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Περίληψη  
 

Η ανθεκτικότητα στα εντομοκτόνα αποτελεί ένα μείζον πρόβλημα τόσο στον τομέα της 
υγείας όσο και στον τομέα της γεωργίας. Η αυξημένη και αλόγιστη χρήση χημικών 
εντομοκτόνων, επιταχύνει τους ρυθμούς ανάπτυξης του φαινομένου, ενώ μπορεί να φανεί 
καταστροφική για την υγεία του ανθρώπου και του περιβάλλοντος. Τα έντομα αγρονομικού 
ενδιαφέροντος αποτελούν σοβαρή απειλή καθώς επιτίθενται στα σπαρτά και στις 
καλλιέργειες και προκαλούν καταστροφές πολλών εκατομμυρίων US$.  Στην παρούσα 
μελέτη κατασκευάστηκαν μοριακά εργαλεία με σκοπό  να χρησιμοποιηθούν για τη 
διαλεύκανση των μηχανισμών ανθεκτικότητας και την αξιολόγηση διαφόρων εντομοκτόνων.  

Πιο συγκεκριμένα, κατασκευάστηκαν με τη χρήση της τεχνικής γονιδιωματικής 
τροποποίησης CRISPR/Cas9 τέσσερα στελέχη Drosophila melanogaster τα οποία φέρουν 
σημειακές μεταλλαγές οι οποίες έχουν ανιχνευθεί σε ανθεκτικούς πληθυσμούς διαφορετικών 
εντόμων, που χαρακτηρίζονται ως εχθροί καλλιεργειών. Εξακριβώθηκε ότι κάποιες από 
αυτές τις μεταλλαγές έχουν την ικανότητα να επάγουν ανθεκτικούς φαινοτύπους σε γενετικό 
υπόβαθρο που δεν εμπεριέχει άλλους μηχανισμούς ανθεκτικότητας. Παράλληλα, εξετάστηκε 
το ενδεχόμενο να μπορούμε να έχουμε πληροφορίες που αφορούν την χρήση των γενετικά 
τροποποιημένων στελεχών ως εργαλεία για την αξιολόγηση εντομοκτόνων. Το πρώτο 
στέλεχος, το οποίο φέρει τη μεταλλαγή G4946V στο γονίδιο του υποδοχέα ρυανοδίνης 
χρησιμοποιήθηκε σε βιοδοκιμές τοξικότητας όπου φάνηκε ότι τα εντομοκτόνα 
flubendiamide, chlorantranilipole και cyantraniliprole, ο μηχανισμός δράσης των οποίων δεν 
είχε εξακριβωθεί πλήρως, αλληλεπιδρούν με τον υποδοχέα ρυανοδίνης στην πρωτεϊνική 
περιοχή της μεταλλαγής. Το δεύτερο στέλεχος που κατασκευάστηκε φέρει την μεταλλαγή 
A2001V στην καρβοξυλάση του ακετυλο-συνένζυμου Α. Το στέλεχος αυτό χρησιμοποιήθηκε 
επίσης σε βιοδοκιμές με τα εντομοκτόνα spiromesifen και spirodiclofen όπου φάνηκε πως τα 
εντομοκτόνα αυτά αλληλεπιδρούν με την καρβοξυλάση του ακετυλο-συνένζυμου Α. Οι 
υπόλοιπες δύο σημειακές μεταλλαγές που εισαγάγαμε σε στελέχη Drosophila melanogaster 
είναι οι Α1079Τ και Ε645Κ και βρίσκονται στην καρβοζυλάση του ακετυλο-συνένζυμου Α.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: Εισαγωγή 

1.1 Εντομοκτόνα 

Τα εντομοκτόνα είναι ουσίες οι οποίες εντάσσονται στα φυτοφάρμακα και δημιουργήθηκαν 
με σκοπό να σκοτώνουν, να απωθούν ή να ελέγχουν πληθυσμούς εντόμων. Χωρίζονται σε 
δύο κύριες κατηγορίες: τα φυσικά εντομοκτόνα, τα οποία παράγει η φύση, και τα συνθετικά, 
τα οποία φτιάχτηκαν από τον άνθρωπο. Επιπλέον, υπάρχει ένας σαφής διαχωρισμός μεταξύ 
των εντομοκτόνων που δρουν στο πεπτικό σύστημα, στο αναπνευστικό σύστημα ή 
διεισδύουν μέσω επαφής με το σώμα του εκάστοτε εντόμου  (The Pesticide Book, 6th ed*. 
2004). Σε παγκόσμια κλίμακα υπολογίζεται πως 1,8 δισεκατομμύρια άνθρωποι που 
ασχολούνται με την γεωργία χρησιμοποιούν φυτοφάρμακα ώστε να προστατέψουν τα 
προϊόντα που παράγουν (Alavanja. 2009).   

 

Η επιτροπή IRAC (Insecticide Resistance Action Committee), η οποία παραθέτει οδηγίες και 
στρατηγικές για την σωστή χρήση των εντομοκτόνων, έχει κατατάξει τα εντομοκτόνα σε 
κλάσεις, ανάλογα με τον τρόπο δράσης τους δηλαδή με ποιόν τρόπο σκοτώνεται ή απωθείται 
το έντομο (http://www.irac-online.org/modes-of-action/). Οι κατηγορίες σύμφωνα με τον 
IRAC είναι οι εξής:  

• Στόχευση εντομοκτόνου στο νευρικό/ μυϊκό σύστημα 
• Στόχευση στην αύξηση/ανάπτυξη 
• Στόχευση σε συστήματα παραγωγής ενέργειας 
• Στόχευση σε διατάραξη της φυσιολογικής λειτουργίας του μεσεντέρου 
• Αγνώστου δράσης 

 

Στην παρούσα διατριβή θα ασχοληθούμε με  εντομοκτόνα που ανήκουν σε δύο κατηγορίες, 
τα διαμίδια που ανήκουν στην κατηγορία 28 κατά IRACκαι τα τετρονικά οξέα που ανήκουν 
στην κατηγορία 23 κατά IRAC.  

1.1.1 Διαμίδια 

Τα διαμίδια είναι εντομοκτόνα τα οποία χρησιμοποιούνται ευρέως την τελευταία δεκαετία 
και διαχωρίζονται στα διαμίδια φθαλικών οξέων (flubendiamide) (Hirooka et al., 2007, 
Tohnishi et al., 2005), και στα ανθρανιλικά διαμίδια (chlorantraniliprole και cyantraniliprole) 
(Lahm et al., 2007, 2009) που έχουν ως στόχο την ενεργοποίηση του υποδοχέα ρυανοδίνης 
των εντόμων. Στην επιτροπή IRAC, εντάσσονται στην κατηγορία 28. 

 

 

http://www.irac-online.org/
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Εικόνα 1: Οι 3 ενώσεις των διαμιδίων όπου από τα αριστερά προς τα δεξιά αντιστοιχούν στο flubendiamide, το 
chlorantraniliprole και το cyantraniliprole (Lümmen. 2013). 

Έχει βρεθεί πως τα διαμίδια παρεμβαίνουν στον ρόλο που έχει ο υποδοχέας όσων αφορά την 
ομοιόσταση του ασβεστίου καθώς η χρήση τους προκαλεί μείωση της πρόσληψης τροφής του 
εντόμου, μυϊκές συσπάσεις, παράλυση και τελικά θάνατο (Cordova et al., 2006, Tohnishi et 
al., 2005).    

Η αλόγιστη χρήση των διαμιδίων έχει προκαλέσει την εμφάνιση ανθεκτικότητας (Nauen & 
Steinbach. 2016) και πιο συγκεκριμένα, η ανθεκτικότητα στα λεπιδόπτερα Plutella xylostella 
και Tuta absoluta έχει συσχετιστεί με ανθεκτικότητα στόχου, όσον αφορά τον υποδοχέα 
ενδιαφέροντος (Guo et al., 2014, Roditakis et al., 2017, Steinbach. et al., 2015, Τroczka et al. 
2012).   

 

Ο υποδοχέας ρυανοδίνης (RyR) είναι ένα ομοτετραμερές κανάλι ασβεστίου το οποίο 
βρίσκεται στο σαρκοπλασματικό και ενδοπλασματικό δίκτυο των νευρομυϊκών ιστών. 
Ευθύνεται για την άμεση και μεγάλη απελευθέρωση ασβεστίου από τις ενδοκυτταρικές 
αποθήκες έτσι ώστε να γίνεται η διαστολή και συστολή των μυών (Cordova et al., 2006, 
Ebbinghaus-Kintscher et al., 2006, Lümmen et al., 2007, Sattelle et al., 2008).  

 

Εικόνα 2: Υποθετικός μηχανισμός δράσης των Διαμιδίων στους υποδοχείς Ρυανοδίνης. Η ισορροπία μεταξύ του 
ανοιχτού καναλιού για την διέλευση ασβεστίου και του κλειστού καναλιού, ελέγχεται από την συγκέντρωση του 
ασβεστίου. Τα εντομοκτόνα Διαμιδίων έχουν μεγαλύτερη συγγένεια ως προς το ανοιχτό κανάλι και όταν 
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συνδέονται σε αυτό, μετατοπίζουν την ισορροπία προς την ανοιχτή κατάσταση του καναλιού προωθώντας την 
μεγαλύτερη διέλευση ασβεστίου από τις αποθήκες (Lümmen.2013). 

Πιο συγκεκριμένα, δημιουργείται ένα δυναμικό δράσης  το οποίο μεταφέρεται στο άκρο του 
νεύρου δημιουργώντας αποπόλωση, μια ενέργεια που ενεργοποιεί τα κανάλια ασβεστίου και 
διεγείρει την εισροή ιόντων ασβεστίου. Τα ιόντα αυτά προωθούν την απελευθέρωση 
γλουταμικού οξέος το οποίο διαχέεται μέσω της συναπτικής σχισμής και προσδένεται σε ένα 
κανάλι ιόντων που επιτρέπει την εισροή ιόντων νατρίου και ασβεστίου. Η τελική αυτή εισροή 
ιόντων προωθεί την αποπόλωση της μυϊκής μεμβράνης προκαλώντας τελικά την σύσπαση 
του μυ (Cordova et al., 2006, Ebbinghaus-Kintscher et al., 2006).   

Στα θηλαστικά έχουν βρεθεί 3 τύποι υποδοχέων ρυανοδίνης (Williams et al., 2001) αλλά 
κατά την γενομική αλληλούχηση της Drosophila melanogaster βρέθηκε μόνο ένα γονίδιο του 
υποδοχέα που έχει 45-47% ομολογία με τα 3 γονίδια του υποδοχέα στα θηλαστικά, μεγέθους 
5.216 αμινοξέων (Takeshima et al., 1994). Το γονίδιο του υποδοχέα έχει εντοπιστεί στην 
θέση 44F του 2ου χρωμοσώματος της Drosophila melanogaster (Kushnir et al., 2005). Ένα 
μοντέλο για την δομή του υποδοχέα στα έντομα προτάθηκε από τον Wang και προέρχεται 
από μελέτες στην Plutella xylostella. Το μοντέλο του μονομερούς λοιπόν αποτελείται από 6 
διαμεμβρανικές έλικες οι οποίες εντοπίζονται στη καρβοξυτελική περιοχή της πρωτεΐνης. Ο 
πόρος για την μεταφορά των ιόντων ασβεστίου, που περιέχει το χαρακτηριστικό μοτίβο 
GGGIGD, βρίσκεται στην καρβοξυτελική περιοχή ανάμεσα στις έλικες 5,6 ενώ τα μοτίβα 
πρόσδεσης του ασβεστίου εντοπίστηκαν κοντά στην διαμεμβρανική περιοχή (Wang et al., 
2012b). 

 

Εικόνα 3: Ο υποδοχέας ρυανοδίνης του εντόμου Plutella xylostella όπου με αστέρια εμφανίζονται κάποιες 
μεταλλαγές όπως η μεταλλαγή ενδιαφέροντος G4946V. Οι θέσεις έχουν σημειωθεί σύμφωνα με την αλληλούχηση 
του γονιδίου του υποδοχέα Ρυανοδίνης του στελέχους ROTH (JN801028) (Guo et al., 2015).  
 

 

1.1.2 Τετρονικά οξέα. 

Τα τετρονικά οξέα  ανήκουν στην τάξη των 4- υδροξυβουτενοληδών και χαρακτηρίζονται 
όλα από έναν δακτύλιο 4-υδροξυ-2(5Η)-φουρανόνης (Janecki, T., 2013). Τα τετρονικά οξέα 
απομονώθηκαν κυρίως από βακτήρια, μύκητες, φύκη  και λειχήνες (Schobert & Schlenk. 
2008) ενώ ανήκουν σε μία μεγάλη οικογένεια η οποία περιλαμβάνει το ασκορβικό οξύ και το 
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βενζοπενικιλλικό οξύ (Tejedor & García-Tellado. 2004). Το 1990 η Bayer CropSciense AG 
χρησιμοποίησε τα τετρονικά οξέα ως εν δυνάμει εντομοκτόνα και ακαρεοκτόνα.  
 
Το spirodiclofen είναι ένα νέο μη συστημικό φυλλικό ακαρεοκτόνο που παρέχει μακροχρόνια 
αποτελεσματικότητα και είναι δραστικό σε μηλοειδή, φρούτα, καρπούς, εσπεριδοειδή, 
αμύγδαλα και ξηρούς καρπούς με πολύ καλά αποτελέσματα έναντι των ακάρεων 
(Bretschneider et al., 2012).  
Το spiromedifen είναι ένα νέο μη συστημικό εντομοκτόνο/ακαρεοκτόνο το οποίο ανήκει 
στην κατηγορία των σπιροκυκλικών φαινυλ-υποκατεστημένων τετρονικών οξέων. Έχει 
δειχθεί πως είναι δραστικό εναντίον της Bemisia tabaci (αλευρώδης) και του Trialeurodes 
όπως και κατά του Tetranychus urticae (Nauen et al., 2002), με πολύ καλά αποτελέσματα 
όταν χρησιμοποιείται σε καλλιέργεια τομάτας.  
Το τρίτο εντομοκτόνο της κατηγορίας αυτής είναι το spirotetramat. Το spirotetramat είναι 
αναστολέας της καρβοξυλάσης του ακετυλο-συνενζύμου Α (ACC) και αναπτύχθηκε για τον 
έλεγχο επιβλαβών παρασίτων όπως είναι οι αφίδες (Brück et al., 2009, Nauen et al., 2012). 
Το spirotetramat αφου προσληφθεί από τα φύλλα, μετατρέπεται άμεσα σε spirotetramat-enol 
και διαχέεται σε όλο το φυτό (Lümmen et al., 2014). 
 

 
Εικόνα 4: Οι χημικές ενώσεις που χρησιμοποιούνται και ανήκουν στις τρεις κατηγορίες τετρονικών οξέων 
(Bretschneider et al., 2012). 
 

Ο τρόπος δράσης τους διαφέρει από όλα τα υπόλοιπα ακαρεοκτόνα και εντομοκτόνα καθώς 
δεν φαίνεται να έχουν νευροτοξική δράση αλλά να επηρεάζουν την ανάπτυξη των ακάρεων 
και των εντόμων.  

Ο ρόλος της ACC είναι η κατάλυση της καρβοξυλίωσης του ακέτυλο-συνενζύμου Α, 
μετατρέποντας το σε μαλονυλο-συνένζυμο Α (Kim 1997, Zu et al., 2013, Bretschneider et al., 
2012). Οι 3 πιο συντηρημένες επικράτειες μεταξύ των ACC των εντόμων είναι η επικράτεια 
της καρβοξυλάσης της βιοτίνης, η επικράτεια που μεταφέρει την καρβοξυλιωμένη βιοτίνη και 
η επικράτεια της καρβοξυλοτρανσφεράσης. Η αντίδραση της μετατροπής του ακετυλο-
συνένζυμου Α σε μαλονυλο-συνένζυμο Α απαρτίζεται από δύο βήματα: ξεκινά με την 
καρβοξυλίωση της βιοτίνης από την επικράτεια της καρβοξυλάσης της βιοτίνης και στη 
συνέχεια πραγματοποιείται η μεταφορά της καρβοξυλομάδας της καρβοξυλοβιοτίνης στο 
ακετυλο-συνένζυμο Α από την επικράτεια της καρβοξυλοτρανσφεράσης (Harwood. 2005, 
Tong. 2005, 2013). 
Η δράση των τετρονικών οξέων συσχετίστηκε με την ACC η οποία διαδραματίζει έναν πολύ 
σημαντικό ρόλο στον μεταβολισμό των λιπαρών οξέων. Στα θηλαστικά, έχουν 
πραγματοποιηθεί κρυσταλλογραφικές μελέτες στην υπομονάδα της καρβοξυλάσης της 
βιοτίνης και  στην υπομονάδα της καρβοξυλοτρανσφεράσης (Zhang 2003, She et al., 2004). 

https://www.google.gr/search?q=tetranixos+urticae&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwifrZ6UgvPVAhWFuhoKHTxTAYsQvwUIIigA
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Εικόνα 5: Σχηματική απεικόνιση του διμερούς της επικράτειας της καρβοξυλοτρανσφεράσης της ACC που έχει 
απομονωθεί από ζύμη. Επίσης φαίνονται και οι N,C περιοχές της κάθε υπομονάδας (Zhang 2003).  

 

Εικόνα 6: Σχηματική απεικόνιση της επικράτειας της καρβοξυλάσης της βιοτίνης της ACC, η οποία έχει 
απομονωθεί από ζύμη. Στο σχήμα φαίνεται και η ένωση soraphen (Sor) η οποία χρησιμοποιήθηκε ως αναστολέας 
της δράσης της επικράτειας (Shen et al., 2004). 

  
 



10 
 

 

Εικόνα 7: Σχηματική απεικόνιση της αντίδρασης η οποία καταλύεται από την επικράτεια της 
καρβοξυλοτρανσφεράσης της ACC (Zhang, 2003).  

 

1.2 Ανθεκτικότητα στα εντομοκτόνα και μηχανισμοί. 

Η ευρεία και λανθασμένη χρήση των εντομοκτόνων έχει οδηγήσει στην εμφάνιση του 
φαινομένου της ανθεκτικότητας καθιστώντας τα εντομοκτόνα μη δραστικά και 
προκαλώντας τεράστια προβλήματα σε διάφορους τομείς όπως στην δασοκομία,  στην 
δημόσια υγεία αλλά και στην αγροκαλλιέργεια (Aktar et al., 2009).  

 Ως ανθεκτικότητα ορίζουμε την φυσική ικανότητα ενός πληθυσμού να επιβιώνει σε μία 
συγκεκριμένη δόση εντομοκτόνου η οποία υπό φυσιολογικές συνθήκες θα έπρεπε να είναι 
θανατηφόρα για το συγκεκριμένο είδος (http://www.irac-online.org).  

Πιο συγκεκριμένα, κατά την πρώτη χρήση του φαρμάκου, ενδέχεται ένα ποσοστό του 
πληθυσμού να επιβιώσει λόγω του ότι διαφέρει γενετικά από τον υπόλοιπο πληθυσμό 
δεδομένης της γενετικής ποικιλομορφίας (standing genetic variation) που ενυπάρχει στους 
φυσικούς πληθυσμούς. Η επόμενη γενιά του πληθυσμού απαρτίζεται από περισσότερα άτομα 
τα οποία φέρουν τα αλληλόμορφα ανθεκτικότητας. Μετά από συνεχείς χρήσεις του 
συγκεκριμένου φαρμάκου, ο πληθυσμός μπορεί να χαρακτηριστεί πλέον ανθεκτικός καθώς το 
μεγαλύτερό του μέρος αποτελείται από άτομα τα οποία φέρουν αυτή τη γενετική ταυτότητα, 
που τους προσδίδει ένα πλεονέκτημα ανθεκτικότητας σε σχέση με τα υπόλοιπα (Brogdon & 
McAllister, 1998) (Εικόνα 8). 
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Εικόνα 8: Σχηματική απεικόνιση δημιουργίας ανθεκτικότητας σε έναν αρχικά ευαίσθητο πληθυσμό. 

 

Η ανθεκτικότητα ενδέχεται να προέρχεται από διάφορα γεγονότα όπως συμβαίνει στην 
διασταυρούμενη, στην πολλαπλή αλλά και την πολλαπλασιαστική ανθεκτικότητα. Κατά την 
διασταυρούμενη ανθεκτικότητα, το ανθεκτικό στέλεχος έχει την ικανότητα νε επιβιώνει 
μετά από έκθεση σε εντομοκτόνα που έχουν παρόμοιο τρόπο δράσης (Metcalf. 1989). Κατά 
την πολλαπλή ανθεκτικότητα, παρατηρούνται διαφορετικοί μηχανισμοί ανθεκτικότητας στον 
πληθυσμό, συνεπώς εντομοκτόνα με διαφορετικό τρόπο δράσης δεν είναι αποτελεσματικά 
στα άτομα του συγκεκριμένου πληθυσμού (Perera et al., 2008). Τέλος, στην 
πολλαπλασιαστική ανθεκτικότητα παρατηρείται ανθεκτικότητα που προέρχεται από την 
άθροιση των επιμέρους μηχανισμών ανθεκτικότητας (Hardstone et al., 2009).   

Έχουν χαρακτηριστεί τέσσερις επιμέρους μηχανισμοί ανθεκτικότητας: 

• Μεταβολική ή βιοχημική ανθεκτικότητα 
• Ανθεκτικότητα στόχου 
• Ηθολογική ανθεκτικότητα  
• Ανθεκτικότητα διείσδυσης  

1.2.1 Ανθεκτικότητα στόχου. 

Στην συγκεκριμένη διατριβή δόθηκε έμφαση στην ανθεκτικότητα στόχου όπου μεταλλαγές 
στα αμινοξέα που βρίσκονται στο σημείο πρόσδεσης του εντομοκτόνου αλλά και μηχανισμοί 
οι οποίοι αλλάζουν την έκφραση της πρωτεΐνης-στόχου (Van Leewen & Dermauw., 2016), 
καθιστούν το εντομοκτόνο λιγότερο ή και καθόλου αποτελεσματικό (http://www.irac-
online.org). 

Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί μία μη συνώνυμη μεταλλαγή στην διαμεμβρανική 
περιοχή του υποδοχέα Ρυανοδίνης, η G4946V. Η μεταλλαγή αυτή έχει ανακαλυφθεί σε 
στελέχη  P. xylostella (Guo et al., 2014, Troczka et al., 2012) και T. absoluta (η αρίθμηση 
σύμφωνα με την πρωτεΐνη της P. xylostella), (Roditakis et  al., 2017), τα οποία εμφανίζουν 
ανθεκτικότητα στα διαμίδια. Πιο συγκεκριμένα, η μεταλλαγή αυτή βρίσκεται μεταξύ της 
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έλικας S4 και του συνδέτη S4_S5, και έχει συσχετιστεί με μεγάλα ποσοστά ανθεκτικότητας 
(Roditakis et  al., 2017, Steinbach et al., 2015, Troczka et al., 2015).  

 

Εικόνα 9: Στοίχιση σχετικών αμινοξικών αλληλουχιών χρησιμοποιώντας την αρίθμηση που έχει το γονιδίωμα 
της Plutella xylostella. Px RyR: Plutella xylostella, AER25354. TaRyR: Tuta absoluta, APC65631. TcRyR: 
Tribolium castaneum, XP_008191330. DmRYR: Drosophila melanogaster, NP_476991 (Steinbach et al., 2015). 

 

Εικόνα 10: Δομή του υποδοχέα ρυανοδίνης (τροποποιημένο από τους Steinbach et al., 2015) που έχει βασιστεί 
στον υποδοχέα ρυανοδίνης Ι του κουνελιού (κωδικός δομής PDB 3J8H). Τα αμινοξέα που έχουν μαρκαριστεί με 
μπλε μπάρα ισαπέχουν περίπου 7 Å από το ενδιάμεσο σημείο μεταξύ των καταλοίπων που αντιστοιχούν στην 
Ι4790 και την G4946 στη δομή 3J8H τα οποία πιθανώς περιγράφουν τη θέση δέσμευσης της ρυανοδίνης στους 
RyR των εντόμων. 

Όσον αφορά την ACC, οι μεταλλαγές που έχουν βρεθεί και σχετίζονται με ανθεκτικότητα 
στα εντομοκτόνα αφορούν τις επικράτειες της καρβοξυλάση της βιοτίνης και της 
καρβοξυλοτρανσφεράσης. Οι σημειακές μεταλλαγές προς εξέταση ήταν η μετατροπή μιας 
αλανίνης σε βαλίνη όπως στο γονιδίωμα μιας ανθεκτικής Bemisia tabaci (A2001V, Ralf 
Nauen personal communication), η μετατροπή μιας αλανίνης σε θρεονίνη που έχει εντοπιστεί 
στο γονιδίωμα ανθεκτικού Tetranychus urticae (Α1079Τ, Van Leeuwen & Dermauw personal 
communication) και η μετατροπή ενός γλουταμικού οξέος σε λυσίνη που έχει αναφερθεί ως 
πιθανή αιτία ανθεκτικότητας στον Trialeurodes vaporariorum (Ε645Κ, Karatolos et al, 
2012). 

https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjQ6vC-zZ3WAhVLaxQKHaLJBqEQFgglMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FTetranychus_urticae&usg=AFQjCNHo30hBoYn47M1hPP0l_moSyNmmSg
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1.3 Τρόποι ανάλυσης του φαινομένου της ανθεκτικότητας. 
 
Η ανθεκτικότητα είναι ένα πολυπαραγοντικό φαινόμενο, γεγονός που φαίνεται από τους 
πολλαπλούς μηχανισμούς που μπορεί να την προκαλούν. Οι γνώσεις που προέρχονται από 
την ανάλυση του φαινομένου αυτού αποτελούν σημαντικά εργαλεία για την 
αποτελεσματικότερη αντιμετώπισή του. Αρκετές προσεγγίσεις και τεχνικές χρησιμοποιούνται 
προκειμένου να αποσαφηνιστεί η σχέση ανθεκτικών φαινοτύπων με συγκεκριμένα γονίδια 
και μεταλλαγές. 
 
 
 
1.3.1 Κλασικές τεχνικές για την αναγνώριση του ανθεκτικού φαινοτύπου. 
 
Βασική μέθοδος ανίχνευσης και μέτρησης της έντασης του φαινοτύπου, καθώς και 
συσχέτισής του με πιθανούς μηχανισμούς ανθεκτικότητας, αποτελούν οι βιοδοκιμές με 
εντομοκτόνα. Στις κλασικές βιοδοκιμές γίνεται σύγκριση της απόκρισης ενός ανθεκτικού με 
ένα ευαίσθητο στέλεχος, σε ένα ή περισσότερα εντομοκτόνα. Με τη μέθοδο αυτή, 
προσδιορίζονται τα επίπεδα ανθεκτικότητας και παρέχονται πληροφορίες για το μηχανισμό 
δράσης των ουσιών που χρησιμοποιούνται. Τα αποτελέσματα των βιοδοκιμών φαίνονται στα 
γραφήματα 1-6, 7-9 και στους συγκεντρωτικούς πίνακες 3,4,5. 
 
1.3.2 Συσχέτιση ανθεκτικότητας με συγκεκριμένους μοριακούς δείκτες. 
 
Η ανάπτυξη μοριακών τεχνικών ανάλυσης του γονιδιώματος έδωσε τη δυνατότητα για πιο 
λεπτομερή συσχέτιση του φαινοτύπου της ανθεκτικότητας με μοριακούς δείκτες. Δοκιμές 
που βασίζονται στην αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) χρησιμοποιούνται για 
ανίχνευση μεταλλαγών (βλ. π.χ. ανίχνευση μεταλλαγών  kdr (Vontas et al., 2007). Γονίδια 
που πιθανώς κωδικοποιούν ένζυμα αποτοξικοποίησης είναι δυνατόν να ανιχνεύονται μέσω 
ανάλυσης μικροσυστοιχιών (microarrays) (π.χ. βλ. Vontas et al., 2007), αλληλούχησης νέας 
γενιάς (next generation sequencing) (π.χ. Grigoraki et al., 2015) και αλληλούχησης RNA 
(RNA-seq). Mέσω της χαρτογράφησης γονιδίων παρέχονται πληροφορίες για το γενετικό 
υπόβαθρο ενός φαινοτύπου, και αναγνωρίζονται γονίδια που πιθανώς είναι υπεύθυνα για 
ανθεκτικότητα (για μια επισκόπηση βλ. Heckel, 2003). 

1.3.3 Επιβεβαίωση σχέσης ανθεκτικότητας-μοριακών δεικτών. 
 
Η τελική επιβεβαίωση για την σχέση των υποψήφιων μοριακών δεικτών και του φαινοτύπου 
της ανθεκτικότητας μπορεί να δοθεί μέσω διαφόρων τεχνικών. Για παράδειγμα, μελέτες in 
silico πραγματοποιούνται για τον έλεγχο πρόσδεσης του εντομοκτόνου στο σημείο στόχο ή 
στα ένζυμα αποτοξικοποίησης (O'Reilly et al., 2006). Η in vitro έκφραση ενζύμων 
αποτοξικοποίησης σε ετερόλογα συστήματα, όπως βακτήρια, ιοί και μύκητες έχει στόχο τον 
έλεγχο της ικανότητας μεταβολισμού εντομοκτόνων (Riga et al., 2015). Τεχνικές in vivo 
δίνουν τη δυνατότητα μελέτης του ρόλου του υποψήφιου ενζύμου/μεταλλαγής άμεσα, είτε 
στον ίδιο οργανισμό (όπως σίγηση RNA), είτε μέσω εκτοπικής έκφρασης σε άλλον 
οργανισμό (Baum et al. 2007).  
 
 
 
 
 



14 
 

1.4 Έντομα αγρονομικού ενδιαφέροντος και τρόποι αντιμετώπισης. 

1.4.1 Tuta absoluta  

Ο φυλλορύκτης της τομάτας ή αλλιώς Tuta absoluta είναι εχθρός μεγάλης οικονομικής 
σημασίας σε πολλές χώρες. Πρωτοεμφανίστηκε στην Λατινική Αμερική και μέχρι σήμερα 
έχει εξαπλωθεί στην Ευρώπη, την Νότια Αφρική και την Μέση Ανατολή. Ο βασικός του 
ξενιστής είναι η τομάτα αλλά έχει βρεθεί να προσβάλλει πατάτες, μελιτζάνες, ακόμα και 
φασόλια. Το βασικό χαρακτηριστικό της είναι ο τεράστιος αριθμός αυγών που εναποθέτει το 
κάθε θηλυκό (περίπου 300) και μπορεί να έχουμε δημιουργία 10-12 γενεών κάθε χρόνο. Στις 
τομάτες, καταστρέφει όλα τα μέρη του φυτού αν και οι λάρβες προτιμούν τους οφθαλμούς 
του επάνω μέρους του φυτού, τα νέα φύλλα, τα λουλούδια αλλά και τους ανώριμους 
πράσινους καρπούς (http://www.irac-online.org/pests/tuta-absoluta/).  

. 

 

Εικόνα 11: Το έντομο Tuta absoluta  και ο παγκόσμιος χάρτης στον οποίο τα πράσινα κουτάκια 
αντιστοιχούν σε περιοχές οι οποίες έχουν προσβληθεί κατά καιρούς από το έντομο αυτό 
(http://www.irac-online.org/pests/tuta-absoluta/).  

1.4.2 Tetranychus urticae  

Ο Tetranychus urticae ανήκει στα ακάρεα και έχει τεράστια οικονομική σημασία καθώς 
προκαλεί τεράστιες καταστροφές στις καλλιέργειες. Χρησιμοποιεί το στόμα του έτσι ώστε να 
διεισδύσει στα φυτικά κύτταρα που βρίσκονται στο κάτω μέρος του φύλλου και 
προσλαμβάνει το περιεχόμενο των κυττάρων με αποτέλεσμα σε ένα λεπτό να έχει 
καταστρέψει περίπου 20 φυτικά κύτταρα. Τα πρώτα αποτελέσματα της καταστροφής του 
φαίνονται ως μικρές λευκές βούλες, οι οποίες όσο συνεχίζεται η καταστροφή του φύλλου, 
ενώνονται και δημιουργούν μεγαλύτερες περιοχές με κατεστραμμένα κύτταρα τα οποία 
πλέον φαίνονται λευκά ή διάφανα.  

Ο κύκλος ζωής του είναι μικρός, συνεπώς οι απόγονοι είναι αρκετοί. Ο Tetranychus urticae 
εμφανίζει ένα πολύ ενδιαφέρουν χαρακτηριστικό κατά το οποίο όταν το θηλυκό δεν έχει 
γονιμοποιηθεί, γεννά απλοειδή αυγά τα οποία δίνουν μόνο αρσενικούς απογόνους. Έχει την 
ικανότητα να αναπτύσσει ανθεκτικότητα σε ακαρεοκτόνα σε πολύ μικρό χρονικό διάστημα, 
συνεπώς θεωρείται ένα από τα πιο ανθεκτικά είδη καθώς έχει αναπτύξει ανθεκτικότητα στα 
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περισσότερα εντομοκτόνα. Ως αποτέλεσμα αυτού, προσβάλλει πολλές περιοχές χωρίς να 
είναι εύκολη η αντιμετώπισή του (http://www.irac-online.org/pests/tetranychus-urticae/). 

 

 

Εικόνα 12: Το ακάρεο Tetranychus urticae και ο παγκόσμιος χάρτης στον οποίο τα πράσινα κουτάκια 
αντιστοιχούν σε περιοχές οι οποίες έχουν προσβληθεί κατά καιρούς από το έντομο αυτό (http://www.irac-
online.org/pests/tetranychus-urticae/). 

 

1.4.3 Bemisia tabaci 

Η B. tabaci (αλευρώδης του καπνού) είναι ένα έντομο το οποίο έχει βρεθεί σε όλες τις 
ηπείρους εκτός της Ανταρκτικής ενώ προσβάλλει πάνω από 900 φυτά συμπεριλαμβανομένων 
της πατάτας, του καπνού, της τομάτας κ.α. Παράλληλα, έχει ανακαλυφθεί πως μεταδίδει 
πάνω από 100 ιούς και τα μέρη στα οποία ευδοκιμεί είναι κυρίως τα τροπικά αλλά έχει βρεθεί 
πως προκαλεί τεράστιες καταστροφές όταν εισβάλει σε θερμοκήπια.   

Η αναγνώριση της προσβολής ενός φυτού γίνεται εύκολα αν εξεταστεί το κάτω μέρος του 
φύλλου. Κατά τα πρώτα στάδια της προσβολής, τα φύλλα εμφανίζουν ένα «μωσαϊκό» 
κίτρινου χρώματος ενώ το πράσινο χρώμα μειώνεται σταδιακά. Ακόμη, τα φύλλα μπορεί να 
γίνουν σγουρά και όλο το φυτό μπορεί να αποκτήσει δυσκαμψία με τα προσβεβλημένα 
φύλλα τελικά να πέφτουν.  

Τα ενήλικα θηλυκά γενούν περίπου 200 αυγά σε όλη τους τη ζωή τα οποία εκκολάπτονται 1-
2 εβδομάδες μετά την εναπόθεσή τους, κάτι που βέβαια εξαρτάται από την θερμοκρασία στην 
οποία βρίσκονται. Οι νύμφες 1ου σταδίου έχουν μήκος 0.3mm και μετά την θρέψη τους από 
το φυτό, γίνονται λάρβες 2ου σταδίου. Οι λάρβες συνολικά περνούν 5 στάδια μέχρι να γίνουν 
ενήλικα άτομα (http://www.irac-online.org/pests/bemisia-tabaci/).  
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Εικόνα 13: Το έντομο Bemisia tabaci και ο παγκόσμιος χάρτης στον οποίο τα πράσινα κουτάκια αντιστοιχούν 
σε περιοχές οι οποίες έχουν προσβληθεί κατά καιρούς από το έντομο αυτό (http://www.irac-
online.org/pests/bemisia-tabaci/). 

1.4.4 Trialeurodes vaporariorum 

O T. vaporariorum είναι ίσως το έντομο με τους περισσότερους ξενιστές οι οποίοι είναι 
περίπου 800 είδη. Εκτός από τα λαχανικά τα οποία προσβάλει, προσβάλει και τα 
διακοσμητικά φυτά των θερμοκηπίων. Κατάγεται από την Κεντρική Αμερική αλλά πλέον έχει 
βρεθεί σχεδόν σε όλο τον πλανήτη.  

Ο κύκλος ζωής των ενηλίκων είναι 3-6 εβδομάδες κατά την διάρκεια του οποίου τα θηλυκά 
γεννούν εκατοντάδες αυγά ενώ η αναπαραγωγή είναι παρθενογενετική. Οι νύμφες και τα 
ενήλικα τρέφονται μέσω των χυμών του φλοιώματος. Έχει παρατηρηθεί πως σε κάθε φύλλο 
μπορεί να υπάρχουν έως 2000 άτομα και η θρέψη τους από το φύλλο οδηγεί σε ανωμαλίες 
ανάπτυξης του φύλλου, μείωση απόδοσης φυτού, μαρασμό των φύλλων και σε ακραίες 
περιπτώσεις θάνατο του φυτού.  

 

Εικόνα 14: Το έντομο Trialeurodes Vaporariorum και ο παγκόσμιος χάρτης στον οποίο τα πράσινα κουτάκια 
αντιστοιχούν σε περιοχές οι οποίες έχουν προσβληθεί κατά καιρούς από το έντομο αυτό (http://www.irac-
online.org/pests/trialeurodes-vaporariorum/).  

1.4.5 Plutella xylostella 

Η P. xylostella είναι υπεύθυνη για πολλές καταστροφές φυτών καθώς η ενόποθεση των 
αυγών γίνεται πάνω στα φύλλα και η μαζική εκκόλαψή τους οδηγεί στην καταστροφή του 
φύλλου που είναι η τροφή των λαρβών. Τέτοιες μεγάλες καταστροφές έχουν γίνει σε 
καλλιέργειες λάχανου, μπρόκολου και κουνουπιδιού, καθώς οι λάρβες της P. xylostella 
τρέφονται από τα φύλλα. 



17 
 

Η Plutella xylostella  εντάσσεται στα λεπιδόπτερα και είναι ένα έντομο το οποία έχει 
μεταναστευτική συμπεριφορά καθώς δεν μπορεί να επιβιώσει σε έντονους χειμώνες σε 
αντίθεση με τα τροπικά κλίματα στα οποία εγκαθίσταται δίχως προβλήματα στην επιβίωση.  
τις χειμερινές περιόδους. Παγκοσμίως, οι καταστροφές που έχει προκαλέσει ανέρχονται σε 1 
δισεκατομμύριο δολάρια. Ο έλεγχος της P. xylostella θεωρείται πολύ δύσκολος καθώς η 
χρόνια και συνεχής χρήση εντομοκτόνων την έχει καταστήσει ανθεκτική στο μεγαλύτερο 
μέρος των εντομοκτόνων, ακόμα και απέναντι σε εντομοκτόνα τα οποία έχουν βρεθεί τα 
τελευταία χρόνια και έχουν νέους τρόπους δράσης (http://www.irac-online.org/pests/plutella-
xylostella/).  

 

 

Εικόνα 15: Το έντομο Plutella xylostella και ο παγκόσμιος χάρτης στον οποίο τα πράσινα κουτάκια 
αντιστοιχούν σε περιοχές οι οποίες έχουν προσβληθεί κατά καιρούς από το έντομο αυτό (http://www.irac-
online.org/pests/plutella-xylostella/). 

 

 

1.5 Γενετική μηχανική χρησιμοποιώντας την Drosophila melanogaster ως εργαλείο 
ανάλυσης βιολογικών μηχανισμών. 

1.5.1. Η χρήση του οργανισμού/μοντέλου Drosophila melanogaster για την μελέτη 
φαινοτύπων χρησιμοποιώντας τον μηχανισμό CRISPR/Cas 9. 

Το δίπτερο Drosophila melanogaster  είναι ένας οργανισμός μοντέλο ο οποίος έχει μελετηθεί 
σε πολύ μεγάλο βαθμό καθώς έχει μικρό κόστος συντήρησης, εύκολη ανάπτυξη του 
πληθυσμού, είναι μικρό σε μέγεθος και έχει μικρό κύκλο ζωής παράλληλα με πολλούς 
απογόνους σε κάθε γενιά (Morton 1993). Ακόμη, η δυνατότητα ακριβούς γονιδιακής 
τροποποίησης και κυρίως η πλήρης αλληλούχηση του γονιδιώματος, το καθιστούν από τα πιο 
σημαντικά εργαστηριακά έντομα/εργαλεία για τη μελέτη της ανθεκτικότητας στόχου στα 
εντομοκτόνα (Perry et al., 2011). 

Η Drosophila melanogaster είναι ένας οργανισμός μοντέλο ο οποίος έχει μελετηθεί σε πολύ 
μεγάλο βαθμό και έχουν δοκιμαστεί διάφοροι τρόποι ώστε να εισαχθούν στο γονιδίωμά της 
μεταλλαγές με μηχανισμούς αντίστροφης γενετικής και πιο συγκεκριμένα με το σύστημα 
CRISPR/Cas 9 (Xu  et al., 2015)  (Εικόνα 16).  
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Εικόνα 16: A) Η πρωτεΐνη Cas9 (κόκκινο) και το sgRNA (πράσινο) εισάγονται στην μύγα μέσω μικροενέσεων 
στα έμβρυα και βρίσκονται στην μορφή in vitro μεταγράφων. B) Η πρωτεΐνη Cas9 και το sgRNA εισάγονται στην 
μύγα μέσω πλασμιδίων που φέρουν το DNΑ το οποίο όταν εκφραστεί, θα παραχθουν η Cas9 και το sgRNA.  C) η 
πρωτεΐνη Cas9 έχει ήδη εισαχθεί στην μύγα, συνεπώς η μύγα είναι διαγονιδιακή και το sgRNA εισάγεται μέσω 
πλασμιδίου μετά από μικροένεση στα έμβρυα του διαγονιδιακού στελέχους. D) Έχουν ήδη δημιουργηθεί 
διαγονιδιακά στελέχη όπου το ένα στέλεχος εκφράζει την πρωτεΐνη Cas9 και το άλλο το sgRNA και στη συνέχεια 
αυτά τα στελέχη διασταυρώνονται ώστε να δημιουργηθεί μία μύγα η οποία φέρει και τα δύο αυτά στοιχεία τα 
οποία είναι απαραίτητα για να λειτουργήσει ο μηχανισμός CRISPR (Xu et al., 2015). 
 

 

1.5.2 Το σύστημα CRISPR/Cas9. 

Το 2012 ο Jinek και οι συνεργάτες του εφάρμοσαν για γονιδιωματική τροποποίηση 
ευκαρυωτικών οργανισμών έναν μηχανισμό των βακτηρίων και των αρχαίων ο οποίος τους 
παρέχει  ένα είδος προστασίας σε περιπτώσεις όπου ιοί και πλασμίδια επιχειρούν να τα 
προσβάλλουν. Το σύστημα αυτό ονομάζεται CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short 
Palindromic Repeats). Ανιχνεύτηκε πρώτη φορά ως σύστημα άμυνας (Ishino et al., 1987) και 
προωθεί τη σίγηση νουκλεϊκών οξέων τα οποία αναγνωρίζονται ως ξένα από τον ξενιστή.  

Το σύστημα αυτό όπως εφαρμόζεται σήμερα αποτελείται από μία πρωτεΐνη, την Cas9, η 
οποία  καθοδηγείται από το διμερές των CRISPR RNAs (crRNA) και trans-activating crRNA 
(tracrRNA) και δημιουργεί δίκλωνα θραύσματα στο DNA το οποίο αναγνωρίζεται. Η 
αναγνώριση γίνεται μέσω της αλληλουχίας  crRNA η οποία είναι συμπληρωματική ως προς 
το DNA στόχο σε ένα μέγεθος 20 νουκλεοτιδίων. Το διμερές των crRNA και tracrRNA 
ονομάζεται single guide RNA (sgRNA). Ένα ακόμη βασικά στοιχείο του μηχανισμού αυτού 
είναι η αλληλουχία ΡΑΜ (NGG) η οποία βρίσκεται ανοδικά του σημείου το οποίο 
αναγνωρίζει και δημιουργεί θραύσματα η πρωτεΐνη Cas9. Η αλληλουχία αυτή δεν υπάρχει 
στα βακτήρια, συνεπώς το «εαυτό» DNA δεν αναγνωρίζεται ως ξένο και δεν καταστρέφεται 
από το μηχανισμό αυτό (Jinek et al., 2012). 
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Τα θραύσματα αυτά του DNA ενεργοποιούν τους μηχανισμούς επιδιόρθωσης του 
οργανισμού που είναι ο ομόλογος ανασυνδυασμός και η μη ομόλογη ένωση των άκρων (non-
homologous end joining, NHEJ) . Κατά την NHEJ υπάρχει μεγάλη πιθανότητα να έχουμε 
προσθήκες και απαλοιφές κάποιων βάσεων, συνεπώς όταν επιθυμούμε στοχευμένη 
τροποποίηση του γονιδιώματος, επιλέγεται ο ομόλογος ανασυνδυασμός. Κατά τον ομόλογο 
ανασυνδυασμό, προσθέτουμε ένα εξωγενές τμήμα DNA (DNA donor ή DNA δότης) το οποίο 
συμπεριλαμβάνει τις αλλαγές στο γονιδίωμα που θέλουμε να προκαλέσουμε αλλά τα άκρα 
του (homology arms) είναι ομόλογα με την περιοχή που περιβάλλει την περιοχή στην οποία 
δρα η πρωτεΐνη Cas9. Έτσι ο οργανισμός χρησιμοποιεί το DNA δότη ως εκμαγείο για να 
επιδιορθώσει το γονιδίωμά του. Με αυτόν τον τρόπο, μπορούμε να απαλείψουμε τμήματα 
του DNA, να εισαγάγουμε σημειακές μεταλλαγές ή τμήματα ξένου DNA (Jinek et al., 2012) 
(Εικόνα 17). 

 

Εικόνα 17: Σχηματική απεικόνιση του συστήματος CRISPR/Cas9 και του ομόλογου ανασυνδυασμού 
χρησιμοποιώντας ένα DNA δότη (Charpentie & Doudna. 2013).  

1.6 Σκοπός της παρούσας εργασίας. 

Μέχρι τώρα, έχει αποδειχθεί πως η ανάπτυξη ανθεκτικότητας σε έντομα αγρονομικού 
ενδιαφέροντος αναπτύσσεται με ταχείς ρυθμούς συνεπώς είναι άμεση ανάγκη τόσο η 
κατανόηση των μηχανισμών που προκαλούν την ανθεκτικότητα, όσο και η εύρεση μεθόδων 
έτσι ώστε να μπορέσουμε να τις αντιμετωπίσουμε.  

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη της ανθεκτικότητας στόχου η οποία 
ενδεχομένως να προέρχεται από την ύπαρξη συγκεκριμένων σημειακών μεταλλαγών στο 
γονιδίωμα, και η αξιολόγηση του πιθανού ρόλου της κάθε μεταλλαγής. Πιο συγκεκριμένα, 
εισήχθησαν σημειακές μεταλλαγές (η G4946V στο γονίδιο του υποδοχέα ρυανοδίνης και οι 
Α2001V, E645K και A1079T στο γονίδιο της ACC) στο γονιδίωμα του οργανισμού μοντέλου 
Drosophila melanogaster μέσω του συστήματος CRISPR/Cas9. Στη συνέχεια, 
πραγματοποιήθηκε έλεγχος της ανθεκτικότητας σε γονιδιακά τροποποιημένους πληθυσμούς 
που έφεραν τις επιμέρους μεταλλαγές με τη χρήση εντομοκτόνων (διαμιδίων και τετρονικών 
οξέων, αντίστοιχα). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: Υλικά και μέθοδοι 

2.1 Χημικές ενώσεις  

Οι χημικές ενώσεις που χρησιμοποιήθηκαν για την μεταλλαγή που αφορά τον υποδοχέα 
ρυανοδίνης ήταν το flubendiamide (PubChem CID: 11193251), το chlorantraniliprole 
(PubChem CID: 11271640), το cyantraniliprole (PubChem CID: 134 11578610). Τα διαμίδια 
που χρησιμοποιήθηκαν για τις βιοδοκιμές ήταν σκευάσματα (περιείχαν συγκεκριμένο  
ποσοστό καθαρής ουσίας), με εμπορικές ονομασίες τις εξής: Belt 24 WG, (Bayer) για το 
flubendiamide, Altacor 35 WG (DuPont) για το chlorantraniliprole και Benevia 100 CS 
(DuPont) για το cyantraniliprole.  
Οι χημικές ενώσεις που χρησιμοποιήθηκαν για τις μεταλλαγές που αφορούν την ACC ήταν 
το spirodiclofen (PubChem CID 177863), το spiromesifen (PubChem CID 9907412) και το 
spirotetramat (PubChem CID 9969573). Τα τετρονικά οξέα που χρησιμοποιήθηκαν για τις 
βιοδοκιμές ήταν σκευάσματα, με εμπορικές ονομασίες τις εξής: Oberon 240 SC (Bayer) για 
το spiromesifen, Envidor 240 SC (Bayer) για το spirodiclofen και Movento 150 OD (Bayer) 
για το spirotetramat.  
 

2.2 Δημιουργία γονιδιωματικά τροποποιημένων στελεχών Drosophila melanogaster 

Στέλεχος  Περιγραφή  Πηγή 
 

y1 M{nos-Cas9.P}ZH-2A 
w* 
 

Εκφράζει την πρωτεΐνη Cas9 
στα γαμετικά κύτταρα υπό 
τον έλεγχο του υποκινητή 
nanos  
 

stock #54591 at Bloomington 
Drosophila Stock Center, 
Port, F. et al., 2014 

yw and yw, CyO / Sco Έχει στο 2ο χρωμόσωμα το 
Cy γονίδιο marker το οποίο 
προκαλεί τα κατσαρά φτερά 
και το scutoid γονίδιο marker 
το οποίο προωθεί την μείωση 
του αριθμού τριχών στο 
scutelum. Το CyO είναι 
χρωμόσωμα balancer. 

Prof Christos Delidakis, 
IMBB/FORTH and 
University of Crete, Greece. 

Πίνακας 1: Περιγραφή των στελεχών Drosophila melanogaster τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για την 
δημιουργία στελεχών ομόζυγων ως προς τις σημειακές μεταλλαγές ενδιαφέροντος. Το στέλεχος y1 M{nos-
Cas9.P}ZH-2A w* στο εξής θα αναφέρεται ως nos.Cas9. Με τον όρο balancer, ορίζουμε μία χρωμοσωμική 
περιοχή η οποία δεν έχει την δυνατότητα ανασυνδυασμού με την ομόλογη περιοχή του άλλου χρωμοσώματος. Το 
στοιχείο αυτό μας βοηθά κατά την επιλογή των ετερόζυγων ατόμων.  

Οι πληθυσμοί των μυγών διατηρούνται σε θερμοκρασία 25 °C, με υγρασία περίπου 60-70% 
και φωτοπερίοδο ανά 12 ώρες.  

 

 

 

 

https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjF4YPe2f7VAhUDPhQKHcEWAWgQFggwMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.cropscience.bayer.gr%2FProducts%2FCrop-Protection%2FInsecticides%2FOberon-240-SC.aspx&usg=AFQjCNG1gH1JdQQosEB1sMQUVvX_guSFyw
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2.3 Απομόνωση, καθαρισμός και ενίσχυση του DNA της Drosophila melanogaster.  

 Αρχικά, πραγματοποιείται αλληλούχηση μιας περιοχής του γονιδίου ενδιαφέροντος έτσι 
ώστε να αποσαφηνίσουμε αν το στέλεχος της μύγας το οποίο θα χρησιμοποιήσουμε για να 
εφαρμόσουμε το σύστημα CRISPR/Cas 9 (nos.Cas9) έχει αλλαγές σε σχέση με το 
δημοσιευμένο γονιδίωμα της Drosophila melanogaster (μονονουκλεοτιδικούς 
πολυμορφισμούς, ενθέσεις ή απαλοιφές. Το DNA απομονώθηκε και καθαρίστηκε από ιστούς 
Drosophila melanogaster χρησιμοποιώντας DNAzol® (MRC) σύμφωνα με τις οδηγίες του 
κατασκευαστή. Τρία  τυχαία άτομα μέσα από τον πληθυσμό ομογενοποιούνται σε 200μl 
αντιδραστηρίου. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 10.000 στροφές ανά λεπτό (rpm) για 10 
λεπτά και το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο eppendorf tube, όπου γίνεται προσθήκη 100μl 
αιθανόλης 100%. Μετά από έντονη ανάμιξη, το μείγμα φυγοκεντρείται στα 13.000rpm για 20 
λεπτά. Έπειτα το υπερκείμενο απομακρύνεται και το ίζημα ξεπλένεται με1ml 75% 
αιθανόλης. Ακολουθεί φυγοκέντρηση ξανά στα 13.000rpm για 5 λεπτά, απομάκρυνση της 
αιθανόλης και το ίζημα επαναδιαλύεται σε 50μl ΤΕ buffer ή Η2Ο.  
 
Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε ενίσχυση με PCR χρησιμοποιώντας συγκεκριμένα ζεύγη 
από εκκινητές (primers), η αλληλουχία των οποίων παρατίθεται αναλυτικά στον Πίνακα 6 με 
την χρήση της GoTaq® DNA πολυμεράσης (Promega Corporation). Οι συνθήκες που 
χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις PCR φαίνονται στον Πίνακα 2.  
 

• Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για να αλληλουχηθεί η περιοχή ενδιαφέροντος 
του υποδοχέα Ρυανοδίνης ήταν οι RyR1F, RyR1R, RyR2F, RyR2R, RyR3F, RyR3R. 
Η αλληχούχηση έγινε σε ένα κομμάτι του 2ου χρωμοσώματος της Drosophila 
melanogaster, μεγέθους 2367 που αντιστοιχεί στις περιοχές 2R:8885726:8888092 
σύμφωνα με το γονιδίωμα BDGP.  

• Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για να αλληλουχηθεί η περιοχή ενδιαφέροντος 
της ακετυλο-συνενζύμου Α καρβοξυλάσης ήταν οι ACC1F, ACC1R, ACC2F, 
ACC2R, ACC3F, ACC3R, ACC4F, ACC4R. Η αλληχούχηση έγινε σε ένα κομμάτι 
του 2ου χρωμοσώματος της Drosophila melanogaster, μεγέθους 4254 βάσεων που 
αντιστοιχεί στις περιοχές 2R: 7977099:7981352 σύμφωνα με το γονιδίωμα BDGP. 

 

 

Συνθήκες αντίδρασης PCR 
• 95°C για 2 λεπτά 
• Αποδιάταξη στους  95°C για 30΄΄ 
• Προσαρμογή των εκκινητων στο DNA 

εκμαγείο στους 56-58°C για 30΄΄ 
• Επιμήκυνση εκκινητών για 30-60΄΄ 

στους72°C 
• Τελικό βήμα επιμήκυνσης για 2΄  
• Σύνολο 30-35 κύκλοι 

Πίνακας 2:  Συνθήκες των αντιδράσεων PCR που χρησιμοποιήθηκαν ώστε να μπορέσουμε να 
αλληλουχήσουμε περιοχές ενδιαφέροντος του γονιδιώματος της Drosophila melanogaster. 

 

 

https://www.google.gr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiP9_H-2_7VAhWMbxQKHesUDjgQFgglMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.promega.com%2Fresources%2Fprotocols%2Fproduct-information-sheets%2Fg%2Fgotaq-dna-polymerase-m300-protocol%2F&usg=AFQjCNGTXD1K7T1NoAgQxA2VbJzLDbeoJA
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2.4 Στρατηγική για την γονιδιωματική τροποποίηση του οργανισμού μοντέλου Drosophila 
melanogaster. 

Σχεδιάστηκε μία ad hoc CRISPR/Cas9 στρατηγική για την τροποποίηση του γενωμικού DNA 
με σκοπό να εισάγουμε τις μεταλλαγές ενδιαφέροντος.  

Έπειτα, οι υποψήφιες περιοχές για να πραγματοποιηθεί το CRISPR, αναγνωρίστηκαν μέσω 
του online εργαλείου Optimal Target Finder (Gratz et al., 2014) 
(http://tools.flycrispr.molbio.wisc.edu/targetFinder/). Επιλέχθηκαν τα gRNA τα οποία είχαν 
τις λιγότερες πιθανότητες να δημιουργήσουν θραύσεις εκτός στόχου (off target effects).  

Για την κατασκευή πλασμιδίων οδηγών RNA (sgRNA) δημιουργήθηκαν δύο 
συμπληρωματικά μεταξύ τους 20νουκλεοτίδια, με ελεύθερα 5’ φωσφορυλιωμένα  άκρα 
(Invitrogen)συμπληρωματικά για το πλασμίδιο-δέκτη pU6.BbsI.chiRNA που έχει υποστεί 
πέψη με BbsI (Πίνακες 7, 8, 9, 10) Τα συμπληρωματικά 20νουκλεοτίδια  αναμίχθηκαν σε 
ισομοριακή τελική συγκέντρωση 20 mM (10μl από κάθε ένα ολιγονουκλεοτίδιο 
συγκέντρωσης 100μΜ σε 5μl NEB3 buffer και 25μl H2O), αποδιατάχθηκαν στους 95οC για 
περίπου 5 λεπτά και αφέθηκαν να επανέλθουν σε θερμοκρασία δωματίου ώστε να 
αναδιαταχθούν αργά προκειμένου να σχηματιστούν δίκλωνα μόρια. 

Ακολούθησε η εισαγωγή του σχηματισθέντος δίκλωνου ολιγονουκλεοτιδίου σε 
αποφωσφορυλιωμένο πλασμιδιακό φορέα pU6-BbsI-chiRNA, ο οποίος έχει υποστεί πέψη με 
το ένζυμο BbsI ώστε τα ελεύθερα άκρα του να είναι συμπληρωματικά με αυτά του δίκλωνου 
ολιγονουκλεοτιδίου. Τα κλωνοποιημένα sgRNAs θα βρίσκονται έτσι υπό τον έλεγχο του 
υποκινητή U6 ο οποίος αναγνωρίζεται από την RNA πολυμεράση ΙΙΙ που μεταγράφει μικρά 
πυρηνικά RNA. Για την ένθεσή τους (ligation) χρησιμοποιήθηκε το ένζυμο Τ4 DNA λιγάση 
και η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε αναλογία 1:3 (πλασμίδιο:ένθεμα) στους 4οC για 24 
ώρες. Στην συνέχεια ακολούθησε μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων E. coli DH5Α, με 
το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο που περιέχει τα sgRNAs. Εξετάστηκαν με PCR, αποικίες από 
μετασχηματισμένα με το πλασμίδιο κύτταρα, για την σωστή εισαγωγή του ενθέματος. 

Από τις θετικές αποικίες που βρέθηκαν, απομονώθηκε το πλασμιδιακό DNA 
χρησιμοποιώντας το kit της Qiagen (Plasmid Miniprep Kit, Catalog no.: ABIN4991401), και 
τα πλασμιδιακά DNA από κάθε θετική αποικία στάλθηκαν για αλληλούχηση στην εταιρία 
Macrogen. 

  
Εν συνεχεία, σχεδιάστηκαν και κατασκευάστηκαν de novo (Genscript) πλασμίδια που 
αποτελούν τον (donor DNA) για τον ομόλογο ανασυνδυασμό (Εικόνες 29, 31, 33, 35). Το 
κάθε ένα πλασμίδιο περιλαμβάνει ομόλογα άκρα ~950 βάσεων έτσι ώστε να επιτευχθεί ο 
ομόλογος ανασυνδυασμός. Τα πλασμίδια πέρα από την επιθυμητή μεταλλαγή, 
περιλαμβάνουν και κάποιες συνώνυμες τροποποιήσεις, σε σχέση με την αλληλουχία του 
αρχικού στελέχους (nos.Cas9), οι οποίες θα βοηθήσουν στην μοριακή ανίχνευση των 
τροποποιημένων ατόμων. Επίσης, περιλαμβάνει τροποποιήσεις στη θέση PAM ώστε να μην 
αναγνωρίζεται από την Cas9 και καταστρέφεται κατά τη διαδικασία CRISPR. 

• Για την μεταλλαγή G4946V του υποδοχέα ρυανοδίνης, οι συνώνυμες τροποποιήσεις 
που δημιουργήθηκαν είναι οι εξής: αλλαγή της αλληλουχίας ΡΑΜ από CCG σε CTG, 
δημιουργία μίας θέσης περιορισμού για την περιοριστική ενδονουκλεάση AatII η 

http://tools.flycrispr.molbio.wisc.edu/targetFinder/
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οποία θα πέψει μόνο το DNΑ των μεταλλαγμένων μυγών και απαλοιφή της 
περιοριστικής θέσης του ενζύμου PstI συνεπώς το ένζυμο πέπτει μόνο το DNA των 
μη μεταλλαγμένων/αγρίου τύπου (wild type) μυγών (Εικόνα 30).  

• Για την μεταλλαγή Α2001V της καρβοξυλάσης του ακετυλο-συνενζύμου Α, οι 
συνώνυμες τροποποιήσεις που δημιουργήθηκαν είναι οι εξής: αλλαγή της 
αλληλουχίας PAM από CCT σε CTT, δημιουργία μίας θέσης περιορισμού για την 
περιοριστική ενδονουκλεάση SacI η οποία θα πέψει μόνο το DNΑ των 
μεταλλαγμένων μυγών και απαλοιφή της περιοριστικής θέσης του ενζύμου NIaIV 
συνεπώς το ένζυμο πέπτει μόνο το DNA των μη μεταλλαγμένων/αγρίου τύπου (wild 
type) μυγών (Εικόνα 32). 

• Για την μεταλλαγή Ε645Κ της καρβοξυλάσης του ακετυλο-συνενζύμου Α, οι 
συνώνυμες τροποποιήσεις που δημιουργήθηκαν είναι οι εξής: αλλαγή των 2 ΡΑΜ 
αλληλουχιών που αναγνωρίζει η Cas9 ενδονουκλεάση, δημιουργία μίας θέσης 
περιορισμού για την περιοριστική ενδονουκλεάση AflII η οποία θα πέψει μόνο το 
DNΑ των μεταλλαγμένων μυγών και απαλοιφή της περιοριστικής θέσης του ενζύμου 
XhoI συνεπώς το ένζυμο πέπτει μόνο το DNA των μη μεταλλαγμένων/αγρίου τύπου 
(wild type) μυγών (Eικόνα 34). 

• Για την μεταλλαγή Α1079Τ της καρβοξυλάσης του ακετυλο-συνενζύμου Α, οι 
συνώνυμες τροποποιήσεις που δημιουργήθηκαν είναι οι εξής: αλλαγή των δύο ΡΑΜ 
αλληλουχιών που αναγνωρίζει η Cas9 ενδονουκλεάση, δημιουργία μίας θέσης 
περιορισμού για την περιοριστική ενδονουκλεάση PstI η οποία θα πέψει μόνο το 
DNΑ των μεταλλαγμένων μυγών και απαλοιφή της περιοριστικής θέσης του ενζύμου 
StuI συνεπώς το ένζυμο πέπτει μόνο το DNA των μη μεταλλαγμένων/αγρίου τύπου 
(wild type) μυγών (Εικόνα 36)  

 

2.5 Κατασκευή και ανίχνευση γενετικά τροποποιημένων ατόμων Drosophila melanogaster. 

Έμβρυα από το στέλεχος nos.Cas9 τα οποία εκφράζουν την Cas9 κατά την ωογένεση υπό τον 
έλεγχο του υποκινητή nanos (Port et al., 2014) ενέθηκαν στον γαμετικό πόλο με το μείγμα 
των πλασμιδίων που περιείχε 75ng/μl από κάθε gRNA και 100ng/μl από το πλασμίδιο δότη 
(Ren et al., 2014), διαλυμένα σε injection buffer (2mM sodium phosphate, pH 6.8-7.8, 
100mM KCl). Οι ενέσεις πραγματοποιήθηκαν από τον κ. Λειβαδάρα (IMBB-FORTH). 

Τα ενήλικα άτομα της ενεμμένης G0 γενιάς διασταυρώνονται με άτομα nos.Cas9 σε 
αναλογίες 1ενεμμένο:3 nos.Cas9 και η G1 γενιά ελέγχεται (απομόνωση γενωμικού DNA 30 
G1 πουπών) έτσι ώστε να ανιχνευτούν οι διασταυρώσεις οι οποίες έδωσαν ετερόζυγα 
μεταλλαγμένα άτομα μέσω του ομόλογου ανασυνδυασμού. Οι στρατηγικές για τον μοριακό 
έλεγχο είναι οι παρακάτω: 

• Για τον έλεγχο της ύπαρξης της μεταλλαγής G4946V, μετά την απομόνωση του 
DNA, ακολούθησε πέψη περίπου ~2µg του συνολικού DNA με PstI έτσι ώστε να 
πραγματοποιηθεί πέψη του μη μεταλλαγμένου/αγρίου τύπου αλληλομόρφου αλλά όχι 
του μεταλλαγμένου αλληλομόρφου καθώς το DNA δότης που έχει δημιουργηθεί 
περιέχει σιωπηλές μεταλλαγές στην αλληλουχία που αναγνωρίζει η περιοριστική 
ενδονουκλεάση PstI. Εν συνεχεία, χρησιμοποιείται ~30ng από το DNA που έχει 
υποστεί πέψη ως εκμαγείο για ενίσχυση με PCR.  Για την ανίχνευση 
χρησιμοποιήθηκαν οι γενικοί εκκινητές (GENFOR/GENREV Πίνακας 6) που 
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ενισχύουν τμήμα DNA 900 βάσεων το οποίο στη συνέχεια υπέστη πέψη με την 
περιοριστική ενδονουκλεάση  AatII η οποία πραγματοποιεί πέψη μόνο στο 
μεταλλαγμένο αλληλόμορφο. Ένας άλλος τρόπος που χρησιμοποιήθηκε για 
ανίχνευση των μεταλλαγμένων αλληλομόρφων ήταν η χρήση των ειδικών εκκινητών 
(VSpecF/GENREV) οι οποίοι προωθούν την ενίσχυση μίας περιοχής 233 βάσεων 
που αντιστοιχεί στα μεταλλαγμένα αλληλόμορφα.  

• Για τον έλεγχο της ύπαρξης της μεταλλαγής A2001V, χρησιμοποιήθηκαν για την 
PCR οι εκκινητές GenFor2001 και SpecRev2001 (Πίνακας 6), οι οποίοι ενισχύουν 
μόνο την περιοχή του γονιδιώματος στην οποία έχει ενσωματωθεί το DNA δότης και 
φέρει την επιθυμητή σημειακή μεταλλαγή. Το προϊόν που ενισχύεται έχει μέγεθος   
224 βάσεων. 

• Για τον έλεγχο της ύπαρξης της μεταλλαγής Ε645Κ, χρησιμοποιήθηκαν για την PCR 
οι ειδικοί εκκινητές SpecFor645 και SpecRev645 (Πίνακας 6), οι οποίοι ενισχύουν 
μόνο την περιοχή του γονιδιώματος στην οποία έχει ενσωματωθεί το DNA δότης και 
φέρει την επιθυμητή σημειακή μεταλλαγή. Το προϊόν που ενισχύεται έχει μέγεθος   
1037 βάσεων.   

• Για τον έλεγχο της ύπαρξης της μεταλλαγής Α1079Τ, χρησιμοποιήθηκαν για την 
PCR οι εκκινητές ACC3F και SpecRev1079 (Πίνακας 6), οι οποίοι ενισχύουν μόνο 
την περιοχή του γονιδιώματος στην οποία έχει ενσωματωθεί το DNA δότης και φέρει 
την επιθυμητή σημειακή μεταλλαγή. Το προϊόν που ενισχύεται έχει μέγεθος 690 
βάσεων. 

Στην περίπτωση κατά την οποία ανιχνευτούν μεταλλαγμένες μύγες, πραγματοποιούνται  
διασταυρώσεις με την G1 γενιά με αναλογία 1G1: 3nos.Cas9 έτσι ώστε να παραχθεί η G2 

γενιά. Στη συνέχεια, τα άτομα τις G1 γενιάς που διασταυρώθηκαν για την δημιουργία της G2 
γενιάς, χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση του μεταλλαγμένου αλληλομόρφου μέσω PCR 
με τα ζεύγη των εκκινητών τα οποία έχουν σχεδιαστεί με τέτοιο τρόπο ώστε να αναγνωρίζουν 
μόνο τα μεταλλαγμένα αλληλόμορφα.  

Αφού εγκαθιδρύθηκαν στελέχη τα οποία προέρχονταν από θετικά G1 άτομα, και άτομα από 
την G2 γενιά (το 50% των οποίων αναμένεται να είναι ετερόζυγες για το μεταλλαγμένο 
αλληλόμορφο) διασταυρώθηκαν με άτομα που περιέχουν balancer στο 2ο χρωμόσωμα (yw, 
CyO / Sco, Πίνακας 1). Ένα χρωμόσωμα balancer είναι το προϊόν πολλαπλών 
χρωμοσωμικών αναστροφών ώστε να διαταράσσονται οι συνάψεις μεταξύ ομόλογων 
χρωμοσωμάτων, διασφαλίζοντας έτσι την ακέραια ύπαρξη της μεταλλαγής στη θέση όπου 
βρίσκεται καθιστώντας αδύνατο τον ανασυνδυασμό. Ακολουθεί μοριακός έλεγχος των 
ατόμων G2, το 50% των οποίων αναμένεται να φέρουν τη μεταλλαγή. 
 
Απόγονοι των θετικών ατόμων G2, διασταυρώνονται ξανά (ανάδρομη διασταύρωση) με το 
αρχικό στέλεχος balancer. Από αυτή τη διασταύρωση, όσα άτομα προέρχονται από θετικούς 
γονείς φέρουν τώρα το τροποποιημένο αλληλόμορφο απέναντι από balancer. Για την 
δημιουργία ομόζυγων στελεχών, τα άτομα που φέρουν σγουρά φτερά και φέρουν 
φυσιολογικό αριθμό τριχών στο scutelum (4), διασταυρώθηκαν μεταξύ τους. Τέλος, τα 
ομόζυγα άτομα που προκύπτουν επιλέγονται κατά του balancer CyΟ και διασταυρώνονται 
μεταξύ τους για τη διατήρηση του γονιδιωματικά τροποποιημένου στελέχους και ελέγχονται 
με αλληλούχηση (Macrogen). Η διαδικασία των διασταυρώσεων περιγράφεται στην Εικόνα 
18. 
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Εικόνα 18: Παρουσιάζεται η ροή των γενετικών διασταυρώσεων προκειμένου να δημιουργηθεί ομόζυγο άτομο 
ως προς την μεταλλαγή ενδιαφέροντος (Douris et al., 2017).  

2.6 Βιοδοκιμές διατροφής (feeding bioassays) στα ομόζυγα, ως προς τις μεταλλαγές 
ενδιαφέροντος, στελέχη. 

Κατά τις βιοδοκιμές τοξικότητας στην Drosophila  melanogaster, 20 λάρβες 2ου σταδίου 
απομονώνονται και τοποθετούνται σε πλαστικούς σωλήνες (vials) οι οποίοι περιέχουν τροφή 
μυγών αναμεμιγμένη με διαφορετικές συγκεντρώσεις εντομοκτόνου ενδιαφέροντος (18ml 
τροφής μαζί με 2ml εντομοκτόνο). Η ανάπτυξη των λαρβών παρακολουθείται για 7-12 
ημέρες και καταγράφονται δεδομένα όπως ο αριθμός των ατόμων που επιβιώνουν ως το 
στάδιο της νύμφης και η βιωσιμότητα των ενηλίκων. Οι συγκεντρώσεις οι οποίες 
χρησιμοποιούνται σε κάθε βιοδοκιμή στοχεύουν στο να προκαλέσουν 5-95% θνησιμότητα. 
Σε κάθε βιοδοκιμή, χρησιμοποιούνται 5-10 διαφορετικές συγκεντρώσεις εντομοκτόνου μαζί 
με την δόση ελέγχου η οποία δεν περιέχει εντομοκτόνο και βοηθά στην κανονικοποίηση των 
αποτελεσμάτων σε σχέση με το σφάλμα που προκύπτει λόγω πιθανού λάθος χειρισμού. Τρεις  
επαναλήψεις της κάθε συγκέντρωσης χρησιμοποιούνται με σκοπό ο μέσος όρος της 
επιβίωσης να αποτελέσει το τελικό αποτέλεσμα. Οι ίδιες συγκεντρώσεις εξετάζονται τόσο 
στα γενετικά τροποποιημένα άτομα όσο και σε άτομα αγρίου τύπου. 

2.7 Στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων. 

Τα αποτελέσματα των βιοδοκιμών χρησιμοποιήθηκαν ώστε να βρεθούν οι τιμές LC50 που 
αντιπροσωπεύουν την συγκέντρωση του εντομοκτόνου η οποία είναι ικανή να θανατώσει το 
50% του πληθυσμού. Ο υπολογισμός των τιμών LC50, έγινε με τη χρήση του προγράμματος 
PoLoPlus (2002, LeOra Software, Berkeley, 167CA). Το πρόγραμμα αυτό χρησιμοποιεί ένα 
εξειδικευμένο μοντέλο παλινδρόμησης για την ανάλυση διωνυμικών μεταβλητών (Probit 
analysis). Ο δείκτης της ανθεκτικότητας (Resistance Ratio) υπολογίστηκε από τον λόγο του 
LC50  των ανθεκτικών ατόμων προς το LC50 των ευαίσθητων. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: Αποτελέσματα 
 
3.1 Δημιουργία διαγονιδιακών στελεχών Drosophila melanogaster με εισαγωγή μεταλλαγών 
που σχετίζονται με ανθεκτικότητα σε εντομοκτόνα 

3.1.1 Εισαγωγή της μεταλλαγής G4946V στο γονίδιο του υποδοχέα ρυανοδίνης. 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε αλληλούχηση της περιοχής στην οποία θα γίνει εισαγωγή της 
μεταλλαγής σε γενωμικό DNA του στελέχους nos.Cas9. Δεν παρουσιάστηκαν διαφορές στην 
αλληλουχία του στελέχους σε σχέση με την δημοσιευμένη αλληλουχία. Οι οδηγοί RNA και 
το πλασμίδιο δότης που χρησιμοποιήθηκε σχεδιάστηκαν όπως περιγράφεται στη ενότητα 2.4. 
 
Αφού πραγματοποιήθηκαν οι ενέσεις στα έμβρυα, συλλέχθηκαν οι προνύμφες πρώτου 
σταδίου και τοποθετήθηκαν σε πλαστικούς σωλήνες με τροφή. Τα άτομα που έφτασαν στο 
στάδιο του ενήλικου εντόμου (G0) διασταυρώθηκαν με άτομα nos.Cas9 και ~30 απόγονοί 
τους (G1) ελέγχθηκαν δειγματοληπτικά “μαζικά” με PCR ενίσχυση της περιοχής του 
γονιδίου, χρησιμοποιώντας δύο διαφορετικά ζεύγη εκκινητών (GENFOR/GENREV και 
VSpecF/GENREV). Βρέθηκε ότι έχει γίνει εισαγωγή της μεταλλαγής σε κάποιους απογόνους 
τεσσάρων από τις 22 διασταυρώσεις που έδωσαν απογόνους G1 (Eικόνα 19).  

 

Εικόνα 19: Ανίχνευση των θετικών στελεχών πραγματοποιώντας PCR με τους ειδικούς εκκινητές 
VSpecF/GENREV που ενισχύουν τμήμα 347 βάσεων. Το DNA που χρησιμοποιήθηκε προήλθε από “μαζική” 
απομόνωση DNA περίπου 30 ατόμων της G1 γενιάς. Παρατηρούνται οι τέσσερις θετικές σειρές που προέκυψαν 
για την μεταλλαγή G4946V. Το Ρ είναι ο θετικός μάρτυρας που στην περίπτωση αυτή χρησιμοποιήθηκε ως 
εκμαγείο το πλασμίδιο με το DNΑ δότη που ενέθηκε. Το Ν είναι ο αρνητικός μάρτυρας όπου  χρησιμοποιήθηκε 
DNA από τις μύγες nos.Cas9. 

Στη συνέχεια ακολουθήθηκε η ροή των διασταυρώσεων όπως φαίνεται στην Εικόνα 18. Στην 
Εικόνα 20, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου μεμονωμένων ατόμων 
G3. Το DNA έχει ενισχυθεί με τους ειδικούς εκκινητές και το προϊόν της αντίδρασης έχει 
μέγεθος 347 βάσεις. 
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Εικόνα 20: Μοριακός έλεγχος μεμονωμένων ατόμων που προέρχονται από τη διασταύρωση G3 με yw, CyO / 
Sco. Το DNA έχει ενισχυθεί με χρήση ειδικών εκκινητών. Το Ρ είναι ο θετικός μάρτυρας που στην περίπτωση 
αυτή χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο το πλασμίδιο με το DNΑ δότη που ενέθηκε. Το Ν είναι ο αρνητικός μάρτυρας 
όπου  χρησιμοποιήθηκε DNA από τις μύγες nos.Cas9. Το Β είναι η αντίδραση PCR στην οποία δεν υπάρχει 
καθόλου εκμαγείο DNA.  

Στο σημείο της ομοζύγωσης έφτασε μόνο μία σειρά η οποία ονομάστηκε RyRV4. Η ύπαρξη 
της μεταλλαγής επιβεβαιώθηκε με αλληλούχηση της περιοχής του γονιδίου του υποδοχέα 
ρυανοδίνης. Η ενίσχυση του τμήματος ενδιαφέροντος πραγματοποιήθηκε με γενικούς 
εκκινητές (GENFOR/GENREV). 

 

 

 

Εικόνα 21: Χρωματογράφημα από την αλληλούχιση ομόζυγου ατόμου RyRV4, όπου φαίνεται η ύπαρξη του 
καταλοίπου βαλίνη (GTG) αντί για γλυκίνη (GGG) στη θέση 4649. 

 

 

. 
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Βιοδοκιμές  

Πραγματοποιήθηκαν βιοδοκιμές διατροφής σε προνύμφες δευτέρου σταδίου του στελέχους 
RyRV4 και ταυτόχρονα, στις ίδιες συνθήκες, ελέγχθηκαν άτομα του μητρικού στελέχους 
(nos.Cas9) ως πειράματα ελέγχου. Επιπροσθέτως, πραγματοποιήθηκαν βιοδοκιμές διατροφής 
σε άλλο στέλεχος το οποίο έχει κατασκευαστεί στο εργαστήριο με το σύστημα CRISPR/Cas9 
(Douris et al. 2017), το οποίο φέρει μία σημειακή μεταλλαγή στην θέση Μ4790Ι του 
υποδοχέα ρυανοδίνης Οι βιοδοκιμές αυτές έγιναν με την χρήση σκευασμάτων διαμιδίων 
(Altacor, Belt, Benevia) και σκοπός ήταν η αναγνώριση της ποσότητας του εντομοκτόνου 
που κατά μέσο όρο προκαλεί τον θάνατο του 50% των λαρβών που υπάρχουν σε κάθε vial.  

  

 

 

 
Γράφημα  1: Βιοδοκιμή με το εντομοκτόνο Benevia (cyantraniliprole). Παρουσιάζονται τα ποσοστά 
θνησιμότητας  σε σχέση με τη συγκέντρωση του υπό μελέτη εντομοκτόνου για κάθε ένα από τα τρία υπό εξέταση 
στελέχη. Οι τιμές εκφράζουν το μέσο όρο ± τυπικό σφάλμα (SEM). 
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Γράφημα  2: Βιοδοκιμή με υψηλές συγκεντρώσεις του εντομοκτόνου Benevia (cyantraniliprole). 
Παρουσιάζονται τα ποσοστά θνησιμότητας του στελέχους RyRV4 όπου παρατηρείται πως η θνησιμότητα δεν 
υπερβαίνει το 80%. Οι τιμές εκφράζουν το μέσο όρο ± τυπικό σφάλμα SEM. 

 

Γράφημα  3: Βιοδοκιμή με το εντομοκτόνο Altacor (chlorantraniliprole). Παρουσιάζονται τα ποσοστά 
θνησιμότητας σε σχέση με τη συγκέντρωση του υπό μελέτη εντομοκτόνου για κάθε ένα από τα δύο υπό εξέταση 
στελέχη. Οι τιμές εκφράζουν το μέσο όρο ± τυπικό σφάλμα SEM. 
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Γράφημα  4: Βιοδοκιμή με υψηλές συγκεντρώσεις του εντομοκτόνου Altacor (chlorantraniliprole). 
Παρουσιάζονται τα ποσοστά θνησιμότητας του στελέχους RyRV4 όπου παρατηρείται πως η θνησιμότητα δεν 
υπερβαίνει το 70%. Οι τιμές εκφράζουν το μέσο όρο ± τυπικό σφάλμα SEM. 

 

Γράφημα  5: Βιοδοκιμή με το εντομοκτόνο Belt (flubendiamide). Παρουσιάζονται τα ποσοστά θνησιμότητας 
του στελέχους RyRV4 σε σχέση με το nos.Cas9. Οι τιμές εκφράζουν το μέσο όρο ± τυπικό σφάλμα SEM. 
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Γράφημα  6: Βιοδοκιμή με το εντομοκτόνο Belt (flubendiamide). Παρουσιάζονται τα ποσοστά θνησιμότητας  
του στελέχους M4790I16.2 σε σχέση με τις συγκεντρώσεις του εντομοκτόνου που χρησιμοποιούνται. Οι τιμές 
εκφράζουν το μέσο όρο ± τυπικό σφάλμα  SEM. 

 

 

Χημική ένωση Στέλεχος Slope ± se LC50 (95% CI) 
µg/ml 

X2 (df) RR (95% CI) 

Chlorantraniliprole nos.Cas9 2.291 ± 0.262 0.052 (0.039-0.068) 14.791 (10) 1 

RyRV4 0.581±0.085 10.2 (4.1-25.5) 11.33 (13) 194.7 (78.3-483.9) 

Flubendiamide nos.Cas9 4.761±0.929 3.7 (2.7-4.4) 19.2 (19) 1 

RyRV4 0.575±0.072 335.7 (154.7-665.5) 18.8 (28) 91.3 (43.2-92.9) 

Cyantraniliprole nos.Cas9 6.107±1.578 0.047 (0.036-0.053) 11.72 (12) 1 

RyRV4 0.43±0.060 0.256 (0.048-0.874) 54.64 (19) 5.4 (2.6-11.4) 

Πίνακας 3: Δεδομένα θνησιμότητας στα εντομοκτόνα chlorantraniliprole (Altacor), flubendiamide (Belt), και 
cyantraniliprole (Benevia) τα οποία χρησιμοποιήθηκαν σε λάρβες Drosophila melanogaster στελεχών RyRV4 
(γενετικά τροποποιημένο στέλεχος που φέρει την σημειακή μεταλλαγή G4946V σε ομόζυγη κατάσταση) και 
nos.Cas9 (στέλεχος αγρίου τύπου). LC50 (Lethal concentration for 50% mortality): συγκέντρωση που θανατώνει 
το 50% του πληθυσμού, RR (Resistance Ratio): συντελεστής ανθεκτικότητας, Slope ± se: κλίση ευθείας και 
απόκλιση, X2: δοκιμής καλής αντιπροσώπευσης από ευθεία *Ρ<0.05, **Ρ<0.01, ***Ρ<0.00. (Douris et al., 2017). 
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Χημική ένωση Στέλεχος Slope ± se LC50 (95% CI) 
µg/ml 

X2 (df) RR (95% CI) 

Chlorantraniliprole M4790I16.2 2.921±0.274 0.0069(0.0061-0.081) 9.022 (16) 1 

nos.Cas9 2.291 ±0.262 0.052 (0.039-0.068) 14.791 (10) 7.5 (5.96-9.50) 

Flubendiamide M4790I16.2 6.770±1.234 0.24(0.2-0.27) 16.2 (16) 1 

nos.Cas9 4.761±0.929 3.7 (2.7-4.4) 19.2 (19) 15.3 (12.1-19.4) 

Cyantraniliprole M4790I16.2 4.689±0.533 0.017(0.015-0.019) 11.76 (15) 1 

nos.Cas9 6.107±1.578 0.047 (0.036-0.053) 11.72 (12) 2.7 (2.2- 3.4) 

Πίνακας 4: Δεδομένα θνησιμότητας στα εντομοκτόνα chlorantraniliprole (Altacor), flubendiamide (Belt), και 
cyantraniliprole (Benevia) τα οποία χρησιμοποιήθηκαν σε λάρβες Drosophila melanogaster στελεχών 
M4790I16.2 (γενετικά τροποποιημένο στέλεχος που φέρει την σημειακή μεταλλαγή M4790I σε ομόζυγη 
κατάσταση) και nos.Cas9 (στέλεχος αγρίου τύπου) (Douris, V et al., 2017).  

 

3.1.2 Εισαγωγή της μεταλλαγής A2001V στο γονίδιο της καρβοξυλάσης του ακετυλο-
συνένζυμου Α.  

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε αλληλούχηση της περιοχής στην οποία θα γίνει εισαγωγή της 
μεταλλαγής σε γενωμικό DNA του στελέχους nos.Cas9. Δεν παρουσιάστηκαν διαφορές στην 
αλληλουχία του στελέχους σε σχέση με την δημοσιευμένη αλληλουχία. Οι οδηγοί RNA και 
το πλασμίδιο δότης που χρησιμοποιήθηκε σχεδιάστηκαν όπως περιγράφεται στην ενότητα 2.2 
(Πίνακας 7). Η διαδικασία για την απόκτηση των σειρών περιγράφεται αναλυτικά στην 
παράγραφο 2.5.Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν έτσι ώστε να ανιχνευτούν τα 
μεταλλαγμένα αλληλόμορφα ήταν οι GenFor2001, SpecRev2001. Βρέθηκε να έχει γίνει 
εισαγωγή της μεταλλαγής σε 16 από τις 33 διασταυρώσεις που έδωσαν απογόνους G1 
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Εικόνα 22: Ανίχνευση των θετικών στελεχών  πραγματοποιώντας PCR με τους ειδικούς εκκινητές 
GenFor2001, SpecRev2001που ενισχύουν τμήμα 224 βάσεων. Το DNA που χρησιμοποιήθηκε προήλθε από 
“μαζική απομόνωση DNA περίπου 30 ατόμων της G1 γενιάς. Παρατηρούνται 6 θετικές σειρές για την μεταλλαγή 
Α2001V. Το Ρ είναι ο θετικός μάρτυρας που στην περίπτωση αυτή χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο το πλασμίδιο με 
το DNΑ δότη που ενέθηκε. Το Ν είναι ο αρνητικός μάρτυρας όπου  χρησιμοποιήθηκε DNA από τις μύγες 
nos.Cas9. Το Β είναι η αντίδραση PCR στην οποία δεν υπάρχει καθόλου εκμαγείο DNA. 

Στη συνέχεια ακολουθήθηκε η ροή των διασταυρώσεων όπως φαίνεται στην Εικόνα 18. Στην 
Εικόνα 23, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου μεμονωμένων ατόμων 
G3. Το DNA έχει ενισχυθεί με τους ειδικούς εκκινητές και το προϊόν της αντίδρασης έχει 
μέγεθος 224 βάσεις. 

 

Εικόνα 23: Μοριακός έλεγχος μεμονωμένων ατόμων που προέρχονται από τη διασταύρωση G3 με yw, CyO / 
Sco. Το DNA έχει ενισχυθεί με χρήση των εκκινητών GenFor2001, SpecRev2001. Το Ρ είναι ο θετικός μάρτυρας 
που στην περίπτωση αυτή χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο το πλασμίδιο με το DNΑ δότη που ενέθηκε. Το Ν είναι ο 
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αρνητικός μάρτυρας όπου  χρησιμοποιήθηκε DNA από τις μύγες nos.Cas9. Το Β είναι η αντίδραση PCR στην 
οποία δεν υπάρχει καθόλου εκμαγείο DNA. 

 

 

 

Εικόνα 24:  Χρωματογράφημα από την αλληλούχηση ομόζυγου ατόμου A2001V14.3, όπου φαίνεται η ύπαρξη 
όπου φαίνεται η ύπαρξη του καταλοίπου βαλίνη (GTG) αντί για αλανίνη (GCC) στη θέση 2001. 

 
 

 

 

 

Βιοδοκιμές  

Πραγματοποιήθηκαν βιοδοκιμές διατροφής σε προνύμφες δευτέρου σταδίου του στελέχους 
54 και ταυτόχρονα, στις ίδιες συνθήκες, ελέγχθηκαν άτομα του μητρικού στελέχους 
(nos.Cas9)ως πειράματα ελέγχου. Οι βιοδοκιμές αυτές έγιναν με την χρήση σκευασμάτων 
Τετρονικών Οξέων (Movento, Oberon, Envidor) και σκοπός ήταν η αναγνώριση της 
ποσότητας του εντομοκτόνου που προκαλεί τον θάνατο του 50% των λαρβών που υπάρχουν 
σε κάθε vial.  
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Γράφημα  7: Βιοδοκιμή με το εντομοκτόνο Envidor (spirodiclofen). Παρουσιάζονται τα ποσοστά 
θνησιμότητας  του στελέχους nos.Cas9 σε σχέση με τις συγκεντρώσεις του εντομοκτόνου που χρησιμοποιούνται. 
Οι τιμές εκφράζουν το μέσο όρο ± το τυπικό σφάλμα SEM. 

 

Γράφημα  8: Βιοδοκιμή με το εντομοκτόνο Oberon (spiromesifen). Παρουσιάζονται τα ποσοστά θνησιμότητας  
του στελέχους nos.Cas9 σε σχέση με τις συγκεντρώσεις του εντομοκτόνου που χρησιμοποιούνται. Οι τιμές 
εκφράζουν το μέσο όρο ± το τυπικό σφάλμα SEM. 
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Γράφημα  9: Βιοδοκιμή με υψηλές συγκεντρώσεις του εντομοκτόνου Oberon (spiromesifen). Παρουσιάζονται 
τα ποσοστά θνησιμότητας  του στελέχους A2001V14.3 σε σχέση με τις συγκεντρώσεις του εντομοκτόνου που 
χρησιμοποιούνται. Οι τιμές εκφράζουν το μέσο όρο ± το τυπικό σφάλμα SEM. 

 

 

Χημική ένωση Στέλεχος Slope ± se LC50 (95% CI) 
µg/ml 

X2 (df) RR (95% CI) 

Spiromesifen  nos.Cas9 5.315±0.548 1.383 (1.224-1.528) 20.784 (16) 1 

A2001V14.3  >5000  >3.615 

Spirodiclofen  nos.Cas9 8.829 ±0.842 5.616 (5.347-5.869) 16.568 (18) 1 

A2001V14.3  >5000  >890 

Πίνακας 5: Δεδομένα θνησιμότητας στα εντομοκτόνα Spiromesifen (Oberon) και Spirodiclofen (Envidor) τα 
οποία χρησιμοποιήθηκαν σε λάρβες Drosophila melanogaster στελεχών A2001V14.3 (γενετικά τροποποιημένο 
στέλεχος που φέρει την σημειακή μεταλλαγή A2001V σε ομόζυγη κατάσταση) και nos.Cas9 (στέλεχος αγρίου 
τύπου).  

 

3.1.3 Εισαγωγή της μεταλλαγής E645K στο γονίδιο της καρβοξυλάσης του ακετυλο-
συνένζυμου Α. 

Η διαδικασία για την κατασκευή των σειρών περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 2.5. 
Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν έτσι ώστε να ανιχνευτούν τα μεταλλαγμένα 
αλληλόμορφα ήταν οι SpecFor645 και SpecRev645 (Πίνακας 6). Βρέθηκε να έχει γίνει 
εισαγωγή της μεταλλαγής σε 5 από τις 46 διασταυρώσεις που έδωσαν απογόνους G1. 
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Εικόνα 25: Ανίχνευση των θετικών στελεχών  πραγματοποιώντας PCR με τους ειδικούς εκκινητές SpecFor645, 
SpecRev645 που ενισχύουν τμήμα 1037 βάσεων. Το DNA που χρησιμοποιήθηκε προήλθε από “μαζική’’ 
απομόνωση DNA της G1 γενιάς. Παρατηρούνται 2 από τις 5 θετικές σειρές για την μεταλλαγή Ε645Κ. Το Ρ είναι 
ο θετικός μάρτυρας που στην περίπτωση αυτή χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο το πλασμίδιο με το DNΑ δότη που 
ενέθηκε. Το Ν είναι ο αρνητικός μάρτυρας όπου  χρησιμοποιήθηκε DNA από τις μύγες nos.Cas9. Το Β είναι η 
αντίδραση PCR στην οποία δεν υπάρχει καθόλου εκμαγείο DNA. 

Στη συνέχεια ακολουθήθηκε η ροή των διασταυρώσεων όπως φαίνεται στην Εικόνα 18.  

Στην Εικόνα 26, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου μεμονωμένων 
ατόμων G3. Το DNA έχει ενισχυθεί με τους ειδικούς εκκινητές και το προϊόν της αντίδρασης 
έχει μέγεθος 1037 βάσεις.  

 

Εικόνα 26: Μοριακός έλεγχος μεμονωμένων ατόμων που προέρχονται από τη διασταύρωση G3 με yw, CyO/ 
Sco. Το DNA έχει ενισχυθεί με χρήση των εκκινητών SpecFor645, SpecRev645 και το προϊόν είναι μεγέθους 
1037 βάσεων. Το Ρ είναι ο θετικός μάρτυρας που στην περίπτωση αυτή χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο το 
πλασμίδιο με το DNΑ δότη που ενέθηκε. Το Ν είναι ο αρνητικός μάρτυρας όπου  χρησιμοποιήθηκε DNA από τις 
μύγες nos.Cas9. Το Β είναι η αντίδραση PCR στην οποία δεν υπάρχει καθόλου εκμαγείο DNA. 
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3.1.4 Εισαγωγή της μεταλλαγής A1079T στο γονίδιο της καρβοξυλάσης του ακετυλο-
συνένζυμου Α.  

Η διαδικασία για την απόκτηση των σειρών περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 2.5. Οι 
εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν έτσι ώστε να ανιχνευτούν τα μεταλλαγμένα αλληλόμορφα 
ήταν οι ACC3F και SpecRev1079 (Πίνακας 6). Βρέθηκε να έχει γίνει εισαγωγή της 
μεταλλαγής σε 4 από τις 31 διασταυρώσεις που έδωσαν απογόνους G1. 

 

Εικόνα 27: Ανίχνευση των θετικών στελεχών  πραγματοποιώντας PCR με τους εκκινητές ACC3F και 
SpecRev1079 που ενισχύουν τμήμα 656 βάσεων. Το DNA που χρησιμοποιήθηκε προήλθε από “μαζική” 
απομόνωση DNA από περίπου 30 άτομα της G1 γενιάς. Παρατηρείται 1 από τις 4 θετικές σειρές για την 
μεταλλαγή Α1079Τ. Ως Ρ1 χαρακτηρίζεται ο θετικός μάρτυρας που στην περίπτωση αυτή ήταν το πλασμίδιο που 
ενέθηκε το οποίο είχε απομονωθεί από midi prep. Ως Ρ2 ονομάστηκε το πλασμίδιο το οποίο είχε απομονωθεί από 
mini prep. Ως Ν1, N2  χαρακτηρίζονται οι αρνητικοί μάρτυρες που στην περίπτωση αυτή είναι DNΑ από δύο 
διαφορετικές απομονώσεις DNA του στελέχους nos.Cas9.  

Στη συνέχεια ακολουθήθηκε η ροή των διασταυρώσεων όπως φαίνεται στην Εικόνα 18. Στην 
Εικόνα 28, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του μοριακού ελέγχου μεμονωμένων ατόμων 
G2. Το DNA έχει ενισχυθεί με τους ειδικούς εκκινητές και το προϊόν της αντίδρασης έχει 
μέγεθος 656 βάσεις.  

 

 

Εικόνα 28: Μοριακός έλεγχος μεμονωμένων ατόμων που προέρχονται από τη διασταύρωση G2 με nos.Cas9. 
Το DNA έχει ενισχυθεί με χρήση των εκκινητών ACC3F, SpecRev1079 και το προϊόν είναι μεγέθους 656 βάσεων. 
Το Ρ είναι ο θετικός μάρτυρας που στην περίπτωση αυτή χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο το πλασμίδιο με το DNΑ 
δότη που ενέθηκε. Το Ν είναι ο αρνητικός μάρτυρας όπου  χρησιμοποιήθηκε DNA από τις μύγες nos.Cas9. . 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: Συζήτηση –Συμπεράσματα 

4.1 Γενετική τροποποίηση του οργανισμού/μοντέλου Drosophila melanogaster με το 
σύστημα CRISPR/Cas9 με σκοπό την εισαγωγή της σημειακής μεταλλαγής G4946V που 
βρέθηκε στο έντομο Tuta absoluta.  
 
Ο σκοπός αυτού του κεφαλαίου ήταν να εξεταστεί η ανθεκτικότητα σε διαμίδια στελέχους 
του οργανισμού Drosophila melanogaster, στο οποίο έχει εισαχθεί η σημειακή μεταλλαγή 
G4946V η οποία έχει βρεθεί σε ανθεκτικά στελέχη του οργανισμού Tuta absoluta (Roditakis 
et al., 2017). Η σημειακή μεταλλαγή εισήχθη μέσω του συστήματος γονιδιωματικής 
τροποποίησης   CRISPR/Cas9.  
Η περιοχή που βρίσκεται η μεταλλαγή ενδιαφέροντος (θέση 4946 με αρίθμηση του 
γονιδιώματος της Plutella xylostella) βρίσκεται στην καρβοξυτελική περιοχή του υποδοχέα 
ρυανοδίνης, η οποία είναι μία περιοχή πολύ συντηρημένη ανάμεσα στα έντομα (Kato et al., 
2009, Troczka et al., 2012). Πιο συγκεκριμένα, βρίσκεται σε μία περιοχή η οποία συνδέει δύο 
διαμεμβρανικές περιοχές  (S4 και S5) (Εικόνα 10) (Krogh et al., 2001, Yan et al., 2015, Zalk 
et al., 2015).  
Στην παρούσα εργασία η μεταλλαγή G4946V εισήχθηκε στο γονιδίωμα της  Drosophila 
melanogaster έτσι ώστε να μελετηθεί η ανθεκτικότητα σε σχέση με ένα ευαίσθητο στέλεχος 
κατά την χρήση διαμιδίων. Από τα αποτελέσματα των βιοδοκιμών συμπεράναμε πως η 
σημειακή μεταλλαγή G4946V προσδίδει ιδιαίτερα μεγάλη ανθεκτικότητα σε σχέση με το 
στέλεχος nos.Cas 9 κατά την χρήση των διαμιδίων  flubendiamide (RR: ~ 91) και 
chlorantraniliprole 421 (RR: ~195), αλλά όχι κατά την χρήση του cyantraniliprole (RR: 5.4) 
(Πίνακας 3).  
Όσων αφορά την μεταλλαγή Μ4790Ι, οι βιοδοκιμές διατροφής έδειξαν πως το αλληλόμορφο 
των λεπιδοπτέρων είναι πιο ευαίσθητο στο flubendiamide (RR: 15.3) και σε μικρότερο 
ποσοστό στο chlorantraniliprole (RR: 7.5) σε σχέση με το αγρίου τύπου στέλεχος Drosophila 
melanogaster (nos.Cas9), κάτι το οποίο φαίνεται ακόμα λιγότερο κατά την χρήση του  
cyantraniliprole (RR: 2.7). Τα αποτελέσματα αυτά επιβεβαιώνουν σε κάποιο βαθμό τις 
πρόσφατες θεωρίες πως θα φθαλικά διαμίδια είναι λιγότερο ισχυρά σε έντομα τα οποία 
φέρουν μεθειονίνη στην θέση 4790, όπως τα Κολεόπτερα (Nauen & Steinbach, 2016, 
Steinbach et al., 2015).  
Οι διαφορές στην ανθεκτικότητα που παρατηρούνται με τα διαφορετικά εντομοκτόνα μπορεί 
να σχετίζονται με τις διαφορές που έχουν τα είδη στο σημείο πρόσδεσης των εντομοκτόνων 
στον υποδοχέα ρυανοδίνης, κάτι το οποίο φάνηκε σε προηγούμενες μελέτες κατά τις οποίες ο 
υποδοχέας ρυανοδίνης φαίνεται πως είχε μεγαλύτερη συγγένεια ως προς τα εντομοκτόνα 
chlorantraniliprole και cyantraniliprole σε σχέση με το flubendiamide (Isaacs et al., 2012,  Qi, 
et al., 2014). Μελέτες σε λεπιδόπτερα έχουν δείξει πως το flubendiamide και το 
chlorantraniliprole ανταγωνίζονται για το ίδιο σημείο πρόσδεσης στον υποδοχέα Ρυανοδίνης 
(Qi & Casida 2013, Qi et al., 2014). Από τα δεδομένα μας συμπεραίνουμε πως η μεταλλαγή 
G4946V μπορεί να παρεμποδίζει την πρόσδεση των εντομοκτόνων  chlorantraniliprole και 
flubendiamide (Douris et al., 2017). Σε ανθεκτικά στελέχη   Plutella xylostella είχε βρεθεί η 
σημειακή μεταλλαγή G4946E η οποία συνδέθηκε με ανθεκτικότητα σε διαμίδια που έφτανε 
ως 200 φορές παραπάνω σε σχέση με τα ευαίσθητα στελέχη (Troczka et al., 2012). Όταν 
αυτή η μεταλλαγή εισήχθηκε στην Drosophila melanogaster, τα ομόζυγα άτομα δεν 
επιβίωναν. Αυτό μπορεί να οφείλεται στο ότι η αλλαγή του αμινοξέως από G σε E είναι πιο 
δραστική σε σχέση με την αλλαγή από G σε V, καθώς στην 1η περίπτωση έχουμε 
αντικατάσταση της γλυκίνης με ένα αμινοξύ (γλουταμικό οξύ) το οποίο είναι πιο ογκώδες και 
αρνητικά φορτισμένο σε σχέση με την γλυκίνη η οποία δεν έχει φορτίο και είναι αμινοξύ 
μικρού μεγέθους. Μία άλλη εξήγηση είναι πως στα λεπιδόπτερα, μπορεί να υπάρχει κάποια 
άλλη μεταλλαγή στον υποδοχέα ρυανοδίνης η οποία αντισταθμίζει την θνησιμότητα που 
παρατηρείται στα γενετικά τροποποιημένα στελέχη Drosophila melanogaster (Douris et al., 
2017). Η δεύτερη θεωρία επιβεβαιώνεται καθώς στο λεπιδόπτερο Spodoptera exigua 
πραγματοποιήθηκε γονιδιωματική τροποποίηση με το σύστημα CRISPR/Cas9 όπου έγινε η 
εισαγωγή της σημειακής μεταλλαγής  G4946E και παρατηρήθηκε μεγάλη ανθεκτικότητα 
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κατά την χρήση διαμιδίων. Πιο συγκεκριμένα, οι συντελεστές ανθεκτικότητας του 
μεταλλαγμένου στελέχους σε σχέση με στέλεχος αγρίου τύπου είναι οι παρακάτω: RR:223 
κατά την χρήση chlorantraniliprole, RR:336 κατά την χρήση  cyantraniliprole  και RR: >1000 
κατά την χρήση flubendiamide (Zuo et al., 2017).   
 
 
Περισσότερα δεδομένα για την δομή του υποδοχέα ρυανοδίνης είναι απαραίτητα έτσι ώστε 
να κατανοήσουμε την δομή πρόσδεσης των εντομοκτόνων με σκοπό να υπάρξουν παραπάνω 
πληροφορίες για την ανθεκτικότητα στα διαμίδια αλλά και την διάδραση του υποδοχέα 
ρυανοδίνης με άλλους προσδέτες.  
 
4.2 Γενετική τροποποίηση του οργανισμού/μοντέλου Drosophila melanogaster με το 
σύστημα CRISPR/Cas9 με σκοπό την εισαγωγή των σημειακών μεταλλαγών A2001V, 
A1079T, E645K στο γονίδιο της καρβοξυλάσης του ακετυλο-συνένζυμου Α.  
 
Όσον αφορά την μεταλλαγή Α2001V στο γονίδιο acc, παρατηρήθηκε πως τα ομόζυγα άτομα 
εμφάνιζαν μεγάλη θνησιμότητα  δηλαδή τα ενήλικα άτομα δεν είχαν την ικανότητα να 
εξέλθουν από την πούπα και πέθαιναν, πράγμα που μπορεί να σημαίνει ότι η συγκεκριμένη 
μεταλλαγή στη μύγα έχει μεγάλο κόστος αρμοστικότητας (fitness cost). Οι βιοδοκιμές 
διατροφής έδειξαν πως δεν υπάρχει σημαντική θνησιμότητα μέχρι τα 5000 ppm (0-30%). 
Άρα υπάρχει πολύ μεγάλη ανθεκτικότητα σε σχέση με το στέλεχος nos.Cas9 το οποίο 
χρησιμοποιήθηκε ως control κατά την χρήση των τετρονικών οξέων spiromesifen 
(RR:~3.616) και spirodiclofen (RR: ~890) (Πίνακας 5). Οι βιοδοκιμές διατροφής έχουν 
ολοκληρωθεί για τα δύο αυτά τετρονικά οξέα αλλά είναι σημαντικό να πραγματοποιηθούν 
βιοδοκιμές διατροφής για το spirotetramat (Movento) και για τα άλλα δύο μεταλλαγμένα 
στελέχη (Ε645Κ και Α1079Τ) με όλα τα τετρονικά οξέα που έχουμε στην διάθεσή μας.  
 
Τεχνικές αντίστροφης γενετικής όπως αυτή που παρουσιάστηκε παραπάνω, είναι ισχυρά 
εργαλεία για την in vivo επαλήθευση μεταλλαγών όσων αφορά την συνεισφορά τους στην 
παρουσίαση ανθεκτικότητας σε διάφορα εντομοκτόνα. Αυτό κρίνεται απαραίτητο όχι μόνο 
για την διευκρίνιση των μηχανισμών ανθεκτικότητας αλλά και για την διαχείριση της 
ανθεκτικότητας σε εντομοκτόνα (Ιnsecticide Resistance Management, IRM) και την 
δημιουργία στρατηγικών ολοκληρωμένης αντιμετώπισης λαμβάνοντας υπόψη την 
συνεισφορά συγκεκριμένων μεταλλαγών στην δημιουργία ή όχι,  ανθεκτικότητας. 
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Εκκινητής Αλληλουχία (5’-3’) 
RyR1F ATCACCGCCGTCAAAGAAGG  
RyR1R TTACCAGCTTGTCCCAGTGC 
RyR2F ACATGGAACACGTTCTCCGC   
RyR2R AGTTGTGCTCCTTCTGGACG 
RyR3F GGAGGTGGACAAAAAGTGCC 
RyR3R AACCAGCCTTGATATTTGAGATGAC 
ACC1F GTGGCCTCCTCTATTGTGGC 
ACC1R GTTGCCAATCACAATGCGGT 
ACC2F ATTGTTTCTCCTGGGGCGAG 
ACC2R CCACCTGAGAGTGCGAGAAG 
ACC3F GCAGCGCTATAGGAACGGAA 
ACC3R ATGATGACGGTGGGCACAAA 
ACC4F AGTCCACCGAACCGATTCAC 
ACC4R TCTTGTCGGGAGTGCGAATG 
GENFOR GGGACAAGCTGGTAATTTCGGC 
GENREV TCTCCTGGCCGGTATACTCC 
VSpecF CTGCTCGACGTCGCTGTGGT 
GenFor2001 CGACTCCTCGTACAAAACGG 
GenRev2001 ATCGTCTTGACCAGGTCCTT 
SpecRev2001 CCACCCAAGCTCCACCTCGG 
GenFor645 CATCCGTGTACGGAGATGGTG 
SpecFor645 CGACTCGCAATTTGGGCATT 
SpecRev645 GCAGCTCCAACAACGGCAAC 
A1079SpecR TGTTCGGATGGGCTGTCGGC 
Πίνακας 6: Πίνακας εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία. 
  
 
 
AAAGAAGGCGGCACAGGAGCGGCAGGAGGCGCAAAAGGCTCAGGAGGCCGCTATGGCCTCCATCGAGGCGGAAGCCAAGAAGTCGT
CATCTGCGCCTCAGGAGACTCCAGCTGTTCACCAGATCGACTTTTCTCAGTACACCCATCGCGCCGTTAGCTTCCTCGCCAGAAAC
TTCTACAACCTCAAGTATGTGGCCTTGGTGCTGGCTTTCAGCATTAACTTCATGCTGCTCTTCTACAAAGTCACCTCGTTTACCGA
AGAAGCAGACAGCTCTGCCGAAGAGGAGCTCATCCTGGGCTCCGGGTCGGGAGGAGGTGCGGACATCACGGGCTCTGGGTTTGGCG
GATCAGGGGACGGAGGATCGGGCGATGGCGAAATGGAGGACGAGATACCGGAACTTGTGCACGTGGACGAAGACTTCTTCTACATG
GAACACGTTCTCCGCATTGCGGCATGTCTGCACTCACTTGTCTCCCTGGCCATGTTGATTGCCTACTACCACCTCAAGGTTCCATT
GGCCATCTTCAAGCGGGAAAAAGAGATTGCCCGCCGGCTGGAGTTCGAGGGATTGTTCATTGCAGAGCAGCCGGAGGATGACGACT
TCAAGTCGCACTGGGACAAGCTGGTAATTTCGGCGAAAAGTTTCCCGGTGAACTACTGGGACAAGTTCGTGAAGAAGAAGGTGCGC
CAAAAGTACAGCGAGACCTACGACTTTGATTCGATCTCTAATCTGCTGGGCATGGAGAAGAGCACGTTCGCGGCTCAGGAGAGCGA
GGAAACGGGCATCTTCAAGTACATCATGAACATCGACTGGCGCTATCAGGTGTGGAAGGCTGGCGTCACCTTCACGGACAACGCCT
TCCTCTACTCGCTGTGGTACTTCAGCTTCTCGGTGATGGGTAACTTCAACAACTTCTTCTTCGCCGCCCATCTGCTCGACGTCGCA
GTGGAGTTCAAGACCCTGCGCACCATCCTCCAGTCTGTGACCCACAACGGCAAGCAACTGGTGCTCACCGTGATGCTGCTTACCAT
CATAGTGTACATCTACACTGTGATCGCGTTCAACTTCTTCAGGAAGTTCTACATCCAGGAGGAGGACGAGGAGGTGGACAAAAAGT
GCCACGACATGTTGACCTGCTTCGTGTTCCATCTGTACAAGGGTGTGAGAGCGGGCGGTGGAATAGGCGACGAGATCGGGGATCCA
GATGGAGACGACTACGAGGTCTACCGCATCATCTTCGATATCACGTTCTTCTTCTTCGTTATTATTATCCTGCTGGCCATTATCCA
GGGTCTGATCATCGACGCCTTCGGCGAGCTGCGTGACCAACTGGAGTCGGTGAAGGACAACATGGAGTCCAACTGCTTCATCTGCG
GGATGGGCAAGGACTTCTTCGACATAGTACCGCACGGCTTCGACACGCACGTCCAGAAGGAGCACAACTTAGCCAACTACATGTTC
TTCCTGATGCATTTGATTAACAAGCCGGACACGGAGTATACCGGCCAGGAGACGTACGTGTGGAACATGTACCAGCAGCGCAGCTG
GGACTTCTTCCCAGTGGGAGACTGCTTCCGCAAGCAATACGAGGATGAGCTTTCCGGCGGAGGCGGCGGCGGCTAAATGACTGCGG
ATTCGCCGCGTCTGATTTCTGGGCACAATCACACTGGCACTGGACGGTCCAAGGACTCTCGGGATCCAATTTTGTATCGGTAGTTT
GACAACATCTGGAATTTTTACCTAGTCAACTTTAGCAATGTATTTTAAGCAATATCCTACACAATCGTTTTTATGTACGTAGAGGA
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GTACGACCTGTTTCCAAACTGAAATATTGATGACGATTCTAGCACGTATAACAACAAATGTTCTTAACTCATTTTGAAATAAATCT
ATTCATTTT 

Εικόνα 29: Donor DNA (1901 bp) που κατασκευάστηκε από την εταιρία Genscript έτσι ώστε να εισαχθεί στον 
οργανισμό/μοντέλο Drosophila melanogaster η μεταλλαγή G4946V.  
 
 
 
5’-
GGAGGATCGGGCGATGGCGAAATGGAGGACGAGATACCGGAACTTGTGCACGTGGACGAAGACTTCTTCTACATGGAACACGTTCT
CCGCATTGCGGCATGTCTGCACTCACTTGTCTCCCTGGCCATGTTGATTGCCTACTACCACCTCAAGGTTCCATTGGCCATCTTCA
AGCGGGAAAAAGAGATTGCCCGCCGGCTGGAGTTCGAGGGATTGTTCATTGCAGAGCAGCCGGAGGATGACGACTTCAAGTCGCAC
TGGGACAAGCTGGTAATTTCGGCGAAAAGTTTCCCGGTGAACTACTGGGACAAGTTCGTGAAGAAGAAGGTGCGCCAAAAGTACAG
CGAGACCTACGACTTTGATTCGATCTCTAATCTGCTGGGCATGGAGAAGAGCACGTTCGCGGCTCAGGAGAGCGAGGAAACGGGCA
TCTTCAAGTACATCATGAACATCGACTGGCGCTATCAGGTGTGGAAGGCTGGCGTCACCTTCACGGACAACGCCTTCCTCTACTCG
CTGTGGTACTTCAGCTTCTCGGTGATGGGTAACTTCAACAACTTCTTCTTCGCCGCCCATCTGCTCGACGTCGCTGTGGTGTTCAA
GACCCTGCGCACCATCCTCCAGTCTGTGACCCACAACGGCAAGCAACTGGTGCTCACCGTGATGCTGCTTACCATCATAGTGTACA
TCTACACTGTGATCGCGTTCAACTTCTTCAGGAAGTTCTACATCCAGGAGGAGGACGAGGAGGTGGACAAAAAGTGCCACGACATG
TTGACCTGCTTCGTGTTCCATCTGTACAAGGGTGTGAGAGCGGGCGGTGGAATAGGCGACGAGATCGGGGATCCAGATGGAGACGA
CTACGAGGTCTACCGCATCATCTTCGATATCACGTTCTTCTTCTTCGTTATTATTATCCTGCTGGCCATTATCCAGGGTCTGATCA
TCGACGCCTTCGGCGAGCTGCGTGACCAACTGGAGTCGGTGAAGGACAACATGGAGTCCAACTGCTTCATCTGCGGGATGGGCAAG
GACTTCTTCGACATAGTACCGCACGGCTTCGACACGCACGTCCAGAAGGAGCACAACTTAGCCAACTACATGTTCTTCCTGATGCA
TTTGATTAACAAGCCGGACACGGAGTATACCGGCCAGGAGACGTACGTGTGGAACATGTACCAGCAGCGCAGCTGGGACTTCTTCC
CAGTGGGAGACTGCTTCCGCAAGCAATACGAGGATGAGCTTTCCGGCGGAGGCGGCGGCGGCTAAATGACTGCGGATTCGCCGCGT
CTGATTTCTGGGCACAATCACACTGGCACTGGACGGTCCAAGGACTCTCGGGATCCAATTTTGTATCGGTAGTTTGACAACATCTG
GAATTTTTACCTAGTCAACTTTAGCAATGTATTTTAAGCA-3’  
 
Εικόνα 30: Στρατηγική για αναγνώριση ατόμων που φέρουν την μεταλλαγή G4946Vστον υποδοχέα 
Ρυανοδίνης. Με μωβ απεικονίζονται οι γενικοί εκκινητές (GENEFOR, GENEREV), με την υπογράμμιση φαίνεται 
ο ειδικός εκκινητής που σχεδιάστηκε (VSpecF). Με κίτρινο διακρίνεται η δημιουργία μίας θέσης περιορισμού 
(restriction site) του ενζύμου AatII. Με το γαλάζιο έχει προκληθεί η απαλοιφή της θέσης περιορισμού του ενζύμου 
PstI . Με πράσινο διακρίνεται η αλληλουχία ΡΑΜ η οποία έχει υποστεί μεταλλαγή ώστε να μην αναγνωρίζεται 
από τον CRISPR μηχανισμό (CTG). Τέλος, με έντονα γράμματα φαίνεται η σημειακή μεταλλαγή που προωθεί την 
αλλαγή του αμινοξέως από Γλυκίνη (GGC) σε Βαλίνη (GTG).  
 
 
 
Sense oligo CTTCGCGCAGGGTCTTGAAGCCCA 
Antisense oligo ΑAACTGGGCTTCAAGACCCTGCGC 
Πίνακας 7: Τα 20ανουκλεοτίδια για την κατασκευή του RNA οδηγού (gRNA) για την μεταλλαγή G4946V με 
άκρα τα οποία είναι συμπληρωματικά ως προς τα μονόκλωνα άκρα που έχουν προκύψει στο πλασμίδιο δέκτη το 
οποίο έχει υποστεί πέψη με BbIs.  
 
 
GCTATGGTTACCTGCCGTACCATTGGCATTGGATCCTATGTGGTGCGCCTGGGTCAGCGCGTTATCCAGATCGATAATTCACACAT
TATACTCACTGGCTATGCTGCGCTTAACAAGgtaagcaaatcaaagctcgtcttacagtggatttcttaagcagtttgctgatctc
cattacactgattattttcaaaacgatcaatctaacaactcattgctttattgttttaatttcaagCTGCTTGGACGCAAGGTGTA
TGCCTCTAATAATCAGTTGGGTGGCACACAGATCATGTTTAACAACGGAGTCACCCACAAAACAGAGGCCATCGACTTGGACGGTG
TCTACACCATCCTCGACTGGCTCTCGTACATCCCCGCGTACATCGGTTGTGACCTGCCCATTGTTTTGCCCAACGATCGTATCGAA
CGCCCTGTCGACTTCATGCCCACCAAGTCGCCCTACGATCCGCGCTGGATGCTGGGTGGCCGTGTGAATCCCGTGAACGCTAATGA
CTGGGAGAACGGATTCTTTGATCGCGACTCGTGGAGCGAAATCATGGCCTCGTGGGCCAAGACAGTGGTCACTGGTCGCGCACGTC
TAGGCGGTGTCCCCGTGGGCGTAATAGCCGTTGAGACCCGCACCGTAGAAGTGGAGATGCCCGCCGATCCTGCCAATCTCGATTCG
GAAGCCAAGACCCTGCAGCAGGCAGGTCAGGTGTGGTACCCCGACTCCTCGTACAAAACGGCACAAGCGATCAAAGATTTTGGACG
AGAGGAGTTGCCGCTGATTGTTTTCGCAAATTGGCGAGGCTTCTCCGGTGGCATGAAGGACATGTACGAGCAAATCGTCAAGTTCG
GAGCATACATTGTCGACGGCCTGCGGGAGTACAAGAAGCCTGTGCTCATCTACCTGCCGCCCAACGCCGAGCTCCGAGGTGGAGCT
TGGGTGGTGTTGGATTCCCTCATTAACCCGCGCTACATGGAAACGTATGCCGATCCGGAGGCCAGAGGAGGAGTTCTCGAGCCGGA
GGGCATTGTGGAAATAAAGTACAAAGAGAAGGACCTGGTCAAGACGATTCACCGCTTGGATCCGACCACCATTGCGgtaggtttta
aatgcgaattcaaaaaactgaaatagttcttactaaataaatatgtgttatccatgacagCTGAAAAAGGAGCTCGATGAGGCAAA
TGCGTCTGGCGACAAGGTCAGGGCTGCTCAGGTGGACGAAAAGATCAAGGCCCGCATCGCTGTGCTAATGCACGTCTACCACACGG
TAGCAGTTCACTTTGCCGACCTGCACGACACGCCGGAGCGAATGCTAGAGAAGGAGTGTATCAGTGAGATTGTGCCTTGGCGCGAT
TCCCGCCGCTGGCTGTACTGGCGTCTGCGACGTCTCCTGTTGGAGGACGCATATATTAAGAAGATCCTGCGCGCTCAGGACAACCT
CTCCGTGGGTCAGGCCAAGCAGATGCTGCGTCGATGGCTGGTAGAGGAGAAGGGTGCCACAGAGgtgagacattttgagcttccac
tccaggagaccactaaattattctcttatgtataattagGCTTATCTGTGGGACAAAAACGAGGAGATGGTGTCTTGGTATGAGGA
GCAGATCAATGCCGAATCTATTGTTTCCCGCAACGTGAACTCCGTGAGACGGGATGCCATTATTTCTACCATTTCGAAAATGCTCG
AGgtaagagcagcccaaatcttaatacctataaattgggaactaactcctctatttatatatcttttcagGACTGTCCCGACGTAG
CGCTGGACGCTGTTGTGGGTCTTTGCCAAGGTCTGACGCCAGTGAATCGAGGCGTGGTCGTACGCACATTAGCCCAGATGCAGCTG
AATGAGGAGA 
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Εικόνα 31: Donor DNA (1902 bp) που κατασκευάστηκε από την εταιρία Genscript έτσι ώστε να εισαχθεί στον 
οργανισμό/μοντέλο Drosophila melanogaster η μεταλλαγή A2001V. Με κόκκινο απεικονίζονται οι σημειακές 
μεταλλαγές που έχουν προκληθεί ώστε να μπορούν να ταυτοποιηθούν τα ετερόζυγα άτομα.   
 
 
 
5’-
CCGTAGAAGTGGAGATGCCCGCCGATCCTGCCAATCTCGATTCGGAAGCCAAGACCCTGCAGCAGGCAGGTCAGGTGTGGTACCCC
GACTCCTCGTACAAAACGGCACAAGCGATCAAAGATTTTGGACGAGAGGAGTTGCCGCTGATTGTTTTCGCAAATTGGCGAGGCTT
CTCCGGTGGCATGAAGGACATGTACGAGCAAATCGTCAAGTTCGGAGCATACATTGTCGACGGCCTGCGGGAGTACAAGAAGCCTG
TGCTCATCTACCTGCCGCCCAACGCCGAGCTCCGAGGTGGAGCTTGGGTGGTGTTGGATTCCCTCATTAACCCGCGCTACATGGAA
ACGTATGCCGATCCGGAGGCCAGAGGAGGAGTTCTCGAGCCGGAGGGCATTGTGGAAATAAAGTACAAAGAGAAGGACCTGGTCAA
GACGATTCACCGCTTGGATCCGACCACCATTGCGgtaggttttaaatgcgaattcaaaaaactgaaatagttcttactaaataaat
atgtgttatccatgacagCTGAAAAAGGAGCTCGATGAGGCAAATGCGTCTGGCGACAAGGTCAGGGCTGCTCAGGTGGACGAAAA
GATCAAGGCCCGCATCGCTGTGCTAATGCACGTCTACCACACGGTAGCAGTTCACTTTGCCGACCTGCACGACACGCCGGAGCGAA
TGCTAGAGAAGGAGTGTATCAGTGAGATTGTGCCTTGGCGCGATTCCCGCCGCTGGCTGTACTGGCGTCTGCGACGTCTCCTGTTG
GAGGACGCATATATTAAGAAGATCCTGCGCGCTCAGGACAACCTCTCCGTGGGTCAGGCCAAGCAGATGCTGCGTCGATGGCTGGT
AGAGGAGAAGGGTGCCACAGAGgtgagacattttgagcttccactccaggagaccactaaattattctcttatgtataattagGCT
TATCTGTGGGACAAAAACGAGGAGATGGTGTCTTGGTATGAGGAGCAGATCAATGCCGAATCTATTGTTTCCCGCAACGTGAACTC
CGTGAGACGGGATGCCATTATTTCTACCATTTCGAAAATGCTCGAGgtaagagcagcccaaatcttaatacctataaattgggaac
taactcctctatttatatatcttttcagGACTGTCCCGACGTAGCGCTGGACGCTGTTGTGGGTCTTTGCCAAGGTCTGACGCCAG
TGAATCGAGGCGTGGTCGTACGCACATTAGCCCAGA-3’ 

Εικόνα 32: Στρατηγική για αναγνώριση ατόμων που φέρουν την μεταλλαγή A2001V στην ακετυλο-συνένζυμο 
Α καρβοξυλάση. Οι κίτρινες σημειώσεις απεικονίζουν τους γενικούς εκκινητές. Με την υπογράμμιση παρατίθεται 
ο αντιστροφος ειδικός εκκινητής. Στο μωβ σημείο έχει δημιουργηθεί μία περιοριστική θέση για την δράση της 
ενδονουκλεάσης SacI η οποία πέπτει μόνο το DNA των μεταλλαγμένων μυγών. Στην σημειωμένη με πράσινο 
θέση, έχουμε μία σημειακή αλλαγή μόνο στο donor DNA έτσι ώστε να μην πέπτεται το DNA των μεταλλαγμένων 
μυγών από την περιοριστική ενδονουκλεάση NIaIV (η οποία πέπτει στις περιοχές που είναι σημειωμένες με 
γαλάζιο χρώμα. Με κόκκινο έχει σημειωθεί η σημειακή μεταλλαγή ενδιαφέροντος Α2001V κατά την οποία 
έχουμε μετατροπή του αμινοξέος της Αλανίνης (GCC) σε Βαλίνη (GTG).  

 
 
Sense oligo: CTTCGAGGGAATCCAACACGGCCC 
Antisense oligo: AAACGGGCCGTGTTGGATTCCCTC 
Πίνακας 8: Τα 20ανουκλεοτίδια για την κατασκευή του RNA οδηγού (gRNA) για την μεταλλαγή A2001V με 
άκρα τα οποία είναι συμπληρωματικά ως προς τα μονόκλωνα άκρα που έχουν προκύψει στο πλασμίδιο δέκτη το 
οποίο έχει υποστεί πέψη με BbIs.  
 
 
AAAAAGATCAAGATTTCCAGTGAGCTCTTCGCCCGAGGTTGTGTGACCAATGTGGAACAGGGTCTGGCCGCAGTTAACAA 
GATTGgtaagtgtaatctgaacaaatagagttccgaacaagttgtttatgttcttgtttcactcagGCTTCCCCGTAATG 
ATCAAGGCCTCGGAAGGAGGTGGTGGCAAGGGTATTCGCCGCGTGGACACCACTGAGGAGTTCCCCGGCCTGTTCCGCCA 
GGTTCAAGCTGAGGTGCCCGGCTCACCGATTTTCGTGATGAAGCTGGCCCGCGGAGCTCGCCACTTGGAGGTGCAACTGT 
TGGCAGATCAGTACGGCAATGCCATTAGCTTGTTCGGCCGTGACTGCTCCATCCAGCGTCGTCATCAGAAAATTATTGAG 
GAAGCTCCTGCCATCGTGGCCCAGCCAGAGGTGTTCGAGGACATGGAGAAGGCCGCCGTGCGGTTGGCCAAGATGGTGGG 
TTACGTCAGCGCGGGAACCGTGGAGTACCTATATGATCCGGAGGGTCGCTACTTCTTCCTGGAGCTGAACCCACGTTTGC 
AGGTGGAGCATCCGTGTACGGAGATGGTGGCCGATGTAAATCTTCCAGCTGCTCAGCTGCAGATTGGAATGGGAATTCCC 
CTTTACCGGCTCAAGGACATCCGTCTGCTGTACGGAGAGTCTCCCTGGGGCTCCTCAGTCATTGACTTCGAAAATCCACC 
GAACAAACCGCGTCCCTCCGGACATGTTATCGCTGCTCGTATCACCTCAGAGAACCCCGACGAGGGCTTTAAGCCCAGTT 
CTGGAACCGTTCAGGAGCTTAACTTCCGGTCGAGCAAAAATGTGTGGGGCTACTTCAGTGTGGCTGCCAGTGGAGGATTG 
CACGAGTTCGCCGACTCGCAATTTGGGCATTGTTTCTCCTGGGGCGAGAACCGTCAACAGGCTCGCGAGAACCTGGTGAT 
TGCCCTGAAGGAGCTGTCAATTCGAGGTGATTTCCGAACCACAGTGGAATACTTGATCACTCTGCTCGAAACGAATCGGT 
TCCTCGACAACAGCATCGACACCGCCTGGCTAGATGCCTTGATCGCAGAGCGTGTGCAATCCGAGAAGCCGGATATCCTG 
TTGGGCGTAATGTGCGGATCGCTGCACATCGCAGATCGTCAAATTACTGAGAGCTTTTCCAGCTTTCAAACCTCTCTTAA 
GAAAGGTCAGATCCAAGCAGCGAACACGCTGACGAACGTGGTGGATGTTGAGCTAATCAACGATGGCATCCGTTACAAGG 
TGCAGGCCGCCAAGAGCGGAGCCAACTCGTACTTCCTGCTGATGAACAGCTCGTTTAAGGAGATCGAGGTGCACCGCCTC 
TCCGACGGAGGCTTGCTCATCTCTTTGGAGGGCGCCTCCTACACCACGTACATGAAGGAGGAGGTGGATCGCTACCGCAT 
TGTGATTGGCAACCAGACATGTGTCTTTGAAAAGGAGAACGATCCATCGCTGTTGCGCAGTCCGTCTGCGGGAAAGCTCA 
TCAACATGATTGTGGAAGATGGCGCTCATGTAAGCAAGGGCCAGGCCTATGCTGAGATTGAGGTGATGAAGATGGTGATG 
ACCCTGACGTCCCAGGAGGCAGGCACAGTGACATTTGTGCGTCGACCAGGAGCTGTTCTAGATGCAGGATCCCTTTTGGG 
CCACTTGGAGCTGGACGATCCATCGCTGGTGACGAAAGCGCAGCCCTTCAAGGGACAGTTCCTGCAGCCAGAGAACGCAC 
CGGTACCCGAGAAACTAAACAGGGTGCACAATACTTACAAGAGTATCCTTGAAAACACACTGGCTGGTTACTGCCTGCCA 
GAACCGTTCAATGCACAGCGACTCAGAGACATCATCGAAAAATTCATGCAAAGCTTGCGTGATCCCTCGTTGCCGTTGTT 
GGAGCTGCAAGAAGTTATCGCCTCCATCTCTGGTCGCATACCCATATCCGTGGAGAAGAAGATCCGGAAACTGATGACGC 
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TGTACGAGCGAAACATAACTAGTGTCCTGGCCCAATTCCCCTCGCAGCAGATCGCCAGTGTTATTGACAGCCATGCGGCC 
ACGCTGCAGAAGCGCGCTGA 

Εικόνα 33: Donor DNA (2100 bp) που κατασκευάστηκε από την εταιρία Genscript έτσι ώστε να εισαχθεί στον 
οργανισμό/μοντέλο Drosophila melanogaster η μεταλλαγή Ε645Κ. Με κόκκινο απεικονίζονται οι σημειακές 
μεταλλαγές που έχουν προκληθεί ώστε να μπορούν να ταυτοποιηθούν τα ετερόζυγα άτομα.   
 
5’-
TTACGTCAGCGCGGGAACCGTGGAGTACCTATATGATCCGGAGGGTCGCTACTTCTTCCTGGAGCTGAACCCACGTTTGCAGGTGG
AGCATCCGTGTACGGAGATGGTGGCCGATGTAAATCTTCCAGCTGCTCAGCTGCAGATTGGAATGGGAATTCCCCTTTACCGGCTC
AAGGACATCCGTCTGCTGTACGGAGAGTCTCCCTGGGGCTCCTCAGTCATTGACTTCGAAAATCCACCGAACAAACCGCGTCCCTC
CGGACATGTTATCGCTGCTCGTATCACCTCAGAGAACCCCGACGAGGGCTTTAAGCCCAGTTCTGGAACCGTTCAGGAGCTTAACT
TCCGGTCGAGCAAAAATGTGTGGGGCTACTTCAGTGTGGCTGCCAGTGGAGGATTGCACGAGTTCGCCGACTCGCAATTTGGGCAT
TGTTTCTCCTGGGGCGAGAACCGTCAACAGGCTCGCGAGAACCTGGTGATTGCCCTGAAGGAGCTGTCAATTCGAGGTGATTTCCG
AACCACAGTGGAATACTTGATCACTCTGCTCGAAACGAATCGGTTCCTCGACAACAGCATCGACACCGCCTGGCTAGATGCCTTGA
TCGCAGAGCGTGTGCAATCCGAGAAGCCGGATATCCTGTTGGGCGTAATGTGCGGATCGCTGCACATCGCAGATCGTCAAATTACT
GAGAGCTTTTCCAGCTTTCAAACCTCTCTTAAGAAAGGTCAGATCCAAGCAGCGAACACGCTGACGAACGTGGTGGATGTTGAGCT
AATCAACGATGGCATCCGTTACAAGGTGCAGGCCGCCAAGAGCGGAGCCAACTCGTACTTCCTGCTGATGAACAGCTCGTTTAAGG
AGATCGAGGTGCACCGCCTCTCCGACGGAGGCTTGCTCATCTCTTTGGAGGGCGCCTCCTACACCACGTACATGAAGGAGGAGGTG
GATCGCTACCGCATTGTGATTGGCAACCAGACATGTGTCTTTGAAAAGGAGAACGATCCATCGCTGTTGCGCAGTCCGTCTGCGGG
AAAGCTCATCAACATGATTGTGGAAGATGGCGCTCATGTAAGCAAGGGCCAGGCCTATGCTGAGATTGAGGTGATGAAGATGGTGA
TGACCCTGACGTCCCAGGAGGCAGGCACAGTGACATTTGTGCGTCGACCAGGAGCTGTTCTAGATGCAGGATCCCTTTTGGGCCAC
TTGGAGCTGGACGATCCATCGCTGGTGACGAAAGCGCAGCCCTTCAAGGGACAGTTCCTGCAGCCAGAGAACGCACCGGTACCCGA
GAAACTAAACAGGGTGCACAATACTTACAAGAGTATCCTTGAAAACACACTGGCTGGTTACTGCCTGCCAGAACCGTTCAATGCAC
AGCGACTCAGAGACATCATCGAAAAATTCATGCAAAGCTTGCGTGATCCCTCGTTGCCGTTGTTGGAGCTGCAAGAAGTTATCGCC
TCCATCTCTGGTCGCATACCCATATCCGTGGAGAAGAAGATCCGGAAACTGATGACGCTGTACGAGCGAAACATAACTAGTGTCCT
GGCCCAATTCCCCTCGCAGCAGATCGCCAGTGTTATTGACAGCCATGCGGCCACGCTGCAGAAGCGCGCTGACCGTGATGTCTTCT
TCCTGACCACCCAGAGCATTGTGCAGCTGGTGCAGCGCTATAGGAACGGAATCCGCGGCAGAATGAAGGCCGCCGTTCATGAGCTG
TTGCGTCAGTACTACGATGTAGAGTCGCAGTTCCAGTATGGACACTACGACAAATGCGTGGGACTGGTGCGAGAGCACAACAAGGA
CGACATGCAGACGGTGGTCAACACCATCTTCTCGCACTCTCAGGTGGCCAAGAAGAATCTGCTGGTCACTCTGCTCATTGATCACC
TGTGGGCCAACGAACCTGGACTAACGGA-3’                                  
Εικόνα 34: Στρατηγική για αναγνώριση ατόμων που φέρουν την μεταλλαγή Ε645Κ στην καρβοξυλάση του 
ακετυλο-συνένζυμου Α. Οι κίτρινες σημειώσεις απεικονίζουν τους γενικούς εκκινητές. Στο υπογραμμισμένο 
σημείο έχει προκληθεί η απαλοιφή της θέσης περιορισμού του ενζύμου XhoI η οποία πέπτει μόνο το DNΑ των μη 
μεταλλαγμένων/αγρίου τύπου μυγών. Με το γαλάζιο χρώμα απεικονίζονται οι ειδικοί εκκινητές. Στην γκρι 
περιοχή δημιουργήθηκε θέση περιορισμού για την περιοριστική ενδονουκλεάση AflII η οποία πέπτει το DNA 
μόνο των μεταλλαγμένων μυγών.  Με κόκκινο έχει σημειωθεί η σημειακή μεταλλαγή ενδιαφέροντος Ε645Κ κατά 
την οποία έχουμε μετατροπή του αμινοξέος  Γλουταμικό οξύ (GAG) σε Λυσίνη (AAG). 
 
 
 
LeftgRNAE645K Sense oligo CTTCGAGTTCGCGGATTCACAGTT 

Antisense oligo AAACAACTGTGAATCCGCGAACTC 
RightgRNAE645K Sense oligo CTTCGACCTTTCTCCAGAGAGGTT 

Antisense oligo AAACAACCTCTCTGGAGAAAGGTC 
Πίνακας 9: Τα δύο 20νουκλεοτίδια για την κατασκευή του RNA οδηγού (gRNA) για την μεταλλαγή E645K με 
άκρα τα οποία είναι συμπληρωματικά ως προς τα μονόκλωνα άκρα που έχουν προκύψει στο πλασμίδιο δέκτη το 
οποίο έχει υποστεί πέψη με BbIs.  
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CCCTTTTGGGCCACTTGGAGCTGGACGATCCATCGCTGGTGACGAAAGCGCAGCCCTTCAAGGGACAGTTCCTGCA
GCCAGAGAACGCACCGGTACCCGAGAAACTAAACAGGGTGCACAATACTTACAAGAGTATCCTTGAAAACACACTG
GCTGGTTACTGCCTGCCAGAACCGTTCAATGCACAGCGACTCAGAGACATCATCGAAAAATTCATGCAAAGCTTGC
GTGATCCCTCGTTGCCGTTGTTGGAGCTGCAAGAAGTTATCGCCTCCATCTCTGGTCGCATACCCATATCCGTGGA
GAAGAAGATCCGGAAACTGATGACGCTGTACGAGCGAAACATAACTAGTGTCCTGGCCCAATTCCCCTCGCAGCAG
ATCGCCAGTGTTATTGACAGCCATGCGGCCACGCTGCAGAAGCGCGCTGACCGTGATGTCTTCTTCCTGACCACCC
AGAGCATTGTGCAGCTGGTGCAGCGCTATAGGAACGGAATCCGCGGCAGAATGAAGGCCGCCGTTCATGAGCTGTT
GCGTCAGTACTACGATGTAGAGTCGCAGTTCCAGTATGGACACTACGACAAATGCGTGGGACTGGTGCGAGAGCAC
AACAAGGACGACATGCAGACGGTGGTCAACACCATCTTCTCGCACTCTCAGGTGGCCAAGAAGAATCTGCTGGTCA
CTCTGCTCATTGATCACCTGTGGGCCAACGAACCTGGACTAACGGACGAATTGGCCAACACGCTAAGTGAATTGAC
CTCTTTGAATCGAGCTGAGCACTCTAGGGTTGCCCTGCGGTCCCGCCAAGTTCTGATCGCTGCCCACCAGCCGGCT
TATGAGCTGCGCCACAACCAAATGGAGTCGATCTTTCTCTCCGCCGTTGACATGTACGGTCATGACTTTCACCCGG
AGAACTTGCAACGCCTGATTCTGTCGGAGACCTCAATCTTTGACATCCTGCACGACTTCTTCTACCACTCTAACCG
GGCAGTGTGCAATGCTGCTCTGGAAGTCTATGTGAGGAGAACCTACACATCCTATGAGCTGACCTGCTTGCAGCAT
TTGGAACTCTCCGGAGGCCTGCCGCTGGTGCACTTCCAGTTCCTCCTGCCGACAGCCCATCCGAACAGACTGTTCT
CGCGCATGTCCTCCCCCGATGGATTGGATCAGGCAGCGGCAGAGTCTTTGGGAAACTCATTCGTGCGCACCGGAGC
GATTGCAGCCTTTGACTCCTTCGAACACTTTGAGATGTACTCGGACGAGATTCTGGATCTGCTCGAAGACTTCGTC
TCGCCAGCCATGGTTAATGCCAAGGTCCTGGAAGCCGTAGAGGCAGCGGATTCTATCTCGGACAGCCGACACAGCA
CCTCGATCAATGTGTCGTTGTCGGATCCCGTAACCCGGGCGAATGCTGCCGAGGAGGCCAAGTCCACCGAACCGAT
TCACATTGTTAGTGTGGCTGTGAGAGAAACGGGGGAGTTGGATGACCTGCAAATGGCCCAAATCTTTGGAAATTAT
TGCCAAGAGCATAACGAGGAGCTCTTCCAGCGACGCATTCGTAGGATTACATTTGCTGCTCTGAAGAAGCGGCAAT
TCCCCAAGTTCTTTACGTTCAGAGCCAGAGATAAGTTCACGGAGGATCGTATTTACCGGCATCTGGAGCCAGCATC
TGCTTTCCATCTGGAGCTGAACCGCATGAAGACGTACGATCTGGAGGCTCTGCCCACGGCTAACCAAAAGATGCAC
CTGTACCTTGGCAAGGCCAAGGTTTCGAAAGGTCAAGAGGTCACGGACTACCGCTTCTTCATTCGCTCGATCATCC
GTCATTCGGATCTGATTACCAAGGAAGCCTCTTTCGAGTATCTGCAAAACGAAGGAGAGCGTGTGCTCCTGGAGGC
CATGGATGAGCTGGAGGTGGCATTCTCGCATCCGCACGCCAAACGCACGGACTGCAACCACATCTTCCTGAACTTT
GTGCCCACCGTCATCATGGATCCGGCTAAGATCGAGGAATCTGTAACAAAGATGATTATGC 
Εικόνα 35: Donor DNA (2037 bp) που κατασκευάστηκε από την εταιρία Genscript έτσι ώστε να εισαχθεί στον 
οργανισμό/μοντέλο Drosophila melanogaster η μεταλλαγή A1079T. Με κόκκινο απεικονίζονται οι σημειακές 
μεταλλαγές που έχουν προκληθεί ώστε να μπορούν να ταυτοποιηθούν τα ετερόζυγα άτομα 
 
 
5’- 
GCGCTGACCGTGATGTCTTCTTCCTGACCACCCAGAGCATTGTGCAGCTGGTGCAGCGCTATAGGAACGGAATCCGCGGCAGAATG
AAGGCCGCCGTTCATGAGCTGTTGCGTCAGTACTACGATGTAGAGTCGCAGTTCCAGTATGGACACTACGACAAATGCGTGGGACT
GGTGCGAGAGCACAACAAGGACGACATGCAGACGGTGGTCAACACCATCTTCTCGCACTCTCAGGTGGCCAAGAAGAATCTGCTGG
TCACTCTGCTCATTGATCACCTGTGGGCCAACGAACCTGGACTAACGGACGAATTGGCCAACACGCTAAGTGAATTGACCTCTTTG
AATCGAGCTGAGCACTCTAGGGTTGCCCTGCGGTCCCGCCAAGTTCTGATCGCTGCCCACCAGCCGGCTTATGAGCTGCGCCACAA
CCAAATGGAGTCGATCTTTCTCTCCGCCGTTGACATGTACGGTCATGACTTTCACCCGGAGAACTTGCAACGCCTGATTCTGTCGG
AGACCTCAATCTTTGACATCCTGCACGACTTCTTCTACCACTCTAACCGGGCAGTGTGCAATGCTGCTCTGGAAGTCTATGTGAGG
AGAACCTACACATCCTATGAGCTGACCTGCTTGCAGCATTTGGAACTCTCCGGAGGCCTGCCGCTGGTGCACTTCCAGTTCCTCCT
GCCGACAGCCCATCCGAACAGACTGTTCTCGCGCATGTCCTCCCCCGATGGATTGGATCAGGCAGCGGCAGAGTCTTTGGGAAACT
CATTCGTGCGCACCGGAGCGATTGCAGCCTTTGACTCCTTCGAACACTTTGAGATGTACTCGGACGAGATTCTGGATCTGCTCGAA
GACTTCGTCTCGCCAGCCATGGTTAATGCCAAGGTCCTGGAAGCCGTAGAGGCAGCGGATTCTATCTCGGACAGCCGACACAGCAC
CTCGATCAATGTGTCGTTGTCGGATCCCGTAACCCGGGCGAATGCTGCCGAGGAGGCCAAGTCCACCGAACCGATTCACATTGTTA
GTGTGGCTGTGAGAGAAACGGGGGAGTTGGATGACCTGCAAATGGCCCAAATCTTTGGAAATTATTGCCAAGAGC -3’ 
 
Εικόνα 36: Στρατηγική για αναγνώριση ατόμων που φέρουν την μεταλλαγή A1079T στην ακετυλο-συνένζυμο 
Α καρβοξυλάση. Οι κίτρινες σημειώσεις απεικονίζουν τους generic εκκινητές (ACC3F, GenRev1079). Με το μωβ 
απεικονίζεται ο SpecRev645 εκκινητής. Στην πράσινη περιοχή έχει προκληθεί η απαλοιφή της θέσης περιορισμού 
του ενζύμου PstI η οποία πέπτει μόνο το DNΑ των μη μεταλλαγμένων/αγρίου τύπου μυγών. Στην κόκκινη 
περιοχή δημιουργήθηκε θέση περιορισμού για την περιοριστική ενδονουκλεάση StuI η οποία πέπτει το DNA μόνο 
των μεταλλαγμένων μυγών.  Με γαλάζιο έχει σημειωθεί η σημειακή μεταλλαγή ενδιαφέροντος Α1079Τ κατά την 
οποία έχουμε μετατροπή του αμινοξέος  Αλανίνη (GCT) σε Θρεονίνη (ACC). 
 
LeftgRNAa1079T Sense oligo CTTCGGCGCTGCAGGTTCTCGGG 

Antisense oligo AAACCCCCGAGAACCTGCAGCGCC 
RightgRNAa1079T Sense oligo CTTCGTCTGTTCGGGTGAGCTGTG 

Antisense oligo AAACCACAGCTCACCCGAACAGAC 
Πίνακας 10Τα τέσσερα 20ανουκλεοτίδια για την κατασκευή του RNA οδηγού (gRNA) για την μεταλλαγή 
A1079T με άκρα τα οποία είναι συμπληρωματικά ως προς τα μονόκλωνα άκρα που έχουν προκύψει στο 
πλασμίδιο δέκτη το οποίο έχει υποστεί πέψη με BbIs 
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