check για την σύνθεση cDNA 

 Τα προϊόντα της αντίδρασης σύνθεσης του cDNA ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε 

πήκτωμα αγαρόζης 1,5%, αφού πραγματοποιήθηκε PCR-check με τη χρήση της 

αλληλουχίας εκκινητών για το γονίδιο της CPR κι αναμενόμενο μέγεθος τα 350bp.  

Για την αντίδραση χρησιμοποιήθηκαν : 

Kapa Taq 0,2μl 

10x Buffer A 2,0μl 

10μM  F primer CPR 0,5μl 

10μM  R primer CPR 0,5μl 

cDNA (από ΙΜΙ, ACE strains)  0,5 μl 

10mΜ dNTP ‘s          0,5μl 

ddH2O (μέχρι τα 25 μl) 19,3μl  

H αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε 35 κύκλους ενίσχυσης σύμφωνα με το 

πρόγραμμα: 1. T = 95ºC για 2 min, 2. Τ = 95ºC για 20 sec,3. Τ = 55ºC για 30 sec,4. Τ = 

72ºC για 1min 20 sec ,5. Επιστροφή στο βήμα 2 και επανάληψη των βημάτων (2-4) 

34 φορές ,6. Τ = 72ºC για 2 min, 7. Παραμονή στους 4ºC.  

Τα προϊόντα της αντίδρασης ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

1,5%. 

2.B.1.4 Σχεδιασμός construct και εκκινητών για την ανάκτηση των υπό 

μελέτη γονιδίων 

Τα δεδομένα που είχαμε για τις αλληλουχίες προέκυψαν από RNAseq ανάλυση (Ilias 

et al., 2015). Για την εύρεση του ανοικτού πλαισίου ανάγνωσης (ORF) της κάθε P450 

έγινε μετάφραση της αλληλουχίας που είχαμε διαθέσιμη σε όλα τα πιθανά πλαίσια 

ανάγνωσης με το Bioinformatics Tool Kit του Max- Planck Institute for 

Developmental Biology, το οποίο είναι διαθέσιμο διαδικτυακά. Βασιζόμενοι στα 

χαρακτηριστικά μοτίβα για αυτή την υπέρ-οικογένεια πρωτεϊνών, επιλέξαμε την 

αλληλουχία που αντιστοιχεί σε οξειδάση P450 (Αναλυτικά οι νουκλεοτιδικές και 
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πρωτεϊνικές αλληλουχίες παρατίθενται στο Παράρτημα ΙΙ). Στη συνέχεια, 

σχεδιάστηκαν ζεύγη εκκινητών (Πίνακας 3) με το πρόγραμμα Oligo7 που θα 

πολλαπλασίαζαν όλο το γονίδιο. Στα άκρα της αλληλουχίας κάθε εκκινητή 

προστέθηκε η αλληλουχία αναγνώρισης των περιοριστικών ενζύμων XbaI και 

NgoMIV (NEB enzymes, Biolabs). 

Πίνακας 3: Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση των γονιδίων. Με 

έντονη γραφή είναι η αλληλουχία αναγνώρισης του αντίστοιχου περιοριστικού ενζύμου. 

Primer Name                           Sequence (5’-3’) Restriction 

site 

CYP6CX5_F GCCGGCATGGACGTGCTGAGCCTGAA ΝgoMIV 

CYP6CX5_R TCTAGATCAGCTCCTCTTTTTAAGTCGAAGT XbaI      

CYP6CX3_F_al GCCGGCAGCATGGATCTGCCCATCTCAC ΝgoMIV 

CYP6CX3_R_al TCTAGATCCGTCCTACGCTTTAGATCAGTTAC XbaI 

 

2.B.1.5 PCR για την ανάκτηση των υπό μελέτη γονιδίων 

Για την αντίδραση αλυσιδωτής πολυμεράσης χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο το 

cDNA των πληθυσμών ACE και ΙΜΙ. Χρησιμοποιήσαμε την Pfu πολυμεράση (Agilent 

technologies), η οποία δημιουργεί blunt ends για να μπει η ένθεση στη συνέχεια σε 

φορέα κλωνοποίησης που απαιτεί λεία (τυφλά) άκρα. Η πολυμεράση αυτή δεν 

προθέτει πολύ-ΑΑΑ στο άκρο της αλληλουχίας. Ενδεικτικά, για το γονίδιο που 

κωδικοποιεί την CYP6CX5, τα αντιδραστήρια ήταν τα εξής: 

Pfu polymerase   1μl 

10x Buffer                5μl 

10μM  F primer            0,5μl 

10μM  R primer              0,5μl 

cDNA (από ΙΜΙ, ACE strains)  2 μl 

10mΜ dNTP  ‘s                0,4μl 
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ddH2O (μέχρι τα 50 μl)  43,6μl 

H αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε 30 κύκλους ενίσχυσης σύμφωνα με το 

πρόγραμμα:  1. T = 95ºC για 45 sec, 2. Τ = 95ºC για 45 sec,3. Τ = 55ºC για 45 sec,4. Τ 

= 72ºC για 1,5 min,5. Επιστροφή στο βήμα 2 και επανάληψη των βημάτων (2-4) 29 

φορές ,6. Τ = 72ºC για 10 min,7. Παραμονή στους 4ºC. 

Το αναμενόμενο μέγεθος της αντίδρασης ήταν περίπου 1500- 1600bp για τα υπό 

μελέτη γονίδια. 

Τα προϊόντα της αντίδρασης ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 

1,5%.  

2.B.1.6 Εξαγωγή και καθαρισμός DNA από το πήκτωμα αγαρόζης 

   Η διαδικασία που ακολουθήθηκε έγινε με τη χρήση του Gel extraction kit της 

QIAGEN, ακολουθώντας το πρωτόκολλο της κατασκευάστριας εταιρείας. 

2.B.1.7 Αντίδραση σύνδεσης οχήματος κλωνοποίησης και ενθέματος που 

καταλύεται από το ένζυμο DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4 

Σκοπός του σταδίου αυτού ήταν η εισαγωγή των τμημάτων DNA, που 

απομονώθηκαν και καθαρίστηκαν στην προηγούμενη φάση σε ένα κατάλληλο 

όχημα κλωνοποίησης (pJET1.2 blunt, Thermoscientific). Η σύνδεση του οχήματος 

κλωνοποίησης µε τις επιθυμητές αλληλουχίες (inserts) πραγματοποιήθηκε µε το 

ένζυμο DNA λιγάση του βακτηριοφάγου T4. Αρχικά έγινε βελτιστοποίηση της 

µοριακής αναλογίας φορέα-ενθέματος (insert-vector) στο διάλυμα της αντίδρασης. 

Μια αναλογία που δίνει καλά αποτελέσματα είναι η εξής 3(insert):1(vector).   

Για τον υπολογισμό της κατάλληλης ποσότητας (σε ng) insert εφαρμόστηκε η 

ακόλουθη:     
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Χρησιμοποιήθηκε το μείγμα (ligation mix) : 

 

 

 

 

Επώαση των αντιδράσεων overnight 

στους 4οC. 

2.B.1.8 Μεταφορά του πλασμιδίου που περιέχει την ένθετη αλληλουχία 

του επιθυμητού γονιδίου σε δεκτικά βακτηριακά κύτταρα Escherichia coli 

(μετασχηματισμός- transformation) 

Για κάθε μετασχηματισμό χρειάστηκαν 100μl δεκτικά κύτταρα Stellar (home made), 

τα οποία αφέθηκαν να ξεπαγώσουν από τους -80ºC. Τα τρυβλία petri που 

χρησιμοποιήθηκαν, περιείχαν LB agar και το αντιβιοτικό επιλογής. Στη συγκεκριμένη 

περίπτωση, χρησιμοποιήθηκε αμπικιλλίνη (50μg/ml). Για τη διαδικασία 

μετασχηματισμού απαιτείται κυτταρικό heat shock κατά το οποίο τα κύτταρα μαζί 

με την αντίδραση λιγάσης επωάζονται για 45 sec στους 42 οC και αμέσως μένουν 

για 2 min σε πάγο. Τα τρυβλία τοποθετήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο στους 37oC 

overnight (12-16h) έως ότου έγιναν εμφανείς οι αποικίες. 

2.B.1.9 Σάρωση με PCR μονών αποικιών για τον εντοπισμό κλώνων που 

φέρουν το επιθυμητό γονίδιο-ένθεμα (PCR-screening of single colonies) 

Οι αποικίες που αναπτύσσονται στα τρυβλία φέρουν μεν κάποια ενσωματωμένη 

αλληλουχία στο όχημα κλωνοποίησης, ενδέχεται όμως να μην είναι η επιθυμητή. 

Με τη διαδικασία της σάρωσης μονών αποικιών με την βοήθεια αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης, μπορούμε να εντοπίσουμε τις αποικίες εκείνες που 

πιθανόν φέρουν το επιθυμητό γονίδιο, ενισχύοντας την αλληλουχία που έχει 

ενσωματωθεί στο πλασμίδιο με PCR και ελέγχοντας το μέγεθος του με 

Αντίδραση σύνδεσης Όγκος  

DNA CYP6CX3 (34ngr/μl) 2,5 μl 

2X Rapid ligation buffer 5 μl 

pJET vector (50 ng)   1 μl 

T4 DNA Ligase (3 weiss u/μl) 1 μl 

ddH2O σε Vτελ=10μl 0,5μl 
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ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. Επομένως, για την ανάκτηση της 

επιθυμητής αλληλουχίας (insert) χρησιμοποιήθηκαν οι ειδικοί εκκινητές για το κάθε 

γονίδιο,  όπως έχουν δειχτεί προηγουμένως στον Πίνακα 3. 

Για την κάθε αντίδραση χρησιμοποιήθηκαν : 

10x Buffer Α               3μl 

25 mM dNTPs               0,5μl 

 10mM Primer F  1,0  μl 

 10mM Primer R 1,0  μl 

  5 u/μl Kapa Taq 0,5  μl 

H2O (μέχρι τα 30 μl) 14μl 

    Το μείγμα μοιράστηκε σε PCR tubes. Με καθαρό ακρορύγχιο πιπέτας (tip) 

επιλέχθηκε η αποικία από το τρυβλίο και τοποθετήθηκε μέσα στο PCR tube, που 

περιείχε τα 10μl νερό για να σχηματιστεί το εκμαγείο για την αντίδρασης. H 

αντίδραση διεξήχθη σε 35 κύκλους ενίσχυσης σύμφωνα με το ακόλουθο 

πρόγραμμα: 1.T = 95ºC για 2 min, 2. Τ = 95ºC για 30 sec, 3. Τ = 58ºC για 30 sec, 4. Τ = 

72ºC για 1min 20sec, 5. Επιστροφή στο βήμα 2 και επανάληψη των βημάτων (2-4) 

34 φορές ,6. Τ = 72ºC για 1min 20sec,7. Παραμονή στους 4ºC.  

  Τα προϊόντα της PCR ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης  (1,5 % 

w/v). Οι θετικές αποικίες, δηλαδή οι αποικίες που έφεραν το γονίδιο– ένθεμα 

μεταφέρθηκαν με καθαρό ακρορύγχιο πιπέτας σε falcon tubes που περιείχαν 5 ml 

LB και αμπικιλλίνη (50 μg/ml) και καλλιεργήθηκαν overnight στους 37ºC στα 225-

250 rpm (στροφές ανά λεπτό). 

2.B.1.10 Απομόνωση και καθαρισμός πλασμιδιακού DNA από υγρή 

βακτηριακή καλλιέργεια. 

   Η διαδικασία που ακολουθήθηκε έγινε με τη χρήση του Qiaprep in, Miniprep kit 

της QIAGEN, ακολουθώντας το πρωτόκολλο της κατασκευάστριας εταιρείας. 
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 Σύμφωνα με την στρατηγική που ακολουθήθηκε για τις ανθρώπινες P450s 

(Pritchard, 1997) για την λειτουργική έκφραση των υπό μελέτη πρωτεϊνών από 

βακτηριακά κύτταρα Ε.coli, χρησιμοποιείται το πλασμίδιο pCWompA. Το πλασμίδιο 

αυτό περιέχει μια ompA αλληλουχία σηματοδότησης, απαραίτητη για την στόχευση  

των P450s στην εσωτερική βακτηριακή μεμβράνη και συνεπώς στο σχηματισμό ενός 

λειτουργικού συμπλόκου μονοοξυγενάσης. Επομένως ακολουθεί πέψη του 

πλασμιδιακού DNA (pJET + insert) και πέψη του φορέα pCWompA, με τη χρήση των 

ενζύμων περιορισμού ΝgoMIV και ΧbaI. 

2.B.1.11 Πέψη  του πλασμιδιακού DNA (vector + insert) και πέψη του φορέα 

pCWompA, με τη χρήση των ενζύμων περιορισμού ΝgoMIV και ΧbaI. 

Παρουσιάζονται οι αντιδράσεις ενδεικτικά για το γονίδιο της CYP6CX5  

 Πλασμίδιο(pJET vector + 
CYP6CX5) 

Φορέας pCWompA 

DNA   (375,88ngr/μl) 2,7 μl (200 ngr/μl) 6μl 
10X NEB 4 Buffer 2,0 μl 2,0 μl 
10X BSA 0,3 μl 0,3 μl 
Enzyme NgoMIV  0,5 μl 0,3 μl 
Enzyme XbaI 0,5 μl 0,3 μl 
ddH2O σε Vτ=20μl 14 μl 11,1 μl 
 

Επώαση των αντιδράσεων για 2 ώρες στους 37ºC. 

Τα προϊόντα των αντιδράσεων ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

αγαρόζης 1,5%. Οι επιθυμητού μοριακού βάρους μπάντες DNA, απομονώθηκαν και 

καθαρίστηκαν από το πήκτωμα αγαρόζης, με το αντίστοιχο kit της Μacherey- Nagel. 

Για την μεγαλύτερη αποτελεσματικότητα της αντίδρασης ένθεσης στον φορέα 

έκφρασης προηγείται αποφωσφορυλίωση του. Το βήμα αυτό αποτρέπει τα 

συμπληρωματικά άκρα λόγω συμπληρωματικότητας να επανενώνονται 

αποφεύγοντας έτσι την ύπαρξη παραπροϊόντων στην αντίδραση λιγάσης. Η 

αντίδραση ήταν: 

 Digested purified vector (19,5ng/μl)          14μl 

Alkaline Reaction Buffer 10X                         5μl 
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CIAP phosphatase (Promega) (o,o1u/μl)  2μl 

dH2O up to Vτελ 50μl                                     29μl 

Επώαση για 30 min στους 37οC, στη συνέχεια προσθήκη 1μl CIAP στην αντίδραση 

και τέλος, άλλη  μια επώαση για 30 min στους 37οC. Ακολουθεί καθαρισμός του 

προϊόντος με το kit της Macherey Nagel σύμφωνα με το πρωτόκολλο της εταιρίας.  

2.B.1.12 Αντίδραση σύνδεσης του φορέα pCWompA και ενός από τα υπό 

μελέτη γονίδια, που καταλύεται από το ένζυμο DNA λιγάση του 

βακτηριοφάγου Τ4 

Σκοπός του σταδίου αυτού ήταν η εισαγωγή του τμήματος DNA, που κόπηκε με τα 

ένζυμα περιορισμού ΝgoMIV και XbaI, απομονώθηκε και καθαρίστηκε στην 

προηγούμενη φάση στον κατάλληλο φορέα pCWompA, έτσι ώστε να μπορέσουμε 

σε ακόλουθα πειράματα να εκφράσουμε λειτουργικά την P450 που μας ενδιαφέρει. 

Η σύνδεση του οχήματος κλωνοποίησης με τις επιθυμητή αλληλουχία (insert) 

πραγματοποιήθηκε με το ένζυμο DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4. Η αντίδραση 

ελέγχου πραγματοποιήθηκε για να ελεγχθεί εάν ο φορέας που χρησιμοποιήθηκε 

μπορεί να δώσει αποικίες απουσία του γονιδίου– ενθέματος. Αν δώσει αποικίες, 

αυτό σημαίνει ότι οι αποικίες από τη αντίδραση σύνδεσης δεν είναι όλες 

ανασυνδυασμένες και γι’ αυτό το λόγο γίνεται περαιτέρω έλεγχος των αποικιών  με 

PCR. 

Για τον υπολογισμό της κατάλληλης ποσότητας (σε ng) insert εφαρμόστηκε η 

ακόλουθη εξίσωση, με αναλογία 5 (insert):1 (vector):          
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Η αντίδραση λιγάσης, ενδεικτικά για το γονίδιο CYP6CX5 παρουσιάζεται παρακάτω 

(Πίνακας 4): 

Πίνακας 4: Αντίδραση λιγάσης και αντιδραστήρια 

 Αντίδραση σύνδεσης 

DNA (20 ngr/μl) 4,0 μl 

pCWompA vector(10ng) 5,0 μl 

10XRapid ligation buffer 1,5 μl 

T4 DNALigase (3 u/μl) 1,0 μl 

ddH2O 3,5 μl 

Vτελ 15,0 μl 

 

Επώαση των αντιδράσεων οvernight στους 4οC.  Μεταφορά του πλασμιδίου που 

περιέχει την ένθετη αλληλουχία του επιθυμητού γονιδίου σε δεκτικά βακτηριακά 

κύτταρα Escherichia coli (μετασχηματισμός). Σάρωση με PCR μονών αποικιών για 

τον εντοπισμό κλώνων που φέρουν το επιθυμητό γονίδιο- ένθεμα, όπως 

περιγράφτηκε παραπάνω. Για επαλήθευση ότι οι θετικές αποικίες που πήραμε από 

το βήμα της σάρωσης, περιέχουν όντως το γονίδιο- ένθεμα προχωράμε στα εξής :  

• Επιλογή κάποιων από τις θετικές αποικίες που μας έδωσε το προηγούμενο 

βήμα της σάρωσης  

• Μικρή καλλιέργεια των 5ml LB + ampicillin (50μgr/ml) 

• Απομόνωση και καθαρισμός του πλασμιδιακού DNA με το κατάλληλο 

εμπορικό kit. 

• Για τον έλεγχο των αποικιών πραγματοποιούμε πέψη με τα ένζυμα 

περιορισμού NgoMIV και XbaI, σύμφωνα με τη στρατηγική κλωνοποίησης .      

Για την κάθε αντίδραση χρησιμοποιήθηκαν : 

DNA (300ngr/μl)           4μl 

10X NEB 4 Buffer           3μl 
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10X BSA         0,5μl 

Enzyme NgoMIV           1μl 

Enzyme XbaI           1μl 

ddH2O          20,5 μl 

Τελικός όγκος          30 μl 

 

Επώαση των αντιδράσεων για 3 ώρες στους 37ºC. Τα προϊόντα των αντιδράσεων 

ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1%. Στη συνέχεια οι θετικές 

αποικίες στέλνονται για αλληλούχιση στην εταιρία Macrogen, Netherlands για την 

εύρεση τυχόν σημειακών μεταλλαγών ώστε να επιλεγεί η καλύτερη αποικία για να 

χρησιμοποιηθεί στην λειτουργική έκφραση της πρωτεΐνης.  

2.Β.2 Προετοιμασία μεμβρανών Ε.coli και λειτουργική έκφραση των 

πρωτεϊνών CYP392E10 

2.Β.2.1 Καλλιέργειες για έκφραση των Ρ450  

2.Β.2.1.1  Συν-μετασχηματισμός των βακτηριακών κυττάρων BL21STAR 

  Για τη λειτουργική έκφραση των υπό μελέτη πρωτεϊνών τα δεκτικά βακτηριακά 

κύτταρα Ε.coli BL21 STAR συν-μετασχηματίζονται με τo πλασμίδιo pCW_BtCYP6CX5 

(ή pCW_ BtCYP6CX3) και: 1) Το πλασμίδιο pACYC- AgCPR το οποίο περιέχει μια 

P450-reductace από τον οργανισμό Anopheles gambiae και μια peIB αλληλουχία 

σηματοδότησης στην εσωτερική βακτηριακή μεμβράνη 2) το πλασμίδιο pACYC- 

BtCPR οποίο περιέχει μια P450-reductace από τον οργανισμό Bemisia tabaci και μια 

peIB αλληλουχία σηματοδότησης στην εσωτερική βακτηριακή μεμβράνη. 

  Συγκεκριμένα για τη BtCYP6CX5: 1) για το μετασχηματισμό 100μl βακτηριακών 

κυττάρων BL21 STAR εισήχθη 1,3μl από το πλασμίδιo pCW_BtCYP6CX5 με 

συγκέντρωση 45,75ngr/μl και 1μl από το πλασμίδιο pACYC- AgCPR με συγκέντρωση 

60,6 ngr/μl, 2) για το μετασχηματισμό 100μl βακτηριακών κυττάρων BL21 STAR 

εισήχθη 1,3μl από το πλασμίδιo pCW_BtCYP6CX5 με συγκέντρωση 45,75ngr/μl και 

1μl από το πλασμίδιο pACYC- BtCPR με συγκέντρωση 57,95ngr/μl. 
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  Συγκεκριμένα για τη BtCYP6CX3: 1) για το μετασχηματισμό 100μl βακτηριακών 

κυττάρων BL21 STAR εισήχθη 2,88μl από το πλασμίδιo pCW_BtCYP6CX3 με 

συγκέντρωση 21ngr/μl και 1μl από το πλασμίδιο pACYC- AgCPR με συγκέντρωση 

60,6 ngr/μl, 2) για το μετασχηματισμό 100μl βακτηριακών κυττάρων BL21 STAR 

εισήχθη 2,75μl από το πλασμίδιo pCW_BtCYP6CX3 με συγκέντρωση 21ngr/μl και 1μl 

από το πλασμίδιο pACYC- BtCPR με συγκέντρωση 57,95ngr/μl. 

Μετά το μετασχηματισμό, τα κύτταρα απλώνονται  σε τρυβλία petri, τα οποία 

περιέχουν LB agar , αμπικιλλίνη (50μg/ml) και χλωραφαινικόλη (34μg/ml).Το 

πλασμίδιο pCW_BtCYP6CX5 (ή pCW_ BtCYP6CX3) έχει γονίδιο ανθεκτικότητας στην 

αμπικιλλίνη και το πλασμίδιο pACYC- AgCPR (ή pACYC- BtCPR) έχει γονίδιο 

ανθεκτικότητας στην χλωραφαινικόλη, γι αυτό το λόγο χρησιμοποιούμε αυτά τα 

δυο αντιβιοτικά. Τα  τρυβλία petri παρέμειναν στους 37ºC για 12- 16 ώρες.  

2.Β.2.1.2 Μικρή καλλιέργεια     

 Μια από τις αποικίες που μεγάλωσαν στα τρυβλία petri  με καθαρό ακρορύγχιο 

πιπέτας μεταφέρθηκε σε falcon tube που περιείχε 5 ml LB, αμπικιλλίνη (50 μg/ml) 

και χλωραφαινικόλη (34 μg/ml) και καλλιεργήθηκε overnight στους 37ºC στα 225-

250 rpm (στροφές ανά λεπτό). 

2.Α.2.1.3 Μεγάλη καλλιέργεια  

• Χρησιμοποιήθηκαν 2 ml  από τη μικρή καλλιέργεια , που είχε μεγαλώσει όλη 

νύχτα στους 37ºC, για την επιμόλυνση  200ml θρεπτικού υλικού Terrific broth σε 

φλάσκα του 1L, συμπεριλαμβανομένων των αντιβιοτικών αμπικιλλίνης (50 μg/ml)  

και χλωραφαινικόλης (34 μg/ml). Το θρεπτικό υλικό πρέπει να έχει προ-θερμανθεί 

στους 37ºC, προς αποφυγή ενδεχόμενου σοκ των κυττάρων. 

• Η καλλιέργεια επωάστηκε στους 37ºC στα 150-200 rpm (στροφές ανά 

λεπτό), έως ότου η οπτική απορρόφηση των κυττάρων σε μήκος κύματος 595nm 

φτάσει περίπου 0,9 (~ 4 ώρες) 

• Στη συνέχεια η καλλιέργεια επωάστηκε για περίπου μισή ώρα στους 25ºC 

στις 200 rpm. 
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• Μετά από μισή ώρα στους 25ºC (όπου έχει μειωθεί σχετικά η θερμοκρασία 

της καλλιέργεια μας), γίνεται επαγωγή της καλλιέργεια με τη χορήγηση IPTG και 

ALA σε τελική συγκέντρωση 1mM και για τις δύο ουσίες. Το IPTG λειτουργεί ως 

επαγωγέας της μεταγραφής του γονιδίου- στόχου  και το ALA είναι πρόδρομο μόριο 

για τη βιοσύνθεση της αίμης, όπου περικλείεται στο μόριο της Ρ450. Η καλλιέργεια 

παρέμεινε στους 25ο C με συνεχή ανάδευση στις 200 rpm για 24 ώρες.  

2.Α.2.2  Προετοιμασία σφαιροπλαστών και μεμβρανών  

• Τα κύτταρα της καλλιέργειας, που είχε αφεθεί να επωάζεται για 24ώρες 

στους 25ºC συλλέγονται με φυγοκέντρηση στις 4000 rpm για 20 λεπτά στους 4ºC. 

• Το ίζημα των κυττάρων αναδιαλύεται σε κρύο διάλυμα TSE (0,1M Tris- 

acetate pH 7,6, 0,5M sucrose και 0,5mM EDTA) και ακολουθεί η προσθήκη 

λυσοζύμης σε τελική συγκέντρωση 0,25mg/ml., ώστε να σπάσει το βακτηριακό 

κυτταρικό τοίχωμα. Τα κύτταρα αφέθηκαν προς ελαφρά ανάδευση για 60 min στους 

4 οC, προκειμένου να σχηματιστούν οι σφαιροπλάστες. 

•  Οι σφαιροπλάστες φυγοκεντρήθηκαν στα 2800 x g για 25 min στους 4 οC. Το 

ίζημα των σφαιροπλαστών αναδιαλύεται σε διάλυμα SR (0,1M potassium 

phosphate, pH 7.6, 6mM CH3COOMg και 20% γλυκερόλη) παρουσία DTT (0,1mM), 

PMSF (1mM), aprotinin (10μgr/ml) και leupeptin (10μgr/ml).  Η προσθήκη των 

παραπάνω ουσιών έχει σαν σκοπό να παρεμποδιστούν πρωτεάσες που θα 

κατέστρεφαν την P450. 

• Ακολουθεί ρήξη των κυττάρων με ηχοβολισμό (4×30 sec, συνολικά 2 λεπτά, 

4oC), Κατόπιν απομακρύνονται τα μεγάλα θραύσματα, όπως και τα άσπαστα 

κύτταρα με φυγοκέντρηση (30.000g/20 λεπτά/ 4 oC). Ακολουθεί 

επαναφυγοκέντρηση του υπερκειμένου στις 70.000 rpm για 30 λεπτά στους 40C. Το 

ίζημα, το οποίο αποτελεί τις μεμβράνες αναδιαλύεται σε κρύο διάλυμα 1x TSE και 

καταψύχεται στους - 800C. 
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2.B.2.3 Έλεγχος των μεμβρανών για την παρουσία πρωτεΐνης P450 με τη 

διαφορά του φάσματος CO.    

  Τα ανηγμένα ένζυμα P450 σχηματίζουν ένα σύμπλοκο με το μονοξείδιο του 

άνθρακα, παράγοντας έτσι μια μοναδική κορυφή απορρόφησης στα 450 nm. Αυτή η 

φασματική ιδιότητα χρησιμοποιήθηκε για την ακριβή εκτίμηση του περιεχομένου 

σε P450 (Omura and Sato, 1964). Τυπικά το σύμπλοκο ανηγμένου ενζύμου P450-CO 

εμφανίζει ένα φάσμα απορρόφησης διαφορετικό από αυτό που εμφανίζει το 

ανηγμένο ένζυμο P450 χωρίς το CO. 

   Επομένως, στις μεμβράνες που παρείχθησαν η εκτίμηση του περιεχομένου σε 

P450 έγινε με βάση την χαρακτηριστική φασματική ιδιότητα των ενζύμων P450 

ακλουθώντας τα εξής βήματα: 

• Για την αναγωγή του αιμικoύ σιδήρου της P450 (ο Fe+3 που βρίσκεται στο 

εσωτερικό της αίμης ανάγεται Fe+2) χρησιμοποιήσαμε τον αναγωγικό παράγοντα 

sodium hydrosulfate.Σε μια πλαστική κυβέτα εισάγεται 1ml από το spectrum 

διάλυμα (100mM  Tris-HCl pH =7,4, 20% γλυκερόλη και 1mM  EDTA), λίγη σκόνη 

(στη μύτη του κουταλιού) από το sodium hydrosulfate και τουλάχιστον 25μl από το 

δείγμα των μεμβρανών. 

•  Το φασματοφωτόμετρο ρυθμίζεται στο φάσμα 400-500nm και μηδενίζουμε 

με την κυβέτα (blank) 

• Στη συνέχεια, φυσαλίδες CO διοχετεύονται στην κυβέτα για περίπου 45 sec 

και πραγματοποιείται η μέτρηση του φάσματος απορρόφησης στο 

φασματοφωτόμετρο.  

• Εάν κατόπιν παρατήρησης του φάσματος, παρουσιαστεί μια χαρακτηριστική 

κορυφή στα 450nm, τότε αυτό αποτελεί σημαντική ένδειξη ότι το δείγμα των 

μεμβρανών που χρησιμοποιήθηκε περιέχει σωστά αναδιπλωμένη Ρ450 πρωτεΐνη. 
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2.Β.2.4 Η δραστικότητα της πρωτεΐνης CPR εκτιμήθηκε  από μετρήσεις της 

NADPH- εξαρτώμενης αναγωγής του κυτοχρώματος C στα 550nm. 

            Η πρωτεΐνη CPR είναι μια μεβρανική πρωτεΐνη που αλληλεπιδρά με διάφορες 

P450 και χρησιμεύει ως δότης ηλεκτρονίων. Γι αυτό το λόγο στην προσπάθεια 

έκφρασης των P450 πρωτεϊνών που μας ενδιαφέρουν εισάγαμε και το πλασμίδιο 

της CPR, για να είναι εφικτή η ανταλλαγή ηλεκτρονίων μεταξύ των δυο πρωτεϊνών. 

Στις μεμβράνες που παρείχθησαν η εκτίμηση του περιεχομένου σε CPR έγινε από τις 

μετρήσεις της NADPH- εξαρτώμενης αναγωγής του κυτοχρώματος C στα 550nm 

(Strobel and Dignam, 1978), ως εξής: 

   Προετοιμάζονται  φρέσκα διαλύματα από :1) 50μΜ (6,6mg/10ml) cytochrome c in 

0,3M potassium phosphate pH= 7,7, 2) 5mM  NADPH σε νερό (4,4mg/ml), 

(διατηρούνται στο πάγο). 

• 1 ml από το διάλυμα 1 αναμιγνύεται με 10μl δείγματος μεμβρανών σε 

πλαστική μικροκυβέτα. 

• Μετράτε η  κινητική απορρόφησης στα 550nm για περίπου 1 λεπτό και 

μηδενίζουμε (blank) 

• Στη συνέχεια  10μl από το διάλυμα 2  αναμιγνύονται με το περιεχόμενο της 

κυβέτας, γίνεται ανάδευση με γρήγορες κινήσεις και μετράται η κινητική 

απορρόφησης στα 550nm για περίπου 1 λεπτό 

• Η δραστικότητα της CPR μετράται  χρησιμοποιώντας τον αρχικό ρυθμό 

αλλαγής πάνω από το σημείο που το διάγραμμα είναι γραμμικό. 

2.Β.2.5 Μετρήσεις για τη δραστικότητα των Ρ450 πρωτεϊνών με τη χρήση 

του υποστρώματος 7-ethoxycoumarin. 

    Όπως έχει αναφερθεί παραπάνω, τα ένζυμα P450 καταλύουν μια μεγάλη ποικιλία 

αντιδράσεων κι επομένως ως υπόστρωμα έχουν μια ποικιλία από μικρά και μεγάλα 

μόρια. Για να ελεγχθεί λοιπόν κατά πόσο οι μεμβράνες που παρείχθησαν περιέχουν 

ένα δραστικό ένζυμο P450, ικανό να καταλύει μια ενζυμική αντίδραση 

χρησιμοποιούμε ως υπόστρωμα το 7-ethoxycoumarin. Το ένζυμο P450 των 

μεμβρανών που παρείχθησαν με την παροχή ενέργειας (από την προσθήκη NADPH) 
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είναι καταλυτικά ενεργό εφόσον διασπάει το υπόστρωμα7-ethoxycoumarin και 

παράγει το φθορίζον προϊόν 7-hydroxy-coumarin, ο φθορισμός του οποίου 

μετράται με διέγερση στα 390nm κι εκπομπή στα 465nm.Οι αντιδράσεις ενζυμικής 

δραστικότητας πραγματοποιηθήκαν σε 96- well plates, ως εξής: 

• Βακτηριακές μεμβράνες που περιέχουν CYP6CX3/5 και BtCPR (με ή χωρίς b5) 

επωάστηκαν με φθορίζον υπόστρωμα σε 25mM Phosphate buffer, pH 7,6, σε 

τελικό όγκο αντίδρασης 120μl.  

• Ακολούθως , προστίθεται σε κάθε πηγαδάκι το υπόστρωμα 7-

ethoxycoumarin (7-EC) με τελική συγκέντρωση 0,83mM και το μείγμα 

προθερμαίνεται για 5΄στους 300C, προτού γίνει η έναρξη των αντιδράσεων 

με την προσθήκη NADPH τελικής συγκέντρωσης 1,25mM σε κάθε δείγμα. 

• Ταυτόχρονα πραγματοποιούνται και οι αντιδράσεις ελέγχου, όπου στο 

δείγμα δεν έχει προστεθεί NADPH. Τα δείγματα επωάζονται για 30΄ στο 

σκοτάδι. 

• Έπειτα ο φθορισμός του NADPH σταματάει με τη προσθήκη οξειδωμένης 

γλουταθειόνης σε τελική συγκέντρωση 2,5mM και του ενζύμου glutathione 

reductase (0,125 units).  

• Μετά από 10 λεπτά επώασης σε RT, η αντίδραση τερματίζεται με την 

προσθήκη διαλύματος γλυκίνης-αιθανόλης σε αναλογία (1:1) και ο 

φθορισμός μετράται με διέγερση στα 390nm κι εκπομπή στα 465nm. 

2.Α.2.6  Πειραματικές δοκιμές μεταβολισμού με τa εντομοκτόνα 

Imidacloprid και Acetamiprid 

• Επωάστηκαν: 1) το υπόστρωμα Imidacloprid 98,6% (Bayer Crop science, 

technical) και 2) το υπόστρωμα Acetamiprid 98,6% (Bayer Crop science, 

technical) με πρωτεΐνη b5, με βακτηριακές μεμβράνες, που περιείχαν πρωτεΐνη 

BtCYP6CX5-BtCPR από την αποικία ν.2 και αντίστοιχα BtCYP6CX3-BtCPR από 

την αποικία ν.2, σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris -HCl (0,2M, pH 7,4) παρουσία 

0,25mM MgCl2, σε τελικό όγκο αντίδρασης 100μl. 
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• Η επώαση έγινε με την  παρουσία ή απουσία του αναγεννητικού συστήματος 

NADPH: 1mM glucose-6-phosphate,0.1mM NADP+, 1unit/ml G6PDH. Οι 

αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν στους 300C  με ανακίνηση στις 1200 rpm. Τα 

δείγματα προ-θερμάνθηκαν για 5 λεπτά, προτού στις αντιδράσεις προστεθούν 

τα μεμβρανικά δείγματα. 

• Οι αντιδράσεις τερματίστηκαν σε χρόνο 0 και 2 ώρες με την προσθήκη 

ακετονιτριλίου σε αναλογία 1:1. Το δείγμα επωάστηκε για 30 επιπλέον λεπτά 

υπό ανακίνηση, για να πραγματοποιηθεί η πλήρης διάλυση του εντομοκτόνου 

στον οργανικό διαλύτη.  

• Στην συνέχεια, το δείγμα φυγοκεντρήθηκε στις 10.000g για 10 λεπτά, το 

υπερκείμενο φιλτραρίστηκε και μεταφέρθηκε στα γυάλινα  φιαλίδια του HPLC.  

Στην ανάλυση με το HPLC εγχύθηκαν 100μl του υπερκειμένου με ρυθμό ροής 1 ml 

min-1 στους 300C. Οι αντιδράσεις στις διάφορες χρονικές στιγμές έτρεξαν με τη 

χρήση προγράμματος διαβάθμισης κινητής φάσης με 90% ακετονιτριλίου σε 10% 

ακετονιτριλίου σε στήλη 250mm 5um UniverSil HS C18 . 

2.Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

2.Γ.1 Κλωνοποίηση των γονιδίων CYP6CX5 και CYP6CX3 σε φορείς 

πρωτεϊνικής έκφρασης 

2.Γ.1.1  Απομόνωση ολικού RNA και σύνθεση μονόκλωνου cDNΑ 

        Ο έλεγχος των προϊόντων από την αντίδραση  της σύνθεσης του μονόκλωνου 

cDNA με βάση το ολικό RNA που απομονώθηκε, έγινε με PCR- check με τους 

εκκινητές της αναγωγάσης CPR, και αναλύθηκε σε πήκτωμα αγαρόζης 1%, όπως 

φαίνονται στην εικόνα 14. 
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Εικόνα 14: Ηλεκτροφόρημα από PCR- check για να δούμε εάν το cDNA  που πήραμε  είναι  στο 
επιθυμητό μέγεθος. Lane 1-6: Προϊόν από PCR- check, Lane 7: GeneRuller Marker 100bp 
(Thermoscientific) 

  

Από την εικόνα 14 συμπεραίνεται ότι το προϊόν της PCR-check που φαίνεται στο 

lane 1 έως 6 έχει το αναμενόμενο μέγεθος των 320bp κι επομένως αποτελεί καλό 

δείγμα cDNA, το οποίο μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως υπόστρωμα για την 

απομόνωση του γονιδίου που μας ενδιαφέρει. 

 

2.Γ.1.2 PCR με τη χρήση ειδικών εκκινητών για την ανάκτηση των υπό 

μελέτη γονιδίων. 

    Τα προϊόντα της αντίδρασης PCR με τη χρήση ειδικών εκκινητών για την ανάκτηση 

των γονιδίων στόχων, όπως για παράδειγμα το γονίδιο CYP6CX3, ελέγχθηκαν με 

ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1,5%, όπως φαίνεται στην εικόνα 15. 

Δοκιμάστηκαν διάφορες θερμοκρασίες για να εντοπιστεί που πολυμερίζει καλύτερα 

το ζεύγος εκκινητών. 
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Εικόνα 15: Ηλεκτροφόρημα PCR με τη χρήση ειδικών εκκινητών για το γονίδιο CYP6CX3, Marker: 
DNA Ladder GeneRuler 100 bp (Thermoscientific), στους 57,7- 60 οC Το προϊόν της PCR με τη χρήση 
ειδικών εκκινητών για το γονίδιο CYP6CX3. 

 

Από την εικόνα 15 συμπεραίνεται ότι το προϊόν της PCR που φαίνεται στις 

θερμοκρασίες 57,7 και 60οC έχει το αναμενόμενο μέγεθος των 1527bp κι επομένως 

το γονίδιο CYP6CX3 έχει ανακτηθεί με επιτυχία. Ακολουθεί η απομόνωση από το 

πήκτωμα της αγαρόζης της μπάντας του γενετικού υλικού,  σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο της Qiagen. 

2.Γ.1.3 Σάρωση με PCR μονών αποικιών για τον εντοπισμό κλώνων που 

φέρουν το επιθυμητό γονίδιο-ένθεμα (από ligation με τον φορέα p JET 

blunt 1.2) 

      Αφού έχει γίνει η ένωση του γονιδίου (ενδεικτικά CYP6CX3) με τον φορέα 

pJET1.2 με τη βοήθεια του ενζύμου DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4, το 

πλασμίδιο εισάγεται σε Stellar δεκτικά βακτηριακά κύτταρα (competent) και με 

αυτό τον τρόπο τα κύτταρα αυτά μετασχηματίζονται. Ακολουθεί καλλιέργεια των 

βακτηριακών κυττάρων σε στερεό θρεπτικό μέσο LB με αμπικιλλίνη για περίπου 16 

ώρες, η λήψη αποικιών και η σάρωση τους, ώστε να εντοπιστούν οι αποικίες εκείνες 

που φέρουν το επιθυμητό γονίδιο-ένθεμα. Η σάρωση των μονών αποικιών γίνεται 

με PCR ενισχύοντας την αλληλουχία που έχει ενσωματωθεί στο πλασμίδιο με τη 

χρήση ειδικών εκκινητών του γονιδίου-στόχου, για παράδειγμα των εκκινητών 

CYP6CX3_al2_F και CYP6CX3_al2_R (όπως φαίνεται η αλληλουχία τους στο 

κεφάλαιο 2B, πίνακας 3) για το γονίδιο CYP6CX3. Tα προϊόντα της PCR μετά από τη 
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σάρωση 20 αποικιών ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης (1,5 % 

w/v), όπως φαίνονται στην εικόνα 16. 

 

Εικόνα 16: Ηλεκτροφόρημα μετά από τη σάρωση με PCR 20 αποικιών. Marker: DNA Ladder 

GeneRuler 100bp (Thermoscientific), col.1-20 Προϊόν της PCR με τη χρήση ειδικών εκκινητών για το 

γονίδιο CYP6CX3 

 

Από την εικόνα 16 συμπεραίνεται ότι η μπάντα που φαίνεται στις αποικίες 1-2-3-5-

6-7-9-12 είναι στο μέγεθος των 1500bp, όπου το μέγεθος των 1500bp είναι το 

αναμενόμενο μέγεθος του γονιδίου CYP6CX3. Επομένως οι αποικίες αυτές 

θεωρείται ότι είναι θετικές, δηλαδή περιέχουν μέσα στο φορέα κλωνοποίησης 

pJET1.2 το επιθυμητό γονίδιο-ένθεμα. Σε αντίθεση με τις υπόλοιπες αποικίες στις 

οποίες δεν παρατηρείται καμία μπάντα γενετικού υλικού κι επομένως θεωρείται ότι 

είναι αρνητικές, δηλαδή δεν έχουν πάρει το πλασμίδιο που φέρει το γονίδιο 

CYP6CX3. 

2.Γ.1.4  Πέψη του πλασμιδιακού DNA (p JET blunt1.2  vector + insert) και 

του φορέα pCWompA, με τα ένζυμα περιορισμού ΝgoMIV και XbaI. 

     Για την εισαγωγή του γονίδιου-στόχου στον φορέα κλωνοποίησης PCW_ompA 

είναι απαραίτητη η πέψη του πλασμιδιακού DNA (pJET blunt 1.2 vector + CYP6CX3) 

που φέρει και του φορέα pCWompA με τα ένζυμα περιορισμού ΝgoMIV και XbaI, 
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όπως φαίνεται στην εικόνα 17. Τα προϊόντα από τις πέψεις με τα ένζυμα 

περιορισμού ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1,5 % w/v). 

 

Εικόνα 17: Ενδεικτικό ηλεκτοφόρημα πλασμιδιακού DNA που φέρει το γονίδιο CYP6CX3 μετά από 

την πέψη με τα ένζυμα περιορισμού NgoMIV και XbaI. Marker: DNA Ladder GeneRuler 

(Thermoscientific), Col.5-6-9-12: Προϊόν πέψης με τα ένζυμα περιορισμού ΝgoMIV και XbaI του 

πλασμιδιακού DNA των αντίστοιχων θετικών αποικιών.  

Επιτυχημένη είναι μόνο η πέψη της αποικίας ν.5 όπως φαίνεται παραπάνω καθώς 

φαίνεται το επιθυμητό προϊόν στα 1500 bp αποτελούν το γονίδιο-στόχο, το οποίο 

στη συνέχεια απομονώθηκε από το πήκτωμα της αγαρόζης, ώστε να καθαριστεί 

σύμφωνα με το πρωτόκολλο της Qiagen . 

2.Γ.1.5 Σάρωση με PCR μονών αποικιών για τον εντοπισμό κλώνων που 

φέρουν το επιθυμητό γονίδιο-ένθεμα (από ligation με τον φορέα 

pCWompΑ). 

      Αφού έχει γίνει η ένωση  του γονιδίου (ενδεικτικά CYP6CX3) με τον φορέα 

pCWompΑ με τη βοήθεια του ενζύμου DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4, το 

πλασμίδιο εισάγεται σε Stellar δεκτικά βακτηριακά κύτταρα (competent) και με 

αυτό τον τρόπο τα κύτταρα αυτά μετασχηματίζονται. Ακολουθεί καλλιέργεια των 

βακτηριακών κυττάρων σε στερεό θρεπτικό μέσο LB με αμπικιλλίνη για περίπου 16 

ώρες, η λήψη αποικιών και η σάρωση τους , ώστε να εντοπιστούν οι αποικίες 

εκείνες που φέρουν το επιθυμητό γονίδιο-ένθεμα. Η σάρωση των μονών αποικιών 

γίνεται με PCR ενισχύοντας την αλληλουχία που έχει ενσωματωθεί στο πλασμίδιο 

με τη χρήση ειδικών εκκινητών του γονιδίου-στόχου, για παράδειγμα των εκκινητών 

CYP6CX3_al2_F και CYP6CX3_al2_R (όπως φαίνεται η αλληλουχία τους στο 

κεφάλαιο 2B, πίνακας 3) για το γονίδιο CYP6CX3. Tα προϊόντα της PCR μετά από τη 
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σάρωση 11 αποικιών ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης (1,5 % 

w/v), όπως φαίνονται στην εικόνα 18. 

 

 

Εικόνα 18: Ενδεικτικό ηλεκτοφόρημα μετά από τη σάρωση με PCR 11 αποικιών για να δούμε εάν 

έχουν πάρει ή όχι το γονίδιο CYP6CX3. Lane L: DNA Ladder GeneRuler (Thermoscientific), Lane 1-11: 

Προϊόν της PCR με τη χρήση ειδικών εκκινητών για το γονίδιο CYP6CX3. 

 

Από την εικόνα 18 συμπεραίνεται ότι η μπάντα που φαίνεται σε όλες τις αποικίες 

που ελέγχθηκαν είναι στο μέγεθος των 1500bp, όπου είναι και το αναμενόμενο 

μέγεθος του γονιδίου. Επομένως οι αποικίες αυτές θεωρείται ότι είναι θετικές, 

δηλαδή περιέχουν μέσα στο φορέα κλωνοποίησης pCWompΑ το επιθυμητό γονίδιο-

ένθεμα CYP6CX3. 

2.Γ.1.6 Επαλήθευση με πέψη των θετικών αποικιών του βήματος 2.Γ.1.5 με 

τα ένζυμα περιορισμού NgoMIV και XbaI, με τα οποία πραγματοποιήθηκε 

όλη η στρατηγική κλωνοποίησης 

     Προτού τα πλασμίδια των θετικών αποικιών του βήματος 2.Γ.1.5 σταλούν για 

αλληλούχιση, 8 από τις θετικές αποικίες επαληθεύονται ότι είναι όντως θετικές, 

δηλαδή περιέχουν το επιθυμητό γονίδιο, για παράδειγμα το γονίδιο cyp6cx3 με 

πέψη του απομονωμένου πλασμιδιακού DNA τους με τα ένζυμα περιορισμού 

NgoMIV και XbaI, όπως φαίνεται στην εικόνα 19. 
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Εικόνα 19: Ενδεικτικό ηλεκτοφόρημα πλασμιδιακού DNA που φέρει το γονίδιο CYP6CX3, μετά από 

πέψη με τα ένζυμα περιορισμού NgoMIV και XbaI. Marker: DNA Ladder GeneRuler 

(Thermoscientific), Col.5-6-8-9: Προϊόν πέψης με τα ένζυμα περιορισμού ΝgoMIV και XbaI του 

πλασμιδιακού DNA των αντίστοιχων θετικών αποικιών. 

 

Από την εικόνα 19 μόνο στις αποικίες 1 και 9 έχει γίνει επιτυχημένη πέψη με τα 

ένζυμα περιορισμού NgoMIV και XbaI καθώς φαίνεται το αναμενόμενο μέγεθος του 

φορέα PCWompa στα 5000bp και του γονιδίου cyp6x3 στα 1500bp. 

2.Γ.2 Προετοιμασία μεμβρανών Ε.coli και λειτουργική έκφραση των 

πρωτεϊνών CYP6CX5 και CYP6CX3. 

2.Γ.2.1 Έλεγχος των μεμβρανών για την παρουσία πρωτεΐνης P450 με τη 

διαφορά του φάσματος CO 

       Ο έλεγχος που έγινε στις βακτηριακές μεμβράνες των πρωτεϊνών CYP6CX5 και 

CYP6CX3 που απομονώθηκαν, έδειξε σύμφωνα με τη διαφορά του φάσματος CO 

που παρατηρήθηκε, ότι οι πρωτεΐνες CYP6CX5 και CYP6CX3 εκφράζονται 

επικρατέστερα σε μορφή P450. Η χαρακτηριστική κορυφή απορρόφησης στα 450 

nm φαίνεται στις εικόνες 20,21 για την πρωτεΐνη CYP6CX5 και στις εικόνες 22,23 για 

τη πρωτεΐνη CYP6CX3. Στις βακτηριακές μεμβράνες που απομονώθηκαν για την 

πρωτεΐνη BtCYP6CX5-AgCPR αποικία νο.2 μετρήθηκε η συγκέντρωση της  P450 και 

βρέθηκε 2,9μΜ , όπως απεικονίζεται στην εικόνα 20 και στις βακτηριακές 

μεμβράνες για την πρωτεΐνη BtCYP6CX5-BtCPR αποικία νο.2 η συγκέντρωση της 

P450 βρέθηκε 1,6 μΜ, όπως απεικονίζεται στην εικόνα 21.  
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Εικόνα 20: Η CO–διαφορά φάσματος από E.coli μεμβράνες που εκφράζουν την πρωτεΐνη CYP6CX5-

BtCPR. Η επικρατέστερη έκφραση της CYP6CX5 ως P450, με σχετικά χαμηλά επίπεδα σε P420  είναι 

ενδεικτικά ενός σταθερού και καλής ποιότητας λειτουργικού ενζύμου 

 

 

Εικόνα 21: Η CO–διαφορά φάσματος από E.coli μεμβράνες που εκφράζουν την πρωτεΐνη CYP6CX5-

AgCPR. Η επικρατέστερη έκφραση της CYP6CX5 ως P450, με σχετικά χαμηλά επίπεδα σε P420  είναι 

ενδεικτικά ενός σταθερού και καλής ποιότητας λειτουργικού ενζύμου. 
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Στις βακτηριακές μεμβράνες που απομονώθηκαν για την πρωτεΐνη BtCYP6CX3-

AgCPR αποικία νο.2 μετρήθηκε η συγκέντρωση της  P450 και βρέθηκε 4,39μΜ , 

όπως απεικονίζεται στην εικόνα 22 και στις βακτηριακές μεμβράνες για την 

πρωτεΐνη BtCYP6CX5-BtCPR αποικία νο.2 η συγκέντρωση της P450 βρέθηκε 1 μΜ, 

όπως απεικονίζεται στην εικόνα 23. 

 

 
Εικόνα 22: Η CO–διαφορά φάσματος από E.coli μεμβράνες που εκφράζουν την πρωτεΐνη CYP6CX3-

AgCPR αποικία νο.2.  
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Εικόνα 23: Η CO–διαφορά φάσματος από E.coli μεμβράνες που εκφράζουν την πρωτεΐνη CYP6CX3-

BtCPR αποικία νο.2.  

 

 

2.Γ.2.2 Η δραστικότητα της πρωτεΐνης CPR εκτιμήθηκε  από μετρήσεις της 

NADPH- εξαρτώμενης αναγωγής του κυτοχρώματος C στα 550nm. 

       Για να ελεγχθεί στις μεμβράνες που παρείχθησαν εάν το ένζυμο CPR είναι 

καταλυτικά ενεργό,  χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα το κυτόχρωμα C και η 

αντίδραση πραγματοποιήθηκε με την παροχή ενέργειας από την προσθήκη NADPH. 

Tα αποτελέσματα από τη φωτομέτρηση των δειγμάτων μας σε μήκος κύματος 

550nm όπως φαίνονται ενδεικτικά στις εικόνες 24,25 έδειξαν την ύπαρξη της CPR 

μέσα στο μεμβρανικό παρασκεύασμα Η καταλυτική ενεργότητα του ενζύμου 

υπολογίστηκε σύμφωνα με τον τύπο:            
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Τα αποτελέσματα των υπολογισμών για το μεμβρανικό παρασκεύασμα που 

περιείχε την BtCYP6CX5 ήταν: 1) καταλυτική ενεργότητα 223,36 μmol κυτοχρώματος 

C / λεπτό / mg πρωτεΐνης για τη AgCPR και 2) 750μmol κυτοχρώματος C / λεπτό / 

mg πρωτεΐνης για τη BtCPR. Για το μεμβρανικό παρασκεύασμα με την πρωτεΐνη 

BtCYP6CX3 η καταλυτική ενεργότητα ήταν: 1) 290μmol κυτοχρώματος C / λεπτό / 

mg πρωτεΐνης για τη AgCPR και 2) 815μmol κυτοχρώματος C / λεπτό / mg πρωτεΐνης 

για τη BtCPR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 24: Διάγραμμα κινητικής στα 550nm της BtCYP6CX5- BtCPR. Α : Μεμβρανικό δείγμα χωρίς 
NADPH, B : Μεμβρανικό δείγμα παρουσία NADPH 

Time (secs)
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Εικόνα 25: Διάγραμμα κινητικής στα 550nm της BtCYP6CX3-ΒtCPR αποικία νο.2.  Α : Μεμβρανικό 
δείγμα χωρίς NADPH, B : Μεμβρανικό δείγμα παρουσία NADPH 

 

2.Γ.2.3 Μετρήσεις για τη δραστικότητα των Ρ450 πρωτεϊνών με τη χρήση 

του υποστρώματος 7-ethoxycoumarin. 

  Με σκοπό να ελεγχθεί εάν τα μεμβρανικά δείγματα των πρωτεϊνών CYP6CX3 και 

CYP6CX5 περιέχουν ένζυμο P450 που να είναι καταλυτικά ενεργό, 

πραγματοποιήθηκε η ενζυμική αντίδραση με παροχή ενέργειας από την προσθήκη 

NADPH και ως υπόστρωμα το 7-ethoxycoymarin . Από τη φωτομέτρηση των 

δειγμάτων μας σε μήκος κύματος 390- 465nm συμπεραίνεται ότι, το ένζυμο P450 

των μεμβρανών που παρείχθησαν για τις πρωτεΐνες CYP6CX3 και CYP6CX5 είναι 

καταλυτικά ενεργό, εφόσον διασπάει το υπόστρωμα7-ethoxycoumarin και παράγει 

το φθορίζον προϊόν 7-OHcoumarin (ο φθορισμός του οποίου μετράται με διέγερση 

στα 390nm κι εκπομπή στα 465nm). Η καταλυτική ενεργότητα του ενζύμου 

μετριέται σε pmole 7OHcoumarin/min/pmole P450. Τα αποτελέσματα για τα 

μεμβρανικά διαλύματα παρουσιάζονται στον πίνακα 5 

Πίνακας 5: Αποτελέσματα δοκιμής μεταβολισμού του πρότυπου υποστρώματος 

ethoxycoumarin για τα μεμβρανικά διαλύματα. 
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Μέμβρανικά δείγματα pmole 7OHcoumarin/min/pmole P450 
 

BtCYP6CX5-AgCPR αποικία νο.2 +β5 0,066 
 

BtCYP6CX5-ΒtCPR αποικία νο.2 +β5 0,049 
 

BtCYP6CX3-AgCPR αποικία νο.2 +β5 0,019 
 

BtCYP6CX3-ΒtCPR αποικία νο.2 +β5 0,003 
 

 

2.Γ.2.4 Πειραματικές δοκιμές μεταβολισμού με τα εντομοκτόνα 

Imidacloprid και Acetamiprid. 

Επωάστηκαν 1) το υπόστρωμα Imidacloprid 98,6% (Bayer Crop science, technical) σε 

τελική συγκέντρωση 25μΜ  2) το υπόστρωμα Acetamiprid 98,6% (Bayer Crop 

science, technical) σε τελική συγκέντρωση 25μΜ   με 75pmole πρωτεΐνη b5, με 

βακτηριακές μεμβράνες, που περιείχαν 1)  25pmole πρωτεΐνη BtCYP6CX5-AgCPR 

αποικία νο.2, 2) 25pmole πρωτεΐνη BtCYP6CX5-BtCPR αποικία νο.2 , 3) 25pmole 

πρωτεΐνη BtCYP6CX3-AgCPR αποικία νο.2 και 4) 25pmole πρωτεΐνη BtCYP6CX3-

BtCPR αποικία νο.2   σε ρυθμιστικό διάλυμα Tris -HCl (0,2M, pH 7,4) παρουσία 

0,25mM MgCl2, σε τελικό όγκο αντίδρασης 100μl. 

    Η NADPH- εξαρτώμενη μείωση των νεονικοτινοειδών εντομοκτόνων (εκλούεται 

στα 6,6 λεπτά), δεν παρατηρήθηκε μετά από την επώαση του μείγματος με το 

P450 σύμπλοκο, όπως φαίνεται στην εικόνα 26 ενδεικτικά για την επώαση 120 

λεπτά στα 230nm των μεμβρανικών συμπλόκων της CPR- CYP6CX5 με το 

Acetamiprid. 
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Eικόνα 26: Xρωματογράφημα από το HPLC. Δεν παρουσιάζεται NADPH-εξαρτώμενη μείωση 

του acetamiprid μετά από 120 λεπτά επώασης στα 230 nm. 

2.Δ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

  Νέα τοξικολογικά δεδομένα προέκυψαν από την μελέτη των Ilias et al. για την 

ανθεκτικότητα μεσογειακών βιοτύπων (Β και Q) του αλευρώδη στα νεονικοτινοειδή 

(Ilias et al., 2015). Οκτώ γονίδια τα οποία ανήκουν στην υπεροικογένεια των P450s 

φάνηκε να σχετίζονται με την ανθεκτικότητα αυτή και στην παρούσα μελέτη 

κλωνοποιήσαμε δύο από αυτές (cyp6CX3, cyp6CX5). Η διαδικασία της 

κλωνοποίησης έγινε σε κατάλληλο φορέα έκφρασης P450 πρωτεϊνών (PCW_ompA). 

Εν συνεχεία, εκφράσαμε με επιτυχία και τις δύο πρωτεΐνες για να διερευνηθεί η 

ικανότητά τους να μεταβολίζουν δύο βασικά χημικά σκευάσματα, το Imidacloprid 

και το Acetamiprid.  

Παρά το γεγονός ότι οι πρωτεΐνες ήταν λειτουργικές, με χαρακτηριστική κορυφή 

απορρόφησης στα 450nm και ικανότητα μεταβολισμού πρότυπων υποστρωμάτων 

όπως το 7- ethoxycoumarin, δεν είναι ικανές να μεταβολίσουν τα δύο εντομοκτόνα 

που χρησιμοποιήσαμε.  

  Η κλωνοποίηση και η λειτουργική έκφραση των πρωτεϊνών CYP303A1, CYP417B1 

και CYP4C1-like, που επίσης υπερεκφράζονται σε ανθεκτικά στελέχη του B.tabaci σε 

νεονικοτινοειδή εντομοκτόνα είναι ένα μελλοντικό βήμα για την εξακρίβωση του 

ρόλου τους και της συνεισφοράς τους στην ανάπτυξη του ανθεκτικού φαινοτύπου. 
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- Παρουσιάζεται η αλληλουχία του γονιδίου της CPR του τετρανύχου  
http://bioinformatics.psb.ugent.be/orcae/annotation/Tetur/current/tetur18g03390 
 
CCCGGGCAACATGGAAGAATCGCCTAATCAAGGATCAATTATTAGTTTTGAAGTTTTCTTAA
CCCTGGTTATATGTGGTCTTGGTGCATATTATTATTTAACCAAACGTAAATCAAATGAATTTG
ATACTAAATCAATCAAGAGTTTCACCGTAGATACTCAACCCAATCGAAGTAACAGTATTAGT
GATTCTGGTTTCGTTAACAAAATGAAATCAACTGGTAGAAACATTGTTGTCTTCTATGGATC
ACAAACCGGTACTGCAGAGGAATTTGCTGTTCGATTAGCTAAAGAGTCAGCTCGCTATGGG
ATGAAGGCCTTAGTTGCAGACCCTGAAGAATGTGATATTGAAGAATTGACTAACTTGAATA
CACTGCCGAACTCTTTGGCCATTTTCTGTGTGGCCACTTACGGTGAAGGTGACCCTACGGAT
AATGCTTTAGATCTCAATGAATGGCTTCAAAATACAACTGTAGACCTCAATGGATTAAATTA
TGCCGTTTTTGGATTGGGTAACAAAACTTATGAACACTTCAATGCTTTTGGTAAATATATTG
ACAAAAGACTTGCAGAGTTAGGTGCAAATAGAGTTCATGAATTGGGCATGGGTGATGATG
ATGCAAACATCGAAGAAGATTTTATCACATGGAAAGAACAGCTTTGGTCTTCTGTTTGTTCC
CTTTTCAATGTCCAATTATCTGGAGAAGACATTAATCTGCGACAATATGAATTAGAAGTGCA
CAATGATTTACCTAAAGAAGCAATTTACGTTGGAGAAATCGCCAGACTTGGATCATACAGA
AAGCAAAGACCACCATTTGATGCTAAAAATCCATTCTTGGCACCTATCGTAGTGAACCGAG
AACTATACAAAGGAGACCGTTCGTGTATGCATGTTGAATTTGATCTAGTTGGCTCTAAAATA
AGATATGAAGCTGGAGATCACCTTGCCATCTATCCTCAGAATGATTCTTCAATTGTCAACAA
ACTTGGAGAATTATTAAAAGTTGATTTGGATACTGTTATTTCTTTGAAAAATGTTGACGAGG
ATAGTTCCAAGAAAAACCCATTCCCATGTCCTTGCAGCTATCGAACAGCGTTAACTCATTAC
GTGGATATCTGCCATACCCCAAGAACTCACGTACTTAAAGAATTGGCAGATTATGCAACCA
ATGAAGCAGATAAAGAAATGTTGAAAAAGATGAGCAGCTCTACGGATGAAGGAAAAGCCT
TGTACTCTGAATGGATAATAAAGAGTGCCCGTAGTATTGTTCATGTGCTTGAAGATTTACCT
TCTTGTAAAATTCCATTGGATCATCTGCTTGAATTTATGCCTCGACTTCAGCCACGTTATTAT
TCAATTTCATCTTCACCCAAGATTAATCCAGAGCGTGTTAGTATCACTGCTGTTTTAGTTGAA
TATAAATCATTTACCGGTCGAATTGTTCGTGGTGTTACTACTGGTTGGCTAAAAACAATGGA
TCCAAATGGCAACCACGTTGCTCCTTGTTTTGTCCGTCGATCTCAATTCAAGTTACCAACTAA
ATCTCAGGTTCCCATTTTGATGATTGGTCCTGGAACTGGTTTAGCTCCGTTTATGGGTTTCAT
CCAAGAACGCCAATGGATGTTAGATCAAGGAAAACCTTTAGGTGAAGCCATTCTCTATTAC
GGGTGTAGGAAACAAGCTGAAGATTATCTTTACGAACAAGAATTGGCTGCAAGTCTGAAAT
CTGGTGCTCTCACCAAGCTTTATGCAGCTTTCTCTCGTGATCAACCCGAGAAGGTTTATGTT
ACTCACCTTCTTAAGCAGAATAAGAAAGAGCTTTGGAATCTTATCGAGGAGAAGAAAGGTC
ACATTTATATTTGCGGTGATGCCAGGAACATGGCTCGGGATGTTCGAGATATCATTCTATCT
ACTATTATGGAAGAAAGTGGCAAAACAAGTCAAGAAGCTGATGCTTATATTAAGAGAATG
GAAGTTCAAAGAAGATATTCTGCTGATGTGTGGAGTCCCGGG 
 
Με πράσινο χρώμα παρουσιάζονται οι εκκινητές hpTuCPR_F/R που 

χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή της δομής φουρκέτας και κατά 

συνέπεια εκείνοι με τους οποίους κατασκευάζεται το DNA template που 

χρησιμοποιείται για την σύνθεση του ραδιενεργού probe στο στύπωμα κατά 

Northern. Το προϊόν είναι της τάξεως των 200 bp.  Με γαλάζιο 

παρουσιάζονται οι εκκινητές CPR_F/R που χρησιμοποιήθηκαν για την 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/orcae/annotation/Tetur/current/tetur18g03390
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ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Q PCR). 

Το προϊόν είναι της τάξεως των 129 bp. 

Παράρτημα ΙI 
 

- Παρουσιάζονται οι αλληλουχίες των P450s που είχαμε διαθέσιμες όπως 
αυτές μας δόθηκαν από τα RNA seq δεδομένα. Οι αλληλουχίες αυτές 
αντιστοιχούν στο cDNA των κωδικών αλληλουχιών. 
 

1. Για την CYPCX3  
Νουκλεοτιδική αλληλουχία 

CCCGCGCGAGCAGTTTACGGAAATGACAGACCCGCGCCGCAAACCGATGCGCCCGCTTCACATGACT
CTCCCCCCGCCGGTAACGTCTCCCGCCCGCGAGAGGTTTTCGGAAAGGAACCCATACTTGGGACATG
CGCCACGTCCAGCCATTGAGTATTTCTCTTACATCTTGTTTATTTTTATCAGGTTCAAAGTTGTTGAGT
CAAATCGACACCACTTTCAGCTCGACTCCAAAAACATCTAAATTTCATCATTTATGAGATTCGATATTT
TTACTGATGCTTTTATCATAATGACTATTCTTGGGCTTCAACAGCATCGTGAACTGAGTAGCATAAGG
TTTATTAGCGCGATGCGAACGCACTTCAAAACAAGTAGGTACAAGATTCTGGAGTGCGCCATGTGTT
AGCGATTGATATATCCCACCATTCAGTCAATTTTCTTCCGCTGCGAAGACGCAAGTAAGTGTTCATAG
ATAAATCTATGCACCAATTTCTCCGTAATATTGTGCAGAAACTTACAGTTTAATAAGTAGCATCTGTGT
TACGAGCAAAACAAATTCATAACTCCACATAAAATAAATTCAGCTATCTTCTTCAGGCACTCAGCATG
GATCTGCCCATCTCACTGAACTCGGCACTAGTGCTGACGACGGCCTCTCTCTTGGCTTGGCTATGGGT
GCGCGAGAAACTCAGCTACTGGTCCAAGCGGGGCGTCCCTTTCGTTTCCCCCTGGAGGTGCCTCGTG
GCCACTCTAGCTTTCACGATCAAACGGAAACCCTTCTACGAGATCTTCCTGGAGCAGTACGAGGCCCT
GCGAGGCCACCCGTACGGCGGCACCTTCCAGCTCCTCAACCCTGCTGTCATCCTCCGGGACCCAACA
ATGATCAAGGAGTGGCTCGTCAAGGGCTTCAACAACTTCCACGACCGCGGCCCGGAACCGGACGAG
AAGGTGGACAAGCTCAGCGGGAACCTCTTCCAGCTCACCGGCGAGAAGTGGCGCGTCGTTCGGCAG
AAACTCGCTCCCGTCTTCAGCTCCGCCAAGCTTAGGATAATGTTTCACACTTTGAAAGGATGCGCGGA
AGAGCTGAGCGCTCACCTGCGCTCGCGCTGCGGTGCTCGCGGGGAAACGGAACTGGACATCAAGGA
CCTGGTGGCCAACTACACGATGGACGTGATCGGAGCCGCAGCGATGGGGGTCCAATGCAACGCCAT
CCGGGACCCGGAGAACTGCACGATGAAGGAGGTGGCGCAACGGATGTTCCGCTCCGACTTCCGATT
CGCATTCTTCCAGTTCCTCGAGATGGTCCACCCGAAGCTCCCAAGGCTCCTGGGTCTGACGCCGAGG
GATAGGATGGTTCAGGACTTCCTCGGCCAGGTCACGAAGGATGCTATGGCCATGAAGCAGCAGGAT
GCCCACGGGGACAGGAAGGACTTCCTCCAGCTGCTCATGAAGTACAGCCAGGAGGAGGATGGCGA
TGCCCAAGATTCGATTATAACGGAAGGAGTGATAATGGGAGTGATCGCTTCGTTTCTCTCTGCCGGT
CTCGAACCTGTGTCGGCCACGGTGACTTTTGCCGCATACGAATTGGCTCACAATCCTTGGGTCCAGG
AGAAACTATTCAACGAAATTCAAGCGGTCAAGAAAGAATCCGGTGGGAATATCCAGTTCGATGATCT
TAAGAAACTCCATTATTTGGACCAGATCGTCAATGAAACTCTGAGGAAGTACCCCATTGCTCCGGCTT
TGGCGAGAAAATGCACGGAGGCATTCCAAATTCCTAATTCTAAAATAGTGATAGAGAAAGGCACCTC
TCTAATGATCTCAACATGGGGCCTCCACCGTGATCCGGAATATTTCCCCGAGCCAGAAAAATTCGACC
CCGAAAGGTTCTCAGAAAAGAATCTTGACAAAATAGTTCCGGGGACGTACTTGCCATTCGGCGAGG
GACCTCGATTTTGCATCGCACAACGATTGGCTTTGATGGACGTCAAAACAATGCTCGTCACTTTAGTA
TCAGACTACACACTTCACCCATGCGCCAGTACTGTGAAGCGATTCAAAATGGACGTACATTATTTCAC
TCTGAGTCCAGACGGTGAAGTACGGCTGCGCCTTAAAAAACGTAACTGATCTAAAGCGTAGGACGG
AACCACATCCTCATTCCTCTTAAACGCACGCCTTTTAGGTACAGACTTAAGGTGTGATATGTTTATTT
GTAAAAATAGTATAGCAATTTGCATTAT 
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Με κίτρινο χρώμα έχουν τονιστεί οι περιοχές που αντιστοιχούν σε 5’ και 3’ 

αντίστοιχα αμετάφραστες περιοχές. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζεται το 

κωδικόνιο έναρξης και με κόκκινο το κωδικόνιο λήξης. Επίσης με έντονα μαύρα 

γράμματα παρουσιάζονται οι αλληλουχίες που σχεδιάστηκαν οι εκκινητές για την 

ανάκτηση του γονιδίου. 

Αμινοξική αλληλουχία 

NKFSYLLQALSMDLPISLNSALVLTTASLLAWLWVREKLSYWSKRGVPFVSPWRCLVATLAFTIKRKPFYEIFLEQ

YEALRGHPYGGTFQLLNPAVILRDPTMIKEWLVKGFNNFHDRGPEPDEKVDKLSGNLFQLTGEKWRVVRQKL

APVFSSAKLRIMFHTLKGCAEELSAHLRSRCGARGETELDIKDLVANYTMDVIGAAAMGVQCNAIRDPENCTM

KEVAQRMFRSDFRFAFFQFLEMVHPKLPRLLGLTPRDRMVQDFLGQVTKDAMAMKQQDAHGDRKDFLQLL

MKYSQEEDGDAQDSIITEGVIMGVIASFLSAGLEPVSATVTFAAYELAHNPWVQEKLFNEIQAVKKESGGNIQF

DDLKKLHYLDQIVNETLRKYPIAPALARKCTEAFQIPNSKIVIEKGTSLMISTWGLHRDPEYFPEPEKFDPERFSEK

NLDKIVPGTYLPFGEGPRFCIAQRLALMDVKTMLVTLVSDYTLHPCASTVKRFKMDVHYFTLSPDGEVRLRLKK

RN 

 

Παρουσιάζεται ολόκληρη η αλληλουχία των αμινοξέων που είναι αποτέλεσμα της 

ακριβής μετάφρασης της αντίστοιχης νουκλεοτιδικής. Η πραγματική αλληλουχία 

όμως της πρωτεΐνης ξεκινάει από τη Μεθειονίνη (Μ) που παρουσιάζεται με πράσινο 

χρώμα.  Στη συνέχεια παρουσιάζονται με διαφορετικά χρώματα τα χαρακτηριστικά 

μοτίβα της υπερ-οικογένειας των μονο- οξειγενασών: 

Το WxxxR μοτίβο με γαλάζιο χρώμα 

Τα βασικά αμινοξέα ομαδοποιημένα με κόκκινο χρώμα 

Το μοτίβο της Κ έλικας με γκρι χρώμα 

Το ExLR μοτίβο με μπλε χρώμα 

Το PxxFxPE/DRF μοτίβο με κίτρινο χρώμα 

Και το PFxxGxRxCxG/A μοτίβο με ροζ χρώμα. 

 

2. Για την CYP6CX5 
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Νουκλεοτιδική αλληλουχία 

GAAGCGCGCTGCGGCGCGACCATACTTAAAAACAAATACAAGATTCTTAAGTGTATATGAGTTAGCA
ATTGAGAATATCATGTCAGTCAGTCAATCGTCTTCAGCCGAGACGCAATAAGTGTTTGTCGATAAATG
TGCACCTTAGCCTCCGTAATACGGGGAGCAAGATTAGTTGAGTAAGGAATAATCAGTGATTAAGACG
AATCGGTCACACAATACAGAATACACGATACCTAGGATACATTCACGTCAGAAGATCGACGCAGCAT
ATTTCCCAGGGCCCAGGATGGACGTGCTGAGCCTGAACTCGGTGCTGGTGGTGACGACGGCCCTGC
TGCTGGGGTGGCTGGCGGTGCGGGACAAGCTCAACTACTGGGCCAAGCGGGGCGTCCCTTACGTGT
CGCCGTGGACCTGCCTCACAGGGACGCTGGCCTTCCTGTTCAAGACGCAGGCCATGTACGAGTCGTT
CGTGGCCCAGTACGACGCCCTCGAGGGCCACCCCTACGGCGGGACTTTCCAGCTGCTCAACCCCTCG
GTCATGCTCCGGGACCCGGCCATGATCAAGGAGTGGCTCATCAAGGGCTTCACCAACTTCCACGACC
GCGGCCCGGAACCCGACGAGAAACTGGACAAGCTCAGCGGGAACCTCTTCCAGCTCACCGGCGACA
AGTGGCGCCTCGTCCGCCAGAAGCTCTCGCCCATCTTCAGCACCGCTAAGCTCAGGATCATGTATCA
GACCTTGAAAGGATGCGCAGAGGAGTTGAACGCCCACCTGCAGGCGCGCTGCCAGGCGACGGGAG
AAACAGAGCTGGACGTCAAGGACTTGGTGTCCAACTACACGATGGACGTGATTGGGGCCTGCGCCA
TGGGAATCAAGTGCAACGCCATCCAGGACCCGGAAAACTGCACCATGAAAAAGATCGTCAAGCGGA
TGTTCCGCTTCAACTGGAGGCTGTCCCTCTTCCAGTTCCTCGAGATGGCCAACCCGCGGCTTCCAAGG
CTCCTGGGACTGTCCCCGAGGGACAAGGAGGTGGAGGGATATCTCGAGGAGATCACTAAGGAGGC
CATCCGCATGAAGCAGCAGGACACCACCGGCACCAGGAAGGACTTCCTCCAGCTCCTCATGAAGTAC
AGCGAGGAGGAGGGCGCCGAGTCGGCCAACGGCGAGGCCCAGTCCAAGGAGATTGCCAATGGCG
ACGCCCAGTCCAGAGAGATCGCCATTGGCAACGCCCAGTCCAAAGAGATTGCCAATGGCGACGCCA
AGTCCAAAGAGATTGCCAATGGTGACGCCAAGGCTATGGAACATGAAGATCCAGTCATAACGGAGA
ATGTGATAATGGGAGTGATCGCGTCCTTCCTATCAGCTGGCTTAGAACCGGTGTCAGCCACGGTGAC
TTTCTGCGCGTACGAATTAGCCCACCACCCCGAGGTCCAGGAGAAACTCTTCAAAGAAATTCAGGCG
GTCAGAAAAGAATCCGGTGGGGAGATCAAGTATGACGATCTCAAGAAGCTTCATTATCTGGACCAG
GTCGTTAACGAAACTCTGAGAAAATATCCTATTGCTCCGATCTTGGGCAGAAAGTGTACAGAAGCCT
TCCAAATTCCTGACTCGAAACTTGTGCTGGAGAAAGGCATCAATTTGATGATCAGTACGATGAGTCTC
CATCACGATCCAAAATATTTCCCTGAGCCCGAAAAATTCGACCCTGAACGGTTCTCGGAAGAAAACG
TTAACAAAATCATTCCAGGAACATACTTGCCGTTTGGAGATGGACCTAGATTTTGCATAGCGATGCGT
TTGGCTTTGATGGACGTCAAAACAATGATCATAACTTTGGTTTCGGACTACACACTTCACACTTGCCC
CAAGACTGTGAAGCGCATTGAGATAGACAGACATTTATTCACTCTGGCCCCGAAAGGTCAAGTGCGA
CTTCGACTTAAAAAGAGGAGCTGAACATGACCTCGAGATGTCATCCTTCTTTCCAGCGGGCTGATCA
TTGAAATTCATAGAAAAATCTATAGAAAAAGGAGGTAACTAATAGATAAACTAACGGCACCCACGAG
ACACCCTACAGTTAGTTTGTCTGTGGCTTTATCCATCAATTTCAATAACCAACCCGTAGTTCTCCTTTCA
GGCCGAGGAAGCTTCTACTTGGAAGTGTCAAGTATAAGATATTTAAAGCCTTGTTTTTGTATAAAAAC
GTTATTTTTATCACTGAATAAAGCATGCATAATAAAAATAACGTTTTTATACAA 

 

 

Με κίτρινο χρώμα έχουν τονιστεί οι περιοχές που αντιστοιχούν σε 5’ και 3’ 

αντίστοιχα αμετάφραστες περιοχές. Με πράσινο χρώμα παρουσιάζεται το 

κωδικόνιο έναρξης και με κόκκινο το κωδικόνιο λήξης. Στην περίπτωση αυτή είχαμε 
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δυο πιθανές τριπλέτες έναρξης γι’ αυτό προχωρήσαμε σε έκφραση και των δύο 

πιθανών πλαισίων ανάγνωσης. Από τα αποτελέσματα δείχθηκε ότι λειτουργική 

είναι η πρωτεΐνη με την πρώτη μεθειονίνη και το μεγαλύτερο πλαίσιο ανάγνωσης 

και αυτή παρουσιάζεται.  Επίσης με έντονα μαύρα γράμματα παρουσιάζονται οι 

αλληλουχίες που σχεδιάστηκαν οι εκκινητές για την ανάκτηση του γονιδίου. 

Αμινοξική αλληλουχία 

SVIKTNRSHNTEYTIPRIHSRQKIDAAYFPGPRMDVLSLNSVLVVTTALLLGWLAVRDKLNYWAKRGVPYV

SPWTCLTGTLAFLFKTQAMYESFVAQYDALEGHPYGGTFQLLNPSVMLRDPAMIKEWLIKGFTNFHDRG

PEPDEKLDKLSGNLFQLTGDKWRLVRQKLSPIFSTAKLRIMYQTLKGCAEELNAHLQARCQATGETELDVK

DLVSNYTMDVIGACAMGIKCNAIQDPENCTMKKIVKRMFRFNWRLSLFQFLEMANPRLPRLLGLSPRDK

EVEGYLEEITKEAIRMKQQDTTGTRKDFLQLLMKYSEEEGAESANGEAQSKEIANGDAQSREIAIGNAQSK

EIANGDAKSKEIANGDAKAMEHEDPVITENVIMGVIASFLSAGLEPVSATVTFCAYELAHHPEVQEKLFKEI

QAVRKESGGEIKYDDLKKLHYLDQVVNETLRKYPIAPILGRKCTEAFQIPDSKLVLEKGINLMISTMSLHHD

PKYFPEPEKFDPERFSEENVNKIIPGTYLPFGDGPRFCIAMRLALMDVKTMIITLVSDYTLHTCPKTVKRIEI

DRHLFTLAPKGQVRLRLKKRS 

Παρουσιάζεται ολόκληρη η αλληλουχία των αμινοξέων που είναι αποτέλεσμα 

της ακριβής μετάφρασης της αντίστοιχης νουκλεοτιδικής. Η πραγματική και 

λειτουργική αλληλουχία όμως της πρωτεΐνης ξεκινάει από την πρώτη Μεθειονίνη 

(Μ) που παρουσιάζεται με πράσινο χρώμα.  Στη συνέχεια παρουσιάζονται με 

διαφορετικά χρώματα τα χαρακτηριστικά μοτίβα της υπερ-οικογένειας των μονο- 

οξειγενασών: 

Το WxxxR μοτίβο με γαλάζιο χρώμα 

Το μοτίβο της Κ έλικας με γκρι χρώμα 

Το ExLR μοτίβο με μπλε χρώμα 

Το PxxFxPE/DRF μοτίβο με κίτρινο χρώμα 

Και το PFxxGxRxCxG/A μοτίβο με ροζ χρώμα. 

Παράρτημα ΙΙΙ 

Σύσταση συχνά χρησιμοποιούμενων διαλυμάτων: 
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TBE 1x 

89mM Tris βάση 

89mM Βορικό οξύ (H3BO3) 

2mM Αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ (EDTA) pH 8 

SSC 20x 

3M Χλωριούχο νάτριο (NaCl) 

0,3M Κιτρικό νάτριο (C6H5Na3O7·2H2O) 

Ρύθμιση του pH στο 7,0 με υδροχλώριο (HCl) 1M 

 

Luria-Bertani (LB) θρεπτικό μέσο 

1% Τρυπτόνη 

0,5% Εκχύλισμα ζύμης 

1% Χλωριούχο Νάτριο (NaCl) 

Ρύθμιση του pH στο 7,0 με υδροξείδιο του νατρίου (NaOH) 1M 
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