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Περίλθψθ: 

Τα εντομοκτόνα είναι πολφ ςθμαντικά για τθν καταπολζμθςθ 

επιβλαβϊν εντόμων και θ ανάπτυξθ ανκεκτικότθτασ ς’ αυτά αποτελεί 

μεγάλο πρόβλθμα. Η διαλεφκανςθ των μθχανιςμϊν δράςθσ και των 

μοριακϊν ςτόχων των εντομοκτόνων κα μποροφςε να βοθκιςει τθν 

βελτίωςθ των ςκευαςμάτων αυτϊν. Η παροφςα μελζτθ αςχολικθκε με 

τον προςδιοριςμό του μθχανιςμοφ δράςθσ του diflubenzuron, με τθ 

χριςθ ενκετικισ μεταλλαξιγζνεςθσ, που βαςίηεται ςε ζνα ςφςτθμα του 

μετακετοφ ςτοιχείου Minos για χριςθ ςτθ Drosophila melanogaster. 

Κατά τθ διάρκεια του ελζγχου το εντομοκτόνο diflubenzuron 

χρθςιμοποιικθκε ωσ μζςο επιλογισ ςε ςυγκζντρωςθ 3ppm. Ωςτόςο, 

παρόλο που καλφφκθκε ζνα ποςοςτό ~4.6% του γονιδιϊματοσ, κανζνα 

απ’ τα γονίδια που χτυπικθκαν δεν εμπλζκονταν ςτθν ανκεκτικότθτα 

και το πείραμα κα μποροφςε να επαναλθφκεί. 

 

Λζξεισ κλειδιά: Ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθ, Minos, ανκεκτικότθτα ςε 

εντομοκτόνα, Drosophila melanogaster, diflubenzuron. 

  

 

Ειςαγωγι: 

 

 

1.1 Εντομοκτόνα παρεμποδιςτζσ του ςχθματιςμοφ τθσ χιτίνθσ: 

Αν θ επιδερμίδα του εντόμου, που παρζχει τθν εξωςκελετικι δομι, 

παρεμποδιςτεί κατά τθ διαδικαςία του ςχθματιςμοφ, το αποτζλεςμα 

είναι κανατθφόρο για το ζντομο. Η επιδερμίδα πρζπει να είναι 

αδιάβροχθ για προςταςία, απαλι και εφκαμπτθ για να επιτρζπει τθν 

κίνθςθ, εκτατι μεταξφ των μεταμερϊν για να επιτρζπει τθν αφξθςθ 

κατά τθ διαδικαςία τθσ κρζψθσ και ανάπτυξθσ, και, επίςθσ, ςυμπαγισ 

για να παρζχει ςτακερά ςθμεία πρόςδεςθσ των μυϊν, των ςαγονιϊν και 

των νυχιϊν, (Dhadialla et al, 2005). Η επιδερμίδα προζρχεται από μία 

μοναδικι ςτιβάδα επιδερμικϊν κυττάρων και αποτελείται από 

διαφορετικά ςτρϊματα, από τα οποία θ προδερμίδα περιζχει χιτίνθ, 

ζνα βαςικό ςυςτατικό τθσ, (30-60%). Η χιτίνθ είναι ζνα β(1-4) 



ςυνδεδεμζνο αμινοπολυςακχαριδικό ομοπολυμερζσ τθσ Ν 

ακετυλογλυκοηαμίνθσ, και είναι ζνα από τα πιο άφκονα υλικά που 

υπάρχουν ςτθ γθ. Αυτόσ ο πολυςακχαρίτθσ ςυνδζεται ςε πλζγμα με 

πρωτεΐνεσ, μζςω διφαινολικϊν δεςμϊν, για να ςχθματίςει μια 

προςτατευτικι μιτρα, θ οποία αποτελείται από ζνα πρωτεϊνικό 

ςφμπλεγμα μικροϊνιδίων χιτίνθσ. (Dhadialla et al, 2005).      

Πολλζσ πλευρζσ τθσ ςφνκεςθσ και τθσ αποδόμθςθσ τθσ χιτίνθσ ζχουν 

ερευνθκεί τα τελευταία χρόνια αυξάνοντασ τθν κατανόθςι μασ για τουσ 

μθχανιςμοφσ του κυττάρου που τθν ελζγχουν. Η βιοςφνκεςθ τθσ χιτίνθσ 

είναι μια πολφπλοκθ διαδικαςία που αποτελείται από μια ςειρά 

ενηυματικϊν βθμάτων, θ οποία ξεκινά με ζνα μόριο γλυκόηθσ (Hans 

Merzendorfer, 2011). Το μόριο μετατρζπεται ςε GlcNAc, που ςυνδζεται 

με UTP για να μεταφερκεί μζςα ςτο κφτταρο ςε ςυνδυαςμό με 

φωςφορικι δολιχόλθ, και πολυμερίηεται ςε χιτίνθ, θ οποία ςυνδζεται 

ομοιοπολικά με πρωτεϊνεσ για να ςχθματίςει μικροϊνίδια ςτθν 

επιδερμίδα. Ο πολυμεριςμόσ για το ςχθματιςμό τθσ χιτίνθσ καταλφεται 

από το ζνηυμο ςυνκάςθ τθσ χιτίνθσ, το οποίο εμφανίηεται ςτα 

αρκρόποδα ςε μεμβρανικι μορφι. (Merzendorfer, 2011). 

Το μονοπάτι βιοςφνκεςθσ τθσ χιτίνθσ, (Σχιμα 1), είναι το ακόλουκο: Το 

γλυκογόνο μετατρζπεται από τθ φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου, (1), ςε 

γλυκόηθ 1-P θ οποία υπόκειται ςε γλυκόλυςθ ι χρθςιμοποιείται για τθ 

ςφνκεςθ τρεχαλόηθσ. Αυτι με τθ ςειρά τθσ μπορεί να υδρολυκεί ςε 

γλυκόηθ από τθν τρεχαλάςθ, (2). Η μετατροπι τθσ γλυκόηθσ ςε 

φρουκτόηθ 6-P περιλαμβάνει τθν εξοκινάςθ, (3), τθ 

φωςφογλυκομουτάςθ, (4), και τθν ιςομεράςθ τθσ γλυκόηθσ 6-P, (5). Από 

το ςθμείο τθσ 6 φωςφορικισ φρουκτόηθσ το μονοπάτι βιοςφνκεςθσ 

χιτίνθσ διακλαδίηεται, με το πρϊτο ζνηυμο να είναι θ 

αμιδοτρανςφεράςθ τθσ γλουταμινικισ φρουκτόηθσ 6-P, (6). Η 

αντίδραςθ που καταλφεται από αυτό το ζνηυμο μετατρζπει τθ 

φρουκτόηθ 6-P ςε 6 φωςφορικι γλυκοηαμίνθ, μεταφζροντασ τθν 

αμμωνία από το ςυν-υπόςτρωμα I- γλουταμίνθ και ιςομερίηοντασ τθν 6- 

φωςφορικι γλυκοςιμίνθ που προκφπτει. Μετά, μια ακετυλικι ομάδα 

από το ςυνζνηυμο Α προςτίκεται από τθν ακετυλοτρανςφεράςθ τθσ 

γλυκοηαμίνθσ 6-P, (7), για να αποκτικεί Ν-ακετυλογλυκοηαμίνθ 6-P, τθσ 

οποίασ το φωςφορικό μεταφζρεται από τον άνκρακα 6 ςτον άνκρακα 1, 



το ζνηυμο που κάνει αυτι τθν κατάλυςθ είναι θ μουτάςθ τθσ 

φωςφοακετυλογλυκοηαμίνθσ, (8). Το μόριο που προκφπτει, (GlcNAc-P), 

ουριδιλιϊνεται από τθν πυροφωςφορυλάςθ τθσ UDP-GlcNAc, (9). Ζτςι, 

δθμιουργείται UDP-GlcNAc θ οποία χρθςιμεφει ωσ υπόςτρωμα για τθ 

ςυνκάςθ τθσ χιτίνθσ, (10), μια μεμβρανικι, (ςτα ζντομα), 

γλυκοηυλοτρανςφεράςθ που μεταφζρει το μόριο ςακχάρου τθσ UDP-

GlcNAc ςτθν αυξανόμενθ αλυςίδα χιτίνθσ. Η χιτίνθ αποδομείται από 

χιτινάςεσ, (11) και Ν-ακετυλογλυκοηαμινιδάςεσ, (12), δίνοντασ GlcNAc 

που μπορεί να επαναχρθςιμοποιθκεί για ςφνκεςθ χιτίνθσ. 

(Merzendorfer, 2011) 

Για μεγάλο διάςτθμα, το μονοπάτι βιοςφνκεςθσ τθσ χιτίνθσ ζχει 

αποδειχκεί ςθμαντικό για τθν ανάπτυξθ παραγόντων ελζγχου εντόμων, 

οι οποίοι καταςτζλλουν επιλεκτικά οποιοδιποτε από τα βιματα του 

μονοπατιοφ ςτα ζντομα αυτά. Δφο είδθ τζτοιων παραγόντων 

χρθςιμοποιοφνται εμπορικά ωσ ςιμερα: Οι βενηοφαινολικζσ ουρίεσ και 

τα buprofezin, cyromazine, (Dhadialla et al, 2005).      

 

   

 
Σχιμα 1: Το μονοπάτι βιοςφνκεςθσ χιτίνθσ: (1) φωςφορυλάςθ του γλυκογόνου, (2) 

τρεχαλάςθ, (3) εξοκινάςθ, (4) φωςφογλυκομουτάςθ, (5) ιςομεράςθ τθσ γλυκόηθσ 6-P, (6) 

αμιδοτρανςφεράςθ τθσ γλουταμινικισ φρουκτόηθσ 6-P, (7) ακετυλοτρανςφεράςθ τθσ 

γλυκοηαμίνθσ 6-P, (8) μουτάςθ τθσ φωςφοακετυλογλυκοηαμίνθσ, (9) πυροφωςφορυλάςθ 

τθσ UDP-GlcNAc, (10) ςυνκάςθ τθσ χιτίνθσ, (11) χιτινάςεσ, (12) Ν-ακετυλογλυκοηαμινιδάςεσ. 

 

 



1.2 Diflubenzuron: 

To diflubenzuron, (Σχιμα 2), ανικει ςτισ βενηοφαινολικζσ ουρίεσ και 

αποτελεί τον πρϊτο αναςτολζα βιοςφνκεςθσ τθσ χιτίνθσ που 

χρθςιμοποιικθκε εμπορικά. Είναι μθ ςυςτθμικόσ ρυκμιςτισ τθσ 

ανάπτυξθσ με δράςθ εξ’ επαφισ και ςτοματικι. Δρα κατά τθν ζκδυςθ το 

εντόμου, αλλά και κατά τθν εκκόλαψθ των αυγϊν. Επίςθσ ενδιαφζρον 

παρουςιάηει το ότι, όπωσ όλεσ οι βενηοφαινολικζσ ουρίεσ, το 

Diflubenzuron δεν είναι αποτελεςματικό ςτουσ μφκθτεσ, που ςθμαίνει 

ότι δρα ςε κάποιο ςθμείο που υπάρχει μόνο ςτο βιοςυνκετικό μονοπάτι  

τθσ χιτίνθσ των αρκροπόδων, (Abo-Elghar et al, 2004).  

 

                   Σχιμα 2:    Μοριακι δομι του Diflubenzuron  

 

To diflubenzuron χρθςιμοποιείται ςτθ δαςοκομία, τα διακοςμθτικά 

φυτά και τθν παραγωγι φροφτων για τθν καταπολζμθςθ μεγάλθσ 

ποικιλίασ εντόμων που τρζφονται με φφλλα. Επίςθσ, χρθςιμοποιείται 

για να ελζγξει βαςικά παράςιτα ςτο βαμβάκι, τθ ςόγια, το κίτρο, το 

τςάι, τα λαχανικά και τα μανιτάρια. Επιπλζον δρα ςτισ προνφμφεσ τθσ 

μφγασ, των κουνουπιϊν, και τισ ακρίδασ. Τζλοσ, ζχει χρθςιμοποιθκεί 

ςαν αποπαραςιτικό ςτα πρόβατα για τθν καταπολζμθςθ τθσ ψείρασ, 

των ψφλλων και των προνυμφϊν τθσ κρεατόμυγασ, (Dhadialla et al, 

2005). 

Σφμφωνα με τθ βιβλιογραφία, όςον αφορά το μθχανιςμό δράςθσ του 

diflubenzuron, γνωρίηουμε ότι αυξάνει τθ μεταφορά Ca2+ ςτο εςωτερικό 

του κυττάρου ςε πρόςφατα εκδυμζνεσ αμερικανικζσ κατςαρίδεσ, 

(Nakagawa et all, 1994), που δείχνει ότι πικανϊσ ο ςτόχοσ του 

εντομοκτόνου είναι μια αντλία ABC, (ATP binding cassette), ίςωσ ζνασ 

υποδοχζασ ευαίςκθτοσ ςτισ ςυλφονυλουρίεσ, (Abo-Elghar et al, 2004). 

Κατά τα άλλα ο μθχανιςμόσ δράςθσ του δεν ζχει εντελϊσ εξακριβωκεί.  



 

 

 

2. Ανκεκτικότθτα ςε εντομοκτόνα: 

Όπωσ αναφζρκθκε παραπάνω, τα εντομοκτόνα είναι από τα βαςικά 

μζςα που χρθςιμοποιοφνται ςτθ γεωργικι βιομθχανία, για τθν 

αντιμετϊπιςι εντόμων που προκαλοφν ηθμιά ςτισ ςοδειζσ κακϊσ και 

για τθν αντιμετϊπιςθ εντόμων που μεταφζρουν αςκζνειεσ, όπωσ για 

παράδειγμα το κουνοφπι, που μεταφζρει τθν ελονοςία. (Casida, 2010) 

Ωςτόςο ζνα απ’ τα μεγαλφτερα προβλιματα που επθρεάηει τθ χριςθ 

εντομοκτόνων, είναι θ ανάπτυξθ ανκεκτικότθτασ ςτουσ πλθκυςμοφσ 

των εντόμων ςτο πεδίο. Η ανκεκτικότθτα ςε εντομοκτόνα ζχει 

αναφερκεί ςτα περιςςότερα ςθμαντικά ζντομα, και ζχει αναπτυχκεί ςε 

κάκε χθμικι τάξθ εντομοκτόνων, ςυμπεριλαμβανομζνου μικροβιακά 

φάρμακα και αυτά που ςτοχεφουν ρυκμιςτζσ τθσ ανάπτυξθσ. Επίςθσ θ 

ανκεκτικότθτα αναμζνεται να επθρεάςει ςοβαρά τθν  επανεμφάνιςθ 

αςκενειϊν που μεταφζρονται με φορείσ κι εκεί που δεν κα ςυνειςφζρει 

ςτθν εξάπλωςι τουσ κα δυςκολζψει το ζλεγχο των αςκενειϊν, 

(Nicholson, 2006). 

Οι λανκάνοντεσ μθχανιςμοί και αιτίεσ τθσ ανκεκτικότθτασ ςτα 

εντομοκτόνα είναι αρκετοί. Ο κφριοσ λόγοσ είναι ότι, λόγω τθσ ευρείασ 

χριςθσ και του ςτενοφ πεδίου ςτόχευςθσ των αγροχθμικϊν, τα 

αρκρόποδα ζχουν βρεκεί κάτω από υψθλά επίπεδα εξελικτικισ πίεςθσ. 

Με αυτόν τον τρόπο κάκε γενιά γίνεται πιο ανκεκτικι απ’ τθν επόμενθ 

μζςω μθχανιςμϊν φυςικισ επιλογισ, (Brogdon and McAllister, 1998).  

Η ανκεκτικότθτα ςτα εντομοκτόνα μπορεί να χαρακτθριςτεί από 

υψθλά επίπεδα αποτοξικοποίθςθσ που προκφπτουν από ανεβαςμζνα 

επίπεδα εςτεράςθσ, Τρανςφεράςθσ τθσ γλουτακιόνθσ S, 

μονοοξυγενάςθσ, κυτοχρϊματοσ p450, από μειωμζνθ ευαιςκθςία του 

ςτόχου, του εντομοκτόνου, λόγω κάποιασ αλλαγισ, από μειωμζνθ 

διακεςιμότθτα του εντομοκτόνου, λόγω δυςκολίασ ειςόδου του ςτο 

ζντομο κακϊσ και από ςυμπεριφορικι απόκριςθ του εντόμου, το οποίο 

ίςωσ αποφεφγει το εντομοκτόνο. (Brogdon and McAllister, 1998). Επίςθσ 

το γεγονόσ ότι τα περιςςότερα εντομοκτόνα ςτοχεφουν ςε ζνα από 

πζντε μόνο ςτόχουσ του νευρικοφ ςυςτιματοσ ζχει ενιςχφςει τθν 



ανάπτυξθ πολλαπλισ ανκεκτικότθτασ ςε διάφορεσ οικογζνειεσ 

εντομοκτόνων, (Raymond – Delpech et al, 2005). 

Καταλαβαίνουμε λοιπόν πόςο ςθμαντικι είναι θ ανάπτυξθ νζων 

εντομοκτόνων και θ μελζτθ των μοριακϊν μθχανιςμϊν δράςθσ τουσ. 

 

  

3.1. Η Drosophila melanogaster ωσ οργανιςμόσ μοντζλο για τθ μελζτθ 

εντομοκτόνων: 

Η Drosophila melanogaster χρθςιμοποιείται ωσ οργανιςμόσ γενετικό 

μοντζλο εδϊ και πολφ καιρό, για μελζτεσ πάνω ςτθν ανάπτυξθ, τθν 

εξζλιξθ και τθ ςυμπεριφορά. Σ’ αυτι τθν ευρεία και μακρόχρονθ χριςθ 

τθσ ςυμβάλλουν τα πολλά πλεονεκτιματα που παρουςιάηει ωσ 

οργανιςμόσ μοντζλο: Ζνα από αυτά είναι ότι δεν κοςτίηει πολφ θ 

εκτροφι τθσ, κακϊσ θ δίαιτά τθσ βαςίηεται ςε ζνα μείγμα ηυμομφκθτα, 

καλαμποκάλευρου κι άγαρ. Εκτόσ αυτοφ δεν χρειάηεται κάποια 

εξειδικευμζνθ μζκοδο για τθν παρατιρθςθ των γονιδίων δεικτϊν κατά 

τισ διαςταυρϊςεισ και, ςτα περιςςότερα αναπτυξιακά ςτάδια ο 

χειριςμόσ τθσ είναι εφκολοσ. Επίςθσ ο κφκλοσ ηωισ τθσ είναι ςχετικά 

μικρόσ, με πολλοφσ απογόνουσ και λίγα πακογόνα που κα μποροφςαν 

να δθμιουργιςουν προβλιματα ςτθν αξιοπιςτία τθσ πειραματικισ 

διαδικαςίασ. Γενετικά πλεονεκτιματά τθσ αποτελοφν το ότι ζχει μικρό 

αρικμό χρωμοςωμάτων, (μόνο 4) ςτα οποία τα γονίδια είναι αρκετά 

ςυμπυκνωμζνα, κακϊσ και μια πλειάδα γενετικϊν εργαλείων που ζχουν 

αναπτυχκεί για αυτι κατά τα πολλά χρόνια εργαςτθριακισ χριςθσ τθσ, 

(Drosophila methods and protocols, Humana press). 

Άλλα ςθμαντικά πλεονεκτιματα, που εμφανίηει θ δροςόφιλα όςον 

αφορά το εργαςτθριακό επίπεδο και γονιδιακζσ μελζτεσ, είναι  ότι 

υπάρχουν λεπτομερείσ χάρτεσ των πολυτενικϊν χρωμοςωμάτων, 

(Pardue, 1986), όπωσ και μεγάλοσ αρικμόσ διακζςιμων μεταλλαγμάτων 

και γενετικϊν εργαλείων, που ζχουν αναπτυχκεί με τον καιρό, 

(Bloomington, 2010), μαηί με πολλά πρωτόκολλα για γενετικι και 

μοριακι ανάλυςθ, (Sullivan et al, 2000). Τζλοσ, πολφ ςθμαντικό είναι 

και το ότι ζχει χαρτογραφθκεί ολόκλθρο το γονιδίωμα του 

ςυγκεκριμζνου οργανιςμοφ, (Adams et al, 2000; Tweedie et al, 2009), 



ενϊ ζχουν δθμιουργθκεί και αρκετά μεταγραφικά εργαλεία, (White et 

al., 1999).  

Εκτόσ από τισ χριςεισ τθσ για αναπτυξιακζσ, εξελικτικζσ και 

ςυμπεριφορικζσ μελζτεσ, θ Drosophila melanogaster ζχει 

χρθςιμοποιθκεί και για τθ μελζτθ τθσ ανκεκτικότθτασ ςε εντομοκτόνα. 

(Wilson, 2001) Αυτό ςυμβαίνει γιατί τα ζντομα ςτόχοι των 

εντομοκτόνων αυτϊν, που βρίςκονται ςτο πεδίο, εμφανίηουν δυςκολίεσ 

ςτθ μελζτθ τουσ. Όπωσ δυςκολία ςτθ μεταφορά πλθκυςμϊν ςτο 

εργαςτιριο και τθν κατάλλθλθ εκτροφι τουσ, κακϊσ και το γενετικό 

ζλεγχό τουσ, αφοφ τα γονιδιϊματά τουσ παραμζνουν τισ περιςςότερεσ 

φορζσ άγνωςτα και δεν υπάρχει θ πλθκϊρα γενετικϊν και μοριακϊν 

εργαλείων που είναι διακζςιμθ ςτθ δροςόφιλα. Ζτςι, με τθ χριςθ τθσ 

Drosophila melanogaster για τθ μελζτθ των ςτόχων και των μθχανιςμϊν 

δράςθσ των εντομοκτόνων, μποροφμε να τουσ διαςαφθνίςουμε πολφ 

πιο εφκολα και να εφαρμόςουμε τθ γνϊςθ που αποκτιςαμε αργότερα 

ςτα επιβλαβι ζντομα του πεδίου,  (Perry et al, 2011). 

 

3.2. Μελζτθ εντομοκτόνων ςτθ Drosophila melanogaster: 

Η δρoςόφιλα ζχει χρθςιμοποιθκεί ευρζωσ ωσ οργανιςμόσ μοντζλο 

για τθ μελζτθ εντομοκτόνων και ζχουν εξακριβωκεί ς’ αυτι πολλοί 

μθχανιςμοί που περιλλαμβάνουν ζνα ςθμείο ςτόχο, όπωσ τον 

υποδοχζα GABA, το κανάλι χλωρίου – νατρίου και τον υποδοχζα τθσ 

ακετυλοχολίνθσ. Μία από τισ πρϊτεσ εφαρμογζσ, ιταν μια μετάλλαξθ 

ενόσ αμινοξζοσ ςτον υποδοχζα GABA που χάριηε ανκεκτικότθτα ςτθ 

διλεδρίνθ. Αυτι θ ανακάλυψθ υπιρξε πολφ ςθμαντικι γιατί ιταν από 

τισ πρϊτεσ φορζσ που ζνασ μθχανιςμόσ ανκεκτικότθτασ δεν 

ανακαλφπτονταν ςτο πεδίο, αλλά ςτο εργαςτιριο και ςτθ ςυνζχεια 

ζγινε ςυςχζτιςθ με τθν ανκεκτικότθτα ςτο πεδίο, κακϊσ ανακαλφφκθκε 

αργότερα ςε επιβλαβι ζντομα του πεδίου, που εμφάνιηαν 

ανκεκτικτότθτα ςτθ διλεδρίνθ, (ffrench-Constant et al, 1994). 

Επίςθσ ζχει γίνει υπερζκφραςθ ςτθ δροςόφιλα γονιδίων άλλων 

ειδϊν, που προςδίδουν ανκεκτικότθτα ςε εντομοκτόνα, με αποτζλεςμα 

να δθμιουργθκοφν ανκεκτικζσ δροςόφιλεσ ςτα εντομοκτόνα αυτά. Με 

αυτό τον τρόπο επιβεβαιϊνεται θ ςυςχζτιςθ μεταξφ γονιδίου και 

ανκεκτικότθτασ. Ζνα παράδειγμα είναι θ εκτοπικι ζκφραςθ του 



CYP6BQ9 από το T. castaneum ςτθ D. melanogaster που τθσ χάριςε 

ανκεκτικότθτα ςτθ δελταμεκρίνθ, (Zhu et al, 2010). 

 

4.1 Η μεταλλαξιγζνεςθ ςτα ζντομα: 

Αν και οι περιςςότερεσ από τισ μεταλλάξεισ που ανακαλφφκθκαν 

αρχικά εμφανίςτθκαν τυχαία, τεχνικζσ για τθν πρόκλθςθ μεταλλάξεων 

ςε γονίδια και τθν πρόκλθςθ δυςλειτουργιϊν ς’ αυτά ζχουν αναπτυχκεί 

και χρθςιμοποιοφνται ακόμα. Τα αρχικά μεταλλάγματα μελετοφνταν 

κυρίωσ για να αναγνωριςτεί το γονίδιο που ιταν υπεφκυνο για το 

μεταλλαγμζνο φαινότυπο. Αυτι θ ςτρατθγικι ονομάηεται εμπρόςκια 

γενετικι προςζγγιςθ, (Johnston, 2002).  Η αναγνϊριςθ των ορκολόγων 

των χαρακτθριςμζνων γονιδίων ςε άλλα είδθ, και πιο πρόςφατα ο 

πλοφτοσ των γενετικϊν πλθροφοριϊν που παρζχεται από προγράμματα 

γονιδιωμάτων απαιτοφςε τθν ανάπτυξθ αντίςτροφων γενετικϊν 

τεχνικϊν, οι οποίεσ κακιςτοφν δυνατι τθν κλθρονομικι πρόκλθςθ 

δυςλειτουργίασ ενόσ ςυγκεκριμζνου γονιδίου με ςκοπό τθν ανίχνευςθ 

τθσ in vivo λειτουργίασ του. Ζτςι, θ διακεςιμότθτα τθσ αλλθλουχίασ DNA 

ενόσ γονιδίου και θ ακριβισ κζςθ του ςτο γονιδίωμα αποτελοφςε ζνα 

ςθμείο ζναρξθσ. Αυτι θ αντίςτροφθ γενετικι προςζγγιςθ μπορεί να 

πραγματοποιθκεί με διάφορουσ τρόπουσ. Ο ζνασ εςτιάηει ςτθν 

δθμιουργία μεταλλάξεων ςε ςυγκεκριμζνα γονίδια ενδιαφζροντοσ με 

μζςο τροποποιθμζνουσ εμπρόςκιουσ γενετικοφσ ελζγχουσ.  Η χθμικι 

μεταλλαξιγζνεςθ, χρθςιμοποιϊντασ παράγοντεσ που βλάπτουν το DNA, 

όπωσ το EMS, (ethyl methanesulphonate) θ ENU, (ethylnitrosourea), και 

θ ακτινοβόλθςθ, κακϊσ και θ μεταλλαξιγζνεςθ με τθ χριςθ μετακετϊν 

ςτοιχείων αποτελοφν τα εργαλεία αυτϊν των μελετϊν,  (Reumer et al, 

2007). 

 

 

4.2 Ο ρόλοσ τθσ μεταλλαξιγζνεςθσ ςε μελζτεσ εντομοκτόνων ςτθ 

Δροςόφιλα: 

Η δροςόφιλα αποτελεί ζνα από τουσ πιο ςθμαντικοφσ οργανιςμοφσ 

μοντζλα για γενετικοφσ ελζγχουσ και μπορεί να υποςτεί τόςο χθμικι, 

(Με τθ χριςθ μεταλλαξογόνων ουςιϊν), όςο και ενκετικι 

μεταλλαξιγζνεςθ, (Ειςαγωγι ενόσ τμιματοσ DNA ςτο γονιδίωμα). Η 



χριςθ αυτοφ το εντόμου για τθ μελζτθ μθχανιςμϊν ανκεκτικότθτασ ςε 

εντομοκτόνα εμφανίηει αρκετά πλεονεκτιματα. Ζνα από αυτά είναι το 

ότι, επειδι θ δροςόφιλα μπορεί να αναπτυχκεί πολφ εφκολα ςτο 

εργαςτιριο, ςε αντίκεςθ με τα επιβλαβι ζντομα του πεδίου για τα 

οποία πρζπει να προςδιοριςτοφν οι ςυνκικεσ εκτροφισ, μποροφμε να 

αναλφςουμε ι να ανακαλφψουμε μθχανιςμοφσ ανκεκτικότθτασ πριν 

αυτοί εμφανιςτοφν ςτο πεδίο. Με αυτό τον τρόπο μποροφν να 

ελεγχκοφν άμεςα και εφκολα οι μθχανιςμοί δράςθσ νζων 

εντομοκτόνων, ζτςι ϊςτε να εξακριβωκοφν τυχόν περιοριςμοί ι 

προλθπτικά μζτρα που κα ζπρεπε να λθφκοφν υπ’ όψιν πριν τθν 

κυκλοφορία τουσ ςτθν αγορά. Επιπλζον, επειδι θ δροςόφιλα 

χρθςιμοποιείται ευρζωσ εργαςτθριακά είναι πολφ πιο εφκολο να 

ελζγξουμε το γενετικό υπόβακρο και να ςυςχετίςουμε τθν 

ανκεκτικότθτα με μια ςυγκεκριμζνθ μεταλλαγι, (Perry et al, 2011).   

 

4.3 Εφαρμογζσ τθσ ενκετικισ μεταλλαξιγζνεςθσ:   

Η ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθ μπορεί να εφαρμοςτεί ςε διαγονιδιακά 

ηϊα που ζχουν τθν τρανςποηάςθ και το μετακετό ςτοιχείο. Όταν θ  

ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθ είναι ενεργι ςτθ γαμετικι ςειρά οδθγεί ςε 

κλθρονομοφμενεσ μεταλλάξεισ και αυτι θ προςζγγιςθ είχε εφαρμοςτεί 

ευρζωσ ςε γενετικζσ μελζτεσ κατϊτερων οργανιςμϊν και, πιο 

πρόςφατα, ςτα ποντίκια. Η ςωματικι ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθ μπορεί 

να προκαλζςει καρκίνο κι ζτςι χρθςιμοποιείται για ανακάλυψθ 

μονοπατιϊν γονιδίων που ςχετίηονται με καρκίνο, όπου τα 

τρανςποηόνια προςφζρουν πολλά πλεονεκτιματα ςε ςχζςθ με τουσ 

ρετροϊοφσ, (Drabek et al, 2002). 

 

 

4.4 Η ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθ ςτθ μελζτθ εντομοκτόνων: 

Μια πολφ χριςιμθ εφαρμογι τθσ ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθσ είναι θ 

χριςθ τθσ ςτθ μελζτθ εντομοκτόκτων, και πιο ςυγκεκριμζνα ςτθν 

ανακάλυψθ και μελζτθ ςε μοριακό επίπεδο των μθχανιςμϊν δράςθσ 

τουσ και των μοριακϊν τουσ ςτόχων. Σε αυτι τθν περίπτωςθ ζχει το 

εμφανζσ πλεονζκτθμα ζναντι τθσ παραδοςιακι χθμικισ 

μεταλλαξιγζνεςθσ, ςτο ότι το γονίδιο που ςτοχεφεται μπορεί να 



αναγνωριςτεί και να απομονωκεί εφκολα, αφοφ μεταφζρει το μετακετό 

ςτοιχείο ωσ ταμπζλα. Αυτό γίνεται ςτθν περίπτωςθ που 

χρθςιμοποιοφνται τρανςποηόνια, (Handler et al, 2006). 

Ζνα παράδειγμα αποτελεί ι παγίδευςθ γονιδίων που εμπλζκονται 

ςτθν ανκεκτικότθτα ςε ζνα παραςιτοκτόνο, όπωσ το diflubenzuron, θ 

οποία γίνεται με τθν πρόκλθςθ τυχαίων ενκζςεων ςε περιοχι που 

περιλαμβάνει όλο το γονιδίωμα και επιλογι ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ 

του παραπάνω εντομοκτόνου. Κάτι τζτοιο, εκτόσ απ’ τθν παγίδευςθ των 

γονιδίων που εμπλζκονται ςτθν ανκεκτικότθτα μπορεί να ρίξει φωσ και 

ςτο μθχανιςμό δράςθσ του εντομοκτόνου.  

  

4.5 Μετακετά ςτοιχεία: 

Στθ φφςθ τα μετακετά ςτοιχεία είναι γενετικά ςτοιχεία, που 

απαρτίηονται από το γονίδιο για ζνα ζνηυμο τρανςποηάςθσ μαηί με τισ 

ςυγγενείσ αλλθλουχίεσ αναγνϊριςισ του. Σε ζνα κφτταρο ξενιςτι, θ 

ζκφραςθ τθσ πρωτεΐνθσ τθσ τρανςποηάςθσ οδθγεί ςτθν απότμθςθ του 

ςτοιχείου από το ςθμείο που βρίςκεται ςτο γονιδίωμα και επανζνκεςθ 

ςε μια νζα περιοχι, (Vassiliou et al, 2010). Τα μετακετά ςτοιχεία 

χωρίηονται ςε δυο κατθγορίεσ ανάλογα με το μθχανιςμό ζνκεςθσ. Αυτά 

που προκαλοφν πολλαπλζσ ενκζςεισ, (Copy & Paste) ι τάξθσ Ι και αυτά 

που προκαλοφν μία ζνκεςθ κάκε φορά, (Cut & Paste) ι τάξθσ ΙΙ. Τα 

πρϊτα ονομάηονται και ρετροτρανςποηόνια, επειδι μεταγράφουν τον 

εαυτό τουσ ςε RNA το οποίο πολλαπλαςιάηεται και κάνει αντίςτροφθ 

μεταγραφι πάλι ςε DNA, (Η αντίςτροφι μεταγραφάςθ ςυχνά 

κωδικοποιείται από το ίδιο το τρανςποηόνιο). Στθ δεφτερθ περίπτωςθ, 

τα μετακετά ςτοιχεία απλϊσ μεταφζρονται από τθ μια περιοχι του 

γονιδιϊματοσ ςτθν επόμενθ και οδθγοφμαςτε ςε ενκετικι 

μεταλλαξιγζνεςθ ςε ζνα μόνο ςθμείο, που μπορεί να οδθγιςει ςε 

κνθςιμότθτα ι αςκζνειεσ ανάλογθ με τα ειδικά αποτελζςματα του 

ενκεμζνου μετακετοφ ςτοιχείου ςτα τοπικά γονίδια.  

Στθν πειραματικι βιολογία, τα δφο ςυςτατικά του τρανςποηονίου 

μποροφν να διαχωριςτοφν. Αυτό δθμιουργεί ζνα μθ αυτόνομο μετακετό 

ςτοιχείο, του οποίου θ κινθτικότθτα ελζγχεται από τθν τρανςποηάςθ, 

που εκφράηεται in trans. Οποιοδιποτε τφπου γενετικό φορτίο μπορεί 



να ειςαχκεί μζςα ςτο μετακετό ςτοιχείο για να βοθκιςει τον 

πειραματικό ςκοπό, (Vassiliou et al, 2010). 

 

4.6 Το μετακετό ςτοιχείο Minos και θ καταςκευι που βαςίηεται ς’ 

αυτό: 

Ο πρϊτοσ μεταςχθματιςμόσ γαμετικισ ςειράσ ενόσ μθ Δροςοφιλικοφ 

εντόμου με τθ χριςθ ενόσ ςυςτιματοσ φορζα βαςιςμζνου ςε 

τρανςποηόνιο επιτεφχκθκε με το ςτοιχείο Minos. Το Minos 

απομονϊκθκε αρχικά ςαν μια τυχαία ανακάλυψθ ςτθν Drosophila hydei 

κατά τθν αλλθλοφχιςθ τθσ μθ κωδικισ περιοχισ ενόσ ριβοςωμικοφ 

γονιδίου. Μετά απομονϊκθκαν επιπλζον μετακετά ςτοιχεία Minos, από 

τθν Drosophila hydei, ζχοντασ μικρζσ διαφορζσ ενόσ ι δφο 

νουκλεοτιδίων, ωςτόςο τα νζα ςτοιχεία είχαν μια αλλαγι φάςθσ που 

αποκατζςτθςε το κανονικό πλαίςιο ανάγνωςθσ, επιτρζποντασ τθν 

μετάφραςθ μιασ λειτουργικισ τρανςποηάςθσ, (Handler et al, 2006) 

To Minos είναι ζνα κινθτό ςτοιχείο που ανικει ςτθν ευρζωσ 

κατανεμθμζνθ υπεροικογζνεια Tc1/mariner. (de Almeida et al, 2005). Τα 

τρανςποηόνια που ανικουν ςτθν οικογζνεια Tc1/mariner είναι ενεργά 

ςε φυλογενετικά μακρινά είδθ, επειδι χρειάηονται μόνο τθν 

τρανςποηάςθ για τθ μετάκεςι τουσ, (Drabek et al, 2002) 

Το Minos είναι περίπου 1800 βάςεισ ςε μικοσ και περιζχει το γονίδιο 

τθσ τρανςποηάςθσ κωδικοποιθμζνο από δφο εξϊνια που διαχωρίηονται 

από ζνα ιντρόνιο μικουσ 60 ηευγϊν βάςεων. Επίςθσ δθμιουργεί 

ςτακερζσ ενκζςεισ ςτα κφτταρα τθσ γαμετικισ ςειράσ εντόμων και 

αςκιδίων, άρα και κλθρονομιςιμεσ μεταλλάξεισ, (Loukeris et al, 1995a). 

Επιπλζον μελζτεσ ζχουν δείξει ότι είναι ενεργό ςε κφτταρα εντόμων και 

κθλαςτικϊν που βρίςκονται ςε καλλιζργειεσ, κακϊσ και ςτα ςωματικά 

και γαμετικά κφτταρα των ποντικϊν, (Pavlopoulos et al, 2007; Klinakis et 

al, 2000a). 

Το Minos, όπωσ τα περιςςότερα μετακετά ςτοιχεία τθσ 

υπεροικογζνειασ Tc1/mariner, είναι ενεργό ςε μεγάλθ ποικιλία 

οργανιςμϊν ξενιςτϊν, όπωσ ςε διάφορα καρκινοειδι, αςκίδια, ακάρεα, 

ζντομα, ακόμα και ςε κφτταρα κθλαςτικϊν, όπωσ το ποντίκι. Επίςθσ, το 

γεγονόσ ότι δεν είναι επιλεκτικό ωσ προσ τισ κζςεισ που εντίκεται το 

κακιςτά πολφ ςθμαντικό εργαλείο για ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθ, 



κακϊσ μπορεί να προςφζρει ςτακερά μεταλλάγματα με υψθλι 

αποτελεςματικότθτα. Ζτςι το Minos, χρθςιμοποιείται για τον ζλεγχο 

πολφ διαφορετικϊν γενετικϊν μοντζλων ςε διαγονιδιακζσ μελζτεσ, (de 

Almeida et al, 2005). 

Σε αυτι τθ μελζτθ χρθςιμοποιιςαμε μια καταςκευι που βαςίηεται 

ςτο μετακετό ςτοιχείο Minos και ονομάηεται TREP (tetracycline 

regulatable enhancer promoter). Η καταςκευι TREP αποτελείται από 

ζνα minimal υποκινθτι hsp70 που ελζγχεται μζςω του ςυςτιματοσ 

tetO. Πιο ςυγκεκριμζνα θ πρωτεΐνθ tTA, (ενεργοποιθτισ τθσ 

μεταγραφισ) προςδζνεται ςτον τόπο tetO, και προκαλεί τθν 

ενεργοποίθςθ το υποκινθτι, θ οποία οδθγεί ςε ενίςχυςθ του αμζςωσ 

επόμενου γονιδίου προσ το 3ϋάκρο μετά τθν περιοχι τθσ ζνκεςθσ. Αυτό 

προκαλεί εκτοπικι υπερζκφραςθ του γονιδίου που βρίςκεται αμζςωσ 

μετά τθν ζνκεςθ τθσ καταςκευισ TREP. Ωσ γονίδιο δείκτθσ για τθν 

φπαρξθ του TREP ςτισ μφγεσ, με ςτόχο να διευκολυνκεί θ επιλογι ςτθσ 

διαςταυρϊςεισ, χρθςιμοποιείται το γονίδιο mini-white (w+), το οποίο 

δίνει φαινότυπο κόκκινων ματιϊν ςε ζνα  γενετικό υπόβακρο που δίνει 

λευκά μάτια, (Σχιμα 3). Η πθγι tTA παρζχεται από μια βοθκθτικι 

BOEtTA καταςκευι. 

 
 

Σχιμα 3: Η καταςκευι TREP (tetracycline regulatable enhancer promoter) και θ 

καταςκευι BOEtTA: Η καταςκευι TREP περιζχει ζνα ελάχιςτο υποκινθτι hsp70 που 

ελζγχεται από ςτοιχεία tetO και περιζχει, ωσ γονίδιο δείκτθ, το mini – white gene (W+) το 

οποίο δίνει φαινότυπο κόκκινο ματιϊν ςε γενετικό υπόβακρό λευκϊν. Η καταςκευι BOEtTA 

περιζχει το γονίδιο tTA, κακϊσ και το egfp ωσ γονίδιο δείκτθ για τθν επιτυχία του 

μεταςχθματιςμοφ. Παρουςία του BOEtTA, το tTA προςδζνεται ςτα tetO ςτοιχεία τθσ 

καταςκευισ TREP, προκαλϊντασ τθν ενεργοποίθςθ του ελάχιςτου υποκινθτι hsp70 και 



οδθγϊντασ ςτθν ενίςχυςθ του αμζςωσ επόμενου γονιδίου, κατά τθ φορά 5ϋπροσ 3ϋμετά τον 

hsp70. 

 

 

5. Σκοπόσ τθσ μελζτθσ: 

Σκοπόσ τθσ μελζτθσ είναι θ χριςθ ενκετικισ μεταλλαξιγζνεςθσ ςε όλο 

το γονιδίωμα ςτθ δροςόφιλα, ακολουκοφμενθ από επιλογι ςε 

κανατθφόρεσ δόςεισ του diflubenzuron, με ςκοπό τθν ανακάλυψθ του 

μθχανιςμοφ δράςθσ του diflubenzuron και τθν χαρτογράφθςθ γονιδίων 

που εμπλζκονται ςτθν ανκεκτικότθτα ςε εντομοκτόνα. Κατά τθ διάρκεια 

του πειράματοσ κα δθμιουργιςουμε αρκετζσ μεταλλαγμζνεσ μφγεσ με 

διαφορετικι μεταλλαγι ςτθν κάκε μία, χρθςιμοποιϊντασ το ςφςτθμα 

τρανςποηονίου βαςιςμζνο ςτο Minos. Κάκε μία από αυτζσ κα ελζγχεται 

για ανκεκτικότθτα ςτο diflubenzuron. Εκείνεσ που κα επιτφχουν ςτον 

ζλεγχο, εμφανίηοντασ δθλαδι ανκεκτικότθτα, κα περάςουν ζνα ακόμα 

ςτάδιο ανάλυςθσ όπου κα ελζγξουμε τθ μεταλλαγι τουσ και κα 

προςπακιςουμε να ςυςχετίςουμε τα γονίδια που επθρεάςτθκαν με τθν 

ανκεκτικότθτα ι/και το μθχανιςμό δράςθσ του diflubenzuron.  

 Για το πείραμά μασ, επιλζξαμε ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθ, βαςιςμζνθ 

ςτο Minos, ςε αντίκεςθ με χθμικι μεταλλαξιγζνεςθ, επειδι θ 

καταςκευι που βαςίηεται ςτο Minos ςυνδζεται με το επθρεαςμζνο 

γονίδιο ςαν ταμπζλα, προκαλϊντασ τθν ενίςχυςι του, οπότε είναι 

εφκολθ θ απομόνωςθ του γονιδίου με τθ χριςθ PCR και θ ςυςχζτιςι 

του με το φαινότυπο τθσ ανκεκτικότθτασ αντίςτοιχα. Επίςθσ, το Minos 

χρθςιμοποιικθκε επειδι ςε αντίκεςθ με άλλα μετακετά ςτοιχεία, όπωσ 

το ςτοιχείο P, εντίκεται εντελϊσ τυχαία, χωρίσ να επθρεάηεται από 

αλλθλουχίεσ του γονιδιϊματοσ, οπότε καλφπτεται όλο το γονιδίωμα πιο 

εφκολα. Για τον ζλεγχό μασ, χρθςιμοποιιςαμε ζνα ςφςτθμα 

τρανςποηονίου που πιραμε από το εργαςτιριο Σαβάκθ. 

 

 

Υλικά και μζκοδοι: 

 

1. Σειρζσ τθσ Drosophila melanogaster και τα χαρακτθριςτικά τουσ: 

 



Οι ςειρζσ δροςόφιλασ που χρθςιμοποιικθκαν ςτθ μελζτθ 

διατθρικθκαν ςε βαςικό κρεπτικό μζςο που αποτελείται από 

καλαμποκάλευρο, άγαρ και ηυμομφκθτα, ςε κερμοκραςία 25 βακμϊν 

κελςίου και ςε φωτοπερίοδο 12 ωρϊν φωτόσ και 12 ωρϊν ςκοταδιοφ:  

 

TREP 2.30: Η ςειρά TREP, (Kiupakis and Savakis, unpublished), είναι θ 

ςειρά που περιζχει τθν καταςκευι που βαςίηεται ςτο Minos. Αυτι θ 

καταςκευι βρίςκεται ςτο τζταρτο χρωμόςωμα ςε ομοηυγωτία και 

περιζχει το γονίδιο  mini-white (w+) ωσ φαινοτυπικό δείκτθ για τθν 

φπαρξθ του TREP. Το γονίδιο αυτό δίνει φαινότυπο κόκκινων ματιϊν ςε 

γενετικό υπόβακρο λευκϊν. 

 

iso31[SM6, MiT 2.4]/Sco: Η ςυγκεκριμζνθ ςειρά δροςόφιλασ περιζχει 

μια βοθκθτικι καταςκευι ςτθν αναςτροφι του δεφτερου 

χρωμοςϊματοσ εξιςςοροπθτι. Σε αυτι τθν καταςκευι υπάρχει το 

γονίδιο τθσ τρανςποηάςθσ του μετακετοφ ςτοιχείου Minos θ οποία είναι 

απαραίτθτθ για τθ μετάκεςθ τθσ καταςκευισ TREP. Ωσ γονίδιο 

φαινοτυπικό δείκτθ για τθ διευκόλυνςθ τθσ επιλογισ κατά τισ 

διαςταυρϊςεισ ζχει το CyO το οποίο εμφανίηει φαινότυπο κυρτϊν 

φτερϊν ςτισ μφγεσ. (Metaxakis et al, 2005) 

 

BOEtTA 6.24: Η ςειρά αυτι, (Koukidou et al, 2006), μεταφζρει μια 

βοθκθτικι καταςκευι βαςιςμζνθ ςτο ςτοιχείο P, που εντοπίηεται ςτο 

φυλετικό χρωμόςωμα X. Η καταςκευι BOEtTA 6.24 είναι απαραίτθτθ 

για τθν ενεργοποίθςθ του ελάχιςτου υποκινθτι hsp70 του TREP κακϊσ 

παρζχει τον τρανσ ενεργοποιθτι τθσ τετρακυκλίνθσ, tTA που χρειάηεται 

για τθν ενεργοποίθςθ του υποκινθτι αυτοφ. Ωσ γονίδιο δείκτθ περιζχει 

το egfp,(enhanced green fluorescent protein), το οποίο δίνει πράςινο 

φκοριςμό ςτα μάτια τθσ μφγασ κάτω από υπεριϊδθ ακτινοβολία. 

Επιπλζον περιζχεται το γονίδιο mini – white, (w+), που όμωσ είναι μθ 

λειτουργικό ς’ αυτι τθ ςειρά. 

Η καταςκευι BOEtTA εντοπίηεται μόνο ςτο X φυλετικό χρωμόςωμα 

των αρςενικϊν. Αυτό επιτυγχάνεται επειδι τα κθλυκά φζρουν δφο 

χρωμοςϊματα X ςυνδεδεμζνα μεταξφ τουσ και ζνα Y, (XXY).  Ζτςι κατά 

τθ διαςταφρωςθ οι μόνοι απόγονοι που προκφπτουν είναι τα αρςενικά 



XY που μεταφζρουν τθν καταςκευι BOEtTA ςτο Χ χρωμόςωμά τουσ και 

τα κθλυκά XXY που δεν τθ μεταφζρουν. Τα κθλυκά φζρουν ενεργό το 

γονίδιο mini – white, (w+), οπότε εμφανίηουν φαινότυπο κόκκινων 

ματιϊν για να είναι πιο εφκολοσ ο διαχωριςμόσ.  

Το BOEtTA είναι θ καταςκευι θ οποία φζρει το γονίδιο που παράγει 

τθν tTA, όπωσ αναφζρκθκε παραπάνω, οπότε είναι απαραίτθτο για τθν 

ενεργοποίθςθ του ελάχιςτου υποκινθτι του TREP. Για να μθδενιςτεί θ 

πικανότθτα θ ενεργοποίθςθ αυτι να ςυμβεί ενϊ δεν ζχει προθγθκεί 

μετάκεςθ του TREP, ζχει δειχκεί ότι όταν ο υποκινθτισ ενεργοποιείται 

ςτθν αρχικι ζνκεςθ το αποτζλεςμα είναι κανατθφόρο για τθ μφγα. 

Αυτό μπορεί να ςυμβαίνει λόγω υπερζκφραςθσ ενόσ γονιδίου που ζχει 

κνθςιγόνα αποτελζςματα, (Kalajdzic and Savakis, unpublished data) 

 

Iso31: Η ςειρά iso31, (Ryder et al, 2004) είναι ζνα ιςογενικό ωσ προσ τα 

χρωμοςϊματα Χ, 2 και 3 ςτζλεχοσ που χρθςιμοποιείται ωσ ευαίςκθτο 

ςτο εντομοκτόνων για των επανζλεγχο των επιηϊντων του δεφτερου 

βιματοσ τθσ ενκετικισ μεταλλαξιγζνεςθσ.  

 

2. Διαδικαςία τθσ Ενκετικισ μεταλλαξιγζνεςθσ 

 Η διαδικαςία τθσ ενκετικισ μεταλλαξιγζνεςθσ ιρκε ςε πζρασ με τθ 

χριςθ ενόσ κλαςικοφ ςυςτιματοσ “jumpstarter””, (Cooley et al, 1988). 

Περιλαμβάνει δφο βιματα, το πρϊτο από τα οποία είναι θ δθμιουργία 

μεταλλάξεων λόγων νζασ μετάκεςθσ του TREP, (Οι μφγεσ που τισ 

φζρουν ονομάηονται Jumpstarters), ενϊ το δεφτερο περιλαμβάνει τθ 

δθμιουργία μυγϊν που περιζχουν και τθν καταςκευι BOEtTA, οπότε 

ζχουν ενεργοποιθμζνο τον ελάχιςτο υποκινθτι, οι οποίεσ δοκιμάηονται 

ςε υψθλι ςυγκζντρωςθ του εντομοκτόνου diflubenzuron, με ςκοπό να 

γίνει επιλογι. Οι μφγεσ που κα επιβιϊςουν από το δεφτερο βιμα κα 

είναι ανκεκτικζσ ςτο εντομοκτόνο και κα ελεγκοφν περαιτζρω ωσ προσ 

τθν ζνκεςθ τθν οποία φζρουν, για να διαπιςτωκεί αν ςυςχετίηεται το 

ενιςχυμζνο γονίδιο με τθν ανκεκτικότθτα.  

 

Βιμα πρϊτο: Δθμιουργία νζων ενκζςεων: Για τθν δθμιουργία των 

κθλυκϊν jumpstarters προβικαμε ςε διαςταφρωςθ μεγάλων αρικμϊν 

μυγϊν τθσ ςειράσ TREP με μφγεσ τθσ ςειράσ iso31[SM6, MiT 2.4]/Sco.  Σε 



κάκε διαςταφρωςθ θ αναλογία αρςενικϊν – κθλυκϊν ιταν 5 αρςενικά 

και 10 κθλυκά, όπου τα κθλυκά κα μποροφςαν να ανικουν ςε 

οποιαδιποτε από τισ δφο ςειρζσ και τα αρςενικά το ίδιο. Αυτό που μασ 

ενδιαφζρει είναι οι απόγονοι που κα ζχουν κλθρονομιςει τθν 

καταςκευι TREP και τθν τρανςποηάςθ του Minos, θ οποία περιζχεται 

ςτθ ςειρά iso31[SM6, MiT 2.4]/Sco, ϊςτε να είναι δυνατι θ μετακίνθςθ 

του TREP και θ ζνκεςι του ςε νζο ςθμείο του γονιδιϊματοσ. Τα κθλυκά 

αυτισ τθσ διαςταφρωςθσ αφζκθκαν να γεννιςουν αυγά ςε φιαλίδια με 

κρεπτικό μζςο καλαμποκάλευρου, άγαρ και ηυμομφκθτα και οι 

απόγονοι υποβλικθκαν ςε κερμικό ςοκ όςο βρίςκονταν ςτο ςτάδιο τθσ 

προνφμφθσ, (Larvae), ζωσ ότου εμφανιςτοφν οι πρϊτεσ νφμφεσ, 

(Pupae). Αυτό γίνεται γιατί θ τρανςποηάςθ του Minos είναι κερμικά 

επαγόμενθ. Επίςθσ, ζχει δειχκεί ότι ςτο ςτάδιο τθσ προνφμφθσ θ 

κνθςιμότθτα από το κερμικό ςοκ είναι μικρότερθ, και γίνονται ενκζςεισ 

ςτα γαμετικά κφτταρα, οι οποίεσ είναι κλθρονομιςιμεσ. Οι προνφμφεσ 

υποβλικθκαν ςε κερμικό ςοκ κάκε μζρα για μία ϊρα περίπου ςτουσ 37 

βακμοφσ κελςίου.  

Το γονίδιο δείκτθσ του TREP είναι το mini-white που δίνει κόκκινα 

μάτια ςε λευκό υπόβακρο και το γονίδιο φαινοτυπικόσ δείκτθσ που 

ςυνδζεται με τθν τρανςποηάςθ του Minos είναι το CyO που δίνει κυρτά 

φτερά. Οπότε όταν οι απόγονοι τθσ πρϊτθσ διαςταφρωςθσ εκδυκοφν 

ςυλλζγουμε κθλυκζσ παρκζνεσ που φζρουν κόκκινα μάτια και κυρτά 

φτερά, (jumpstarters), για να χρθςιμοποιιςουμε ςτο επόμενο βιμα τθσ 

διαδικαςίασ. Κάκε μια από αυτζσ κα ζχει τουλάχιςτον μια καινοφρια 

ζνκεςθ του TREP ςτα γαμετικά τθσ κφτταρα.  

    

 

Βιμα δεφτερο: Ενεργοποίθςθ του ελάχιςτου υποκινθτι και επιλογι 

ςε κανατθφόρα ςυγκζντρωςθ του diflubenzuron: Κατά τθ δεφτερθ 

διαςταφρωςθ ςκοπόσ μασ ιταν να δθμιουργιςουμε μφγεσ που κα 

ζχουν μια νζα ζνκεςθ του TREP, ςτθν οποία ο ελάχιςτοσ υποκινθτισ κα 

είναι ενεργοποιθμζνοσ, ϊςτε να τισ χρθςιμοποιιςουμε για επιλογι ςε 

υψθλι ςυγκζντρωςθ εντομοκτόνου. Για να το πετφχουμε αυτό 

διαςταυρϊςαμε μεγάλουσ αρικμοφσ κθλυκϊν jumpstarters με αρςενικά 

BOEtTA. Όπωσ αναφζρκθκε παραπάνω τα κθλυκά BOEtTA δεν 



περιζχουν τθν καταςκευι που δίνει τον ενεργοποιθτι tTA του 

ελάχιςτου υποκινθτι του TREP, οπότε ς’ αυτι τθν περίπτωςθ μόνο θ 

ςυγκεκριμζνθ διαςταφρωςθ είναι εφικτι. Σε κάκε διαςταφρωςθ, (20 

κθλυκά jumpstarters x 10 αρςενικά BOEtTA), πραγματοποιικθκε 

επιλογι ςε εντομοκτόνο diflubenzuron. Τα ενιλικα τοποκετικθκαν ςε 

φιαλίδια με κρεπτικό μζςο δροςόφιλασ ςτο οποίο είχαν ενςωματωκεί 

οι κακοριςμζνθ κανατθφόρα δόςθ του εντομοκτόνου, που κα επζτρεπε 

μόνο ςτουσ ανκεκτικοφσ απογόνουσ να επιβιϊςουν. Ζχει δειχκεί ότι για 

να ζχουμε τουλάχιςτον μια νζα ζνκεςθ του TREP, ςτα αυγά που 

γεννιοφνται από ζνα κθλυκό jumpstarter, πρζπει να το αφιςουμε να 

γεννιςει περίπου 100, (Kalajdzic and Savakis, αδθμοςίευτα δεδομζνα). 

Γι’ αυτό το λόγο τα ενιλικα τθσ διαςταφρωςθσ μεταφζρονταν ςε νζα 

φιαλίδια κάκε 24 ϊρεσ ζωσ ότου ςυμπλθρωκεί οι αρικμόσ των 2000 

αυγϊν, άρα 100 για κάκε κθλυκό.     

Όπωσ αναφζρκθκε παραπάνω θ ενεργοποίθςθ του ελάχιςτου 

υποκινθτι όταν δεν ζχει προθγθκεί μετάκεςθ είναι κανατθφόρα, γι’ 

αυτό το λόγο όςοι απόγονοι με κόκκινα μάτια, (Φαινοτυπικόσ δείκτθσ 

του TREP), επιβιϊςουν κα ζχουν νζα μετάκεςθ. Οπότε ςυλλζγουμε 

όλουσ αυτοφσ τουσ απογόνουσ, που ονομάηονται επιηϊντεσ, (survivors), 

για περαιτζρω ζλεγχο. Πρζπει ωςτόςο να τονιςτεί ότι οι αρςενικοί 

επιηϊντεσ δεν ζχουν τθν καταςκευι BOEtTA, επειδι βρίςκεται ςτο 

φυλετικό χρωμόςωμα X του πατζρα, άρα θ ανκεκτικότθτά τουσ κα 

υπάρχει λόγω ζνκεςθσ ι διαγραφισ από τθ μετάκεςθ του TREP. Είναι 

τα κθλυκά που ζχουν και τθν καταςκευι TREP και τον ενεργοποιθτι 

tTA, ϊςτε να ζχουμε ενίςχυςθ του αμζςωσ επόμενου, κατά τθ φορά 3ϋ, 

γονιδίου από τον ελάχιςτου υποκινθτι hsp70. Οπότε θ ανκεκτικότθτα 

ςτα κθλυκά κα βαςίηεται ςτθν ενίςχυςθ του γονιδίου αυτοφ.  

Ζνα παράδειγμα για τθ διαδικαςία διαςταυρϊςεων τθσ ενκετικισ 

μεταλλαξιγζνεςθσ ςε όλο το γονιδίωμα δίνεται παρακάτω. (Σχιμα 4) 

 

 

 

 

 



 
 

 

Σχιμα 4: Σχιμα διαςταυρϊςεων για τθν ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθ: Αναπαράςταςθ μιασ 

νζασ ζνκεςθσ ςτο 4ο χρωμόςωμα. Νζεσ ενκζςεισ αποκτοφνται με τθ διαςταφρωςθ TREP 

(*w++) με Iso31 *SM6, MiT 2.4+/Sco (πθγι τρανςποηάςθσ Minos). Ακολουκεί κερμικό ςοκ 

ςτουσ 37 βακμοφσ κελςίου ςτο ςτάδιο τθσ προνφμφθσ ζωσ ότου εμφανιςτοφν νφμφεσ. ΟΙ 

κθλυκοί απόγονοι με κόκκινα μάτια. (*w+}) και κυρτά φτερά (CyO*T+) (jumpstarters 

ςυλλζγονται και διαςταυρϊνονται με αρςενικά BOEtTA. Στθ ςυνζχεια οι απόγονοι 

επιλζγονται ςε υψθλι ςυγκζντρωςθ diflubenzuron. Οι επιηϊντεσ, (survivors), με κόκκινα 

μάτια και άρα τθν καταςκευι TREP ςυλλζγονται για περαιτζρω ζλεγχο. [w+]: καταςκευι 

TREP, Cyo[T]: πθγι τρανςποηάςθσ του Minos, GFP: καταςκευι BOEtTA. 

 

 

 



3. Προςδιοριςμόσ τθσ κανατθφόρασ ςυγκζντρωςθσ, (LC) του 

diflubenzuron: 

Με ςκοπό τον προςδιοριςμό τθσ κανατθφόρασ ςυγκζντρωςθσ, που 

κα χρθςιμοποιοφςαμε αργότερα ςτο πείραμα, πραγματοποιιςαμε 

βιοδοκιμζσ, όπου οι μφγεσ αφζκθκαν να γεννιςουν ςε φιαλίδια με 

κλιμακοφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ εντομοκτόνων ενςωματωμζνεσ ςτο 

κρεπτικό μζςο δροςόφιλασ. Πρζπει να τονιςτεί ότι είναι πολφ 

ςθμαντικό θ δόςθ του εντομοκτόνου να είναι αρκετά τοξικι ϊςτε να 

αφινει μόνο τουσ ανκεκτικοφσ απόγονουσ να επιβιϊςουν. Ζτςι, 

κζλοντασ να λάβουμε υπ’ όψιν παράγοντεσ όπωσ το γενετικό υπόβακρο 

και τον αρικμό των προνυμφϊν ςτα φιαλίδια, χρθςιμοποιιςαμε μφγεσ 

από τθ δεφτερθ διαςταφρωςθ, (20 Θθλυκά jumpstarters x 10 αρςενικά 

BOEtTA), τισ οποίεσ αφιςαμε να γεννιςουν αυγά ςε φιαλίδια με 

diflubenzuron για χρονικό διάςτθμα 24 ωρϊν. Η κνθςιμότθτα ςτο 

diflubenzuron υπολογίςτθκε με βάςθ πόςοι από τουσ απογόνουσ 

κατάφεραν να φτάςουν ςτο ςτάδιο του ενιλικου. Για κάκε 

ςυγκζντρωςθ ζγιναν τρεισ επαναλιψεισ και ςυνολικά το πείραμα ζγινε 

ςε δφο επαναλιψεισ των 24 ωρϊν. Η κλίμακα των ςυγκεντρϊςεων που 

χρθςιμοποιικθκε ιταν θ εξισ:   

 

 0.25ppm – 0.5ppm – 1ppm – 2ppm – 4ppm – 8ppm 

 

4. Επανζλεγχοσ των επιηϊντων, (survivors) για ανκεκτικότθτα ςτο 

Diflubenzuron: 

Οι απόγονοι τθσ δεφτερθσ διαςταφρωςθσ που επιηοφν τθ 

κανατθφόρα δόςθ του εντομοκτόνου και ζχουν κόκκινα μάτια, άρα το 

ςτοιχείο TREP που ζχει κάνει νζα μετάκεςθ, ςυλλζγονται και περνοφν 

από καινοφριο ζλεγχο ωσ προσ τθν ανκεκτικότθτά τουσ. Αυτό γίνεται 

γιατί δεν μποροφμε να γνωρίηουμε αν θ ζνκεςθ του TREP είναι που 

πραγματικά χαρίηει τθν ανκεκτικότθτα ςτο diflubenzuron, οπότε 

περαιτζρω ζλεγχοσ είναι απαραίτθτοσ.  

Για να πραγματοποιθκεί αυτόσ ο ζλεγχοσ κάνουμε άλλθ μία 

διαςταφρωςθ των επιηϊντων, που ςυλλζχκθκαν ςτο τελευταίο βιμα τθσ 

ενκετικισ μεταλλαξιγζνεςθσ. Αυτι θ διαςταφρωςθ γίνεται με ενιλικα 

τθσ ςειράσ iso31 ςε αναλογία 3 προσ 1. Δθλαδι κάκε κθλυκόσ survivor 



διαςταυρϊνεται με 3 αρςενικά iso 31 και αντίςτροφα. Τα ενιλικα 

τοποκετοφνται ςε φιαλίδια με τθ κανατθφόρα δόςθ του εντομοκτόνου 

ενςωματωμζνθ ςτο κρεπτικό υλικό τουσ για να γεννιςουν αυγά και 

ελζγχονται οι φαινότυποι των απογόνων που φτάνουν ςτο ςτάδιο του 

ενιλικου. Αν οι απόγονοι εμφανίηουν φαινότυπο μόνο κόκκινων ματιϊν 

τότε θ ανκεκτικότθτα είναι πικανό να προκαλείται από τθ νζα ζνκεςθ 

του TREP, ενϊ αν ςυνυπάρχει ο φαινότυποσ των κόκκινων ματιϊν με 

αυτό τον λευκϊν, τότε θ ανκεκτικότθτα δεν ςχετίηεται με τθν ζνκεςθ 

του TREP.  

Ζνα παράδειγμα τθσ διαδικαςίασ διαςταυρϊςεων για τουσ κθλυκοφσ 

επιηϊντεσ φαίνεται παρακάτω, (Σχιμα 5) 

 

 

 
 
Σχιμα 5: Διαςταυρϊςεισ ελζγχου κθλυκϊν survivors για ανκεκτικότθτα ςτο 

diflubenzuron: Η διαςταφρωςθ κθλυκϊν survivors με iso31 γίνεται ςε αναλογία 3:1. Το 

κθλυκά γεννοφν αυγά ςε κρεπτικό μζςο με κανατθφόρα ςυγκζντρωςθ diflubenzuron και οι 

απόγονοι ελζγχονται φαινοτυπικά. Μόνο κόκκινα μάτια, (Δείκτθσ του TREP), υποδεικνφει 

ςυςχζτιςθ ανκεκτικότθτασ και ζνκεςθσ. Συνφπαρξθ κόκκινων με λευκά μάτια, υποδεικνφει 

μθ ςυςχζτιςθ ανκεκτικότθτασ και ζνκεςθσ του TREP. 



 

Αποτελζςματα: 

 

1. Προςδιοριςμόσ τθσ κανατθφόρασ ςυγκζντρωςθσ, (LC) του 

diflubenzuron: 

Η κανατθφόρα ςυγκζντρωςθ του diflubenzuton προςδιορίςτθκε με 

μια ςειρά βιοδοκιμϊν, ςτισ οποίεσ χρθςιμοποιικθκαν απόγονοι τθσ 

δεφτερθσ διαςταφρωςθσ, (jumpstarters x BOEtTA), για να λθφκεί υπ’ 

όψιν το γενετικό υπόβακρο. Επίςθσ τα κθλυκά αφζκθκαν να γεννιςουν 

για 24 ϊρεσ ςε φιαλίδια με κρεπτικό μζςο που είχε κλιμακοφμενεσ 

ςυγκεντρϊςεισ diflubenzuron ενςωματωμζνεσ, για να λθφκοφν υπ’ όψιν 

οι ςυνκικεσ του κανονικοφ πειράματοσ, όπωσ ο αρικμόσ των αυγϊν ςε 

κάκε φιαλίδιο. Κάκε ςυγκζντρωςθ ζγινε ςε τρεισ επαναλιψεισ και όλο 

το πείραμα των 24 ωρϊν επαναλιφκθκε 2 φορζσ. Τα αποτελζςματα 

είναι ςυγκεντρωτικά.  

Ελζγχκθκαν 200 απόγονοι, (24h) των κθλυκϊν jumpstarters με 

αρςενικά BOEtTA ανά ςυγκζντρωςθ, ςε αυτοφσ είχαμε.  66. 7%, (±6.02) 

επιβίωςθ ςτα φιαλίδια control, 57.9%, (±10.7) επιβίωςθ ςτα 0.25ppm, 

37.4%, (±5.3) επιβίωςθ ςτα 0.5ppm, 0%, (±0), επιβίωςθ ςτα 1ppm, 0%, 

(±0), επιβίωςθ ςτα 2ppm, 0%, (±0), επιβίωςθ ςτα 4ppm, και 0%, (±0) 

επιβίωςθ ςτα 8ppm. 

 

 
 
Σχιμα 7: Βιωςιμότθτα (%) των απογόνων τθσ διαςταφρωςθσ κθλυκϊν jumpstarters με 

αρςενικά BOEtTA ςε κλιμακοφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ diflubenzuron: 20 κθλυκά με 10 

αρςενικά μεταφζρκθκαν ςε φιαλίδια και αφζκθκαν για 24 ϊρεσ με ςκοπό να γεννιςουν 
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~200 αυγά. Τα ενιλικα αφαιρζκθκαν και μετρικθκε ο αρικμόσ των ενθλίκων που 

κατάφεραν να εκδυκοφν. 

 

Με βάςθ τα αποτελζςματα, θ κανατθφόρα δόςθ του diflubenzuron 

υπολογίςτθκε ςτα 3ppm για ζνα πείραμα όπου θ δεφτερθ διαςταφρωςθ 

κα μεταφζρεται κάκε 24 ϊρεσ.  

 

 

2. Ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθ ςε όλο το γονιδίωμα: 

Στόχοσ μασ κατά τθν ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθ ιταν να καλφψουμε 

το 3-5% του γονιδιϊματοσ τθσ  D. melanogaster. Ζχει εξακριβωκεί ότι το 

γονιδίωμα τθσ δροςόφιλασ περιζχει περίπου 13.000 γονίδια που 

κωδικοποιοφν πρωτεΐνεσ, (Adams et al, 2000). Γι’ αυτό το λόγο κατά τθ 

μελζτθ μασ δθμιουργιςαμε περίπου 3000 κθλυκά jumpstarters τα 

οποία διαςταυρϊςαμε και οι απόγονοι πζραςαν από επιλογι ςε 3ppm 

diflubenzuron. Κάκε ζνα από τα κθλυκά αφζκθκε να γεννιςει 100 

περίπου αυγά ςε φιαλίδια με κρεπτικό μζςο που είχε ενςωματωμζνθ τθ 

κανατθφόρα δόςθ του εντομοκτόνου, άρα ελζγχκθκαν για 

ανκεκτικότθτα 300.000 αυγά. Ζτςι, αναμζνονταν, ςτισ πζντε φορζσ που 

καλφφκθκε το γονιδίωμα, να επθρεαςτοφν 600 γονίδια, (3000 νζεσ 

ενκζςεισ του TREP/5), τουλάχιςτον μία φορά το κακζνα. Άρα καλφψαμε 

ζνα ποςοςτό περίπου 4,6% του γονιδιϊματοσ, οπότε πετφχαμε το ςτόχο 

μασ. Ωςτόςο, κανζνασ από τουσ απογόνουσ δεν εμφάνιςε 

ανκεκτικότθτα ςτο εντομοκτόνο, ϊςτε να επιβιϊςει τθ κανατθφόρα 

δόςθ.  

 
 

Συηιτθςθ: 

Τα εντομοκτόνα παίηουν πολφ ςθμαντικό ρόλο ςτθν ςφγχρονθ 

γεωργία, με τθν αντιμετϊπιςθ επιβλαβϊν εντόμων, αλλά και ςτθν υγεία 

με τθ αντιμετϊπιςθ εντόμων που είναι φορείσ αςκενειϊν. Ζτςι θ 

ανάπτυξθ ανκεκτικότθταw από τουσ επιβλαβείσ πλθκυςμοφσ ςτο πεδίο 

αποτελεί μεγάλο πρόβλθμα. Ζνασ από τουσ τρόπουσ για τθν 

αντιμετϊπιςθ αυτοφ του προβλιματοσ είναι θ διαλεφκανςθ των 

μθχανιςμϊν δράςθσ των εντομοκτόνων ςε μοριακό επίπεδο, ζτςι ϊςτε 

να  είναι πιο αποτελεςματικι θ χριςθ τουσ, κακϊσ και θ καταςκευι 



νζων εντομοκτόνων. Ωςτόςο τα μοριακά μονοπάτια και οι ςτόχοι 

πολλϊν εντομοκτόνων, όπωσ το diflubenzuron, που χρθςιμοποιοφνται 

εδϊ και πολλζσ δεκαετίεσ, παραμζνουν άγνωςτα. Η απόκτθςθ αυτϊν 

των γνϊςεων κα μασ δϊςει ςθμαντικζσ πλθροφορίεσ για τθ 

βελτιςτοποίθςθ και τθν καλφτερθ χριςθ τζτοιων ςκευαςμάτων.  

Στθν παροφςα μελζτθ κινθκικαμε προσ αυτι τθν κατεφκυνςθ, 

δθλαδι τθ διαλεφκανςθ του μθχανιςμοφ δράςθσ του diflubenzuron με 

τθ χριςθ ενκετικισ μεταλλαξιγζνεςθσ που κα καλφπτει ολόκλθρο το 

γονιδίωμα, ςε ςυνδυαςμό με ζντονθ επιλογι ςε κανατθφόρεσ 

ςυγκεντρϊςεισ του εντομοκτόνου αυτοφ. Ζνα μζροσ του ελζγχου 

περιλάμβανε τον προςδιοριςμό τθσ κανατθφόρασ δόςθσ diflubenzuron 

και ζνα άλλο τθν κάλυψθ ενόσ ποςοςτοφ 3-5% του γοδινιϊματοσ τθσ 

Drosophila melanogaster, με τθ δθμιουργία νζων ενκζςεων τθσ 

καταςκευισ TREP. Ζτςι κα μποροφςαμε να ανακαλφψουμε και να 

χαρακτθρίςουμε κάποιο γονίδιο που εμπλζκεται ςτθν ανκεκτικότθτα 

ςτο diflubenzuron, αφοφ θ καταςκευι TREP ςυςχετίηεται μ’ αυτό ςαν 

ταμπζλα, κακιςτϊντασ εφκολθ τθν απομόνωςι του.   

Όπωσ αναφζρκθκε πρϊτο βιμα ιταν ο προςδιοριςμόσ τθσ 

κανατθφόρασ ςυγκζντρωςθσ του diflubenzuron, θ οποία κα 

χρθςιμοποιοφταν για τθν επιλογι. Θζλοντασ να λάβουμε υπ’ όψιν τισ 

ςυνκικεσ τθσ επιλογισ, όπωσ το γενετικό υπόβακρο των μυγϊν και τον 

αρικμό των προνυμφϊν ςε κάκε φιαλίδιο, χρθςιμοποιιςαμε τουσ 

απογόνουσ τθσ διαςταφρωςθσ των κθλυκϊν jumpstarters με BOEtTA, ςε 

κλιμακοφμενεσ ςυγκεντρϊςεισ diflubenzuron. Τα κθλυκά αφζκθκαν να 

γεννιςουν αυγά, (~200) για 24 ϊρεσ και θ δόςθ προςδιορίςτθκε με 

βάςθ τον αρικμό των απογόνων που κατόρκωςαν να εκδυκοφν και να 

φτάςουν ςτο ςτάδιο του ενιλικου. Η κανατθφόρα δόςθ diflubenzuron 

προςδιορίςτθκε ςτα 3ppm.  

Ακολοφκθςε θ διαδικαςία τθσ ενκετικι μεταλλαξιγζνεςθσ κατά τθν 

οποία διαςταυρϊκθκαν 3000 περίπου κθλυκζσ jumpstarters, που 

ζφεραν τουλάχιςτον 3000 νζεσ ενκζςεισ του TREP ςτα γαμετικά τουσ 

κφτταρα. Στθ ςυνζχεια διαςταυρϊκθκαν με αρςενικά BOEtTA και 

αφζκθκαν να γεννιςουν αυγά ςε φιαλίδια με κρεπτικό μζςο, το οποίο 

περιείχε ενςωματωμζνο diflubenzuron ςε ςυγκζντρωςθ 3ppm 

diflubenzuron. Αν λάβουμε υπ’ όψιν ότι το γονιδίωμα τθσ δροςόφιλασ 



περιλαμβάνει περίπου 13.000 γονίδια που κωδικοποιοφν πρωτεΐνεσ και 

καλφφκθκε πζντε φορζσ από τον ζλεγχο, περιμζναμε 600 τουλάχιςτον 

γονίδια να επθρεαςτοφν τουλάχιςτον μια φορά από τισ νζεσ ενκζςεισ 

του TREP. Ζτςι ο ςτόχοσ να καλφψουμε το 3-5% του γονιδιϊματοσ 

πραγματοποιικθκε, αφοφ καλφψαμε ζνα ποςοςτό ~4.6%. 

Αν και ζνα ποςοςτό 4.6% του γονιδιϊματοσ καλφφκθκε κατά τθ 

διαδικαςία τθσ ενκετικισ μεταλλαξιγζνεςθσ, δεν υπιρξε κανζνασ 

επιηϊντασ, (survivor), από τθ κανατθφόρα δόςθ του diflubenzuron. 

Αυτό είναι πολφ πικανό να οφείλεται ςτο μικρό ποςοςτό του 

γονιδιϊματοσ που καλφφκθκε. Ωςτόςο το ςφςτθμα Minos αποτελεί 

εργαλείο μεγάλθσ αποτελεςματικότθτασ για τθ διαλεφκανςθ 

μθχανιςμϊν δράςθσ εντομοκτόνων μζςω ενκετικισ μεταλλαξιγζνεςθσ 

και προτείνεται επανάλθψθ του πειράματοσ και για άλλα ςκευάςματα. 
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