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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Σα δηδαληνθηφλα ηεο νκάδαο ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ έρνπλ ζηνρεπκέλν ηξφπν δξάζεο θη αλαζηέιιoπλ 

ηε ιεηηνπξγία ηνπ ελδχκνπ ζπλζεηάζε ηνπ αθεηνυδξνμηθνχ νμένο (acetohydroxyacid synthase, 

AHAS) ή ζπλζεηάζε ηνπ νμηθνγαιαθηηθνχ νμεφο (acetolactate synthase, ALS). Σν AHAS θαηαιχεη 

ηε βηνζχλζεζε ησλ ακηλνμέσλ βαιίλεο, ιεπθίλεο θαη ηζνιεπθίλεο, ηα νπνία είλαη απαξαίηεηα γηα 

ηελ θπηηαξνδηαίξεζε θαη ηελ αλάπηπμε ησλ θπηψλ. Ζ ηερλνινγία Clearfield ή Θmisun ηνπ ειίαλζνπ 

βαζίδεηαη ζε κία θπζηθή κεηάιιαμε ζην ελεξγφ θέληξν ηνπ AHAS, ζηελ νπνία ε αιαλίλε 

αληηθαζίζηαηαη απφ ηελ βαιίλε ζηε ζέζε 205 (Ala205Val). ΢θνπφο ηεο εξγαζίαο ήηαλ ε 

αμηνιφγεζε ηεο αλζεθηηθφηεηαο πβξηδίσλ ειίαλζνπ ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο. Σαπηφρξνλα, κειεηήζεθε 

ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ HaAHASl1, HaAHASl2, HaAHASl3 πνπ θσδηθνπνηνχλ ηελ θαηαιπηηθή 

ππνκνλάδα ηνπ AHAS θαη ε πηζαλή ζπζρέηηζή ηνπο κε ην κνξηαθφ κεραληζκφ ηεο αλζεθηηθφηεηαο.  

Γηα ην ζθνπφ απηφ έλα επαίζζεην πβξίδην (S1) θαη δχν Clearfield πβξίδηα (R2, R3), θπηεχηεθαλ ζε 

θπηνδνρεία έσο ην ζηάδην ηνπ 2-3
νπ

 δεχγνπο
 

θχιισλ, φπνπ ηα θπηά 

(12/πβξίδην/επέκβαζε/επαλάιεςε) δέρηεθαλ επεκβάζεηο κε ςεθαζηηθφ δηάιπκα πνπ πεξηείρε είηε 

400κg imazamox/ml δηδαληνθηφλνπ είηε 1200κg/ml, ελψ ζαλ κάξηπξεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ θπηά, ηα 

νπνία είραλ ςεθαζηεί κε λεξφ. Σα πβξίδηα αμηνινγήζεθαλ κεηά απφ 7, 14 θαη 21 εκέξεο απφ ηηο 

επεκβάζεηο, ζε κία θιίκαθα 0 (πγηέο) έσο 5 (λεθξφ θπηφ), ζχκθσλα κε ηα θπηνηνμηθά ζπκπηψκαηα 

πνπ παξνπζίαζαλ. Σα δεδνκέλα αλαιχζεθαλ κε ην ζηαηηζηηθφ πξφγξακκα JMP
®
8. Παξάιιεια 

πξνζδηνξίζηεθε ε κέζε απνηειεζκαηηθή δφζε (ED50) ηνπ δηδαληνθηφλνπ γηα ην θάζε πβξίδην. Γηα 

ηελ αλάιπζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο, 36 ψξεο κεηά ηηο επεκβάζεηο, ζπιιέρζεθε θπιιηθφο ηζηφο 

απφ 10 θπηά/πβξίδην/επαλάιεςε, απνκνλψζεθε RNA θαη πξαγκαηνπνηήζεθε ζχλζεζε ηνπ cDNA. 

΢ηε ζπλέρεηα έγηλε βειηηζηνπνίεζε ησλ ζπλζεθψλ ηεο PCR θαη αθνινχζεζε ζρεηηθή 

πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ κε ηε ρξήζε ηεο RTqPCR. Σα δεδνκέλα αλαιχζεθαλ 

κε ηε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνχ REST
©

.  

΢χκθσλα κε ηελ θαηλνηππηθή αμηνιφγεζε, ηα πβξίδηα R2 θαη R3 παξνπζίαζαλ αλζεθηηθφηεηα ζηελ 

δφζε ησλ 400κg/ml δηδαληνθηφλνπ ελψ επαηζζεζία ζηελ δφζε ησλ 1200κg imazamox/ml 

δηδαληνθηφλνπ. Σν επαίζζεην πβξίδην S1 παξνπζίαζε επαηζζεζία θαη ζηηο δχν ζπγθεληξψζεηο 

δηδαληνθηφλνπ. Ζ αμηνιφγεζε απηή επηβεβαηψζεθε θαη κε ην ED50. ΢χκθσλα κε ηελ ζηαηηζηηθή 

αλάιπζε ησλ δεδνκέλσλ ζην JMP
®
8, ε αιιειεπίδξαζε κεηαμχ πβξηδίσλ θαη επεκβάζεσλ δελ ήηαλ 

ζεκαληηθή, ελψ ζεκαληηθή ήηαλ ε επίδξαζε ηνπ γνλνηχπνπ ησλ πβξηδίσλ αιιά θαη ησλ 

επεκβάζεσλ ηελ 7
ε
 εκέξα θαζψο θαη ηελ 21

ε
 παξαηεξήζεσλ.  



 

 

Όζνλ αθνξά ηε γνληδηαθή έθθξαζε, ην HaAHASl1 παξνπζίαζε ζρεδφλ 3 θνξέο αχμεζε ζηα S1 θαη 

R3 πβξίδηα κεηά απφ ηηο επεκβάζεηο κε ην imazamox, ζε ζχγθξηζε κε ηνπο κάξηπξεο. Tν γνλίδην 

HaAHASl2 παξνπζίαζε αμηνζεκείσηε επαγσγή ζην R3 πβξίδην θαη ζηηο δχν ζπγθεληξψζεηο ηνπ 

δηδαληνθηφλνπ. Σέινο, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl3 δελ παξνπζίαζε ζεκαληηθή κεηαβνιή ζε 

θαλέλα απφ ηα πβξίδηα ζε φιεο ηηο επεκβάζεηο. Σν R2 πβξίδην παξνπζίαζε κεησκέλε έθθξαζε ησλ 

γνληδίσλ HaAHASl1 θαη HaAHASl2 κεηά απφ ηηο επεκβάζεηο κε ην δηδαληνθηφλν. 

΢πκπεξαζκαηηθά, ηα πβξίδηα R2 θαη R3 ζα κπνξνχζαλ λα ραξαθηεξηζηνχλ σο αλζεθηηθά ζηε 

δξαζηηθή νπζία imazamox. Ζ αλζεθηηθφηεηα θαίλεηαη λα είλαη δνζνεμαξηψκελε θαη κε πηζαλή 

επίδξαζε ηνπ παξάγνληα πεξηβάιινλ. Σα γνλίδηα HaAHASl1 θαη HaAHASl2 πηζαλψο λα 

ζρεηίδνληαη κε ηνλ κεραληζκφ ηεο αλζεθηηθφηεηαο ηνπ ειίαλζνπ ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Evaluation of resistance to imidazolinone herbicides in sunflower 

hybrids and investigation of their molecular mechanism of resistance 

 

ABSTRACT 

The herbicides of the imidazolinone family inhibit the action of acetohydroxyacid synthase (AHAS) 

or acetolactate synthase (ALS) enzyme and are associated with target-site resistance. AHAS 

catalyzes the biosynthesis of the amino acids valine, leucine and isoleucine, which are necessary for 

protein synthesis, cell division proper plant development. Clearfield technology or Imisun in 

sunflower involves the development of imidazolinone-resistant cultivars or hybrids and is based on 

a natural mutation in the active site of the AHAS enzyme. In particular, a substitution of an alanine 

by a valine at amino acid 205 of the enzyme (Ala205Val) confers resistance to imidazolinones. The 

purpose of this study was (i) the evaluation of resistance of Clearfield sunflower hybrids to 

imidazolinones, and (ii) the analysis of expression of the HaAHASl1, HaAHASl2, HaAHASl3 genes, 

which code for the catalytic subunit of AHAS, and its putative involvement with the molecular 

mechanism of resistance. 

The sensible hybrid (S1) and the Clearfield hybrids (R2, R3), were planted in pots with substrate, in 

the greenhouse. The plants (12hybrids/treatment/repeat) were treated with sprayed solution which 

contained 400κg imazamox/ml herbicide and 1200κg/ml at the stage of 2-3 pair of leaves. Control 

plants were sprayed with tap water. Visual estimates were recorded at 7, 14 and 21 days after 

treatments, on a scale 0 (healthy) – 5(dead plants) based on phytotoxic symptoms. Statistical 

analysis was performed with the JMP
®
8 program. Furthermore, the effective dose (ED50) of 

herbicide was determined for each hybrid. Regarding the analysis of gene expression, leaf tissue 

was collected from 10plants/hybrids/repeat, 36 hours after treatment for RNA isolation and 

subsequent cDNA synthesis. PCR conditions were optimized with end point PCR and quantitative 

gene expression analysis was performed with Real Time quantitative PCR. The data were analyzed 

with the REST
© 

program.  

According to the phenotypic evaluation, the R2 and R3 hybrids presented resistance to the dose of 

400κg imazamox/ml herbicide, whereas they exhibited susceptibility at the dose of 1200κg/ml. The 

susceptible hybrid S1 displayed susceptibility at both doses. This evaluation was confirmed by the 

ED50. The JMP’s statistical analysis showed that the interaction between hybrids and treatments was 

not significant, in relation to the effect of hybrids genotype and the treatment’s on 7
th

 and 21
st
 day. 



 

 

Regarding gene expression, HaAHASl1 was increased approximately 3 times fold in S1 and R3 

hybrids after imazamox treatments. The HaAHASl2 gene showed remarkable induction in the R3 

hybrid in both treatments. The gene HaAHASl3 did not show any significant change in any hybrid 

and at any treatment. All three genes exhibited decreased expression in the R2 hybrid as compared 

to the untreated control. 

In conclusion, the R2 and R3 hybrids could be characterized as resistant. The resistance is dose-

dependent and a possible factor of reaction is the environment. The induction of the HaAHASl1 and 

HaAHASl2 genes suggests an association of gene expression with the molecular mechanism of 

resistance of sunflower to imidazolinones. 
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1. ΔΗ΢ΑΓΧΓΖ 

1.1. Γεληθά 

Σα δηδάληα απνηεινχλ έλαλ απφ ηνπο θχξηνπο παξάγνληεο κείσζεο ησλ απνδφζεσλ ηεο γεσξγηθήο 

παξαγσγήο (Green, 2014), θαζψο αλαπηχζζνληαη θαη αληαγσλίδνληαη ηα θαιιηεξγνχκελα θπηά κε 

ζθνπφ λα θαιχςνπλ ηηο αλάγθεο ηνπο ζε θσο, λεξφ, έδαθνο θαη ζξεπηηθά ζπζηαηηθά (Simie et al., 

2011). ΢ηελ πεξίπησζε ηνπ ειίαλζνπ ηα δηδάληα απνηεινχλ ζεκαληηθφ αλαζηαιηηθφ παξάγνληα, κε 

ηε κείσζε ηεο παξαγσγήο λα πξνζεγγίδεη ην 81% (Jaykumar et al., 1988; Simie et al., 2011). 

Ζ αληηκεηψπηζε ησλ δηδαλίσλ κπνξεί λα επηηεπρζεί ηφζν κε πξνιεπηηθά κέηξα (ειηναπνιχκαλζε, 

ακεηςηζπνξά), φζν κε δηάθνξεο θαιιηεξγεηηθέο ηερληθέο (βνηάληζκα, θνπή θαη θάςηκν δηδαλίσλ) 

θαη εθαξκνγή βηνινγηθψλ κέζσλ (βηνδηδαληνθηφλα), αιιά θπξίσο γίλεηαη κε ρεκηθά κέζα 

(δηδαληνθηφλα) (Παζπάηεο, 2004), φπνπ ζεσξνχληαη ε πην δξαζηηθή θαη ε πην απνηειεζκαηηθή 

κέζνδνο (Green, 2014).  

Ζ καθξνρξφληα ρξήζε ησλ δηδαληνθηφλσλ κε ζθνπφ ηελ θαηαπνιέκεζή ησλ δηδαλίσλ νδήγεζε ζηελ 

αλάπηπμε αλζεθηηθφηεηαο πνιιψλ απφ απηψλ, ηφζν ζηνλ Δπξσπατθφ ρψξν, φζν θαη ζηελ Ακεξηθή 

(De Prado et al., 1997; Shaner, 1997). Ζ αλζεθηηθφηεηα απηή πξνέθπςε είηε απφ ηελ ηθαλφηεηά 

ηνπο λα κεηαβνιίδνπλ ηo δηδαληνθηφλo, είηε απφ ηελ ηθαλφηεηα παξεκπφδηζεο ησλ δηδαληνθηφλσλ λα 

πξνζδέλνληαη ζηελ ελεξγφ ζέζε ησλ ρξήζηκσλ γηα ηελ αλάπηπμή ηνπο ελδχκσλ (Tan et al., 2005). 

΢ηελ Διιάδα, ην 1986, δηάθνξνη πιεζπζκνί Echinochloacrus galli (κνπρξίηζα) ζε θαιιηέξγεηεο 

ξπδηνχ εκθαλίζηεθαλ λα είλαη αλζεθηηθνί ζηελ νπζία propanil (Giannopolitis and Vassilou, 1989; 

De Prado et al., 1997), ελψ ην 1998, ην δηδάλην Papaver rhoeas (παπαξνχλα) παξνπζίαζε 

αλζεθηηθφηεηα ζε δηδαληνθηφλα πνπ αλαζηέιινπλ ην έλδπκν AHAS ζε θαιιηέξγεηα ζθιεξνχ 

ζηηαξηνχ (www.weedscience.org). 

Ζ πξναγφκελε αλζεθηηθφηεηα ησλ δηδαλίσλ ζηα δηδαληνθηφλα νδήγεζε ζηε δεκηνπξγία 

δηδαληνθηφλσλ λέαο γεληάο, φπνπ δξνπλ εθιεθηηθά, κε ζηνρεπκέλε δξάζε ζηε θσηνζχλζεζε, ζην 

κεηαβνιηζκφ ηνπ θπηηάξνπ, αιιά θαη ζηε δηαίξεζε ή αχμεζε ηνπ θπηηάξνπ ησλ θπηψλ, 

παξεκπνδίδνληαο έηζη ηελ αλάπηπμε ησλ δηδαλίσλ ρσξίο δεκηνγφλεο επηδξάζεηο ζηηο θαιιηέξγεηεο 

(Διεπζεξνρσξηλφο, 2009). Παξάιιεια έκθαζε δφζεθε ζην λα δεκηνπξγεζνχλ λέεο πνηθηιίεο θαη  

πβξίδηα κε αλζεθηηθφηεηα ζηα εθαξκνδφκελα δηδαληνθηφλα, κέζσ ηεο επηινγήο (θιαζζηθήο 

βειηίσζεο) ή ηεο γελεηηθήο ηξνπνπνίεζεο ησλ θπηψλ (Tan et al., 2005). Απψηεξν ζηφρν ησλ 

εξεπλψλ απηψλ απνηέιεζε θαη απνηειεί ε επίηεπμε ηεο γξεγνξφηεξεο, απνηειεζκαηηθφηεξεο θαη 

νηθνλνκηθφηεξεο αληηκεηψπηζεο ησλ δηδαλίσλ κέζσ ηνπ ζπλδπαζκνχ ησλ αλζεθηηθψλ θαιιηεξγεηψλ 
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ζηα δηδαληνθηφλα θαη ηεο εθαξκνγήο δηδαληνθηφλσλ λέαο γεληάο, ε αλαθάιπςε λέσλ ηξφπσλ 

δξάζεο ησλ δηδαληνθηφλσλ, αιιά θαη πην θηιηθψλ δηδαληνθηφλσλ ζην πεξηβάιινλ (Green, 2014; 

Renton et al., 2014; Shaner and Beckie, 2014).  

1.2. Ζιίαλζνο θαη θαηαπνιέκεζε δηδαλίσλ 

Ο ειίαλζνο (Helianthus annuus L.) απνηειεί ζηαπξνγνληκνπνηνχκελν θπηφ, δηπινεηδέο κε 2n = 34 

(Kaya et al., 2012), ηεο νηθνγέλεηαο Compositae ή Asteraceae. Χο θέληξν θαηαγσγήο ηνπ είδνπο 

ζεσξείηαη ε πεξηνρή ηεο Κεληξηθήο Ακεξηθήο, φπνπ θαηά ηα πξντζηνξηθά ρξφληα ρξεζηκνπνηνχηαλ 

σο ηξνθή απφ ην γεγελή πιεζπζκφ. Ζ δηάδνζή ηνπ ζηνλ Δπξσπατθφ ρψξν θαίλεηαη λα έιαβε ρψξα 

απφ ηνπο Ηζπαλνχο εμεξεπλεηέο, θαηά ηελ αλαθάιπςε ηεο Ακεξηθήο, φπνπ θαη ρξεζηκνπνηήζεθε 

αξρηθά θπξίσο σο θαιισπηζηηθφ θπηφ (Δηθφλα 1). Έπεηηα απφ ηελ εμάπισζε ηεο θαιιηέξγεηάο ηνπ 

ζηελ πξψελ ΢νβηεηηθή έλσζε, κεηά ην 1830 μεθίλεζε ε παξαγσγή ειηέιαηνπ, φπνπ απνηέιεζε ηελ 

θχξηα πεγή ειαίνπ ζηελ πξψελ ΢νβηεηηθή Έλσζε, ηελ Αλαηνιηθή Δπξψπε θαη ηελ Αξγεληηλή θαη 

αθνινχζσο εμαπιψζεθε ζηνλ Καλαδά θαη ηηο Ζ.Π.Α. (Γαιαλνπνχινπ-΢ελδνχθα, 2002; Kaya et al., 

2012). 

 

 

 

 

 

 

        Δηθφλα 1. Γηάδνζε θαη εμάπισζε ηνπ ειίαλζνπ (Helianthus annuus L.) 

΢ηελ Διιάδα, ν ειίαλζνο αξρηθά θαιιηεξγήζεθε, θπξίσο ζηε Βφξεηα Διιάδα, ζηελ πεξηνρή ηεο 

Θξάθεο γηα ην ζπφξν ηνπ, ελψ αχμεζε ηεο θαιιηέξγεηάο ηνπ παξαηεξήζεθε ζηε ζπγθεθξηκέλε 

πεξηνρή αιιά θαη ζηε Μαθεδνλία, κε ζθνπφ ηελ παξαγσγή ειαίνπ (Γαιαλνπνχινπ-΢ελδνχθα, 

2002). Σα ηειεπηαία ρξφληα, ε θαιιηέξγεηα ηνπ παξνπζηάδεη αχμεζε σο ελεξγεηαθή θαιιηέξγεηα, 

θπξίσο κε ζθνπφ ηελ παξαγσγή βηνθαχζηκνπ, ιφγσ ηεο θνηλνηηθήο νδεγίαο (2030/30ΔΚ) πνπ ζέιεη 

λα ππνθαηαζηήζεη ηα ζπλνιηθά θαχζηκα έσο θαη 10% κέρξη ην 2020 κε βηνθαχζηκα. Δπίζεο, 

θαιιηεξγείηαη θαη γηα ηελ παξαγσγή βηνκάδαο (pellets), παξάιιεια κε άιια ελεξγεηαθά θπηά, φπσο 

ε αγξηαγθηλάξα, ε ειαηνθξάκβε θ.ά.. 
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Ο έιεγρνο ησλ δηδαλίσλ ζηελ θαιιηέξγεηα ηνπ ειίαλζνπ ζεσξείηαη πνιχ ζεκαληηθφο ιφγσ ηεο 

επαηζζεζίαο πνπ παξνπζηάδεη ηδηαίηεξα θαηά ηα λεαξά ζηάδηα αλάπηπμήο ηνπ. ΢ε απηά ηα ζηάδηα ν 

ειίαλζνο έρεη αξγή αλάπηπμε κέρξη ην ζηάδην ηεο αλάπηπμεο ηνπ άλζνπο. Σα δηδάληα είλαη πνιχ 

αληαγσληζηηθά σο πξνο ηελ πγξαζία, ηα ζξεπηηθά ζπζηαηηθά θαη αλάινγα ην είδνο, σο πξνο ην θσο 

θαη ην ρψξν, κε απνηέιεζκα ηε κείσζε ηεο απφδνζεο ηνπ ειίαλζνπ ζε έλα πνζνζηφ 20-70% 

(Blamey et al., 1997)  

Έλαο ηξφπνο αληηκεηψπηζεο ησλ δηδαλίσλ ηνπ ειίαλζνπ είλαη ε εθαξκνγή κεηαθπηξσηηθψλ 

δηδαληνθηφλσλ κε θχξηα δξάζε ηνπο ηελ αληηκεηψπηζε ησλ αγξσζησδψλ δηδαλίσλ (Pfenning et al., 

2008). Δπίζεο, ζπλίζηαηαη ε εθαξκνγή ησλ δηδαληνθηφλσλ ησλ νκάδσλ ησλ Dinitroanilines ή ησλ 

Chloroacetamides πξνθπηξσηηθά, θαζψο θαη ε εθαξκνγή ηνπο ζε ζπλδπαζκφ κε ην φξγσκα. Απηά 

ηα δηδαληνθηφλα αληηκεησπίδνπλ ζηελά πιαηχθπιια αγξσζηψδε αιιά δελ αληηκεησπίδνπλ επαξθψο 

δηδάληα φπσο ην Xanthium strumarium, Datura stramonium, Ambrosia artemisiifolia θαη Sonchus 

spp.  

Ζ νξνβάγρε (Orobanche spp.) απνηειεί έλαλ απφ ηνπο βαζηθνχο ερζξνχο ηεο θαιιηέξγεηαο ηνπ 

ειίαλζνπ. Πξφθεηηαη γηα έλα νινπαξάζηην, ην νπνίν πξνζθνιιάηαη ζηε ξίδα ηνπ θπηνχ μεληζηή, 

απνξξνθψληαο ζξεπηηθά ζπζηαηηθά γηα ηελ επηβίσζή ηνπ κε απνηέιεζκα ηε λέθξσζε ηνπ θπηνχ 

Μία απνηειεζκαηηθή πξνζέγγηζε θαηαπνιέκεζεο ησλ δηδαλίσλ ζήκεξα πνπ θαζηζηά εθηθηφ ην 

δξαζηηθφ έιεγρν δηδαλίσλ, ζαλ ηελ νξνβάγρε, ηα νπνία δελ κπνξνχζαλ ζην παξειζφλ λα 

θαηαπνιεκεζνχλ, είλαη λα αιιάμνπλ ηα θπηά γελεηηθά κε παξαδνζηαθέο ή δηαγνληδηαθέο ηερληθέο. 

Ζ πξνζέγγηζε απηή επηηξέπεη ζην δηδαληνθηφλν λα δξα ζηα δηδάληα, ελψ δελ επεξεάδεη ηελ 

θαιιηέξγεηα, ιφγσ ηεο κε πξφζδεζεο ζην έλδπκν-ζηφρν ηνπ εθάζηνηε δηδαληνθηφλνπ. Μία 

ελαιιαθηηθή πξνζέγγηζε είλαη απηή θαηά ηελ νπνία ην ηξνπνπνηεκέλν θπηφ ππνβαζκίδεη ην 

δηδαληνθηφλν γηα παξάδεηγκα κε ηαρεία απνδφκεζε πξηλ ην δηδαληνθηφλν θηάζεη ζην έλδπκν ζηφρν. 

Απηέο νη θαιιηέξγεηεο πξνζδηνξίδνληαη ζαλ «Αλζεθηηθέο Καιιηέξγεηεο» ζην δηδαληνθηφλν 

(Pfenning et al., 2008). 

1.3. Εηδαληνθηφλα αλαζηνιείο ηνπ ελδχκνπ AHAS 

Σα δηδαληνθηφλα αλαζηνιείο ηνπ ελδχκνπ AHAS άξρηζαλ λα ρξεζηκνπνηνχληαη ζηηο αξρέο ηεο 

δεθαεηίαο ηνπ 1980 (Yu and Powles, 2014; Pandolfo et al., 2015), φπνπ απνηέιεζαλ θαη απνηεινχλ 

πνιχ ζεκαληηθά εξγαιεία γηα ηνλ έιεγρν ησλ εηήζησλ θαη πνιπεηψλ δηδαλίσλ ηφζν πξνθπηξσηηθά 

φζν θαη κεηαθπηξσηηθά ζε δηάθνξεο θαιιηέξγεηεο ή ζε κε γεσξγηθέο εθηάζεηο (Διεπζεξνρσξηλφο, 

2009, Yu and Powles, 2014), αληηκεησπίδνληαο απνηειεζκαηηθά αθφκα θαη έλαλ απφ ηνπο πην 

ζνβαξνχο ερζξνχο ηνπο ηελ νξνβάγρε. 
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Ζ πξψηε δξαζηηθή νπζία αλαθαιχθζεθε ζηα κέζα ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1970 θαη ήηαλ ην 

chlorsulfuron ηεο νκάδαο ησλ ζνπιθνλπινπξηψλ (Διεπζεξνρσξηλφο, 2009; Yu and Powles, 2014), 

ελψ ζήκεξα ε νκάδα απηή πεξηιακβάλεη ζπλνιηθά πέληε ρεκηθέο νκάδεο δηδαληνθηφλσλ: ησλ 

ζνπιθνλνπξηψλ (SUs), ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ (ΗΜΗs), ησλ ηξηαδνινππξηκηδίλσλ (ΣΡ), ησλ 

ππξηκηδηλπιηνβελδντθψλ (ΡTΒs) θαη ησλ ζνπιθνιακηλνθαξβνλπινηξηαδνιηλνλψλ (SACTs). Σα 

δηδαληνθηφλα απηά έρνπλ εμεηδηθεπκέλε δξάζε ζηηο θπηηαξηθέο ή ηηο κεηαβνιηθέο ιεηηνπξγίεο θαη 

ζπγθεθξηκέλα παξεκπνδίδνπλ ηελ βηνζχλζεζε ησλ ακηλνμέσλ ηεο νκάδαο ηνπ ππξνζηαθπιηθνχ.  

Ζ αλαζηνιή ηνπ ελδχκνπ AHAS επηθέξεη ζην θπηφ ηε ζηαδηαθή λέθξσζή ηνπ, αθνχ παξεκπνδίδεη 

ηελ παξαγσγή ησλ ακηλνμέσλ, βαιίλεο, ηζνιεπθίλεο θαη ιεπθίλεο, ηα νπνία είλαη απαξαίηεηα γηα 

ηελ αλάπηπμή ηνπ. Δπίζεο, κε ηελ επαθφινπζε αλαζηνιή ηεο πξσηετληθήο δξάζεο, δηαηαξάζζεηαη 

θαη ε ιεηηνπξγία ηεο θσηνζχλζεζεο ησλ θπηψλ (Shaner and Singh, 1991). Οη νκάδεο απηέο ησλ 

δηδαληνθηφλσλ-αλαζηνιέσλ ηνπ AHAS έρνπλ ην πιενλέθηεκα φηη ειέγρνπλ έλα πνιχ κεγάιν 

αξηζκφ δηδαλίσλ (πεξίπνπ 101 είδε). Δπίζεο, παξέρνπλ πξφζζεηα πιενλεθηήκαηα, φπσο είλαη ε 

ρακειή ηνμηθφηεηα ζηα ζειαζηηθά, ε εθιεθηηθή δξάζε, ε ρξήζε κηθξψλ δφζεσλ δξαζηηθήο νπζίαο 

θαζψο θαη ν κε πεξηνξηζκφο ζην ρξφλν εθαξκνγήο ηνπο (Bulos et al., 2013).  

1.4. Ηκηδαδνιηλφλεο 

Οη ηκηδαδνιηλφλεο απνηεινχλ κία νκάδα ησλ δηδαληνθηφλσλ αλαζηνιέσλ ηνπ ελδχκνπ AHAS. Ζ 

νκάδα ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ αλαθαιχθζεθε ζηηο αξρέο ηεο δεθαεηίαο ηνπ ’80 θαη άξρηζε λα 

ρξεζηκνπνηείηαη ζηηο αξρέο ηνπ ’90 γηα ηελ θαηαπνιέκεζε ησλ πιαηχθπιισλ θαη αγξσζησδψλ 

δηδαλίσλ.  

Ζ απνξξφθεζή ηνπο είλαη δπλαηή ηφζν απφ ηηο ξίδεο φζν θαη απφ ηα θχιια ησλ θπηψλ, ελψ 

κεηαθηλνχληαη ζηνπο κεξηζησκαηηθνχο ηζηνχο ηφζν απνπιαζηηθά φζν θαη ζπκπιαζηηθά. Ζ δξάζε 

ηνπο ζην θχιισκα εθδειψλεηαη εληφο νιίγσλ εκεξψλ απφ ηελ εθαξκνγή ηνπο, ελψ ε δξάζε ηνπο 

κεηά απφ ηελ απνξξφθεζή ηνπο απφ ηηο ξίδεο εθδειψλεηαη εληφο νιίγσλ εκεξψλ απφ ην θχηξσκα 

ησλ δηδαλίσλ.  

Μεηνλέθηεκα ηεο νκάδαο απηήο ζεσξείηαη ν  ρξφλνο παξακνλήο ηνπο ζην έδαθνο, φπνπ ζπρλά είλαη 

κεγαιχηεξνο απφ 12 κήλεο θαη ζπλεπψο δελ κπνξνχλ λα αλαπηπρζνχλ θαιιηέξγεηεο νη νπνίεο είλαη 

επαίζζεηεο ζε απηέο, φπσο είλαη ηα ηέπηια, ε ηνκάηα, ε πηπεξηά, ην θξεκκχδη θαη ηα θνπθηά (Alister 

and Kogan, 2004) κε απνηέιεζκα λα κελ κπνξνχλ λα εγθαηαζηαζνχλ ζηνλ αγξφ ηελ επφκελε 

θαιιηεξγεηηθή πεξίνδν (Ramezani, 2007). ΢εκαληηθφ ξφιν γηα ηελ απνηθνδφκεζή ηνπο, φπνπ 

γίλεηαη θαηά θχξην ιφγν κέζσ θσηναπνδφκεζεο θαη ιηγφηεξν κέζσ πδξφιπζεο, θαίλεηαη λα παίδεη 
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ην pH ηνπ εδάθνπο, ε θσηεηλφηεηα ηεο ειηαθήο αθηηλνβνιίαο θαη ε παξνπζία κηθξννξγαληζκψλ 

(Ramezani, 2007; Alister and Kogan, 2004). 

΢ηελ νκάδα ησλ δηδαληνθηφλσλ απηή αλήθνπλ νη δξαζηηθέο νπζίεο imazamethabenz methyl, 

imazapic, imazapyr, imazaquin, imazethapyr θαη imazamox, ελψζεηο πνπ απνηεινχληαη απφ έλαλ 

αξσκαηηθφ δαθηχιην (ζπλήζσο ππξηδίλε), ηελ θαξβνμπιηθή νκάδα θαη ηνλ ηκηδαδνιηληθφ δαθηχιην 

(Δηθφλα 2). Δμαίξεζε απνηεινχλ ε έλσζε imazaquin φπνπ έρεη κία θηλνιίλε θαη ε έλσζε 

imazamethabenz methyl πνπ απνηειείηαη απφ έλα βελδνιηθφ δαθηχιην. Οη ηκηδαδνιηλφλεο κε 

ππξηδηληθφ δαθηχιην δηαθέξνπλ κεηαμχ ηνπο ζηε ζέζε 5 ηνπ ππξηδηληθνχ δαθηπιίνπ, κε ηα 

imazapyr, imazapic, imazethapyr θαη  imazamox λα έρνπλ αληίζηνηρα ζηε ζέζε απηή πδξνγφλν, 

κεζχιην, αηζχιην θαη κεζνμπκέζηιν (Tan et al., 2005).  

 

 

Δηθφλα 2. ΢πληαθηηθφο ηχπνο ησλ imazapyr (1), imazethapyr (2), imazapic (3), imazaquin (4), 

imazamethabenz methyl (5) θαη imazamox (6) 

Σν imazamox  κε ρεκηθή νλνκαζία (±)-2-[4,5-dihydro-4-methyl-4-(1-methylethyl)-5-oxo-1H-23 

imidazol-2-yl]-5-(methoxymethyl)-3-pyridinecarboxylic acid εθαξκφζηεθε γηα πξψηε θνξά ζηε 

γεσξγία ην 1995 θαη πιένλ ρξεζηκνπνηείηαη ζε κεγάιε θιίκαθα ζε θαιιηέξγεηεο θπξίσο ςπραλζψλ, 

φπσο είλαη ηα θαζφιηα, ε ζφγηα, ε κεδηθή, θαζψο θαη ζε άιιεο θαιιηέξγεηεο φπσο είλαη ην 

θαιακπφθη, ε ειαηνθξάκβε, ην ξχδη, ην ζηηάξη θαη ν ειίαλζνο (Pfenning et al., 2008). Σν imazamox 

ρξεζηκνπνηείηαη κεηαθπηξσηηθά γηα ηελ θαηαπνιέκεζε πιεζψξαο δηδαλίσλ αιιά θαη ηεο 

νξνβάγρεο ζηε θαθή, ηνλ ειίαλζν, ηνλ θαπλφ θαη ηελ ηνκάηα (Εηψγαο θαη Μάξθνγινπ, 2010), κε 

ηε κηθξή ππνιεηκκαηηθή ηνπ δξαζηεξηφηεηα ζε ζχγθξηζε κε ηελ ππφινηπε νκάδα ησλ 

1 2 3 

4 5 6 
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ηκηδαδνιηλνλψλ λα απνηειεί ην θπξηφηεξν πιενλέθηεκά ηνπ (Pfenning et al., 2008; Zhou et al., 

2007). 

1.5. ΢πλζεηάζε ηνπ αθεηνυδξνμηθνχ νμένο: Acetohydroxyacid synthase (AHAS) 

1.5.1. Έλδπκν AHAS 

Σα θπηά θαη πνιινί κηθξννξγαληζκνί, φπσο κχθεηεο, άιγε θαη βαθηήξηα, νη νπνίνη είλαη 

απηφηξνθνη νξγαληζκνί, έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα ζχλζεζεο απφ αλφξγαλεο ελψζεηο φισλ ησλ 

απαξαίηεησλ ακηλνμέσλ θαη κεηαβνιηηψλ πνπ ρξεηάδνληαη γηα ηελ επηβίσζε ηνπο. Απηφ ζεκαίλεη 

φηη εκπεξηέρνπλ έλα πιήξεο ζχζηεκα βηνζχλζεζεο απηψλ ησλ ελψζεσλ θαη ησλ ελδχκσλ πνπ ηηο 

ζπλζέηνπλ. Σα κνλνπάηηα ηεο ζχλζεζεο ησλ ακηλνμέσλ, φπσο θαη ηα έλδπκα πνπ θαηαιχνπλ ηηο 

αληηδξάζεηο απηέο είλαη ζηφρνο πνιιψλ δηδαληνθηφλσλ (Duggleby and Pang, 2000; Duggleby et al., 

2008). 

Ζ ζπλζεηάζε ηνπ αθεηνυδξνμηθνχ νμένο, acetohydroxyacid synthase (AHAS; EC 4.1.3.18), 

γλσζηή θαη ζαλ ζπλζεηάζε ηνπ νμηθνγαιαθηηθνχ νμένο ή νμηθνγαιαθηηθή ζπλζεηάζε, 

acetolactatesynthase (ALS), είλαη ην πξψην έλδπκν ζηε βηνζχλζεζε ηεο δηαθιαδηδφκελεο αιπζίδαο 

ησλ ακηλνμέσλ βαιίλε, ιεπθίλε, ηζνιεπθίλε, ηα νπνία θέξνπλ δηαθιαδηδφκελε αιπζίδα αηφκσλ 

άλζξαθα απαξαίηεηα γηα ηε ζχλζεζε ησλ πξσηετλψλ (Δηθφλα 3). Δπίζεο απνηεινχλ πξφδξνκεο 

νπζίεο θαηά ηε βηνζχλζεζε δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ (θπαλνγελή γιπθνδίδηα, γιπθνδηλνιηθά, 

αθπιησκέλα ζάθραξα).  

 

 

 

 

 

 

Δηθφλα 3. Αληηδξάζεηο βηνζχλζεζεο ηεο δηαθιαδηδφκελεο αιπζίδαο ακηλνμέσλ ηα νπνία 

είλαη απαξαίηεηα γηα ηε ζχλζεζε ησλ πξσηετλψλ (Duggleby et al., 2008) 

 

AHAS AHAS AHAS 
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Σν έλδπκν AHAS απαληάηαη ζηα πξνπιαζηίδηα ησλ κεξηζησκαηηθψλ ηζηψλ ησλ θπηψλ θαη ηνπο 

ρισξνπιάζηεο ησλ θχιισλ, ελψ ζπλαληάηαη θαη ζηα κηηνρφλδξηα ησλ κπθήησλ (Chipman et al., 

1998). To AHAS θαηαιχεη ηελ αληίδξαζε ζπκπχθλσζεο δχν κνξίσλ ππξνζηαθπιηθνχ νμένο γηα 

ηελ παξαγσγή α-νμηθνγαιαθηηθνχ νμένο ή/θαη ηελ αληίδξαζε ζπκπχθλσζεο ελφο κνξίνπ 

ππξνζηαθπιηθνχ νμένο θαη ελφο κνξίνπ α-θεηνβνπηπξηθνχ νμένο γηα ηελ παξαγσγή CO2 θαη α-

αθεηνυδξνμπβνπηπξηθνχ νμένο. Οη δχν απηέο νπζίεο είλαη απαξαίηεηεο γηα ηε κεηέπεηηα 

βηνζχλζεζε ησλ ακηλνμέσλ βαιίλεο θαη ηζνιεπθίλεο. Ζ βηνζχλζεζε ηεο ιεπθίλεο πξαγκαηνπνηείηαη 

κέζσ ηξηψλ δηαδνρηθψλ ελδπκηθψλ αληηδξάζεσλ ρξεζηκνπνηψληαο ηε βαιίλε ζαλ πξφδξνκν θαη ην 

α-θεην-ηζνβαιεξηθφ νμχ (Διεπζεξνρσξηλφο, 2009; Duggleby and Pang, 2000). 

Σν έλδπκν AHAS απνηειείηαη απφ δχν ππνκνλάδεο, ηελ θαηαιπηηθή θαη ηε ξπζκηζηηθή. Ζ 

θαηαιπηηθή ππνκνλάδα ζπληίζεηαη ζαλ κία κεγάιε πξφδξνκε πξσηεΐλε, κε κνξηαθφ βάξνο 59-

66kDa, αλάινγα κε ηνλ επθαξπσηηθφ νξγαληζκφ (Chipman et al., 1998). H ξπζκηζηηθή ππνκνλάδα 

δελ ζπκκεηέρεη ζηελ θαηάιπζε ηεο βηνζχλζεζεο ηεο δηαθιαδηδφκελεο αιπζίδαο ησλ ακηλνμέσλ, 

αιιά βνεζά ζηε δξάζε ηεο θαηαιπηηθήο ππνκνλάδαο. Σν κνξηαθφ βάξνο ηεο θαηαιπηηθήο 

ππνκνλάδαο δηαθέξεη αλάινγα κε ην είδνο θαζψο ζηα βαθηήξηα έρεη κέγεζνο 10-20 kDa, ζηνπο 

κχθεηεο πεξίπνπ 34 kDa, ελψ ζηα θπηά είλαη κεγαιχηεξε απφ 50 kDa. Ζ θαηαιπηηθή ππνκνλάδα 

νλνκάδεηαη αιιηψο κεγάιε ππνκνλάδα (large subunit) θαη ε ξπζκηζηηθή νλνκάδεηαη κηθξή 

ππνκνλάδα (small subunit) (Duggleby et al., 2008; Chipman et al., 2005; Yu and Powles, 2014). 

1.5.2. Δλεξγφ θέληξν ηνπ ελδχκνπ AHAS 

Ζ θξπζηαιιηθή δνκή ηνπ AHAS έρεη κειεηεζεί εθηελψο ζην δπκνκχθεηα Saccraromyces cerevisiae 

παξνπζία ή απνπζία ηνπ πξνζδεδεκέλνπ δηδαληνθηφλνπ (Chipman et al., 2005). Παξνκνίσο, ε 

θξπζηαιιηθή δνκή ηνπ ΑHAS, έρεη αλαιπζεί θαη ζην θπηφ Arabidopsis thaliana, κε ή ρσξίο ηελ 

εθαξκνγή δηδαληνθηφλσλ ηεο νκάδαο ησλ ζνπιθνλνπξηψλ θαη ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ (Yu and Powles, 

2014). Οη κειέηεο απηέο έδεημαλ φηη ε θαηαιπηηθή ππνκνλάδα απνηειείηαη απφ έλα δηκεξέο 

ζχκπινθν, ην νπνίν πεξηέρεη δχν κνλνκεξή κε δχν ελεξγά θέληξα.  

Ζ θαηαιπηηθή ππνκνλάδα ηνπ AHAS απαηηεί ηξεηο ελψζεηο γηα λα δξαζηεξηνπνηεζεί, ηε 

δηθσζθνξηθή ζεηακίλε (Thiamine diphosphate -ThDP), ην δηζζελέο ηφλ ηνπ καγλεζίνπ (Mg
2+

) θαη 

ην δηλνπθιενηίδην θιαβηλναδελίλε FAD (Flavinadenine dinucleotide), κε πην ζεκαληηθφ παξάγνληα 

γηα ηνλ θαηαιπηηθφ κεραληζκφ λα είλαη ε ThDP, φπνπ βξίζθεηαη ζην θέληξν ηεο ελεξγνχ ζέζεο ηνπ 

ελδχκνπ, φπνπ θάζε C2 άηνκν πξνθαιεί θαηάιπζε θαη θαζνξίδεη ην ελεξγφ θέληξν. ΢ε φια ηα 

έλδπκα, ζηα νπνία ε δξάζε ηνπο εμαξηάηαη απφ ηελ ThDP, δεκηνπξγείηαη κία αληίδξαζε γλσζηή σο 

V-δηακφξθσζε ζην ελεξγφ θέληξν. Ζ δηακφξθσζε απηή έρεη ζαλ απνηέιεζκα ε 4’-ΝΖ2 νκάδα, λα 

έξρεηαη πνιχ θνληά ζην C2-H άθξν ηεο νκάδαο ηνπ ζεηαδνιίνπ (Chipman et al., 2005).  
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Όηαλ ππάξρεη ππθλφηεηα ειεθηξνλίσλ κεηαμχ ησλ ππξηκηδίλσλ θαη ηνπ ζεηαδφιηνπ δαθηπιίνπ, 

ζπγθεθξηκέλα κεηαμχ ηνπ C5 θαη C7 δαθηπιίνπ ησλ ππξηκηδηλψλ θαη ηνπ Ν3 αηφκνπ ηνπ ζεηαδφιηνπ 

δαθηπιίνπ δεκηνπξγείηαη ε V-δηακφξθσζε (Duggleby et al., 2008). Δπνκέλσο, παξνπζηάδεηαη έλα 

νγθψδεο πδξφθνβν ππφιεηκκα, ην νπνίν βξίζθεηαη θάησ απφ ην έλδπκν. Ζ αληίδξαζε απηή 

πηζαλνινγείηαη φηη είλαη ε αηηία ζηελ εθθίλεζε ηεο θαηάιπζεο. 

Σν ηφλ Mg
2+

 βνεζά ζηελ θαηαιπηηθή δξαζηεξηφηεηα ηνπ AHAS, δεζκεχνληαο ην ζπλέλδπκν ThDP, 

ζην AHAS (Duggleby et al., 2008). Σν δηλνπθιενηίδην θιαβηλναδελίλε (FAD), βνεζά ζηε 

ιεηηνπξγία ηνπ ThDP θαη ζπγθεθξηκέλα φηαλ γίλεηαη νμείδσζε ηνπ πδξνμπαηζπιελίνπ, ρσξίο ην 

FAD λα έρεη νμεηδναλαγσγηθέο ιεηηνπξγίεο (Duggleby et al., 2008; Chipman et al., 1998). 

Οη ζνπιθνλνπξίεο θαη νη ηκηδαδνιηλφλεο δε κπνξνχλ λα πξνζδεζνχλ αθξηβψο πάλσ ζην ελεξγφ 

θέληξν ηνπ ελδχκνπ, αιιά πξνζδέλνληαη ζε έλα θαλάιη θνληά ζε απηφ πνπ απνηειείηαη απφ 18 

γεηηληαθά ακηλνμέα (McCourt et al., 2006) εκπνδίδνληαο έηζη ηελ πξφζδεζε ηνπ ππνζηξψκαηνο, 

δειαδή ηνπ πξνδξφκνπ ησλ ακηλνμέσλ, ζην ελεξγφ θέληξν θαη σο εθ ηνχηνπ λα αλαζηέιιεηαη ε 

θαηαιπηηθή δξαζηεξηφηεηα ηνπ AHAS. Ζ αληηθαηάζηαζε απηψλ ησλ ακηλνμέσλ κε άιια 

(κεηαιιάμεηο), έρεη σο απνηέιεζκα ηα δηδαληνθηφλα λα κε κπνξνχλ λα πξνζδεζνχλ ζηε ζέζε απηή, 

ζπλεπψο ην έλδπκν λα ζπλερίδεη ηε θπζηνινγηθή ηνπ ιεηηνπξγία θαη σο εθ ηνχηνπ λα επηηπγράλεηαη 

ε αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ απηψλ ζην δηδαληνθηφλν (Yu and  Powles, 2014). 

1.5.3. Γνλίδηα ΑHAS πνπ θσδηθνπνηνχλ ηελ θαηαιπηηθή ππνκνλάδα ηνπ ελδχκνπ 

Σν έλδπκν AHAS θαίλεηαη φηη έρεη κεγάιν εχξνο φζνλ αθνξά ηνλ αξηζκφ ησλ γνληδίσλ (νκφινγα) 

πνπ ην θσδηθνπνηνχλ, φπσο θαη ηνλ ηξφπν έθθξαζεο ηνπο ζηα δηάθνξα θπηηθά είδε. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, αλάινγα κε ην είδνο θαη ην επίπεδν πινετδίαο ηνπ θπηνχ, κπνξνχλ λα δηαθέξνπλ σο 

πξνο ηνλ αξηζκφ γνληδίσλ AHAS πνπ θσδηθνπνηνχλ ηελ θαηαιπηηθή ππνκνλάδα ηνπ ελδχκνπ 

AHAS, θαζψο επίζεο ε πινεηδία ηνπ νξγαληζκνχ κπνξεί λα θάλεη πην δχζθνιε ηελ εχξεζε θαη 

θαηαλφεζε ησλ γνληδίσλ απηψλ.  

Πνιιαπιά AHAS γνλίδηα έρνπλ βξεζεί ζε πνιιά θπηηθά είδε πνπ δηαθέξνπλ ζε γέλνο θαη αξηζκφ 

πινεηδίαο (Mestanza et al., 2015). ΢ηελ Arabidopsis thaliana, ην έλδπκν AHAS θσδηθνπνηείηαη απφ 

έλα κφλν γνλίδην (Mazur et al., 1987), ην ίδην ζπκβαίλεη θαη ζηα είδε Beta vulgaris, Cichorium 

intybus, Papaver rhoeas. ΢ηνλ θαπλφ (Nicotiana tabacum) (Keeler et al., 1993), ην έλδπκν 

θσδηθνπνηείηαη απφ δχν γνλίδηα AHAS, φπσο θαη ζην θαιακπφθη (Zea mays). ΢ην ζηηάξη (Triticum 

aestivum), ην έλδπκν AHAS θσδηθνπνηείηαη απφ ηξία γνλίδηα AHAS αιιά κφλν ηα δχν έρνπλ 

γλσζηφ κεηαγξάθεκα, ελψ ζηε ζφγηα (Glycine max (L) Merr.) έρνπλ βξεζεί ηέζζεξα γνλίδηα AHAS 
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αιιά έλα κφλν κεηαγξάθεκα παξαηεξείηαη ζηα θχιια ελψ ηα άιια δελ έρνπλ αληρλεπηεί ή 

εμεηαζηεί αθφκα ζε θαλέλαλ ηζηφ (Ghio et al., 2013). 

Αληίζεηα, ζηελ ειαηνθξάκβε (Brassica napus) θαη ην βακβάθη (Gossypium hirsutum) έρεη 

πξαγκαηνπνηεζεί κία πην νινθιεξσκέλε κνξηαθή κειέηε ησλ αληίζηνηρσλ γνληδίσλ. Ζ 

ειαηνθξάκβε έρεη πέληε γνλίδηα AHAS (Rutledge et al., 1991), ελψ ην βακβάθη έρεη έμη γνλίδηα 

AHAS (Grula et al., 1995), απφ ηα νπνία ηα ηέζζεξα ζεσξνχληαη ιεηηνπξγηθά (Ochogavía et al., 

2014). Πξφζθαηα, ζην ξεβχζη (Cicer arietinum L.) βξέζεθαλ δχν γνλίδηα (Thompson and Taran, 

2014). Σέινο, πνιιαπιά AHAS γνλίδηα έρνπλ ηαπηνπνηεζεί ζε άιια δηδάληα (Intanon et al., 2011; 

Iwakami et al., 2012, Uchino et al., 2007; Uchino and Watanabe, 2002; Warwick et al., 2010).  

Ζ κειέηε ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ ηελ θαηαιπηηθή ππνκνλάδα ηνπ ελδχκνπ ΑHAS ζηνλ 

ειίαλζν, άξρηζε ην 2004, εμεηάδνληαο άγξηνπο θαη θαιιηεξγνχκελνπο ηχπνπο ειίαλζνπ, νη νπνίνη 

παξνπζίαδαλ επαηζζεζία ή αλζεθηηθφηεηα κεηά απφ επεκβάζεηο κε δηδαληνθηφλα ησλ ζνπιθν-

λνπξηψλ θαη ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ (Kolkman et al., 2004). Ζ ηαπηνπνίεζε ησλ γνληδίσλ AHAS έγηλε 

κε ηε ρξήζε εθθηλεηψλ DNA απφ αιιεινπρίεο ηνπ θπηνχ Xanthium strumarium L. θαη απφ άιια 

είδε Lactuca. Πνιιαπινί ζπλδπαζκνί εθθηλεηψλ πνπ είραλ ρξεζηκνπνηεζεί ζε απηά ηα θπηά 

δνθηκάζηεθαλ γηα λα επηηεπρζεί ν πξνζδηνξηζκφο ηεο λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο ηνπ AHAS 

επαίζζεησλ θαη αλζεθηηθψλ θαζαξψλ ζεηξψλ ειίαλζνπ. Όηαλ νη DNA αιιεινπρίεο 

επζπγξακκίζηεθαλ, ηφηε παξαηεξήζεθαλ ηα ηξία νκφινγα AHAS γνλίδηα ηνπ ειίαλζνπ, ηα νπνία 

νλνκάζηεθαλ AHASl1, AHASl2, AHASl3. 

 

 

 

Δηθφλα 4. Οη θσδηθνπνηεκέλεο πεξηνρέο ησλ γνληδίσλ AHASl1, AHASl2, AHASl3 ζηνλ 

ειίαλζν (1,959–1,977 λνπθιενηίδηα ζην AHASl1, 1,941–1,947 λνπθιενηίδηα ζην AHASl2, 

1,941 λνπθιενηίδηα ζην AHASl3). Οη ζέζεηο ησλ ελζέζεσλ ή απαινηθψλ (insertion-deletions, 

ΗNDELS) πξνζδηνξίδνληαη κε θελά. Οη ζέζεηο ησλ εθθηλεηψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ, 

θαίλνληαη κε ηα βέιε θάησ απφ ηελ επζπγξάκκηζε ησλ γνληδίσλ (Kolkman et al., 2004) 

 

Ζ πιήξεο ηαπηνπνίεζε έγηλε κε έιεγρν ηεο αιιεινπρίαο απφ ην 5’ θαη ην 3’ άθξν. Αμηνζεκείσην 

ήηαλ φηη ζηελ αιιεινπρία ησλ AHAS γνληδίσλ ηνπ ειίαλζνπ δελ ππήξραλ ηληξφληα. Οη ακηλνμετθέο 

αιιεινπρίεο ησλ γνληδίσλ ηνπ ειίαλζνπ επζπγξακκίζηεθαλ κε ηα AHAS γνλίδηα ηεο θαηαιπηηθήο 
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ππνκνλάδαο ηεο Arabidopsis θαη ηνπ Xanthium strumarium. Ζ αξηζκνδφηεζε έγηλε ζχκθσλα κε 

ηελ αιιεινπρία ηεο Arabidopsis.  

Σα ηξία γνλίδηα AHAS ηνπ ειίαλζνπ παξνπζίαζαλ δηαθνξεηηθφ βαζκφ νκνινγίαο κεηαμχ ηνπο. Σν 

AHASl1 θαη ην AHASl2 παξνπζίαζαλ 92% νκνηφηεηα κεηαμχ ηνπο, ζε αληίζεζε κε ην AHASl3 πνπ 

ήηαλ 72% φκνην κε ην AHASl1 θαη 73% φκνην κε ην AHASl2. Σν AHASl2 δηέθεξε απφ ην AHASl1 

ζηελ απαινηθή ελλέα δεπγαξηψλ βάζεσλ ζηα θσδηθφληα 435-437. Παξνκνίσο ην AHASl3 θάλεθε 

λα δηαθέξεη επίζεο απφ ην AHASl1 θαη ην AHAS2 ζηελ απαινηθή ηξηψλ δεπγαξηψλ βάζεσλ, ζηελ 

ίδηα ζέζε θαη ηελ εηζαγσγή ελλέα δεπγαξηψλ βάζεσλ κεηαμχ ησλ θσδηθνλίσλ 268-269 (Kolkman et 

al., 2004)(Δηθφλα 4). 

1.6. Μεραληζκνί αλζεθηηθφηεηαο ησλ θπηψλ ζηα δηδαληνθηφλα 

Οη κεραληζκνί αλζεθηηθφηεηαο ζηα δηδαληνθηφλα δηαθξίλνληαη ζε δχν ηχπνπο, ν έλαο πεξηιακβάλεη 

ηνπο κεραληζκνχο κε ζηνρεπκέλεο δξάζεο (non target-site resistance / NTSR), ελψ ν άιινο ηνπο 

κεραληζκνχο ζηνρεπκέλεο δξάζεο (target- site resistance / TSR) (Powles and Yu, 2010; Delye et 

al., 2015; Yu and Powles, 2014). 

Πην ζπγθεθξηκέλα ε αλζεθηηθφηεηα κε ζηνρεπκέλεο δξάζεο (NTSR) πξνθαιείηαη είηε απφ 

κείσζε ηεο πξφζιεςεο ή ηεο κεηαθίλεζεο ηνπ δηδαληνθηφλνπ ζην θπηφ, ηελ απνηνμηθνπνίεζε, ηελ 

απνδφκεζε θαη ην κεηαβνιηζκφ ηνπ δηδαληνθηφλνπ, είηε κέζσ ηεο παγίδεπζεο ηνπ δηδαληνθηφλνπ 

ζηα ρπκνηφπηα ή ζηνλ απνπιάζηε ησλ θπηηάξσλ (Yuan et al., 2006; Powles and Yu, 2010; Yu and 

Powles, 2014; Delye et al., 2015). Έλα παξάδεηγκα αλζεθηηθφηεηαο ηέηνηνπ ηχπνπ ζε  δηδαληνθηφλα 

είλαη απηψλ πνπ αλαζηέιινπλ ηε δξάζε ηνπ θπηνρξψκαηνο κνλννμπγνλάζε P450 (P450s) ην νπνίν 

εκπιέθεηαη ζην κεηαβνιηζκφ ηνπ θπηνχ, έλα ηέηνην δηδαληνθηφλν είλαη ην diclofop-methyl θαη θπηά 

αλζεθηηθά ζε απηφ θάλεθαλ λα είλαη ην Lolium rigidum θαη ην Avena sterilis. Οη κειέηεο πνπ 

αθνξνχλ ην P450 είλαη κέρξη ζηηγκήο πνιχ πεξηνξηζκέλεο (Yuan et al., 2006; Powles and Yu, 

2010). Έλαο άιινο κεραληζκφο κε ζηνρεπκέλεο δξάζεο, πνπ έρεη παξαηεξεζεί, είλαη απηφο ηεο 

νηθνγέλεηαο ησλ ελδχκσλ ησλ ηξαλζθεξαζψλ ηεο γινπηαζεηφλεο S (Glutathione S- Trasferases/ 

GSTS), νη νπνίεο δξνπλ πξνζηαηεπηηθά θαηά ηεο νμείδσζεο ζηα θελνηφπηα ή ηηο άθξεο ησλ ξηδψλ, 

ζπκκεηέρνληαο ζηελ απνηνμηθνπνίεζε ηνπ δηδαληνθηφλνπ. Δπίζεο, νη γιπθνδπινηξαζθεξάζεο 

έρνπλ βξεζεί πνιιέο θνξέο λα ζπκκεηέρνπλ ζηελ απνηνμηθνπνίεζε ησλ δηδαληνθηφλσλ. Φπηά πνπ 

έρνπλ ηέηνην κεραληζκφ είλαη ηα δηδάληα Lolium spp. θαη Alopecurus myosuroides, παξνπζηάδνληαο 

αλζεθηηθφηεηα ζε δηδαληνθηφλα ησλ αξπινμπθαηλνμπαιθαλντθψλ θαη θπθινεμαλδηνλψλ. Οη 

κεηαθνξείο ABC δξνπλ δηαρσξίδνληαο ηα δηδαληνθηφλα θαη ηνπο κεηαβνιίηεο ηνπο κε απνηέιεζκα 

ηελ απνηνμηθνπνίεζε ηνπο, γηα παξάδεηγκα απηφ ζπκβαίλεη ζε αλζεθηηθνχο ςεθαζκνχο Conyza spp. 

κεηά απφ εθαξκνγή ηνπ glyphosate (Tani et al., 2015; Yuan et al., 2006). Σέινο, ε κεηαηφπηζε ηεο 
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κεηαθνξάο ηνπ paraquat, κέζσ ηεο ελεξγνπνίεζεο ηνπ δξαζηηθνχ νμπγφλνπ ησλ εηδψλ νδεγεί θη 

απηή ζε αλζεθηηθφηεηα ηνπ δηδαληνθηφλνπ απηνχ (Powles and Yu, 2010).  

Ζ αλζεθηηθφηεηα ζηνρεπκέλεο δξάζεο (ΣSR) νθείιεηαη ζε δηδαληνθηφλα πνπ ζηνρεχνπλ ζε 

ζπγθεθξηκέλν έλδπκν ή πξσηετλε. Ζ αλζεθηηθφηεηα πνπ πξνζδίδεη απηή ε δξάζε κπνξεί λα 

νθείιεηαη ζηε κείσζε ηεο επαηζζεζίαο ηνπ ζηφρνπ ηνπ δηδαληνθηφλνπ, ε νπνία επηηπγράλεηαη είηε 

κε κεηάιιαμε ζε θάπνην γνλίδην κε ζπλέπεηα ηελ αιιαγή ηεο ακηλνμετθήο αιιεινπρίαο ηνπ 

ελδχκνπ-ζηφρνπ ζην δηδαληνθηφλν (Tranel and Wright, 2002) θαη ηελ απνηξνπή ηεο δέζκεπζεο ηνπ 

δηδαληνθηφλνπ ζε απηφ, είηε κε απμεκέλε δξαζηεξηφηεηα ηνπ ελδχκνπ, αθφκα θαη κε ππεξπαξαγσγή 

ηνπ (Powles and Yu, 2010; Delye et al., 2015). ΢ηελ νκάδα ησλ ζνπιθνλνπξηψλ θαη ησλ 

ηκηδαδνιηλνλψλ, ην έλδπκν AHAS ζηελ θαηαιπηηθή ηνπ ππνκνλάδα έρεη ππνζηεί κεηάιιαμε ζην 

γνλίδην AHASl1 κε απνηέιεζκα λα πξνθχπηνπλ θπηά αλζεθηηθά ζε απηά ηα δηδαληνθηφλα (Sala et 

al., 2012a; Yu and Powles, 2014). Σα δηδαληνθηφλα κε ζηνρεπκέλε δξάζε έπαηδαλ έλα πνιχ 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηε δηαρείξηζε ησλ δηδαλίσλ, αθφκα θαη πξηλ ηελ αλάπηπμε αλζεθηηθψλ 

θαιιηεξγεηψλ ζε απηά (Tan et al., 2005; 2006). 

Παξφκνην κεραληζκφ αλζεθηηθφηεηαο παξνπζίαζαλ ηα θπηά ζηα δηδαληνθηφλα ηεο νκάδαο ησλ 

ηξηαδηλψλ, ηξηαδηλνλψλ, νπξαθηιψλ, παξαγψγσλ νπξίαο, φπνπ παξεκπνδίδνπλ ηε κεηαθνξά 

ειεθηξνλίσλ ζην θσηνρεκηθφ θέληξν ηνπ θσηνζπζηήκαηνο PSII. Σα αλζεθηηθά θπηά έρνπλ ηελ 

κεηάιιαμε Ser264Gly ζην ρισξνπιαζηηθφ γνλίδην psbA, ην νπνίν θσδηθνπνηεί ηελ πξσηετλε D1, 

κε απνηέιεζκα λα ζπλερίδεηαη ε ξνή ησλ ειεθηξνλίσλ ζην PSII. Άιιεο κεηαιιάμεηο πνπ 

εκπιέθνληαη ζηελ αλζεθηηθφηεηα απηή είλαη ε Ser264Thr, ε Val219Ile, ε Asn266Thr, Ala251Val 

θαη ε Phe255Ile. Γηα παξάδεηγκα ηέηνηνη αλζεθηηθνί βηφηππνη είλαη ηα δηδάληα Amaranthus 

retroflexus, Chenopodium album, Senecio vulgaris, Conyza spp. (Powles and Yu, 2010; 

Διεπζεξνρσξηλφο, 2009; Εηψγαο θαη Μάξθνγινπ, 2010). 

Δπίζεο, θπηά κε αλζεθηηθφηεηα ζε δηδαληνθηφλα αλαζηνιείο ηεο βηνζχλζεζεο ησλ ιηπαξψλ νμέσλ, 

κε ζηφρν ην ελδχκν θαξβνμπιάζε ηνπ Αθεηπιν-CoA (ACCase). Σα δηδαληνθηφλα απηά 

πεξηιακβάλνπλ ηηο νκάδεο ησλ αξπινμπθαηλνιηθψλ νμέσλ, ηηο θπθινεμαλδηφλεο θαη ηηο 

θαηλπινππξαδνιηλφλεο. Ζ αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ ζηηο νκάδεο απηέο νθείιεηαη ζε κεηαιιάμεηο 

φπσο νη Leu1781Ile, Asp2078Gly, Cys2088Arg. Απηέο νη κεηαιιάμεηο έρνπλ βξεζεί ζε δηδάληα 

φπσο είλαη ην Lolium rigidum, Alopecurus myosuroides, Avena sterilis θαη Setaria viridis θ.α. 

(Powles and Yu, 2010; Διεπζεξνρσξηλφο, 2009; Εηψγαο θαη Μάξθνγινπ, 2010). 

Έλα άιιν παξάδεηγκα είλαη θπηψλ αλζεθηηθψλ ζην glyphosate, φπνπ ε αλζεθηηθφηεηά ηνπο 

νθείιεηαη ζην αλζεθηηθφ έλδπκν ζπλζεηάζε ηνπ 5-ελνιν-ππξνζηαθπινζηθηκηθνχ-3-θσζθνξηθνχ 

(EPSPS). Ζ αλαζηνιή ηνπ ελδχκνπ απηνχ αλαζηέιεη ηε ζχλζεζε ησλ αξσκαηηθψλ ακηλνμέσλ, 
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ηξππηνθάλε, ηπξνζίλε θαη θαηλπιαιαλίλε θαη νδεγεί ζηε λέθξσζε ηνπ θπηνχ, ελψ ε κεηάιιαμε 

πνπ πξνθαιεί ηελ αλζεθηηθφηεηα είλαη ε Pro106Ser, ε νπνία γεληθά πξνηείλεηαη φηη ειέγρεη ηελ 

αλζεθηηθφηεηα. Οη κεηαιιάμεηο απηέο βξέζεθαλ γηα παξάδεηγκα ζηα δηδάληα Eleusine indica, 

Lolium rigidum θ.α.. Δπίζεο, ε ππεξέθθξαζε ηνπ ελδχκνπ EPSPS θαη ε αχμεζε ηεο ελδπκηθήο 

δξαζηεξηφηεηαο έρεη ζπζρεηηζηεί κε ηελ αλζεθηηθφηεηα ζην glyphosate (Tani et al. 2015; Powles 

and Yu, 2010; Διεπζεξνρσξηλφο, 2009; Εηψγαο θαη Μάξθνγινπ, 2010). 

Αθφκα έρεη παξνπζηαζηεί αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ ζηα δηδαληνθηφλα ησλ νκάδσλ ησλ 

δηληηξναληιηλψλ, βελδακηδηψλ, θσζθνξνακηδηθψλ, ππξηδηλψλ θαη βελδντθψλ νμέσλ, φπνπ 

παξεκπνδίδνπλ ηνλ πνιπκεξηζκφ ηεο ηνπκπνπιίλεο, πξνθαιψληαο αλάζρεζε ηεο αχμεζεο θαη ηεο 

αλάπηπμεο ησλ ξηδψλ. Ζ αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ έρεη βξεζεί φηη νθείιεηαη ζηε κεηάιιαμε 

Thr239Ile ή ηελ Leu136Phe, ελψ κεησκέλε αλζεθηηθφηεηα παξνπζηάδεηαη φηαλ ππάξρεη ε 

κεηάιιαμε Met268Thr. Παξαδείγκαηα ηέηνησλ κεηαιιάμεσλ έρνπλ βξεζεί ζε δηδάληα φπσο είλαη ηα 

Eleusine indica θαη Setaria viridis(Powles and Yu, 2010; Εηψγαο θαη Μάξθνγινπ, 2010). 

Τπάξρνπλ θαη άιινη κεραληζκνί αλζεθηηθφηεηαο ζηνρεπκέλεο δξάζεο, φπσο απηέο φπνπ πξνάγνπλ 

ηελ αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ ζε δηδαληνθηφλα πνπ αλαζηέιινπλ ηε βηνζχλζεζε ησλ ακηλνμέσλ κε 

δηαθιαδηδφκελε αιπζίδα πνπ έρνπλ ζηφρν ην έλδπκν AHAS ή ALS, φπνπ κεηάιιαμε ζηε ζέζε 

δξάζεο ηνπο νδεγεί ζηελ αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ. Ζ αλζεθηηθφηεηα πνπ πξνθαιείηαη ζηελ νκάδα 

απηή πεξηγξάθεηαη ιεπηνκεξψο ζε επφκελν θεθάιαην. 

1.7. Clearfield ηερλνινγία  

1.7.1. Γεκηνπξγία ηνπ πξψηνπ αλζεθηηθνχ ειίαλζνπ ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο 

Ο ειίαλζνο πέξαλ ηεο ρξήζεο ηνπ σο θαιιηεξγνχκελν είδνο, απαληάηαη θαη σο δηδάλην ζε πνιιά 

θπηά κεγάιεο θαιιηέξγεηαο, φπσο ην θαιακπφθη, ε ζφγηα, ην ζηηάξη θαη ην δαραξφηεπηιν, κε 

αληαγσληζηηθή δξάζε ζηελ πξσηκφηεηα, ζην χςνο θαη ζηε θπιιηθή επηθάλεηά ηνπο, ζε πνιιέο 

πεξηνρέο ηνπ θφζκνπ (White et al., 2002). 

΢ηα κέζα ηεο δεθαεηίαο ηνπ ’90, ε θαιιηέξγεηα ζφγηαο [Glycine max (L) Merr.] ζηελ πεξηνρή 

Rosville, βνξεηαλαηνιηθά ηνπ Κάλζαο, αληηκεηψπηδε ζνβαξφ πξφβιεκα κε ηνλ ειίαλζν σο δηδάλην. 

Γηα ην ιφγν απηφ, επί επηά ζπλερφκελα ρξφληα έγηλαλ εληαηηθέο πξνζπάζεηεο αληηκεηψπηζεο ηνπ 

πξνβιήκαηνο κε εθαξκνγή ελφο δηδαληνθηφλνπ ηεο νκάδαο ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ, ην νπνίν είρε σο 

δξαζηηθή νπζία ην imazethapyr. Έπεηηα απφ ρξφληνπο ςεθαζκνχο παξαηεξήζεθε φηη θάπνηα θπηά 

ειίαλζνπ άληεραλ κεηά ηελ επέκβαζε θαη ζπλέρηδαλ θπζηνινγηθά ηελ αλάπηπμε ηνπο, άξρηζε 

δειαδή λα παξαηεξείηαη αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ ειηάλζνπ ζην δηδαληνθηφλν (Al-Khatib et al., 

1998; Baumgartner et al., 1999). 
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Απφ ηνλ άγξην πιεζπζκφ ηνπ ειίαλζνπ απηνχ, έγηλε δηαρσξηζκφο ησλ αλζεθηηθψλ θπηψλ θαη 

επηινγή απηψλ κε ην κεγαιχηεξν βαζκφ αλζεθηηθφηεηαο. Καηφπηλ, πξαγκαηνπνηήζεθε επεμεξγαζία 

ησλ ζπφξσλ ησλ αλζεθηηθψλ θπηψλ θαη απηνί θπηεχηεθαλ γηα βιάζηεζε. Αθνινχζσο, ςεθάζηεθαλ 

ηα θπηά ειίαλζνπ κε imazethapyr, ζην ζπγθεθξηκέλν ζηάδην αλάπηπμεο ηεο ζφγηαο, θαηά ην νπνίν 

γηλφηαλ πξνεγνπκέλσο εθαξκνγή κε δηδαληνθηφλν, γηα ηελ θαηαπνιέκεζε ηνπ ειίαλζνπ-δηδαλίνπ. 

Έλα κέξνο ησλ θπηψλ ειίαλζνπ πνπ ςεθάζηεθαλ παξνπζίαζε πιήξε αλζεθηηθφηεηα. Σα θπηά πνπ 

επηβίσζαλ δηαζηαπξψζεθαλ κε θαιιηεξγνχκελνπο ειίαλζνπο, νη νπνίνη θαιιηεξγνχληαη είηε γηα ηελ 

παξαγσγή ειαίνπ, είηε γηα ηελ παξαγσγή ειηφζπνξνπ.  

΢ηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε εκβξπνθαιιηέξγεηα ζηα θπηά απνγφλνπο θαη εθαξκνγή ηνπ 

δηδαληνθηφλνπ, κε δξαζηηθή νπζία ην imazamox, ζην ίδην ζηάδην αλάπηπμεο, φπσο πξνεγνπκέλσο. 

΢πιιέρζεθε ε γχξε ησλ θπηψλ πνπ παξνπζίαζαλ αλζεθηηθφηεηα θαη ρξεζηκνπνηήζεθε γηα 

ηερλεηήή απηνγνληκνπνίεζε ζηνπο ήδε ππάξρνληεο γνλείο.  

Ζ δηαδηθαζία απηή επαλαιήθζεθε γηα πνιιά ρξφληα, κε απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία ελφο 

απνζέκαηνο ειίαλζνπ, ν νπνίνο παξνπζηάδεη αλζεθηηθφηεηα ζηελ νκάδα ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ. 

Απηέο νη ζεηξέο νλνκάζηεθαλ IMISUN-1, IMISUN-2 θαη IMISUN-3 (Al-Khatib et al., 2000). Με ηε 

ρξήζε ζπφξσλ ηεο F2 γεληάο, θαηέζηε δπλαηφο ν έιεγρνο ηεο αλζεθηηθφηεηαο ησλ θπηψλ ζην 

imazamox, ηφζν ζην ζεξκνθήπην ζηηο εγθαηαζηάζεηο ηνπ USDA Northern Crop Science Laboratory 

φζν θαη ζηνλ αγξφ θαη ην ζεξκνθήπην ηνπ Πεξγακίλν, ηεο Αξγεληηλήο (Bruniard et al., 2001). 

Οη γνλφηππνη ησλ θπηψλ ηνπ ειίαλζνπ, νη νπνίνη παξνπζηάδνπλ αλζεθηηθφηεηα ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο, 

έρνπλ κειεηεζεί θαη ρξεζηκνπνηνχληαη πιένλ απφ πνιιέο εηαηξείεο γηα ηελ παξαγσγή αλζεθηηθψλ 

θαζαξψλ ζεηξψλ θαη πνηθηιηψλ. Έηζη δεκηνπξγήζεθαλ νη πξψηεο θαζαξέο ζεηξέο κε κηα θπζηθή 

κεηάιιαμε ζην γνλίδην AHASl1, γλσζηέο σο «Clearfield» ειίαλζνη ζηηο HΠΑ, ηελ Αξγεληηλή θαη 

ηελ Σνπξθία ην 2003 (Tan et al., 2005; Pfenning et al., 2008). 

΢ήκεξα ππάξρνπλ θη άιιεο θαιιηέξγεηεο, αλζεθηηθέο ζηα δηδαληνθηφλα αλαζηνιείο ηνπ ελδχκνπ 

AHAS, φπνπ ε αλζεθηηθφηεηα ηνπο έρεη πξνθχςεη απφ εκβξπνθαιιηέξγεηα, επηινγή ζσκαηηθψλ 

θπηηάξσλ, κεηαιιάμεηο, γελεηηθή ηξνπνπνίεζε, δηεηδηθφ πβξηδηζκφ ή απφ επηινγή (Sala et al., 2008; 

2012d), φπσο ην θαιακπφθη (Zea mays L.), ε ειαηνθξάκβε (Brassica napus L.), ηα δαραξφηεπηια 

(Beta vulgaris L.), ην ξχδη (Oryza sativa L.), ην βακβάθη (Gossypium hirsutum L.), ην ιηλάξη 

(Linum usitatissimum L.), ε ζφγηα (Glycine max (L.) Merr.) θαη ην ζηηάξη (Triticum aestivum L.). 

1.7.2. Ζ Clearfield ηερλνινγία ζηνλ ειίαλζν 

Ο πεξηνξηζκέλνο αξηζκφο δηδαληνθηφλσλ πνπ κπνξνχζαλ λα αληηκεησπίζνπλ ηα δηδάληα ηνπ 

ειίαλζνπ θαζψο θαη ην πςειφ ηνπο θφζηνο νδήγεζε ζηελ αλάπηπμε ηεο αλζεθηηθφηεηαο ηνπ 
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ειίαλζνπ ζηα δηδαληνθηφλα. Γηα ην ιφγν απηφ άξρηζε ε ηαπηνπνίεζε γνλίδησλ θαη ε αλάπηπμε 

ηερληθψλ, ψζηε λα επηηεπρζεί ν έιεγρνο ησλ δηδαλίσλ ηεο θαιιηέξγεηαο.  

Ζ Clearfield
®

 ηερλνινγία ή αιιηψο IMISUN, άξρηζε λα αλαπηχζζεηαη ην 1996, βαζηδφκελε ζηελ 

εθκεηάιιεπζε ηεο εχξεζεο αλζεθηηθφηεηαο θπηψλ ειίαλζνπ θαηά ηνλ ςεθαζκφ ηνπ σο δηδάλην, 

φπσο πξναλαθέξζεθε. Σν έλδπκν AHAS ζηνλ ειίαλζν έρεη βξεζεί φηη θσδηθνπνηείηαη απφ ηξία 

γνλίδηα, ην ΗαAhasl1, ην ΗαAhasl2 θαη ην ΗαAhasl3, φπνπ Ha είλαη ηα αξρηθά ηνπ Helianthus 

annuus.  

Tν αιιειφκνξθν HaAhasl1, φπνπ βηβιηνγξαθηθά αλαθέξεηαη θαη σο Imr1 ή Arpur, πεξηέρεη κία 

ζεκεηαθή αιιαγή ηνπ DNA (ε θπηνζίλε έρεη κεηαιιαρζεί ζε ζπκίλε ζηε ζέζε 205), ε νπνία νδεγεί 

ζηελ αληηθαηάζηαζε ηεο αιαλίλεο, Ala, κε βαιίλε, Val, ζην ακηλνμχ 205 ηεο πξσηεΐλεο. Απηή ε 

αληηθαηάζηαζε (Ala205Val) θάλεθε λα πξνζδίδεη αλζεθηηθφηεηα ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο (Sala et al., 

2012a; Sala and Bulos, 2012b) θαη ρξεζηκνπνηήζεθε σο βάζε γηα ηελ αλάπηπμε ηεο Clearfield
®
 

ηερλνινγίαο, πξνζδίδνληαο αλζεθηηθφηεηα ζηηο δξαζηηθέο νπζίεο imazethapyr θαη imazamox, 

κέηξηα αλζεθηηθφηεηα ζην trifensulfuron θαη ην chlorimuron, ελψ δελ θαηέζηε ηθαλφ λα πξνζδψζεη 

αλζεθηηθφηεηα ζην chloransulam-methyl, ην pyrithiobac θαη ζε πςειέο δφζεηο ηκηδαδνιηλνλψλ. 

H θιεξνλνκηθφηεηα ηεο αλζεθηηθφηεηαο ηνπ ειίαλζνπ ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο έρεη πξνηαζεί φηη 

ειέγρεηαη απφ δχν αιιειφκνξθα, ην έλα εθ ησλ νπνίσλ εκηθπξίαξρν θαη γλσζηφ σο Imr1 

(HaAhasl1), θαη ην άιιν θαινχκελν σο Imr2, ην νπνίν αιιειεπηδξά κε ην Imr1 (Βruniard and 

Miller, 2001; Vega et al., 2012). H πιήξεο αλζεθηηθφηεηα ηνπ ειίαλζνπ πξνθχπηεη ινηπφλ, εθφζνλ 

ηα αιιειφκνξθα απηά βξίζθνληαη ζε πιήξε νκνδπγσηία, είηε πξφθεηηαη γηα θαζαξή ζεηξά, είηε γηα 

πβξίδην (Θmr1Imr1Imr2Imr2). Ζ αλζεθηηθφηεηα είλαη ελδηάκεζε φηαλ είλαη εκηθπξίαξρα ηα γνλίδηα 

δειαδή Imr1imr1Imr2imr2 θαη απηφ κπνξεί λα ζπκβεί θαη ζηελ πεξίπησζε ηεο αλαδηαζηαχξσζεο.  

Γηα ην ιφγν απηφ πξέπεη λα δίλεηαη πξνζνρή ζηελ πνζφηεηα ηνπ δηδαληνθηφλνπ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη 

θαη ην δηαρσξηζκφ ησλ θπηψλ (Βruniard and Miller, 2001). Γηα λα παξαρζνχλ αλζεθηηθά Imisun ή 

Clearfield πβξίδηα αλεθηηθά ζε εκπνξηθφ επίπεδν, ζα πξέπεη θαη ηα δχν αιιειφκνξθα λα είλαη 

νκφδπγα θαη θπξίαξρα (Sala et al., 2012c). 

1.7.3. Άιιεο κεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ AHAS πνπ νδεγνχλ ζε αλζεθηηθφηεηα 

Μία άιιε θπζηθή κεηάιιαμε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl1 ππάξρεη ζε έλα άιιν αιιειφκνξθν ηνπ ίδηνπ 

γνληδίνπ γλσζηφ ζαλ ΗαAhasl1-2 ή Arkan παξαηεξήζεθε φηη ην θσδηθφλην 197 πνπ θέξεη ηε 

κεηάιιαμε ηεο θπηνζίλεο ζε ζπκίλε, κε απνηέιεζκα ηελ κεηαηξνπή ηεο πξνιίλεο ζε ιεπθίλε 

(Pro197Leu), πξνζδίδεη αλζεθηηθφηεηα ζηηο ζνπιθνλνπξίεο ζηα παξαθάησ είδε: Lactuca, Kochia, 

Brassica, Sisymbrium, Amarathus θαη ζηελ Arabidopsis. Δπίζεο, κία ηερλεηή κεηαιιαμηγέλεζε κε 
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ρξήζε ηνπ κεζαλνζνπιθνληθoχ αηζπιεζηέξα (EMS) έρεη νδεγήζεη ζηελ ηερλεηή κεηάιιαμε 

Pro197Leu, ε νπνία πξνζδίδεη αλζεθηηθφηεηα ηνπ ειίαλζνπ, θαζψο θη άιισλ εηδψλ φπσο ην 

Xanthium strumarium θαη ε Arabidopsis, ζηηο ζνπιθνλνπξίεο (Sala et al., 2012a). 

Έλα αθφκα παξάδεηγκα απνηειεί έλα άιιν αιιειφκνξθν ηνπ γνληδίνπ ΗαAhasl1-3, ην νπνίν 

παξνπζηάδεη κεηάιιαμε ζηε ζέζε ηνπ θσδηθνλίνπ 122, ζην νπνίν ε γνπαλίλε αληηθαζίζηαηαη απφ 

αδελίλε, ε νπνία νδεγεί ζηελ κεηαηξνπή ηεο αιαλίλεο ζε ζξεηνλίλε (Ala122Thr) θαη πξνζδίδεη 

πςειά επίπεδα αλζεθηηθφηεηαο ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο. Ζ κεηάιιαμε απηή έρεη πξνζδψζεη 

αλζεθηηθφηεηα ζε πνιιά είδε φπσο: X. strumarium, Solanum ptycanthum Dun., Amarathu 

sretroflexus, A. hybridus L., Nicotiana tabacum L., Zea mays L., Beta vulgaris και A. thaliana. Σα 

αιιειφκνξθα απηά ησλ ΗαAhasl1-1 και ΗαAhasl11-3 έρνπλ πξνηαζεί γηα ηελ παξαγσγή πβξηδίσλ 

αλζεθηηθψλ ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο (Sala et al., 2012d). 

 

Σέινο, ζην αιιειφκνξθν ΗαAhasl1-4, ζην θσδηθφλην ζηε ζέζε 574, έρεη παξαηεξεζεί κία αθφκε 

θπζηθή κεηάιιαμε, θαηά ηελ νπνία ε γνπαλίλε αληηθαζίζηαηαη απφ ζπκίλε, κε απνηέιεζκα ε 

ηξππηνθάλε λα κεηαηξέπεηαη ζε ιεπθίλε (Trp574Leu). Απηή ε κεηάιιαμε πξνζδίδεη αλζεθηηθφηεηα 

ζε φιν ην εχξνο ησλ δηδαληνθηφλσλ αλαζηνιέσλ ηνπ AHAS (Sala et al., 2008; 2012a; Sala and 

Bulos, 2012b; Bulos et al., 2013, Kolkman et al., 2004). Μία αθφκε θπζηθή κεηάιιαμε πνπ 

κειεηάηαη, είλαη ζην θσδηθφλην 203, ε νπνία πξνθαιεί κηθξή αλζεθηηθφηεηα ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο 

αιιά επαηζζεζία ζηηο ζνπιθνλνπξίεο (Leon et al., 2007; Sala et al., 2012a). 

1.7.4. Αλάπηπμε άιισλ ηερλνινγηψλ γηα ηνλ έιεγρν ησλ δηδαλίσλ ηνπ ειίαλζνπ 

Οη εηαηξείεο ρεκηθψλ θαξκάθσλ θαη ζπνξνπαξαγσγήο βαζηδφκελεο ζηηο δηάθνξεο κεηαιιάμεηο 

αλέπηπμαλ ηερλνινγίεο πνπ αμηνπνηνχληαη γηα ηελ δεκηνπξγία αλζεθηηθφηεηαο ηνπ ειίαλζνπ ζηηο 

ηκηδαδνιηλφλεο θαη ηηο ζνπιθνλνπξίεο (Δηθφλα 5). 

Μία απφ απηέο απνηειεί ε κέζνδνο ExpressSun/Sures πνπ βαζίδεηαη ζην αιιειφκνξθν HaAHASl1-

2. Σα θπηά πνπ παξνπζηάδνπλ νκνδπγσηία ζε απηφ ην αιιειφκνξθν, έρνπλ αλζεθηηθφηεηα ζηελ 

νκάδα ησλ ζνπιθνλνπξηψλ θαη παξάιιεια επαηζζεζία ζηελ νκάδα ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ. Αθφκα ε 

ExpresSun
®
 ηερλνινγία έρεη πξνθχςεη απφ ηερλεηή κεηάιιαμε κε κεζαλνζνπιθνληθφ αηζπιεζηέξα 

(ΔΜS) ηεο θαζαξήο ζεηξάο HA89, ελψ ε Sures ηερλνινγία (Sures) ζηνλ ειίαλζν είλαη θπζηθή 

κεηάιιαμε θαη πξνζδίδεη αλζεθηηθφηεηα ζηηο ζνπιθνλνπξίεο. 

 

 



16 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθφλα 5. Οη ηερλνινγίεο πνπ νθείινληαη ζε κεηαιιάμεηο ηνπ γνληδίνπ ΗαAhasl1 ηνπ ελδχκνπ 

AHAS ζηνλ ειίαλζν (Sala et al., 2012a) 

Δπηπξνζζέησο, αλζεθηηθά θπηά ειίαλζνπ έρνπλ πξνθχςεη έπεηηα απφ ςεθαζκφ κε ηε δξαζηηθή 

νπζία tribenuron, αλαδηαζηαχξσζε θαη επηινγή θπηψλ φπνπ παξαηεξείηαη ε κεηάιιαμε Pro197Leu 

ζην γνλίδην ΗαAhasl1-2. Αλάκεζα ζηηο ηερλνινγίεο ζπγθαηαιέγεηαη θαη ε κέζνδνο Clearfield plus, 

πνπ βαζίδεηαη ζηελ κεηάιιαμε Ala122Thr ζην αιιειφκνξθν HaAHASl1-3, κέζσ 

κεηαιιαμηγέλεζεο ζην ζπφξν (ηερλεηά) θαη επηινγή κε imazapyr. Σα θπηά πνπ παξνπζηάδνπλ 

νκνδπγσηία ζην HaAHASl1-3 είλαη αλζεθηηθά ζε πςειέο δφζεηο ηκηδαδνιηλνλψλ, αιιά 

παξνπζηάδνπλ θαη κεγαιχηεξε αληνρή ζε δηάθνξα πεξηβάιινληα (Sala and Bulos, 2012b). Σέινο, ε 

Air ηερλνινγία έρεη ζηεξηρηεί ζηελ ηερλεηή κεηάιιαμε, πνπ έρεη πξνθχςεη απφ EMS 

κεηαιιαμηγέλεζε ζην γνλίδην Ahasl1-4 ζηε ζέζε 574, φπνπ ε ηξηπηνθάλε κεηαηξέπεηαη ζε ιεπθίλε 

πξνζδίδνληαο αλζεθηηθφηεηα ζε φια ηα δηδαληνθηφλα. 

1.7.5. Ζ Clearfield ηερλνινγία ζε άιιεο θαιιηέξγεηεο 

Πέξα απφ ην γελεηηθφ πιηθφ ηνπ ειίαλζνπ πνπ θέξεη ηελ ηερλνινγία Clearfield, ε ηερλνινγία απηή 

εθαξκφδεηαη ζήκεξα θαη ζε άιιεο θαιιηέξγεηεο, φπσο ζε πνηθηιίεο καιαθνχ ζηηαξηνχ (Triticum 

aestivum L.), νη νπνίεο παξνπζηάδνπλ αλζεθηηθφηεηα ζηα δηδαληνθηφλα ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ θαη 

εκπνξεπκαηνπνηνχληαη θάησ απφ ηελ νλνκαζία Clearfield (Newhouse et al., 1992; Jimenez et al., 

2015). Οη πνηθηιίεο απηέο πξνέθπςαλ κεηά απφ κεηάιιαμε, επηινγή, αλαδηαζηαχξσζε κε elite 

θαιιηέξγεηεο θαη παξνπζηάδνπλ αλζεθηηθφηεηα ζηηο δξαζηηθέο νπζίεο imazethapyr, imazaquin, 

imazapyr (Newhouse et al., 1992) θαη ην imazamox (Jimenez et al., 2015). 

Μία άιιε θαιιηέξγεηα φπνπ εθαξκφδεηαη ε Clearfield ηερλνινγία είλαη ην ξχδη (Oryza sativa L.). 

Οη αλζεθηηθέο ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο πνηθηιίεο πξνέθπςαλ κεηά απφ ρεκηθή κεηαιιαμνγέλλεζε κε 
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ρξήζε ηνπ κεζαλνζνπιθνληθνχ αηζπιεζηέξα (EMS) θαη κεηέπεηηα απφ επηινγή θαη 

αλαδηαζηαπξψζεηο. Οη πνηθηιίεο απηέο έδεημαλ αλζεθηηθφηεηα ζην imazethapyr, imazapyr θαη 

imazapic (Tan et al., 2005; Sudianto et al., 2013) θαζψο θαη ζην imazamox (Andres et al., 2014). Οη 

κεηαιιάμεηο πνπ παξνπζηάζηεθαλ ζην έλδπκν AHAS ήηαλ νη Gln654Glu θαη ε Ser653Asn (Tan et 

al., 2005; Sudianto et al., 2013). Σα Clearfield πβξίδηα πέξα απφ ηελ αλζεθηηθφηεηα, παξνπζίαζαλ 

θαη αχμεζε ηεο απφδνζήο ηνπο (Sudianto et al., 2013). 

΢ην Brassica napus L. ε αλζεθηηθφηεηα πξνέθπςε έπεηηα απφ κηθξνζπνξηνγέλεζε θαη κεηάιιαμε 

κε αηζπινληηξνζνπξία, δηπιαζηαζκφ ησλ απινεηδψλ κε θνιρηθίλε θαη επηινγή κε ηε ρξήζε ηνπ 

imazethapyr. Γχν θαζαξέο ζεηξέο πνπ θαηά θχξην ιφγν ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ αλαδηαζηαχξσζε, 

είλαη απηέο πνπ θέξνπλ ηηο κεηαιιάμεηο ζην θσδηθφλην 653 φπνπ ε ζεξίλε κεηαηξέπεηαη ζε 

αζπαξαγγίλε θαη ζην θσδηθφλην 574 φπνπ ε ηξππηνθάλε κεηαηξέπεηαη ζε ιεπθίλε (Krato et al., 

2012; Tan et al., 2005). Αλζεθηηθφηεηα έρεη αλαθεξζεί επίζεο θη έπεηηα απφ ηε ρξήζε ηνπ 

imazamox (Krato et al., 2012). 

Σέινο, ε Clearfield ηερλνινγία άξρηζε λα εθαξκφδεηαη θαη ζηε θαθή (Lens culinaris Medic.), φπνπ 

ε αλζεθηηθφηεηα πξνέθπςε έπεηηα απφ κεηαιιαμηγέλλεζε ζην ζπφξν, κεηά απφ επέκβαζε κε 

δηάιπκα EMS, παξνπζηάδνληαο απμεκέλε αλζεθηηθφηεηα ζην imazapic θαη ην imazethapyr, ζε 

ζχγθξηζε κε άιιεο πνηθηιίεο, νη νπνίεο δελ έθεξαλ αλζεθηηθφηεηα (Tan and Bowe, 2012). 

 

1.7.6. Αλάπηπμε αλζεθηηθφηεηαο ησλ δηδαλίσλ ζηα δηδαληνθηφλα αλαζηνιείο ηνπ ελδχκνπ 

AHAS 

Ζ ππεξβνιηθή ρξήζε ησλ δηδαληνθηφλσλ είρε ζαλ απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία πιεζπζκψλ δηδαλίσλ, 

αλζεθηηθψλ ζηα δηδαληνθηφλα. ΢ην γεγνλφο απηφ ζπληέιεζε θαη ν ηξφπνο δηαρείξηζεο ησλ δηδαλίσλ, 

ν νπνίνο δελ δηαθνξνπνηνχληαλ, ελψ ζπλήζσο γηλφηαλ κφλν κέζσ ςεθαζκψλ (Gressel and Segel, 

1978). Πνιιά δηδάληα, θπξίσο άγξηνη πιεζπζκνί, έρνπλ επηιερζεί χζηεξα απφ ρξφληα εθαξκνγή 

δηδαληνθηφλσλ θαη έρνπλ θαηαζηεί αλζεθηηθά ζηα δηάθνξα δηδαληνθηφλα-αλαζηνιείο ηνπ ελδχκνπ 

AHAS, ιφγσ ηπραίσλ κεηαιιάμεσλ πνπ δελ επηηξέπνπλ ζην δηδαληνθηφλν λα πξνζδεζεί ζηελ 

θαηαιπηηθή ππνκνλάδα ηνπ ελδχκνπ AHAS (Sala et al., 2012a; Sala and Bulos, 2012b). 

Ο πξψηνο αλζεθηηθφο πιεζπζκφο, αλαθαιχθζεθε πέληε ρξφληα κεηά ηε ρξήζε ησλ δηδαληνθηφλσλ 

θαη παξαηεξήζεθε ζε έλα πιεζπζκφ ηνπ δηδαλίνπ Lactuca serriola L. (Μallory-Smith, 1990). Ζ 

αλζεθηηθφηεηα απηή δεκηνπξγήζεθε χζηεξα απφ πέληε γεληέο εθαξκνγήο ηνπ δηδαληνθηφλνπ κε 

δξαζηηθή νπζία ρισξνζνπιθνπξφλε ζε θάζε γεληά. Με ηηο ίδηεο κεζφδνπο έρνπλ πιένλ 

δεκηνπξγεζεί πνιινί πιεζπζκνί δηδαλίσλ, νη νπνίνη παξνπζηάδνπλ αλζεθηηθφηεηα ζηηο 
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ηκηδαδνιηλφλεο θαη πεξηιακβάλνπλ πεξηζζφηεξα απφ 100 είδε (Kolkman et al., 2004; 

www.weedscience.org) φπσο ηα Amaranthus sp., Bromus sp. θαη Oryza sativa. Έθηνηε, πάλσ απφ 

100 είδε δηδαλίσλ πξνέθπςαλ πνπ εκθάληζαλ αλζεθηηθφηεηα ζηα δηδαληνθηφλα (Heap, 2005). 

Παγθνζκίσο, ε αλζεθηηθφηεηα ησλ δηδαλίσλ ζηα δηδαληνθηφλα έρεη θηάζεη ηα 139 είδε. Μεξηθά απφ 

απηά είλαη ην Lolium rigidum, Raphanus raphanistrum, Kochia scoparia θαη ηο Amaranthus spp. 

(Yu and Powles, 2014). 

1.8. Σξφπνη αμηνιφγεζεο ηεο αλζεθηηθφηεηαο ηνπ ειίαλζνπ ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο 

Απψηεξν ζηφρν ηεο αμηνιφγεζεο θπηψλ ειίαλζνπ ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο απνηειεί ε αλάπηπμε 

αλζεθηηθψλ elite θαζαξψλ ζεηξψλ, κέζσ ηεο ελζσκάησζεο γνληδίσλ αλζεθηηθφηεηαο ζην γελεηηθφ 

πιηθφ ησλ elite ζεηξψλ έπεηηα απφ αλαδηαζηαπξψζεηο, κε κία ή πεξηζζφηεξεο γεληέο 

απηνγνληκνπνίεζεο θαη έιεγρν ησλ απνγφλσλ (Bruniard and Miller 2001). Ο έιεγρνο ησλ 

αλζεθηηθψλ γνλνηχπσλ ειίαλζνπ απαηηεί ρξφλν ηδίσο φηαλ γίλεηαη ζε ζπλζήθεο αγξνχ (Vega et al., 

2009). Γηα ην ιφγν απηφ θαη γηα πην γξήγνξν έιεγρν ηεο αλζεθηηθφηεηαο άξρηζαλ λα 

ρξεζηκνπνηνχληαη κέζνδνη φπσο ηα θπηνδνρεία, ηα ηξηβιία petri θαη άιινη in vitro έιεγρνη, γηα 

παξάδεηγκα κε ππφζηξσκα Murashige and Skoog (Beckie et al., 2000; Vega et al., 2009; Breccia et 

al., 2011) θαζψο θαη άιιεο in planta κέζνδνη (Bulos et al., 2013). 

Ο θαηλνηππηθφο πξνζδηνξηζκφο ηεο αλζεθηηθφηεηαο ηνπ ειίαλζνπ, φπσο θαη άιισλ θπηψλ, 

απνηειεί ζήκεξα ηελ πην θνηλή πξνζέγγηζε θαη πεξηιακβάλεη ζπλήζσο ηελ επέκβαζε κε ςεθαζκφ 

ζηα θπηά, είηε ζηνλ αγξφ, είηε ην ζεξκνθήπην θαη επηινγή ησλ αλζεθηηθψλ θπηψλ ζηηο 

ηκηδαδνιηλφλεο βάζε ηελ επηβίσζή ηνπο θαη ηελ αλάπηπμε θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ (Sala and 

Bulos, 2012b, Sala et al., 2012c; 2012d). 

H επίδξαζε ηεο αλζεθηηθφηεηαο θαη ηνπ ελδχκνπ AHAS δελ έρεη κειεηεζεί αξθεηά φζνλ αθνξά ηελ 

εκθάληζε θαη ηελ πγεία ηνπ ειίαλζνπ (Darmency, 2013) κφλν νη Sala et al. (2012a) αλαθέξνπλ φηη 

ππάξρεη κία κείσζε ζηελ απφδνζε ηνπ ειαίνπ θαη κείσζε ηεο βηνκάδαο (Sala et al., 2012d). ΢ε κία 

άιιε κειέηε δελ είρε βξεζεί δηαθνξά ζηελ παξαγσγή ζπφξνπ κεηαμχ αλζεθηηθνχ θαη επαίζζεηνπ 

ειίαλζνπ ή κεηαμχ ησλ πξνγφλσλ θαη ησλ πβξηδίσλ ηνπο. Σν κφλν πνπ είρε παξαηεξεζεί ήηαλ κία 

κείσζε ηνπ κεγέζνπο ηνπ θχιινπ ηνπο θαη κείσζε ηνπ αληαγσληζκνχ ηνπο φηαλ είραλ θπηεπηεί φια 

καδί αλάκηθηα (Darmency, 2013; Massinga et al., 2005; Marshall et al., 2001). 

Σα ηειεπηαία ρξφληα, νη πξνζπάζεηεο δηεξεχλεζεο ηνπ κνξηαθνχ κεραληζκνχ πνπ ειέγρεη ηελ 

αλζεθηηθφηεηα ηνπ ειίαλζνπ έρνπλ εληαρζεί θαη αλακέλεηαη λα απνηειέζνπλ ζεκαληηθφ εξγαιείν 

γηα ηε δηαδηθαζία εχξεζεο θαη ελζσκάησζεο ηεο αλζεθηηθφηεηαο ζηνλ ειίαλζν. Έσο ζήκεξα έρεη 

επηηεπρζεί ν ραξαθηεξηζκφο ηεο αιιεινπρίαο ησλ γνληδίσλ AHASl1, AHASl2, AHASl3 πνπ 
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θσδηθνπνηνχλ ην έλδπκν AHAS, θαζψο θαη ν ραξαθηεξηζκφο ηνπ AHASl1 ζε αλζεθηηθέο θαη 

επαίζζεηεο θαζαξέο ζεηξέο θαη ε εχξεζε ηεο κεηάιιαμεο Ala205Val κε ηε ρξήζε ηεο δξαζηηθήο 

νπζίαο imazamox (Kolkman et al., 2004). 

Πξφνδνο έρεη ζπληειεζηεί θαη φζνλ αθνξά ηε κειέηε ηεο δξαζηεξηφηεηαο ηνπ ελδχκνπ AHAS θαηά 

ηνλ ςεθαζκφ κε ηηο δξαζηηθέο νπζίεο imazamox (Baumgartner et al., 1999), imazethapyr (Al-

Khatib et al., 1998) θαη imazapyr (Breccia et al., 2013) ηφζν ζε αλζεθηηθέο φζν θαη ζε επαίζζεηεο 

θαζαξέο ζεηξέο ειηάλζνπ, κε ηε δξαζηεξηφηεηα ηνπ ελδχκνπ λα παξαηεξείηαη εληνλφηεξε ζηηο 

αλζεθηηθέο ζεηξέο θαη ζπγθεθξηκέλα ζηα θχιια ησλ θπηψλ. 

Σέινο, ε κειέηε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ AHASl1, AHASl2 θαη AHASl3 ζε επαίζζεηεο, 

αλζεθηηθέο θαη ελδηάκεζεο αλζεθηηθφηεηαο θαζαξέο ζεηξέο ειηάλζνπ έρεη αλαθεξζεί, έπεηηα απφ 

ςεθαζκφ κε ηε δξαζηηθή νπζία imazapyr, κε ηελ έθθξαζε ηνπ AHASl2 λα θαίλεηαη λα επάγεηαη 

ζηα θχιια ησλ θπηψλ ζεηξψλ ελδηάκεζεο αλζεθηηθφηεηαο, ελψ ην AHASl3 ζηηο ξίδεο επαίζζεησλ 

θαζψο θαη ελδηάκεζεο αλζεθηηθφηεηαο ζεηξψλ. Ζ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ AHASl1 δελ θαίλεηαη λα 

επάγεηαη ζεκαληηθά ζηηο αλζεθηηθέο ζεηξέο. 

 

1.9. ΢θνπφο ηεο εξγαζίαο 

Ζ κειέηε ηεο αλζεθηηθφηεηαο ησλ πβξηδίσλ ειίαλζνπ είλαη ζεκαληηθή γηα ηηο εηαηξείεο πνπ έρνπλ 

σο αληηθείκελφ ηνπο είηε ηελ παξαγσγή πβξηδίσλ ειίαλζνπ, είηε ηελ παξαγσγή δηδαληνθηφλσλ 

ζηνρεπκέλεο δξάζεο, ζπκβάιινληαο ζηελ αλάπηπμε ηεο γλψζεο φζνλ αθνξά ηνλ ηξφπν δξάζεο θαη 

ηε ζπληζηψκελε δφζε πνπ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί, κε απψηεξν ζθνπφ ηε βέιηηζηε ρξήζε θαη ηε 

θηιηθφηεηα ησλ δηδαληνθηφλσλ πξνο ην πεξηβάιινλ.  

Ζ παξνχζα εξγαζία είρε σο ζθνπφ ηελ αμηνιφγεζε ηεο αλζεθηηθφηεηαο ηξηψλ πβξηδίσλ ειίαλζνπ 

ζχκθσλα κε ηα θπηνηνμηθά ζπκπηψκαηα πνπ παξνπζίαζαλ, έπεηηα απφ δηαθνξεηηθέο επεκβάζεηο κε 

δηδαληνθηφλν ηεο νκάδαο ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ θαη ζπγθεθξηκέλα ηεο δξαζηηθήο νπζίαο imazamox. 

Παξάιιεια, έγηλε πξνζπάζεηα θαζνξηζκνχ ηεο θαηάιιειεο αμηνιφγεζεο ησλ θπηαξίσλ θαη ν 

πξνζδηνξηζκφο ηεο κέζεο απνηειεζκαηηθήο δφζεο (ED50) ηνπ δηδαληνθηφλνπ. Σέινο, κειεηήζεθε ε 

έθθξαζε ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ ην έλδπκν AHAS ζηα πβξίδηα ειίαλζνπ, κεηά απφ ηηο 

επεκβάζεηο κε ην imazamox θαη ε πηζαλή ζπζρέηηζε ηεο έθθξαζήο ηνπο κε ην κνξηαθφ κεραληζκφ 

ηεο αλζεθηηθφηεηαο.  

Σα απνηειέζκαηα ηεο κειέηεο απηήο δχλαηαη λα ρξεζηκέςνπλ σο κία επηπξφζζεηε πιεξνθνξία γηα 

ηελ αλζεθηηθφηεηα ησλ πβξηδίσλ ειίαλζνπ ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο θαη ζπγθεθξηκέλα ζηε δξαζηηθή 
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νπζία imazamox, θαζψο ηα πβξίδηα είλαη απηά πνπ ζα ρξεζηκνπνηήζεη ελ ηέιε ν γεσξγφο. 

Δπηπξνζζέησο ε κειέηε, κέζσ ηεο πξψηεο πξνζπάζεηαο κειέηεο ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ πνπ 

θσδηθνπνηνχλ ην έλδπκν AHAS ζε πβξίδηα ειίαλζνπ θαη παξάιιεια πηζαλήο ζπζρέηηζήο ηνπο κε 

ην κεραληζκφ αλζεθηηθφηεηαο ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο, αλακέλεηαη λα ζπκβάιεη ζηε δεκηνπξγία 

ιεηηνπξγηθψλ κνξηαθψλ δεηθηψλ, νη νπνίνη ζα ζπκβάιινπλ ζηελ ηαρεία θαη νηθνλνκηθή 

ηαπηνπνίεζε αλζεθηηθψλ πνηθηιηψλ ειίαλζνπ θαη ζπλεπψο ζηε γξήγνξε εθηίκεζε γνλνηχπσλ 

ειίαλζνπ ζε βειηησηηθά πξνγξάκκαηα. 
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2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

2.1. Φπηηθφ Τιηθφ  

Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο κειέηεο απηήο, ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηξία πβξίδηα ειίαλζνπ. Σν 

γελεηηθφ απηφ πιηθφ παξαρσξήζεθε απφ ηελ εηαηξεία Αγξνηηθφο Οίθνο ΢πχξνπ ΑΔΒΔ, φπνπ ην έλα 

πβξίδην ήηαλ επαίζζεην (S1) θαη ηα άιια δχν πβξίδηα ήηαλ Clearfield
®
(R2/R3).  

Ζ ζπνξά έγηλε ζε πνηήξηα απφ θειηδφι, φγθνπ 350ml, χςνπο 10cm θαη δηακέηξνπ 7,5cm.  Σν 

ππφζηξσκα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ κείγκα ηχξθεο κε πεξιίηε ζε αλαινγία 2:1. Σν βάζνο 

ζπνξάο ήηαλ ζρεδφλ δηπιάζην ηνπ κεγέζνπο ηνπο. Σν πφηηζκα γηλφηαλ αλά 2 κέξεο κε λεξφ βξχζεο. 

Σα πβξίδηα θπηεχηεθαλ ζην ζεξκνθήπην, ε κέγηζηε ζεξκνθξαζία εκέξαο ήηαλ 35
ν
C θαη ε ειάρηζηε 

λχρηαο 25
ν
C. 

2.2. Δθαξκνγή ηνπ δηδαληνθηφλνπ 

Μεηά απφ 20 εκέξεο απφ ηελ θχηεπζε ησλ πβξηδίσλ ειίαλζνπ, έγηλε ςεθαζκφο κε ην δηδαληνθηφλν 

“Pulsar
®
 40 SL” ηεο εηαηξείαο BASF. Σν Pulsar

®
 40SL, έρεη ηε κνξθή ηνπ ππθλνχ δηαιχκαηνο, ην 

νπνίν πεξηέρεη 4% β/ν δξαζηηθή νπζία (δ.ν.) imazamox, 4,22% άιαο ακκσλίνπ θαη 96% β/β 

βνεζεηηθέο νπζίεο. Ζ δξάζε ηνπ είλαη δηαζπζηεκαηηθή, θαη απνηειεί κεηαθπηξσηηθφ δηδαληνθηφλν 

κε δξάζε απφ ην θχιισκα θαη ην έδαθνο γηα ηελ θαηαπνιέκεζε πιαηχθπιισλ θαη αγξσζησδψλ 

δηδαλίσλ ζηε κεδηθή, ζην ξχδη θαη ζηνλ ειίαλζν. Αλαζηέιιεη ηε δξάζε ηεο ζπλζεηάζεο ηνπ 

αθεηνυδξνμηθνχ νμένο (AHAS). 

Σα θπηά ςεθάζηεθαλ ζην ζηάδην ηνπ δεχηεξνπ κε ηξίηνπ δεχγνπο θχιισλ (V4-V6). 

Υξεζηκνπνηήζεθε ςεθαζηήξαο πξνπηέζεσο 1,5L, κε σθέιηκν ηα 1,3L. Ζ πνζφηεηα ηνπ ςεθαζηηθνχ 

πγξνχ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε, ήηαλ 1200ml αλά επέκβαζε. 

΢πλνιηθά πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο επεκβάζεηο. Καηά ηελ πξψηε επέκβαζε έγηλε κε λεξφ βξχζεο 

θαη ζπληζηά ηνλ κάξηπξα. Ζ δεχηεξε έγηλε κε δηάιπκα πνπ πεξηείρε 400κg ηεο δξαζηηθήο νπζίαο, 

imazamox (δ.ν.)/ml δηδαληνθηφλνπ (8g δ.ν./ζηξ. ή 80g a.i./ha), ε νπνία ήηαλ 2 θνξέο κεγαιχηεξε 

ηεο ζπληζηψκελεο δφζεο, ελψ ε ηξίηε επέκβαζε έγηλε κε δηάιπκα πνπ πεξηείρε 1200κg 

imazamox/ml (24g δ.ν./ζηξ. ή 240g a.i./ha). Οη επεκβάζεηο κε ηηο ζπγθεθξηκέλεο πνζφηεηεο 

δξαζηηθήο νπζίαο, επηιέρηεθαλ κε βάζε ηα απνηειέζκαηα πξνεγνχκελσλ πεηξακάησλ, ηα νπνία 

είραλ δείμεη κεηαμχ ησλ θπηψλ κνξθνινγηθέο δηαθνξέο θαη δηαθνξέο ζηελ αλζεθηηθφηεηα ηνπο 

(Mezili et al., 2014; unpublished data). 
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2.3. Φαηλνηππηθφο ραξαθηεξηζκφο 

Αξρηθά ηα θπηά αμηνινγήζεθαλ κε βάζε νξηζκέλα κνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά, βάζε ησλ 

θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ πνπ παξνπζίαζαλ. ΢πλνιηθά ρξεζηκνπνηήζεθαλ δχν επαλαιήςεηο ησλ 

12 θπηψλ αλά πβξίδην θαη αλά επέκβαζε, δειαδή 24 θπηά αλά πβξίδην θαη επέκβαζε. Φπηεχηεθαλ 

κε ηνλ ίδην ηξφπν θαη ζηηο ίδηεο ζπλζήθεο. 

Ο θαηλνηππηθφο ραξαθηεξηζκφο ησλ θπηψλ έγηλε χζηεξα απφ 7, 14 θαη 21 εκέξεο απφ ηνλ ςεθαζκφ. 

Παξαηεξήζεθε ε γεληθή αλάπηπμε ηνπ θπηνχ, ν βιαζηφο, ηα θχιια, ε εκθάληζε ριψξσζεο ή 

λέθξσζεο ή θάπνην άιιν ραξαθηεξηζηηθφ πνπ πξνθιήζεθε εμαηηίαο ηεο εθαξκνγήο ηνπ 

δηδαληνθηφλνπ, ζπγθξηηηθά πάληα κε ηα θπηά ηνπ κάξηπξα (Mezili et al., 2014; Sala and Bulos, 

2012b; Kolkman et al., 2004; White et al., 2002; Massinga et al., 2003; Baumgartner et al.,1999;). 

΢ηε ζπλέρεηα δεκηνπξγήζεθε κία θιίκαθα αμηνιφγεζεο ησλ θπηψλ ζχκθσλα κε ηα παξαπάλσ 

ραξαθηεξηζηηθά, ε νπνία παξνπζηάδεηαη ζηνλ παξαθάησ Πίλαθα 1. 

Πίλαθαο 1. Κιίκαθα αμηνιφγεζεο ησλ θπηψλ ζχκθσλα κε ηα θπηνηνμηθά ζπκπηψκαηα πνπ 

παξνπζίαζαλ 

ΚΛΗΜΑΚΑ ΑΞΗΟΛΟΓΖ΢Ζ΢ 

ΒΑΘΜΙΓΑ ΦΥΤΟΤΟΞΙΚΑ ΣΥΜΠΤΩΜΑΤΑ 

5      ΝΔΚΡΧ΢Ζ ΟΛΟΤ ΣΟΤ ΦΤΣΟΤ 

4 ΞΔΡΑ ΦΤΛΛΑ 

3 ΔΚΣΔΣΑΜΔΝΔ΢ ΝΔΚΡΧΣΗΚΔ΢ ΚΖΛΗΓΔ΢ ΢ΣΑ ΦΤΛΛΑ  

2 
ΝΔΚΡΧΣΗΚΑ ΢ΖΜΔΗΑ ΢ΣΑ ΦΤΛΛΑ, ΢Τ΢ΣΡΟΦΖ, ΠΗΘΑΝΖ 

ΥΛΧΡΧ΢Ζ 

1 ΔΛΑΦΡΑ ΥΛΧΡΧ΢Ζ ΢ΣΑ ΦΤΛΛΑ  

0 ΤΓΗΔ΢ ΦΤΣΟ 
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2.3.1. Αλάιπζε δεδνκέλσλ ηνπ θαηλνηππηθνχ ραξαθηεξηζκνχ 

Σα δεδνκέλα αλαιχζεθαλ κε ην ζηαηηζηηθφ πξφγξακκα JMP
®
8, φπνπ έγηλε αλάιπζε δηαζπνξάο 

ANOVA, κε δχν παξάγνληεο, ηνλ θχξην πνπ ήηαλ ηα πβξίδηα θαη ν άιινο ήηαλ νη επεκβάζεηο. 

Αθνινχζεζε ε ζχγθξηζε κέζσλ κε ηε κέζνδν ηεο ειάρηζηεο ζεκαληηθήο δηαθνξάο (LSD), ζε 

επίπεδν ζεκαληηθφηεηαο 0,05. 

Σα γξαθήκαηα δεκηνπξγήζεθαλ κε ηε βνήζεηα ηνπ πξνγξάκκαηνο Microsoft Excel 10
®

. 

2.3.2. Μέζε απνηειεζκαηηθή δφζε (Effective dose 50 -ED50) 

Μεηά ηελ ηειεπηαία παξαηήξεζε 21 εκέξεο κεηά ηηο επεκβάζεηο θαη αθνχ είρε γίλεη ε αμηνιφγεζε 

ζχκθσλα κε ηελ θιίκαθα (Πίλαθα 1), ππνινγίζηεθε ε κέζε απνηειεζκαηηθή δφζε ηνπ 

δηδαληνθηφλνπ, ED50.  

To ED50 δείρλεη ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ησλ δφζεσλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζην 50% ησλ θπηψλ, 

δειαδή αλ πάλσ απφ ην 50% ησλ θπηψλ έρεη επεξεαζηεί ζνβαξά κε μεξακέλα θχιια, ζνβαξέο 

λεθξψζεηο θαη δελ ηνπο επηηξέπεη λα ζπλερίζνπλ λα αλαπηχζζνληαη.  

 

2.4. Μνξηαθφο Υαξαθηεξηζκφο-Αλάιπζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο 

Σα θπηά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ κνξηαθφ ραξαθηεξηζκφ ήηαλ δχν επαλαιήςεηο ησλ δέθα 

θπηψλ αλά πβξίδην, δειαδή ζχλνιν 20 θπηά αλά πβξίδην. Οη επεκβάζεηο πνπ είραλ δερζεί ηα θπηά 

πεξηγξάθεθαλ πξνεγνπκέλσο. 

Γηα ηελ κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο, ζπιιέρζεθε θπιιηθφο ηζηφο απφ ηα θπηά ηνπ ειίαλζνπ, 

36 ψξεο κεηά ηηο επεκβάζεηο κε ηελ ρξήζε ηνπ πγξνχ αδψηνπ, ψζηε λα γίλεη απνκφλσζε ηνπ RNA. 

Σα θχιια ζπιιέρζεθαλ αλά επέκβαζε θαη αλά πβξίδην ζε κηθξέο πιαζηηθέο ζαθνχιεο, νη νπνίεο 

είραλ επηζεκαλζεί θαη είραλ πξνςπρζεί ζην πγξφ άδσην. 

Σν πγξφ άδσην (Liquid N2) ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ απνκφλσζε ηνπ θπηηαξηθνχ θαη γελεηηθνχ πιηθνχ 

θαζψο ζηνπο -196
ν
C παγψλνπλ ηα θχηηαξα ρσξίο πξνεγνχκελε ιχζε ηνπο κε απνηέιεζκα λα 

απνθεχγεηαη ε απνδφκεζε ηνπ γελεηηθνχ πιηθνχ (λνπθιετθά νμέα). 

΢ηε ζπλέρεηα, νη πιαζηηθέο ζαθνχιεο θπιάρηεθαλ ζε ζάιακν ζηνπο -80
ν
C κέρξη λα γίλεη ην 

ιεηνηξίβηζκα ηνπ ηζηνχ. 

Ζ ιεηνηξίβεζε ηνπ ηζηνχ έγηλε κε κηθξά γνπδηά δηακέηξνπ 8cm, ηα νπνία είραλ απνιπκαλζεί ζε 

ρχηξα απνζηείξσζεο. 
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Ζ ζθφλε (~100mg) απφ ηε ιεηνηξίβεζε είηε κεηαθεξφηαλ κε απνζηεηξσκέλεο ζπάηνπιεο ζε 

κηθξνζσιελίζθνπο (tubes) ησλ 1,5ml (απνζηεηξσκέλνη) θαη γηλφηαλ άκεζε ηνπνζέηεζε ηνπο ζην 

πγξφ άδσην θαη ζηνπο -80
ν
C, είηε ρξεζηκνπνηείην απεπζείαο ζηελ απνκφλσζε ηνπ RNA. 

2.4.1. Δμαγσγή RNA  

Πξηλ ηελ εμαγσγή ηνπ RNA, έγηλε θαζαξηζκφο ησλ πηπεηψλ κε νηλφπλεπκα θαη ζηε ζπλέρεηα νη 

πηπέηηεο καδί κε ηα αθξνξχγρηα θαη ηνπο κηθξνζσιελίζθνπο απνζηεηξψζεθαλ κε έθζεζε ζε 

ππεξηψδε αθηηλνβνιία (UV) γηα 10 ιεπηά. Ζ εμαγσγή ηνπ RNA πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε 

ηνπ “Nucleospin
®
RNA Plant” ηεο εηαηξείαο Macherey-Nagel. Αλαιπηηθά ε δηαδηθαζία αλαθέξεηαη 

ζην Παξάξηεκα 1. 

΢ηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε απνζήθεπζε ησλ δεηγκάησλ ζηνπο -80
ν
C κέρξη ηελ επαλαρξεζηκνπνίεζε 

ηνπο ζην επφκελν ζηάδην. 

2.4.2. Πνηνηηθφο θαη πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηνπ RNA 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο θαη ηεο θαζαξφηεηαο ηνπ εθινπφκελνπ RNA έγηλε κε ηε 

ρξήζε ηνπ ζπεθηξνθσηφκεηξνπ Nanodrop 1000 θαη ηνπ ινγηζκηθνχ N.D.-1000 v 3.3.1.. Ζ 

δηαδηθαζία πεξηγξάθεηαη ιεπηνκεξψο ζην Παξάξηεκα 2. 

Με ηε ρξήζε ηνπ ζπεθηξνθσηφκεηξνπ έγηλε ε κέηξεζε ηεο νπηηθήο ππθλφηεηαο ηνπ δείγκαηνο ζηα 

230, 260 θαη 280 nm. Ζ θαζαξφηεηα ελφο δείγκαηνο εθηηκήζεθε απφ ην ιφγν OD A260/A280, 

δείρλνληαο ηελ επηκφιπλζε κε πξσηεΐλεο θαη OD A260/A230, δείρλνληαο ηελ επηκφιπλζε κε πςειή 

ζπγθέληξσζε άιαηνο ή θαηλνιηθψλ. 

Σηκέο 1.8-2.0 γηα ηνλ ιφγν OD A260/A280 θαη γχξσ ζην 1.0 γηα ηνλ ιφγν OD A260/A230, αληίζηνηρα, 

ππέδεημαλ ηθαλνπνηεηηθή θαζαξφηεηα δείγκαηνο. 

Ο έιεγρνο ηεο πνηφηεηαο ηνπ RNA, φζνλ αθνξά ηελ αθεξαηφηεηα ηνπ, έγηλε ζηε ζπλέρεηα ζε 2,5% 

w/v πεθηή αγαξφδεο, ζηελ νπνία είδακε αλ ην RNA ήηαλ αθέξαην ή είρε απνδνκεζεί. 

2.4.3. Αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο γηα ηε δεκηνπξγία cDNA 

Αθνχ έγηλε απνζηείξσζε ησλ κηθξνζσιελίζθσλ 1,5ml θαη 0,2ml, ησλ πηπεηψλ θαη ησλ 

αθξνξπγρίσλ ζε UV αθηηλνβνιία, έγηλε ε πξνεηνηκαζία γηα ηελ δεκηνπξγία ηνπ cDNA 

(complementary DNA), ε νπνία είλαη κία κνλφθισλε αιιεινπρία DNA, ζπκπιεξσκαηηθή ηνπ 

mRNA ηνπ θπηνχ, δειαδή ηνπ κεηαγξαθήκαηνο.  

Σν πξψην βήκα ήηαλ ε θαηαγξαθή ησλ κέζσλ φξσλ ησλ επαλαιήςεσλ ησλ ζπγθεληξψζεσλ ηνπ 

RNA, πνπ κεηξήζεθαλ γηα θάζε δείγκα ησλ κεηξήζεσλ ζην Nanodrop.  
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Αθνινχζεζε ν ππνινγηζκφο ηνπ φγθνπ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα λα επηηεπρζεί ηειηθή 

ζπγθέληξσζε RNA, 600ng/κl. Ο ηειηθφο φγθνο ηνπ RNA εθκαγείνπ ήηαλ 11κl. Όηαλ ε πνζφηεηα 

πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ιηγφηεξε απφ 11κl, ηφηε πξνζηέζεθε ε πνζφηεηα πνπ έιεηπε κε RNase 

free λεξφ πνπ δίλεηαη κε ηελ ζπζθεπαζία θαη αλαθαηεχζεθε θαιά κε ηελ πηπέηα αιιά θαη κε 

θπγνθέληξεζε. Αθνινχζεζε ζέξκαλζε ηνπ εθκαγείνπ ζηνπο 65
ν
C γηα 5 ιεπηά θαη ζηε ζπλέρεηα 

ηνπνζέηεζε ηνπο ζηνλ πάγν γηα ηνπιάρηζηνλ 10 ιεπηά. Σα πιηθά ηεο αληίδξαζεο εκπεξηέρνληαη ζην 

“PrimeScript
TM

1st strand cDNA Synthesis Kit” ηεο TAKARA BIO INC. 

Σν θχξην κείγκα ηεο θάζε αληίδξαζεο πξνεηνηκάζηεθε ζε έλα κηθξνζσιελίζθν 1,5ml, ζχκθσλα κε 

ηηο νδεγίεο ηνπ πξντφληνο θαη πεξηείρε: 

 5x PrimeScript
TM

 buffer: 4κl (πεξηέρεη ηα άιαηα πνπ ρξεηάδεηαη ε αληίδξαζε) 

 10mM dNTPs mixture: 1κl ηεο εηαηξείαο ΖΣ Biotechnology 

 40 U/ κl RNase Inhibitor: 1κl 

 50 κΜ Oligo dt Primer: 2κl 

 200 U/ κl PrimeScript RTase: 1κl (Reverse Transcriptase) 

Όια καδί είραλ φγθν 9κl. Αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε. 

΢ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθε ζηνπο κηθξνζσιελίζθνπο (0,2ml) κε ην RNA εθκαγείν ην κείγκα ηεο 

αληίδξαζεο, έηζη ν ηειηθφο φγθνο ήηαλ 20κl. Έγηλε ειαθξηά πξφζκημε. Αθήλεηαη ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ γηα 10 ιεπηά θαη κεηαθέξεηαη ζην κεράλεκα ηεο PCR πνπ είρε πξνγξακκαηηζηεί ζηνπο 

42
ν
C γηα 2 ψξεο. ΢ην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο γηλφηαλ απνζήθεπζε ηνπο ζηνπο -20

ν
C.  

Κάζε θνξά, ε αληίδξαζε εηνηκαδφηαλ γηα ην ζχλνιν ησλ δεηγκάησλ πνπ ππήξραλ εθείλε ηε ζηηγκή 

θαη ρσξηδφηαλ αληίζηνηρα ζην RNA εθκαγείν. 

Σν πξντφλ πνπ πξνέθππηε απφ απηήλ ηελ αληίδξαζε ήηαλ κία κνλφθισλε αιιεινπρία DNA πνπ 

ήηαλ ζπκπιεξσκαηηθή ηνπ mRNA ηνπ θπηνχ (complementary DNA- cDNA) θαη ρξεζηκνπνηήζεθε 

ζαλ εθκαγείν ζηελ PCR αληίδξαζε. 

2.4.4. Αιιεινπρία γνληδίσλ HaAHASl1, HaAHASl2, HaAHASl3 ζηνλ ειίαλζν 

Οη αιιεινπρίεο ησλ γνλίδησλ HaAHASl1, HaAHASl2, HaAHASl3 ηνπ ειίαλζνπ ηαπηνπνηήζεθαλ 

κεηά απφ αλίρλεπζε ησλ βάζεσλ δεδνκέλσλ ζην εζληθφ θέληξν πιεξνθνξηψλ βηνηερλνινγίαο 

(ΝCBI GenBank) κε βάζε ηνπο θσδηθνχο θαηαρψξεζεο ΑΤ541451-ΑΤ541458 πνπ αλαθέξνπλ νη 

ζπγγξαθείο Breccia et al. (2013), Ochogavia et al. (2014) θαη Kolkman et al. (2004). 

Γηα θάζε γνλίδην HaAHASl1, HaAHASl2, HaAHASl3 ππάξρνπλ δηαθνξεηηθνί απιφηππνη φπσο 

θαίλεηαη ζηνλ Πίλαθα 2.. 
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Πίλαθαο 2. Απιφηππνη ησλ γνληδίσλ HaAHASl1, HaAHASl2, HaAHASl3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Πξαγκαηνπνηήζεθε ε επζπγξάκκηζε φισλ ησλ αιιεινπρηψλ ησλ γνληδίσλ HaAHASl1, HaAHASl2, 

HaAHASl3 κε ηε βνήζεηα ηνπ πξνγξάκκαηνο CLUSTALW2 γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ δηαθνξψλ 

ηνπο θαη απεηθνλίδνληαη ζην Παξάξηεκα 3. 

 

  

 

 

Γηάγξακκα 1. Οη θσδηθνπνηνχζεο πεξηνρέο είλαη ηα αλνηρηά γθξη νξζνγψληα, ελψ ηα ιεπθά 

είλαη 5’ ακεηάθξαζηεο πεξηνρέο. Σα γξακκνζθηαζκέλα θνπηηά παξνπζηάδνπλ ηηο δηαθνξέο ζηηο 

αιιεινπρίεο. Σν ζθνχξν γθξη θνπηί είλαη ε κεηάιιαμε A205V  

Όπσο θαίλεηαη ιφγσ ηεο πςειήο νκνηφηεηαο ησλ αιιεινπρηψλ ησλ HaAHASl1,ΗaAHASl2, 

HaAHASl3 είλαη δχζθνινο ν ζρεδηαζκφο εθθηλεηψλ γηα ηε ζαθή δηάθξηζε θαη ελίζρπζε ηνπ θάζε 

γνληδίνπ/πξντφληνο ζε αλάιπζε PCR, θαζψο κφλν ε θσδηθνπνηνχζεο πεξηνρέο είλαη θαηαηεζεηκέλεο 

ζηηο βάζεηο δεδνκέλσλ θαη φρη νη ακεηάθξαζηεο 5’ θαη 3’ πεξηνρέο, ζηηο νπνίεο ζπλαληάηαη θαη ε 

κεγαιχηεξε απφθιηζε κεηαμχ ησλ αιιεινπρηψλ. ΢πλεπψο ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη εθθηλεηέο πνπ 

ΓΟΝΗΓΗΑ Αξηζκφο Καηαρψξεζεο 

Γνληδίσλ (Απιφηππνη) 

numbers Απινηχπσλ 

Κσδηθφο Καηαρψξεζεο Απινηχπσλ 

HaAHASl1 46948845 ΑΤ541451 

46948847 ΑΤ541452 

46948849 ΑΤ541453 

46948851 ΑΤ511454 

46948853 ΑΤ511455 

HaAHASl2 46948855 ΑΤ511456 

46948857 ΑΤ511457 

HaAHASl3 46948859 ΑΤ511458 
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είραλ ήδε ρξεζηκνπνηεζεί ζε πξνεγνχκελεο εξγαζίεο (Kolkman et al., 2004; Breccia et al., 2013; 

Ochogavia et al., 2014) θαη παξνπζηάδνληαη ζπλνπηηθά ζηνλ Πίλαθα 3. 

 

Πίλαθαο 3. Αιιεινπρίεο λνπθιενηηδίσλ ησλ εθθηλεηψλ 5’-3’ θαη ζεξκνθξαζίεο πξφζδεζεο 

ηνπο (Temperature annealing, T.an.) 

ΓΟΝΗΓΗΟ 
ΑΝΟΓΗΚΟ΢ ΔΚΚΗΝΖΣΖ΢ 

FORWARD PRIMER 5’-3’ 

ΚΑΘΟΓΗΚΟ΢ ΔΚΚΗΝΖΣΖ΢ 

REVERSE PRIMER 5’-3’ 

T.an. 

ν
C 

HaAHASl1 CGAACGGTAACCCTAGAACAC AAGTGATGGGTAATGCGAAAC 64 

HaAHASl2 GCCGCCATACATCCTCCCC CCGGTGGTGGTGGTGGAGTC 65 

HaAHASl3 GTTGTTGGCGTTTGGCGTCCG GATCGCGTTCCCACCCGTCAC 65 

b-tubulin TCTGCCACCATGTCGGGAGTT GTAACGCCCGTGTCGTGGGTC 64-65 

 

  2.4.5. Αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο (PCR) 

Ζ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (polymerase chain reaction/PCR), επηηπγράλεηαη κε ηνλ 

ελδπκηθφ  πνιιαπιαζηαζκφ ελφο ζπγθεθξηκέλνπ ηκήκαηνο DNA in vitro, κε απνηέιεζκα ηελ 

δεκηνπξγία πνιιαπιψλ αληηγξάθσλ φκνησλ κε ην αξρηθφ. 

΢ηελ παξνχζα κειέηε, ε απιή PCR ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηνλ αξρηθφ έιεγρν ησλ εθθηλεηψλ πξηλ 

ηελ ρξεζηκνπνίεζε ηνπο ζηε Real-Time PCR, δειαδή γηα λα επηβεβαησζεί φηη ήηαλ εμεηδηθεπκέλνη 

γηα ηηο αιιεινπρίεο πνπ είρακε επηιέμεη θαη ζα παξήγαγαλ εμεηδηθεπκέλν PCR πξντφλ. Όιεο νη 

παξαηεξήζεηο φζνλ αθνξά ηελ εκηπνζνηηθνπνίεζε ηνπο κεηαμχ ησλ εθαξκνγψλ έγηλαλ ζπγθξηηηθά 

κε ηνλ κάξηπξα. Ζ b-tubulin ρξεζηκνπνηήζεθε σο ελδνγελήο κάξηπξαο γηα ηνλ έιεγρν ηεο 

πνηφηεηαο ηνπ cDNA θαη ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αληίδξαζεο. 

Ζ αληίδξαζε ηεο PCR απνηεινχληαλ απφ ην DNA εθκαγείν, ηνπο εθθηλεηέο, ηα ηξηθσζθνξηθά 

δεζνμπλνπθιενηίδηα (dNTPs), ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (buffer), θαη ηελ Taq πνιπκεξάζε, ε νπνία 

είλαη κία ζεξκναλεθηηθή πνιπκεξάζε θαη πξνέξρεηαη απφ ην βαθηήξην Thermus aquaticus. Σα 

ζπζηαηηθά απηά εκπεξηέρνληαη ζην KAPATaq HotStart kit ηεο εηαηξείαο KapaBiosystems. Σα 

dNTPS πξνέξρνληαη απφ ηελ εηαηξεία ΖΣ Biotechnology. 

Ζ βειηηζηνπνίεζε ηεο αληίδξαζεο επηηεχρζεθε κε ηελ ρξήζε ησλ παξαθάησ αληηδξαζηεξίσλ θαη 

ζπλζεθψλ (Πίλαθαο 4 θαη Πίλαθαο 5). 
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Πίλαθαο 4. Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο PCR 

΢πζηαηηθά Σειηθή ζπγθέληξσζε Όγθνο γηα 25 κl 

αληίδξαζεο 

H2O 
*1

   

5 x PCR buffer 1x 5 

25mM MgCl2 1,5mM 0,5 κl γηα θάζε 

0,5mM MgCl2 

dNTPs (mix dNTP 10mM each) 0,2mM 0,5 κl 

Αλνδηθφο εθθηλεηήο 10κM 1κΜ 0,4 κΜ 

Καζνδηθφο εθθηλεηήο 10κΜ 1κΜ 0,4 Μκ 

Kapa Hot start DNA polymerase 

(5units/κl) 

0,10 κl for each 0,5 U 

needed 

0,5 units/25κl rxn 

Δθκαγείν DNA
*2

  1κl 

Συνολικός όγκος  25κl 

*1
Σν Ζ20 είλαη λεξφ κνξηαθήο θαζαξφηεηαο, Rnase-Dnase free  

*2
To DNA εθκαγείν είλαη ην cDNA ηνπ θάζε δείγκαηνο ζε αξαησζε κε Ζ20, κνξηαθήο 

θαζαξφηεηαο, Rnase-Dnase free, ζε αλαινγία 1:4  
 

Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ θαζψο θαη νη ζεξκνθξαζίεο πξφζδεζεο ηνπο πεξηγξάθνληαη 

ζηνλ Πίλαθα 4 παξαπάλσ. Ζ ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ε MJ Research PTC-200 

Thermal Cycler. Οη ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο πεξηγξάθνληαη παξαθάησ ζηνλ Πίλαθα 5. 

                Πίλαθαο 5. ΢πλζήθεο βειηηζηνπνίεζεο ηεο αληίδξαζεο ηεο PCR 

΢ηάδηα 

Θεξκνθξαζία
          

(
ν
 C) 

Υξφλνο Κχθινη 

Αξρηθή Απνδηάηαμε 

αιπζίδσλ 
95 2 min 1 

Απνδηάηαμε αιπζίδαο θαη 

ελεξγνπνίεζε ηεο HotStart 

Taq Polymerase 

95 15 sec 

35 

Τβξηδηζκφο εθθηλεηψλ Αλάινγα ηνλ εθθηλεηή 30 sec 

Δπηκήθπλζε λέαο αιπζίδαο 72 40 sec 

Ζ δηαδηθαζία απηή πξαγκαηνπνηήζεθε γηα ηα ηξία γνλίδηα, HaAHASl1, HaAHASl2, HaAHASl3, ηελ 

b-tubulin θαζψο θαη γηα ηνλ αξλεηηθφ κάξηπξα, ν νπνίνο πεξηείρε φια ηα ζπζηαηηθά ηεο αληίδξαζεο 
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εθηφο απφ ην εθκαγείν. Ζ b-tubulin ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ 

θαη ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αληίδξαζεο. 

H b-tubulin ρξεζηκνπνηήζεθε ζαλ ελδνγελήο κάξηπξαο ζηηο αληηδξάζεηο ηεο PCR, ψζηε λα 

παξαηεξείηαη θαη λα επηβεβαηψλεηαη ε πεξίπησζε ιάζνπο πνπ κπνξεί λα νθεηιφηαλ είηε ζηελ 

πνζφηεηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηηο αληηδξάζεηο είηε ζηελ ρξήζε ησλ πιηθψλ ηεο αληίδξαζεο είηε 

ζηελ πνζφηεηα ηνπ εθκαγείνπ, ψζηε ηελ επφκελε θνξά λα κπνξέζεη λα απνθεπρζεί θαη λα 

δηνξζσζεί. Έλαο αθφκα κάξηπξαο ήηαλ ν αξλεηηθφο κάξηπξαο, ν νπνίνο δερφηαλ ρεηξηζκφ ζαλ 

θαλνληθφ δείγκα, ρσξίο λα κπεη φκσο θάπνην cDNA εθκαγείν. Έηζη κπνξνχζε θάπνηνο λα δεη αλ ην 

κίγκα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαλ ζηελ PCR ήηαλ θαζαξφ ή είρε δερζεί θάπνηα κφιπλζε.  

2.4.6. Ζιεθηξνθφξεζε δεηγκάησλ – Τπνινγηζκφο ησλ κεγεζψλ ησλ εληζρπκέλσλ δσλψλ 

Ζ αλάιπζε ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο PCR πξαγκαηνπνηήζεθε κε ειεθηξνθφξεζε ζε 2,5% 

w/v πεθηή αγαξφδεο πνπ πεξηείρε 1,5κl βξσκηνχρν αηζχδην (Δthidium Bromide, EtBr), ζε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 1xTAE. H δηαδηθαζία παξαζθεπήο ηνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο πεξηγξάθεηαη 

ιεπηνκεξψο ζην Παξάξηεκα 4. 

To βξσκηνχρν αηζχδην, παξεκβάιεηαη ζε κφξηα DNA, φπνπ δέλεηαη κεηαμχ ησλ δχν αιπζίδσλ θαη 

ρξεζηκεχεη σο θζνξίδνπζα ζήκαλζε, φηαλ ηα λνπθιετληθά νμέα ειεθηξνθνξνχληαη κέζα ζε 

πήθησκα αγαξφδεο θαη ζηε ζπλέρεηα εθηίζνληαη ζε ππεξηψδε αθηηλνβνιία. 

Σν θάζε θειί ηνπ πεθηψκαηνο πεξηείρε 10κl δείγκαηνο. Σν δείγκα απνηειείηαη απφ 4κl απφ ηελ 

αληίδξαζε, 1κl ξπζκηζηηθφ δηάιπκα θφξησζεο (10x) θαη 5κl dH2O. ΢ην αθξηαλφ θειί ηνπ 

πεθηψκαηνο ηνπνζεηήζεθαλ 5κl ηνπ κάξηπξα (100bp DNA ladder ηεο Nippon Genetics ), ψζηε λα 

πξνζδηνξηζηεί ην κνξηαθφ βάξνο (Μ.Β.) ησλ δσλψλ (πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο) κε βάζε πξφηππα 

κεγέζε DNA θαη έδηλε 12 ζξαχζκαηα κε κεγέζε (Δηθφλα 6). 

 

 

 

 

Δηθφλα 6. Ζ αληηζηνηρία κεγέζνπο θάζε ζξαχζκαηνο ηνπ πξφηππνπ DNA 

Ο ρξφλνο πνπ απαηηνχηαλ γηα ηελ ειεθηξνθφξεζε ήηαλ πεξίπνπ 45 ιεπηά γηα εθαξκνδφκελε ηάζε 

110Volt θαη 76mA. 
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Μεηά απφ θάζε ειεθηξνθφξεζε, ηo πήθησκα ηνπνζεηνχληαλ ζε ηξάπεδα UV γηα ηελ νπηηθνπνίεζε 

ησλ δσλψλ ηνπ DNA. Ζ θσηνγξάθεζε έγηλε ζε ζπζθεπή θσηνγξάθεζεο ηνπ ηχπνπ MiniBis Pro, 

ηεο εηαηξείαο DNR Bio Imaging Systems. Ζ ζπζθεπή ήηαλ ζπλδεδεκέλε κε ειεθηξνληθφ 

ππνινγηζηή θαη νη θσηνγξαθίεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ.  

2.4.7. Πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ 

H αληίζηξνθε κεηαγξαθάζε (RT) ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) 

είλαη έλα δπλαηφ εξγαιείν γηα ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηνπ mRNA. Ζ πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο 

ησλ γνληδίσλ επηηπγράλεηαη κε ηε κέζνδν ηεο Real Time quantitative PCR (RTqPCR), ε νπνία 

κεηξά ην πξντφλ ηεο PCR ζε θάζε θχθιν κε ηελ ρξήζε θζνξίδνλησλ ρξσζηηθψλ, ν θζνξηζκφο 

απμάλεηαη ζε αλαινγία κε ηελ ελίζρπζε ηνπ πξντφληνο. Με ηελ RTqPCR επηηπγράλεηαη ε 

πνζνηηθνπνίεζε ηνπ mRNA. 

Ζ ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε πνπ έγηλε ζην πείξακα απηφ, βαζίδεηαη ζην γνλίδην αλαθνξάο b-tubulin, 

φπσο έρεη πξναλαθεξζεί θαη βνεζά ζηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ δηαθνξψλ ζηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ 

ζηφρνπ, ην νπνίν ζηελ πεξίπησζε καο είλαη ην HaAHAS. Ζ πνζνηηθνπνίεζε απηή δείρλεη ηελ 

κεηαβνιή ζηα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ mRNA, ην νπνίν εξκελεχεηαη σο ζπκπιεξσκαηηθφ DNA 

(cDNA). ΢ηελ ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε, ε πνζφηεηα ηνπ γνληδίνπ ζηφρνπ κειεηάηαη ζε ζχγθξηζε 

κε ηελ πνζφηεηα ηνπ κάξηπξα γνληδίνπ αλαθνξάο. 

 Γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο RTqPCR ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα ζπζηαηηθά πνπ θαίλνληαη ζηνλ 

παξαθάησ Πίλαθα 6. 

          Πίλαθαο 6. Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ Real Time quantitative PCR (RTqPCR) 

΢πζηαηηθά Σειηθή 

ζπγθέληξσζε 

Όγθνο γηα 20κl 

αληίδξαζε 

H2O 
*1

   

Kapa Sybr
®
Fast qPCR Master Mix 

(2x) Universal 

1x 10 

Forward Primer (10κΜ) 200nM 0,4 

Reverse Primer (10κΜ) 200nM 0,4 

Δθκαγείν DNA
*2

  1κl 

Συνολικός Όγκος  20 

*1
Σν Ζ20 είλαη λεξφ κνξηαθήο θαζαξφηεηαο, Rnase-Dnase free 

*2
To DNA εθκαγείν είλαη ην cDNA ηνπ θάζε δείγκαηνο ζε αξαησζε κε Ζ20, κνξηαθήο 

θαζαξφηεηαο, Rnase-Dnase free, ζε αλαινγία 1:4 
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Σα παξαπάλσ ζπζηαηηθά εκπεξηέρνληαη ζην Kapa Sybr
®

Fast qPCR kit ηεο εηαηξείαο 

KapaBiosystems. H θζνξίδνπζα ρξσζηηθή είλαη ε Sybr
®

Green I.  Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηή-

ζεθαλ ήηαλ νη ίδηνη κε ηελ απιή PCR, αθνχ κε απηήλ βειηηζηνπνηήζεθαλ νη ζπλζήθεο θαη 

ειέγρζεθε ε εμεηδίθεπζε ησλ εθθηλεηψλ.  

Ζ ζπζθεπή πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ ε MJ mini Real Time Thermal Cycler ηεο εηαηξείαο BioRad. 

Οη ζπλζήθεο θαη ηα ζηάδηα ηεο RTqPCR θαίλνληαη ζηνλ Πίλαθα 7. 

Πίλαθαο 7. ΢πλζήθεο θαη ζηάδηα ηεο αληίδξαζεο RTqPCR 

΢ηάδηα 

Θεξκνθξαζία
 

(
ν
 C) 

Υξφλνο Κχθινη 

Αξρηθή Απνδηάηαμε αιπζίδσλ 95 2 min 1 

Απνδηάηαμε αιπζίδαο θαη ελεξγνπνίεζε ηεο 

HotStart Taq Polymerase 
95 15 sec 

40 Τβξηδηζκφο εθθηλεηψλ  
Αλάινγα ηνλ εθθηλεηή 20 sec 

Δπηκήθπλζε λέαο αιπζίδαο 72 20 sec 

Γηα ηελ επηβεβαίσζε ηνπ πξντφληνο PCR κία θακπχιε ηήμεο εθηειέζηεθε απφ ηνπο 65
ν
C εψο ηνπο 95

 ν
C 

κε παξαηήξεζε θάζε 0,2
ν
C πξνζαχμεζεο θαη 10 δεπηεξφιεπηα αλακνλήο κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 

Οη αληηδξάζεηο εθαξκφζηεθαλ ζε ηξηπιέηεο θαη ε ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε πξνζδηνξίζηεθε κε ηελ 

ρξήζε ηεο b-tubulin. 

2.4.8. Αλάιπζε δεδνκέλσλ πνζνηηθνπνίεζεο 

Μεηά ην πέξαο ηεο RTqPCR, βιέπνπκε ηηο ηηκέο Cq(quantitation cycle) ή Ct, (threshold cycle) νη 

νπνίεο είλαη ην ζεκείν ηνκήο κεηαμχ ηεο θακπχιεο ελίζρπζεο θαη ηεο ηηκήο θαησθιίνπ. Δίλαη κία 

ζρεηηθή κέηξεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ ζηφρνπ ζηελ PCR αληίδξαζε (Παξάξηεκα 5).  

Σα δεδνκέλα αλαιχζεθαλ κε ηε ρξήζε ηνπ ινγηζκηθνχ REST
©

(Relative Expression Software Tool) 

(Pfaffl, 2001; 2002). Με ην εξγαιείν απηφ επηηπγράλεηαη ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε κεηαμχ ησλ 

νκάδσλ ζχγθξηζεο θαη έλαο κεηέπεηηα έιεγρνο ηεο ζεκαληηθφηεηαο ησλ απνηειεζκάησλ κε έλα 

θαηάιιειν ζηαηηζηηθφ κνληέιν. Γηα ην ιφγν απηφ πξνγξακκαηίζηεθε λα ηξέρεη ζε έλα Microsoft 

Excel
®
, φπσο θαίλεηαη ζην Παξάξηεκα 6. Σα απνηειέζκαηα πνπ δίλεη αθνξνχλ: Σν κέζν φξν CP 

(=Cq ή Ct) ηνπ γνληδίνπ αλαθνξάο, ην CP ηνπ δείγκαηνο, ην πνζνζηφ έθθξαζεο ηνπ θάζε δείγκαηνο 

θαηφπηλ θαλνληθνπνίεζεο ζε ζρέζε κε ην γνλίδην αλαθνξάο, ηα αληίζηνηρα p-Values. Σέινο, νη 
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ηηκέο ηηο ζρεηηθήο έθθξαζεο γηα ην θάζε δείγκα ζπγθξηλφληνπζαλ πάληα κε ηελ ηηκή ηνπ κάξηπξα 

S1, πνπ νξίδεηαη σο 1.  

΢ηε ζπλέρεηα, νη κέζεο ηηκέο απφ δχν αλεμάξηεηα πεηξάκαηα θαηαγξάθεθαλ ζην πξφγξακκα 

Microsoft Excel 10
®
, ππνινγίζηεθε ε ηππηθή απφθιηζε (standard deviations) θαη δεκηνπξγήζεθαλ 

ηα γξαθήκαηα. Οη ηηκέο πνπ δηαθέξνπλ ζεκαληηθά (P < 0.05) απφ ηα θπηά κάξηπξεο, 

επηζεκάλζεθαλ κε έλαλ αζηεξίζθν.
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3. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

3.1. ΦΑΗΝΟΣΤΠΗΚΑ ΥΑΡΑΚΣΖΡΗ΢ΣΗΚΑ 

Σα κνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ θπηψλ αμηνινγήζεθαλ σο πξνο ηελ αλζεθηηθφηεηα ηνπο ζην 

δηδαληνθηφλν, χζηεξα απφ ηελ εθαξκνγή ησλ ηξηψλ επεκβάζεσλ: κε λεξφ (κάξηπξαο), κε 400 κg 

δξαζηηθήο νπζίαο (δ.ν.) imazamox /ml δηδαληφθηφλνπ θαη κε 1200κg δ.ν./ml κεηά απφ 7, 14, 21 

εκέξεο απφ ηελ κεηαρείξηζε ηνπο ζην δεχηεξν κε ηξίην δεχγνο θχιισλ (V4-V6). 

3.1.1. Αμηνιφγεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ κεηά απφ 7 εκέξεο απφ ηηο επεκβάζεηο. 

Καηά ηε ιήςε ηεο πξψηεο παξαηήξεζεο (7
ε
 εκέξα), ήηαλ εκθαλείο νη πξψηεο δηαθνξέο κεηαμχ ησλ 

πβξηδίσλ θαη ησλ επεκβάζεσλ (Πίλαθαο 1-Παξάξηεκα 7), εθηηκήζεθαλ νη δχν επαλαιήςεηο ησλ 

θπηψλ ζχκθσλα κε ηελ θιίκαθα αμηνιφγεζεο (Πίλαθαο 1), φπνπ 0 ραξαθηεξίδνληαη ηα πγηή θπηά 

θαη 5 ηα λεθξά θπηά. ΢ηε ζπλέρεηα, ππνινγίζηεθε ν κέζνο φξνο ησλ θπηψλ αλά επέκβαζε, ε ηππηθή 

απφθιηζε θαη ηα απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη ζην Γξάθεκα 1. 

 

Γξάθεκα 1. Αμηνιφγεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ, 7 εκέξεο απφ ηελ εθαξκνγή 

ησλ επεκβάζεσλ, ζηα πβξίδηα S1, R2 θαη R3 

 

Σα ηξία πβξίδηα S1, R2 θαη R3 ζηελ επέκβαζε κε λεξφ, δελ εκθάληζαλ θαλέλα θπηνηνμηθφ 

ζχκπησκα θαη ραξαθηεξίζηηθαλ σο πγηή. Σν επαίζζεην πβξίδην S1 παξνπζίαζε ηα πην έληνλα 

ζπκπηψκαηα ζε ζρέζε κε ηα αλζεθηηθά πβξίδηα R2 θαη R3 θαη ζηηο δχν επεκβάζεηο, κε 400 θαη 
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1200κg δ.ν./ml. Σν S1 παξνπζίαζε εθηεηακέλεο λεθξσηηθέο θειίδεο ζρεδφλ ζε φια ηα θπηά θαη 

ζηηο δχν επεκβάζεηο. Σα R2 θαη R3 ζηελ επέκβαζε κε 400κg δ.ν./ml, εκθάληζαλ παξφκνηα 

ζπκπηψκαηα ζε θάπνηα θπηά, παξνπζηάδνληαο λεθξσηηθά ζεκεία ζηα θχιια θαη ζπζηξνθή ζηα 

θχιια ηνπο, ελψ ζηελ επέκβαζε κε 1200κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ, εκθάληζαλ πην έληνλα 

θπηνηνμηθά ζπκπηψκαηα, παξνπζηάδνληαο εθηεηακέλεο λεθξσηηθέο θειίδεο. 

 

3.1.2. Αμηνιφγεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ κεηά απφ 14 εκέξεο απφ ηηο επεκβάζεηο. 

Ζ δεχηεξε παξαηήξεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ έγηλε ηελ 14
ε
 εκέξα κεηά ηελ εθαξκνγή 

ησλ επεκβάζεσλ. Σα απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη ζην Γξάθεκα 2. 

 

 

 

 

 

Γξάθεκα 2. Αμηνιφγεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ, 14 εκέξεο απφ ηελ εθαξκνγή 

ησλ επεκβάζεσλ, ζηα πβξίδηα S1, R2 θαη R3 

 

Σα ηξία πβξίδηα S1, R2 θαη R3 ζηελ επέκβαζε κε λεξφ, δελ εκθάληζαλ θαλέλα θπηνηνμηθφ 

ζχκπησκα θαη είλαη πγηή. Όια ηα θπηά, ησλ ηξηψλ πβξηδίσλ πνπ είραλ δερηεί επέκβαζε κε 

δηδαληνθηφλν, είηε κε 400κg δ.ν./ml, είηε κε 1200κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ, αλήθνπλ ζηελ θιίκαθα 

αμηνιφγεζεο 3 κε 4. Μεξηθά απφ απηά εκθάληδαλ εθηεηακέλεο λεθξσηηθέο θειίδεο θαη ήηαλ ιίγν 

ρεηξφηεξα ζε ζρέζε κε ηελ 7
ε
 εκέξα παξαηήξεζεο (Πίλαθαο 2-Παξάξηεκα 7). Γελ ππήξμαλ 

ζεκαληηθέο δηαθνξνπνηήζεηο ζηα πβξίδηα κεηαμχ ησλ επεκβάζεσλ κε ην δηδαληνθηφλν, ελψ ηα θπηά 

ησλ ηξηψλ πβξηδίσλ ηνπ κάξηπξα ζπλέρηζαλ λα αλαπηχζζνληαη θαλνληθά. 
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3.1.3. Αμηνιφγεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ κεηά απφ 21 εκέξεο απφ ηηο επεκβάζεηο. 

Ζ ηειεπηαία παξαηήξεζε έγηλε ηελ 21
ε
 εκέξα. Σα ηξία πβξίδηα αμηνινγήζεθαλ ζχκθσλα κε ηελ 

θιίκαθα 0 (πγηή) – 5 (λεθξά) (Πίλαθαο 1), ζηηο 3 επεκβάζεηο, κε ην λεξφ (κάξηπξαο), κε 400κg 

δ.ν./ml θαη κε 1200κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ. ΢ην Γξάθεκα 3 παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα, 

ζην νπνίν θαίλνληαη φηη ηα πβξίδηα δηαθνξνπνηνχληαη ζχκθσλα κε ηηο επεκβάζεηο, ελψ ιεπηνκεξψο 

παξνπζηάδνληαη ζηνλ Πίλαθα 3 ηνπ Παξαξηήκαηνο 7. 

 

 

 

 

 

Γξάθεκα 3. Αμηνιφγεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ, 21 εκέξεο απφ ηελ 

εθαξκνγή ησλ επεκβάζεσλ, ζηα πβξίδηα S1, R2 θαη R3 

 

΢ηελ δφζε ησλ 400κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ, ην επαίζζεην πβξίδην (S1) παξνπζίαζε ζρεδφλ ζε φια 

ηα θπηά εθηεηακέλεο λεθξσηηθέο θειίδεο ζε φια ηα δεχγε θχιισλ θαη ηειείσο λεθξά θχιια ελψ 

ραξαθηεξίζηεθε ζε θιίκαθα κεηαμχ 4 κε 5. Σν R3 ζε ζρέζε κε ην S1 πβξίδην παξνπζίαζε 

κεγαιχηεξε αλεθηηθφηεηα θαη ραξαθηεξίζηεθε απφ θπηά πνπ είραλ εθηεηακέλεο λεθξσηηθέο 

θειίδεο. Σν R2 παξνπζίαζε θαη απηφ αλεθηηθφηεηα ζε ζρέζε κε ην S1 αιιά έδεημε κία πην κηθξή 

επαηζζεζία ζε ζρέζε κε ην R3. ΢ηελ επέκβαζε κε ηα 1200κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ, ηα πβξίδηα S1, 

R2 θαη R3 παξνπζίαζαλ επαηζζεζία, αμηνινγψληαο ηα ζε θιίκαθα πάλσ απφ 4, κε έληνλεο 

λεθξσηηθέο θειίδεο ή θαη ηειείσο μεξακέλα θχιια ζρεδφλ ζε φια ηα θπηά.  
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Γξάθεκα 4. Απεηθφληζε ησλ 24 θπηψλ, 21 εκέξεο απφ ηηο επεκβάζεηο, ε νπνία αληηζηνηρεί 

ζηελ θιίκαθα αμηνιφγεζεο 0-5. Γηαθνξεηηθφ ρξψκα αληηζηνηρεί ζε άιιν επίπεδν 

θπηνηνμηθφηεηαο.  

 

΢πκπεξαζκαηηθά ινηπφλ, ζχκθσλα κε ηα Γξαθήκαηα 1, 2 θαη 3, ηα αλζεθηηθά πβξίδηα R2 θαη R3 

παξνπζίαζαλ αλεθηηθφηεηα ζηε δφζε ησλ 400κg imazamox/ml δηδαληνθηφλνπ θαη επαηζζεζία ζηε 

δφζε ησλ 1200κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ. Σν επαίζζεην πβξίδην S1 παξνπζίαζε επαηζζεζία θαη ζηηο 

δχν επεκβάζεηο ησλ 400 θαη 1200 κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ. Ζ 21
ε
 εκέξα ζεσξείηαη ε πην 

θαηάιιειε κέξα παξαηήξεζεο ιφγν ηνπ αθξηβή δηαρσξηζκνχ ησλ πβξηδίσλ κεηά ηηο επεκβάζεηο 

θαη ηεο παξνπζίαο ησλ πην έληνλσλ ζπκπησκάησλ. 

Δπίζεο ζην Γξάθεκα 4, 21 εκέξεο κεηά ηηο επεκβάζεηο, θαίλεηαη φηη ηα θπηά κάξηπξεο ζπλέρηζαλ 

λα αλαπηχζζνληαη κε ειαθξηέο ρισξψζεηο ζηα θχιια, ελψ ζηελ επέκβαζε κε 400κg/ml 

δηδαληνθηφλνπ, ην S1 πβξίδην παξνπζίαζε επαηζζεζία, παξνπζηάδνληαο νιηθή αλάζρεζε ηεο 

αλάπηπμεο θαη λέθξσζε ηνπ, ελψ ηα πβξίδηα R2 θαη R3 θάλεθαλ αλζεθηηθά παξνπζηάδνληαο 

ειαθξχηεξα ζπκπηψκαηα, δειαδή θάπνηα λεθξσηηθά ζεκεία ζηα θχιια ή θάπνηεο έληνλεο 

λεθξσηηθέο θειίδεο. Σέινο, ζηελ επέκβαζε κε 1200κg δ.ν./ml, ηα θπηά δελ κπνξνχζαλ λα 

αλαθάκςνπλ. 

3.1.4. Απνηειέζκαηα ζηαηηζηηθήο αλάιπζεο  

Σα δεδνκέλα αλαιχζεθαλ κε ην ζηαηηζηηθφ πξφγξακκα JMP®8 θαη παξνπζηάδνληαη ζην 

Παξάξηεκα 8. 

΢ηελ αξρή έγηλε έιεγρνο θαλνληθφηεηαο ησλ δεδνκέλσλ γηα ηηο παξαηεξήζεηο ησλ 7εκεξψλ, ησλ 14 

εκεξψλ θαη 21 εκεξψλ, ν νπνίνο έδεημε φηη ηα δεδνκέλα αθνινπζνχζαλ ηελ θαλνληθή θαηαλνκή.  
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΢ηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε αλάιπζε δηαζπνξάο ε νπνία έδεημε φηη ε αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ 

πβξηδίσλ θαη ησλ επεκβάζεσλ δελ ήηαλ ζεκαληηθή θαηά ηελ ιήςε θαη ησλ ηξηψλ παξαηεξήζεσλ, 

ελψ ζεκαληηθή ήηαλ ε επίδξαζε ηνπ γνλνηχπνπ ησλ πβξηδίσλ αιιά θαη ησλ επεκβάζεσλ ηελ 7
ε
 

εκέξα θαζψο θαη ηελ 21
ε
. Σελ 14

ε
 εκέξα , ε επίδξαζε πξνεξρφηαλ απφ ηηο επεκβάζεηο.  

΢ηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε ζχγθξηζε ησλ κέζσλ φξσλ κε ηελ κέζνδν Student’s (LSD) γηα ηα ηξία 

πβξίδηα θαη ηηο ηξεηο επεκβάζεηο θαηά ηα ηξία ρξνληθά δηαζηήκαηα. Σελ 7
ε
 εκέξα ην επαίζζεην 

πβξίδην S1 δηέθεξε ζεκαληηθά απφ ηα R2 θαη R3, νη επεκβάζεηο δηέθεξαλ ζεκαληηθά κεηαμχ ηνπο 

κε ηελ επέκβαζε 1200κg/ml λα είλαη ζην πξψην επίπεδν ζεκαληηθφηεηαο. Σελ 14
ε
 εκέξα ηα 

πβξίδηα δελ δηέθεξαλ κεηαμχ ηνπο, ελψ νη επεκβάζεηο 400 θαη 1200κg/ml δελ δηέθεξαλ κεηαμχ ηνπο 

αιιά κε ηνλ κάξηπξα, δειαδή ηελ επέκβαζε κε ην λεξφ. Σελ 21
ε
 εκέξα, ηα αλζεθηηθά πβξίδηα δελ 

δηέθεξαλ κεηαμχ ηνπο αιιά κε ην επαίζζεην, νη επεκβάζεηο κε 400 θαη 1200κg/ml δελ δηέθεξαλ 

ζεκαληηθά κεηαμχ ηνπο αιιά κε ηελ επέκβαζε κε ην λεξφ. 

3.1.5. Μέζε απνηειεζκαηηθή δφζε (Effective dose 50 -ED50) 

Μεηά ηελ ηειεπηαία παξαηήξεζε 21
ε
 εκέξα, αμηνινγήζεθε ε κέζε απνηειεζκαηηθή δφζε (ED50) 

ηνπ δηδαληνθηφλνπ ζηα θπηά, δειαδή ε επέκβαζε ηνπ δηδαληνθηφλνπ θαηά ηελ νπνία ηα θπηά 

παξνπζίαζαλ ηα ιηγφηεξα εθηελή θπηνηνμηθά ζπκπηψκαηα θαη επηβίσζαλ.  

Σα απνηειέζκαηα ινηπφλ έδεημαλ φηη θαηά ηελ επέκβαζε κε 400κg imazamox/ml δηδαληνθηφλνπ, ηα 

θπηά ησλ πβξηδίσλ R2 θαη R3 ήηαλ αλεθηηθά, ελψ ην επαίζζεην πβξίδην S1 παξνπζίαζε 

επαηζζεζία. ΢ηελ επέκβαζε κε 1200κg imazamox/ml δηδαληνθηφλνπ, φια ηα πβξίδηα S1, R2 θαη R3 

δελ εκθάληζαλ αλζεθηηθφηεηα. 
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3.2. ΜΟΡΗΑΚΟ΢ ΥΑΡΑΚΣΖΡΗ΢ΜΟ΢ 

Ζ κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ ην έλδπκν AHAS 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε θπιιηθφ ηζηφ, 36 ψξεο κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ ςεθαζηηθνχ πγξνχ. 

Απνκνλψζεθε ζπλνιηθφ RΝΑ απφ ηνλ θπιιηθφ ηζηφ ηνπ θάζε πβξηδίνπ, πξνζδηνξίζηεθε ε 

πνηφηεηα θαη ε πνζφηεηα ηνπ θαη ελ ζπλέρεηα έγηλε ε ζχλζεζε ζπκπιεξσκαηηθνχ cDNA θαη ηέινο 

πξαγκαηνπνίεζεθε ε αλάιπζε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ησλ ΗαAHASl1, ΗαAHASl2 θαη 

ΗαAHASl3 κε PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ (Real time PCR).  

3.2.1. Πνηνηηθφο έιεγρνο θαη πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο ηνπ RNA 

3.2.1.1. Με ηε ρξήζε  ηνπ ζπεθηνθσηφκεηξνπ 

Μεηά ηελ εμαγσγή ηνπ RNA ειέγρζεθε πνηνηηθά θαη πνζνηηθά ην RNA κε ηε ρξήζε ηνπ 

θαζκαηνθσηφκεηξνπ Nanodrop 1000 θαη ηνπ πξνγξάκκαηνο N.D.-1000 v 3.3.1.  

Πίλαθαο 8. Πνζνηηθνπνίεζε RNA ησλ δεηγκάησλ κεηά ηελ επέκβαζε κε δχν δηαθνξεηηθέο 

ζπγθεληξψζεηο δηδαληνθηφλνπ 400κg/ml θαη 1200κg/ml θαζψο θαη κε ηνλ ςεθαζκφ κε λεξφ 

    ΓΔΗΓΜΑΣΑ ng/ul 

Μέζνο 

Όξνο 

(ng/ul) 

A260 A280 260/280 260/230 

S1 H20 A 36,64 
37,82 

0,92 0,44 2,07 1,77 

S1 H20 B 39,00 0,98 0,47 2,09 1,86 

S1 400 A 67,39 
67,87 

1,69 0,73 2,30 0,84 

S1 400 B 68,35 1,71 0,76 2,26 0,84 

S1 1200 A 66,23 
66,61 

1,66 0,76 2,17 1,32 

S1 1200 B 66,99 1,68 0,78 2,14 1,29 

R2 H20 A 85,03 
86,34 

2,13 1,02 2,09 2,16 

R2 H20 B 87,65 2,19 1,08 2,03 2,16 

R2 400 A 82,67 
82,72 

2,07 0,91 2,27 1,61 

R2 400 B 82,76 2,07 0,90 2,29 1,65 

R2 1200 A 61,50 
61,93 

1,54 0,69 2,23 1,32 

R2 1200 B 62,36 1,56 0,71 2,19 1,29 

R3 H20 B 71,42 
71,33 

1,79 0,79 2,25 0,81 

R3 H20 A 71,24 1,78 0,80 2,23 0,80 

R3 400 A 88,27 
88,24 

2,21 0,95 2,32 1,37 

R3 400 B 88,20 2,21 0,95 2,32 1,39 
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R3 1200 A 29,21 
28,91 

0,73 0,35 2,11 1,36 

R3 1200 B 28,61 0,72 0,32 2,23 1,40 

 

΢χκθσλα κε ηνλ Πίλαθα 8, παξαηεξείηαη φηη ε ζπγθέληξσζε ησλ δεηγκάησλ θπκάλζεθε απφ 

28,91ng/ul έσο 88,24 ng/ul. Ζ ζπγθέληξσζε απηή ζεσξείηαη ηθαλή γηα ην επφκελν ζηάδην, ηε 

ζχλζεζε ηνπ cDNA. Δπίζεο, ν ιφγνο 260/280 επηβεβαίσζε φηη ηα δείγκαηα δελ πεξηείραλ απμεκέλε 

πνζφηεηα πξσηεΐλεο. Παξνκνίσο ηα δείγκαηα είραλ ηθαλνπνηεηηθφ ιφγν 260/230. 

3.2.1.2.Δθηίκεζε ηεο πνηφηεηαο ηνπ RNA ζε πεθηή αγαξφδεο  

Δπηπξφζζεηα, ε πνηφηεηα ηνπ RNA αλαιχζεθε ζε 2,5% πεθηή αγαξφδεο. 

 

 

 

Δηθφλα 7. Αλάιπζε ηνπ απνκνλσκέλνπ ζπλνιηθνχ RNA, ζε πεθηή αγαξφδεο 2,5%, ην 1, 3, 5 

ζπκβνιίδνπλ ην S1, R2 θαη ην R3 αληίζηνηρα, κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ ςεθαζηηθνχ πγξνχ κε 

λεξφ, ελψ ην 2, 4, 6 ζπκβνιίδνπλ ην S1, R2, R3 αληίζηνηρα, ζηελ (Α)κεηά απφ ςεθαζκφ κε λεξφ 

θαη 400κg δξαζηηθήο νπζίαο imazamox θαη ε (Β) κεηά ηελ εθαξκνγή ςεθαζηηθνχ πγξνχ κε 

λεξφ θαη 1200κg δξαζηηθήο νπζίαο imazamox 

 

Απφ ηελ Δηθφλα 7, παξαηεξείηαη φηη ην RNA ήηαλ αλέπαθν θαη δελ είρε απνδνκεζεί. Οη ελδεηθηηθέο 

δψλεο ηνπ ξηβνζσκηθνχ RNA 28S θαη 18S ήηαλ επδηάθξηηεο. Δπίζεο, ήηαλ νξαηέο νη ελδεηθηηθέο 

δψλεο ηνπ ρισξνπιαζηηθνχ, ξηβνζσκηθνχ RNA 23S θαη 16S. Μία αλαινγία πεξίπνπ 2:1 ηνπ 

28S:18S καο έδεημε φηη ην RNA ήηαλ αλέπαθν θαη δελ είρε απνδνκεζεί. Σν απνηέιεζκα απηφ 

αλέδεημε θαη ηελ απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ (Macherey-Nagel kit) πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε. 

3.2.2. Αλάιπζε γνληδηαθήο έθθξαζεο 

3.2.2.1. Ζκηπνζνηηθνπνίεζε κε ηελ εθαξκνγή ηεο PCR 

Πξηλ ηελ ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε κε ηελ quantitative PCR(qPCR), έπξεπε λα ζηαζεξνπνηεζνχλ νη 

ζπλζήθεο ηεο PCR αληίδξαζεο γηα ην θάζε γνλίδην θαη λα επηβεβαησζεί ε ζχλζεζε εμεηδηθεπκέλνπ 

πξντφληνο ζην αλακελφκελν κέγεζνο. ΢πλεπψο, ζηελ αξρή πξαγκαηνπνηήζεθε απιή end point PCR, 
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κε ηηο ζπλζήθεο πνπ αλαθέξζεθαλ ζηα Τιηθά θαη Μέζνδνη, κε εθκαγείν ην cDNA πνπ πξνήιζε απφ 

ην RNA φισλ ησλ δεηγκάησλ. Σα PCR πξντφληα αλαιχζεθαλ ζε πεθηή αγαξφδεο 2,5%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Eηθφλα 8. Αλάιπζε ησλ πξντφλησλ PCR ησλ γνληδίσλ  HaAHASl1, ΗaAHASl2, HaAHASl3 

θαη ηεο b-tubulin ζε πεθηή αγαξφδεο 2,5%. To 1, 3, 5 αθνξνχλ ηα πβξίδηα S1, R2, R3, κεηά ηε 

ρξήζε ςεθαζηηθνχ πγξνχ κφλν λεξφ θαη ηα 2, 4, 6 ηα πβξίδηα S1, R2 θαη R3 κε 400κg 

δξαζηηθήο νπζίαο imazamox 

 

΢ηελ Δηθφλα 8, παξνπζηάδνληαη ηα πξντφληα ηεο PCR γηα ηα γνλίδηα HaAHASl1, HaAHASl2, 

HaAHASl3 θαη ηεο b-tubulin. 

Μεηά ηελ νπηηθνπνίεζε ησλ πξντφλησλ ηεο PCR γηα ην HaAHASl1, ήηαλ νξαηή κία επδηάθξηηε 

δψλε κεγέζνπο πεξίπνπ 150bp θαη ζηα ηξία πβξίδηα, ζηα θπηά κάξηπξεο φπσο θαη κεηά ηελ 

επέκβαζε κε 400κg δξαζηηθήο νπζίαο imazamox. Μνλή δψλε δηαθξίζεθε επίζεο θαη γηα ην γνλίδην 

HaAHASl2 ζην αλακελφκελν κέγεζνο 167bp, φπσο θαη γηα ην HaAHASl3 ζην αλακελφκελν κέγεζνο 

337bp. Δπίζεο, κνλή δψλε δηαθξίζεθε θαη ζην PCR πξντφλ ηεο b-tubulin (250bp). 
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Eηθφλα 9. Αλάιπζε ησλ πξντφλησλ PCR ησλ γνληδίσλ HaAHASl1, ΗaAHASl2, HaAHASl3 θαη 

ηεο b-tubulin ζε πεθηή αγαξφδεο 2,5%. To 1, 3, 5 αθνξνχλ ηα πβξίδηα S1, R2, R3, κεηά ηε 

ρξήζε ςεθαζηηθνχ πγξνχ κφλν λεξφ θαη ηα 2, 4, 6 ηα πβξίδηα S1, R2 θαη R3 κε 1200κg 

δξαζηηθήο νπζίαο imazamox 

 

Παξφκνηα απνηειέζκαηα παξνπζίαζαλ θαη ε αλάιπζε ησλ πξντφλησλ PCR γηα ηα γνλίδηα 

HaAHASl1, ΗaAHASl2, HaAHASl3 θαη ηεο b-tubulin  (Δηθφλα 9). Οη δηαθνξέο ζην επίπεδν ησλ 

κεηαγξαθεκάησλ επηβεβαηψζεθαλ κε ηε Real Time quantitative PCR. 
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3.2.2.2. ΢ρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ - RTqPCR 

Μεηά ηελ εθαξκνγή ηεο ηερληθήο RTqPCR, αλαιχζεθαλ ηα δεδνκέλα, κε ην ινγηζκηθφ REST
©

 θαη 

κε ηε ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο Microsoft Excel 10
®
, δεκηνπξγήζεθαλ ηα παξαθάησ γξαθήκαηα. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Γξάθεκα 5. ΢ρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ HaAHASl1, ζην 

επαίζζεην πβξίδην S1 θαη ζηα αλζεθηηθά πβξίδηα R2, R3 κεηά απφ κεηαρείξεζε κε 

400κg/ml imazamox. Οη ιεπθέο ζηήιεο δείρλνπλ ηελ επέκβαζε κε ην λεξφ (κάξηπξαο) 

θαη νη πξάζηλεο ηελ επέκβαζε κε 400κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ. Οη ηηκέο ηεο ζρεηηθήο 

έθθξαζεο (θαλνληθνπνηεκέλεο σο πξνο ηελ b-tubulin) γηα ην θάζε δείγκα ζπγθξίλεηαη 

κε ηελ ηηκή ηνπ κάξηπξα S1 (λεξφ), πνπ νξίδεηαη σο 1. ΢εκαληηθέο δηαθνξέο 

ππνδεηθλχνληαη κε αζηεξίζθν* 

 

΢ην Γξάθεκα 5, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl1, ζην S1 πβξίδην πνπ έρεη δερηεί επέκβαζε κε 

400κg δ.ν./ml έδεημε κία ζεκαληηθή αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ θαηά 3 θνξέο πεξηζζφηεξε ζε ζρέζε 

κε ην S1 κάξηπξα. ΢ην πβξίδην R3, ην νπνίν είρε δερηεί επέκβαζε ππήξμε πεξίπνπ ε ίδηα αχμεζε 

ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ζε ζρέζε κε ην R3 πνπ είρε δερηεί επέκβαζε κε λεξφ (κάξηπξαο). 

Αληίζεηα, ην πβξίδην R2 πνπ είρε δερηεί επέκβαζε, εκθάληζε κηθξφηεξε επαγσγή ζε ζρέζε κε ηελ 

έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ζην κάξηπξα, αιιά θαη ζε ζρέζε κε ηα πβξίδηα S1 θαη R3 πνπ είραλ δερηεί 

ηελ ίδηα επέκβαζε. 

 

 

 

* 

* 

* 

* 
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Γξάθεκα 6. ΢ρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ HaAHASl1, ζην 

επαίζζεην πβξίδην S1 θαη ζηα αλζεθηηθά πβξίδηα R2, R3 κεηά απφ κεηαρείξεζε κε 

1200κg/ml imazamox. Οη ιεπθέο ζηήιεο δείρλνπλ ηελ επέκβαζε κε ην λεξφ 

(κάξηπξαο) θαη νη πξάζηλεο ηελ επέκβαζε κε 1200κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ. Οη ηηκέο 

ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο (θαλνληθνπνηεκέλεο σο πξνο ηελ b-tubulin) γηα ην θάζε 

δείγκα ζπγθξίλεηαη κε ηελ ηηκή ηνπ κάξηπξα S1 (λεξφ), πνπ νξίδεηαη σο 1. 

΢εκαληηθέο δηαθνξέο ππνδεηθλχνληαη κε αζηεξίζθν* 

 

΢ηελ επέκβαζε κε 1200κg/ml κε imazamox (Γξάθεκα 6), ην S1 πβξίδην παξνπζίαζε αχμεζε ηεο 

επαγσγήο ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ HaAHASl1 ζε ζρέζε κε ην κάξηπξα θαηά 2 θνξέο. ΢ην R2 

πβξίδην πνπ είρε δερηεί ηελ επέκβαζε κε 1200κg/ml, ε έθθξαζε παξέκεηλε θνληά ζην 1 ζε ζρέζε 

κε ηνλ κάξηπξα πνπ ήηαλ θνληά ζην 3,5. Σν R3 πβξίδην πνπ είρε δερηεί ηελ επέκβαζε, έδεημε φηη 

ππήξμε επαγσγή ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ πεξίπνπ 2,5 θνξέο ζε ζρέζε κε ηνλ κάξηπξα. Δπίζεο, 

ζεκαληηθά ζηαηηζηηθψο δηαθνξέο παξνπζίαζαλ ην S1 θαη R2, ηα νπνία είραλ δερηεί επέκβαζε κε 

1200κg/ml.  

΢πλνςίδνληαο ινηπφλ γηα ην γνλίδην HaAHASl1, παξαηεξψληαο ην Γξάθεκα 5 θαη ην Γξάθεκα 6, 

ππάξρεη κία ζεκαληηθή επαγσγή ηεο έθθξαζεο ηνπ ζην επαίζζεην πβξίδην S1 θαη ζην αλζεθηηθφ R3 

θαη ζηηο δχν επεκβάζεηο, 400 θαη 1200 κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ ζε ζρέζε κε ηελ έθθξαζε ηνπ ζηα 

θπηά πνπ είραλ δερηεί ςεθαζκφ κε λεξφ (κάξηπξαο). 
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Γξάθεκα 7. ΢ρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ HaAHASl2, ζην 

επαίζζεην πβξίδην S1 θαη ζηα αλζεθηηθά πβξίδηα R2, R3 κεηά απφ κεηαρείξεζε κε 

400κg/ml imazamox. Οη ιεπθέο ζηήιεο δείρλνπλ ηελ επέκβαζε κε ην λεξφ (κάξηπξαο) 

θαη νη κπιε ηελ επέκβαζε κε 400κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ. Οη ηηκέο ηεο ζρεηηθήο 

έθθξαζεο (θαλνληθνπνηεκέλεο σο πξνο ηελ b-tubulin) γηα ην θάζε δείγκα ζπγθξίλεηαη 

κε ηελ ηηκή ηνπ κάξηπξα S1 (λεξφ), πνπ νξίδεηαη σο 1. ΢εκαληηθέο δηαθνξέο 

ππνδεηθλχνληαη κε αζηεξίζθν* 

 

΢ην Γξάθεκα 7, ε έθθξαζε ηνπ HaAHASl2, δελ έδεημε ζεκαληηθή κεηαβνιή ζην πβξίδην S1 κεηά 

ηελ επέκβαζε κε 400κg/ml ζε ζρέζε κε ην κάξηπξα πνπ βξηζθφηαλ ζην 1. ΢ην R2 πβξίδην, ε 

έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ, ήηαλ κεησκέλε ζε ζρέζε κε ην κάξηπξα. Αληίζεηα, ζεκαληηθή επαγσγή 

παξαηεξήζεθε ζην πβξίδην R3 κεηά ηελ επέκβαζε κε 400κg/ml, πεξίπνπ 3,5 θνξέο πεξηζζφηεξν ζε 

ζρέζε κε ηνλ κάξηπξα. ΢εκαληηθά ζηαηηζηηθψο δηαθνξέο παξνπζίαζαλ ηα R2 θαη R3 πνπ είραλ 

δερηεί επέκβαζε κε 400κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλν, ζε ζρέζε κε ηα R2 θαη R3 πνπ είραλ δερηεί 

ςεθαζκφ κε λεξφ. 
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Γξάθεκα 8. ΢ρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ HaAHASl2, ζην 

επαίζζεην πβξίδην S1 θαη ζηα αλζεθηηθά πβξίδηα R2, R3 κεηά απφ κεηαρείξεζε κε 

1200κg/ml imazamox. Οη ιεπθέο ζηήιεο δείρλνπλ ηελ επέκβαζε κε ην λεξφ 

(κάξηπξαο) θαη νη κπιε ηελ επέκβαζε κε 1200κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ. Οη ηηκέο ηεο 

ζρεηηθήο έθθξαζεο (θαλνληθνπνηεκέλεο σο πξνο ηελ b-tubulin) γηα ην θάζε δείγκα 

ζπγθξίλεηαη κε ηελ ηηκή ηνπ κάξηπξα S1 (λεξφ), πνπ νξίδεηαη σο 1. ΢εκαληηθέο 

δηαθνξέο ππνδεηθλχνληαη κε αζηεξίζθν* 

 

΢ην Γξάθεκα 8, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl2, δελ έδεημε κεγάιε επαγσγή ζην επαίζζεην 

πβξίδην S1 κεηά ηελ επέκβαζε κε 1200κg/ml ζε ζρέζε κε ηνλ κάξηπξα. Σν αλζεθηηθφ πβξίδην R2 

δελ παξνπζίαζε αχμεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ζε ζρέζε κε ην κάξηπξα. Αληίζεηα, ην πβξίδην 

R3 παξνπζίαζε ππεξέθθξαζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl2, ζρεδφλ 4 θνξέο κεγαιχηεξε ζε ζρέζε κε 

ηελ επέκβαζε κε ην λεξφ.  

΢πλνςίδνληαο γηα ην γνλίδην HaAHASl2, ζχκθσλα κε ηα Γξαθήκαηα 7 θαη 8, ε έθθξαζε ηνπ ήηαλ 

αμηνζεκείσηε γηα ην αλζεθηηθφ πβξίδην R3, ε νπνία ήηαλ 4 θνξέο κεγαιχηεξε ζε ζρέζε κε ην 

κάξηπξα, ζηα 400 θαη 1200κg/ml. Σν S1 πβξίδην δελ παξνπζίαζε θακία ζεκαληηθή δηαθνξνπνίεζε 

κεηαμχ ησλ επεκβάζεσλ, ελψ ην αλζεθηηθφ πβξίδην R2 παξνπζίαζε κεησκέλε έθθξαζε ζε ζρέζε κε 

ην κάξηπξα.  
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Γξάθεκα 9. ΢ρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ HaAHASl2, ζην 

επαίζζεην πβξίδην S1 θαη ζηα αλζεθηηθά πβξίδηα R2, R3 κεηά απφ κεηαρείξεζε κε 

400κg δ.ν./ml imazamox. Οη ιεπθέο ζηήιεο δείρλνπλ ηελ επέκβαζε κε ην λεξφ 

(κάξηπξαο) θαη νη θφθθηλεο ηελ επέκβαζε κε 400κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ. Οη ηηκέο 

ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο (θαλνληθνπνηεκέλεο σο πξνο ηελ b-tubulin) γηα ην θάζε 

δείγκα ζπγθξίλεηαη κε ηελ ηηκή ηνπ κάξηπξα S1 (λεξφ), πνπ νξίδεηαη σο 1. 

΢εκαληηθέο δηαθνξέο ππνδεηθλχνληαη κε αζηεξίζθν* 

 

΢χκθσλα κε ην Γξάθεκα 9, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl3, δελ παξνπζίαζε ζεκαληηθή 

κεηαβνιή ζε θαλέλα απφ ηα ηξία πβξίδηα ζηελ επέκβαζε κε 400κg/ml.  
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Γξάθεκα 10. ΢ρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ HaAHASl2, ζην 

επαίζζεην πβξίδην S1 θαη ζηα αλζεθηηθά πβξίδηα R2, R3 κεηά απφ κεηαρείξεζε κε 

1200κg/ml imazamox. Οη ιεπθέο ζηήιεο δείρλνπλ ηελ επέκβαζε κε ην λεξφ 

(κάξηπξαο) θαη νη θφθθηλεο ηελ επέκβαζε κε 1200κg δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ. Οη ηηκέο 

ηεο ζρεηηθήο έθθξαζεο (θαλνληθνπνηεκέλεο σο πξνο ηελ b-tubulin) γηα ην θάζε 

δείγκα ζπγθξίλεηαη κε ηελ ηηκή ηνπ κάξηπξα S1 (λεξφ), πνπ νξίδεηαη σο 1. 

΢εκαληηθέο δηαθνξέο ππνδεηθλχνληαη κε αζηεξίζθν* 

 

΢χκθσλα κε ην Γξάθεκα 10, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl3, δελ παξνπζίαζε θακία 

ζεκαληηθή κεηαβνιή κεηαμχ ησλ επεκβάζεσλ, κε λεξφ (κάξηπξαο) θαη κε 1200κg δ.ν./ml 

δηδαληνθηφλνπ.  

΢πλνςίδνληαο ην Γξάθεκα 9 θαη 10, ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl3, δελ παξνπζίαζε θακία 

ζεκαληηθή αιιαγή ζηα πβξίδηα S1, R2 θαη R3, ζε θακία απφ ηηο επεκβάζεηο, 400 θαη 1200κg 

δ.ν./ml δηδαληνθηφλνπ. 
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4. ΢ΤΕΖΣΖ΢Ζ 

4.1. Φαηλνηππηθή αμηνιφγεζε ησλ πβξηδίσλ  

Ζ απφθξηζε ηνπ ειίαλζνπ ζε δηδαληνθηφλα αλαζηνιείο ηνπ ελδχκνπ AHAS έρεη κειεηεζεί αξθεηά 

φζνλ αθνξά θαζαξέο ζεηξέο αιιά φρη ζε πβξίδηα (Jursik et al., 2014). Σα πβξίδηα φκσο είλαη απηά 

πνπ πξνκεζεχνληαη απφ ηηο δηάθνξεο εηαηξείεο θαη ρξεζηκνπνηνχλ ηειηθά νη παξαγσγνί (Jocic et al., 

2011). Δπεηδή νη αλζεθηηθέο θαιιηέξγεηεο ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο δελ είλαη γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλεο 

αιιά βαζίδνληαη ζε εθκεηάιιεπζε ηεο κεηάιιαμεο απηήο κέζσ παξαδνζηαθψλ κεζφδσλ βειηίσζεο 

θαη επηινγήο, είλαη απνδερηέο ζε πνιιέο ρψξεο (Tan et al., 2006). Ζ θαηαλφεζε ηνπ ηξφπνπ δξάζεο 

ησλ δηδαληνθηφλσλ απνηειεί βαζηθφ παξάγνληα γηα ην ζρεδηαζκφ δηδαληνθηφλσλ βαζηζκέλσλ ζηνλ 

έιεγρν ησλ δηδαλίσλ (Forouzesh et al., 2015) θαη γηα κεγαιχηεξε πεξηβαιινληηθή αζθάιεηα ζε 

ζρέζε κε ην παξειζφλ (Green, 2014). 

H θαηλνηππηθή αμηνιφγεζε ηνπ ειίαλζνπ in planta ζε θπηνδνρεία, ζε ζπλζήθεο ζεξκνθεπίνπ, 

κπνξεί λα ζεσξεζεί κία γξήγνξε θαη αζθαιήο κέζνδνο, γηα ηελ επηινγή θαη ηνλ έιεγρν ηνπ 

γελεηηθνχ πιηθνχ, ελψ απνηειεί θαη πξνζνκνίσζε ηεο αλάπηπμεο ησλ θπηψλ ζε εμσηεξηθφ 

πεξηβάιινλ, φπσο είλαη ν αγξφο. Σαπηφρξνλα, έρνπλ γίλεη θαη άιιεο κειέηεο in vitro, φπσο κε 

ηξηβιία petri (Vega et al., 2009; 2012; Breccia et al., 2011; Sala et al., 2012e).  

Οη ζπγθεληξψζεηο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα κειέηε γηα ηε θαηλνηππηθή αμηνιφγεζε 

ησλ πβξηδίσλ, επηιέρζεθαλ βάζε πξνεγνχκελσλ πεηξακάησλ (Mezili et al., 2014, unpublished 

data), ηα νπνία είραλ δείμεη φηη ζηελ ζπγθέληξσζε ησλ 400 κg δ.ν./ml, ηα αλζεθηηθά πβξίδηα 

παξνπζίαζαλ ζεκαληηθή δηαθνξνπνίεζε, ελψ ζηελ δφζε ησλ 1200 κg δ.ν./ml ην πνζνζηφ 

επηβίσζεο ησλ θπηψλ ήηαλ πνιχ κηθξφ. Οη επεκβάζεηο έγηλαλ ζην ζηάδην δεπηέξνπ κε ηξίηνπ 

δεχγνπο θχιισλ θαη νη παξαηεξήζεηο έγηλαλ θαηά ηελ πξψηε κέρξη θαη ηελ ηξίηε εβδνκάδα κεηά 

απφ ηηο επεκβάζεηο, ζχκθσλα κε ηνπο Burgos et al. (2013).  

Οη Sala et al. (2012b), ζε αληίζηνηρν πείξακα αμηνιφγεζεο ηεο αλζεθηηθφηεηαο πβξηδίσλ ειίαλζνπ, 

F1 θαη F2 γεληάο, πνπ είραλ παξαρζεί απφ δηαζηαχξσζε αλζεθηηθψλ θαζαξψλ ζεηξψλ κε 

επαίζζεηεο, έδεημαλ φηη ε F1 γεληά ραξαθηεξίζηεθε σο εκηαλζεθηηθή, ελψ ζηελ F2 παξνπζηάζηεθε 

ε αλαινγία 1:2:1 (αλζεθηηθά:επαίζζεηα:εκηαλζεθηηθά) ησλ πβξηδίσλ, έπεηηα απφ ςεθαζκφ ησλ 

θπηψλ κε ηε δξαζηηθή νπζία imazapyr (80 gai/ha).  

Σν imazapyr αλήθεη θαη απηφ ζηελ νκάδα ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ φπσο ην imazamox, ελψ ηα 80 gr 

ai/ha πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ απφ ηνπο Sala et al. (2012b) αληηζηνηρνχλ ζηελ επέκβαζε ησλ 400κg 

δξαζηηθήο νπζίαο/ml ηνπ πεηξάκαηνο καο. Οη παξαηεξήζεηο πνπ ιήθζεθαλ θαηά ηελ 14
ε
 εκέξα ηνπ 
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πεηξάκαηνο, ζα κπνξνχζαλ λα αληαπνθξηζνχλ ζηελ ηαμηλφκεζε ησλ Sala et al. (2012b) 

ραξαθηεξίδνληαο ηα R2 θαη R3 σο εκηαλζεθηηθά, φπσο ραξαθηεξίζηεθε ε F1 γεληά ζην πείξακά 

ηνπο, ιφγσ ηεο εκθάληζεο ζε αξθεηά απφ ηα θπηά ρισξσηηθψλ θαη λεθξσηηθψλ ζεκείσλ θαη ηεο κε 

χπαξμεο δηαθνξψλ ηνπ χςνπο ηνπο ζε ζρέζε κε ηνπο κάξηπξεο. 

Παξφκνηα απνηειέζκαηα έρνπλ αλαθεξζεί απφ ηνπο Massinga et al. (2003), νη νπνίνη κειέηεζαλ 

ηελ F1 γεληά πνπ πξνέθπςε έπεηηα απφ ηε δηαζηαχξσζε ελφο εμεκεξσκέλνπ IMI-αλζεθηηθνχ 

ειίαλζνπ είηε κε ηνλ θνηλφ ειίαλζν, Helianthus annuus είηε κε ηνλ Helianthus petiolaris (prairie 

ειίαλζνπ). Ο ςεθαζκφο εθαξκφζηεθε ζην ίδην ζηάδην θαη ζηα δχν πεηξάκαηα, δειαδή ζην ηέηαξην 

θχιιν θαη κε ηελ ίδηα δξαζηηθή νπζία, ζε δηάθνξεο ζπγθεληξψζεηο, απφ ηηο νπνίεο νη 0 θαη νη 80g 

a.i./ha ήηαλ θνηλέο κε ην παξφλ πείξακα. Σα πβξίδηα θαηεγνξηνπνηήζεθαλ ζε 3 επίπεδα: αλζεθηηθά, 

εάλ ε δεκία ήηαλ κηθξφηεξε ηνπ 20%, εκηαλζεθηηθά, εάλ ήηαλ κεηαμχ 20 κε 80% θαη επαίζζεηα εάλ 

ε δεκία ήηαλ κεγαιχηεξε ηνπ 80%. ΢χκθσλα κε απηή ηελ θαηάηαμε ηα R2 θαη R3 πβξίδηα 

θαηαηάρζεθαλ σο εκηαλζεθηηθά ή αλεθηηθά γηαηί ηα ζπκπηψκαηα ηνπο έδεημαλ δεκία κεηαμχ 50-

60% ζηελ ζπγθέληξσζε 400 κg imazamox/ml ελψ σο επαίζζεηα ζηελ δφζε ησλ 1200 κg 

imazamox/ml, απνηειέζκαηα πνπ ζπκθσλνχλ κε ηα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο εξγαζίαο. 

Σα πβξίδηα R2 θαη R3 ζηελ παξνχζα εξγαζία ζα κπνξνχζαλ λα ζεσξεζνχλ αλζεθηηθά γηαηί πέξα 

απφ θάπνηεο έληνλεο λεθξσηηθέο θειίδεο (επίπεδν 3) πνπ εκθάληζαλ ζηα θχιια, ηα θπηά είραλ 

δσληαλφ αθξαίν κεξίζησκα θαη άληεμαλ αθφκα θαη κεηά απφ ηηο 21 εκέξεο απφ ηηο επεκβάζεηο 

πεξηζζφηεξα απφ ην 50% ησλ θπηψλ, ζε δφζε ε νπνία ήηαλ 2θνξέο κεγαιχηεξε ηεο ζπληζηψκελεο 

(400κg/ml), ελψ ζηελ κεγαιχηεξε ζπγθέληξσζε 6 θνξέο κεγάιπηεξε ηεο ζπληζηψκελεο ην 20% 

ησλ θπηψλ είρε επηβηψζεη. Σν χςνο ηνπο ζαλ γεληθή εηθφλα είρε παξακείλεη ζηαζεξφ. 

΢χκθσλα κε ηε Weed Science Society of America (WSSA), σο αλζεθηηθφηεηα νξίδεηαη ε 

θιεξνλνκνχκελε ηθαλφηεηα ελφο θπηνχ λα επηβηψλεη θαη λα αλαπαξάγεηαη κεηά ηελ εθαξκνγή 

ζπγθέληξσζεο δηδαληνθηφλνπ πνπ είλαη θαλνληθά ζαλαηεθφξα γηα ην άγξην είδνο, δειαδή ην δηδάλην 

(Vencill et al., 2012). Γηα ην ιφγν απηφ ζηελ εξγαζία απηή αλαθεξζήθακε ζε αλζεθηηθφηεηα θαη φρη 

ζε αλεθηηθφηεηα φζνλ αθνξά ηνλ ραξαθηεξηζκφ ησλ πβξηδίσλ. 

Οη Bozic et al. (2012), ζπγθξίλνληαο αλζεθηηθά θαη επαίζζεηα πβξίδηα ειίαλζνπ ζηηο 

ηκηδαδνιηλφλεο, ςέθαζαλ ζε ειεγρφκελν πεξηβάιινλ, ζην 4 κε 6
ν
 πξαγκαηηθφ θχιιν, κε 0-24-48-

72-96-144 θαη 240g imazamox/ha, ελψ νη παξαηεξήζεηο ιήθζεθαλ 29 κε 32 εκέξεο κεηά ηηο 

επεκβάζεηο. Ζ επαηζζεζία ησλ αλζεθηηθψλ πβξηδίσλ ειίαλζνπ θάλεθε λα απμάλεηαη κε ηελ αχμεζε 

ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ δηδαληνθηφλνπ. ΢πγθεθξηκέλα κεηαμχ ηεο δφζεο ησλ 72 θαη 96 g 

imazamox/ha παξαηεξήζεθε ε δηαθνξνπνίεζε ησλ πβξηδίσλ, ελψ ηα ζνβαξφηεξα ζπκπηψκαηα 

εκθαλίζηεθαλ θαηά ηε κεγαιχηεξε εθαξκνδφκελε δφζε. Σν απνηέιεζκα απηφ ζπκπίπηεη κε ηε 
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ρξήζε ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ 400κg/ml (80g a.i./ha) ζην παξφλ πείξακα. Ζ παξνπζία 

ζπκπησκάησλ ζηα επαίζζεηα πβξίδηα  ήηαλ νξαηή θαη ήηαλ φκνηα κε ηελ αληίδξαζε ηνπ 

επαίζζεηνπ πβξηδίνπ S1, αθφκα θαη κεηά απφ ηελ εθαξκνγή ςεθαζκψλ κε κηθξφηεξεο 

ζπγθεληξψζεηο ηεο εθαξκνδφκελεο. Δπηπιένλ, ζε πεηξάκαηα πνπ δηεμάρζεθαλ (Bozic et al., 2012), 

παξάιιεια κε ηηο δνθηκέο ζε ειεγρφκελεο ζπλζήθεο, ζηνλ αγξφ γηα 2 ζπλερφκελα έηε, ε 

επαηζζεζία ησλ αλζεθηηθψλ πβξηδίσλ παξαηεξήζεθε θαηά ηελ εθαξκνγή ηεο δφζεο ησλ 96g 

imazamox/ha. Δπίζεο, θάλεθε φηη ε επαηζζεζία ήηαλ αλάινγε ηεο αχμεζεο ηεο βξνρφπησζεο πνπ 

παξαηεξήζεθε θαηά ηε δεχηεξε ρξνληά, γεγνλφο πνπ δείρλεη φηη ν παξάγνληαο πεξηβάιινλ θαίλεηαη 

λα επεξεάδεη άκεζα ηελ αλζεθηηθφηεηα. 

΢ε έλα αθφκα πείξακα αγξνχ, ην νπνίν επαλαιήθζεθε γηα ηξεηο ζπλερφκελεο ρξνληέο, ζηελ F1 θαη 

ηελ F2 γεληά ηνπ Clearfield ειίαλζνπ, ζην ζηάδην ηνπ ζην 4
νπ

 κε 6
νπ

 πξαγκαηηθνχ θχιινπ, ηα θπηά 

ςεθάζηεθαλ κε ηε ζπληζηψκελε δφζε (50g/ha) imazamox. ΢ηε ζπλέρεηα, ιήθζεθαλ κεηξήζεηο κεηά 

απφ 14 θαη 28 εκέξεο απφ ηελ επέκβαζε, αμηνινγψληαο ηα θπηά ζε κία θιίκαθα 0 (πγηέο θπηφ) -

100(λεθξφ) (Jursik et al., 2014). Έπεηηα απφ 14 εκέξεο απφ ηελ επέκβαζε, ε επαηζζεζία ησλ θπηψλ 

ειίαλζνπ αλήιζε ζην 30%, κε ηελ F2 γεληά λα παξνπζηάδεη πςειφηεξε επαηζζεζία ζε ζρέζε κε ηελ 

F1. ΢ηηο 28 εκέξεο απφ ηελ επέκβαζε, ε επαηζζεζία ηνπ ειίαλζνπ δηαηεξήζεθε ζηα ίδηα επίπεδα 

(27%), αιιά δελ ππήξμαλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμχ F1 θαη F2 γεληάο. Μία ελδηαθέξνπζα 

επηζήκαλζε ήηαλ φηη θαηά ηελ ηξίηε ρξνληά ησλ δνθηκψλ ε επαηζζεζία ηνπ ειίαλζνπ απμήζεθε, 

πηζαλψο ιφγσ ηνπ πςειφηεξνπ πνζνζηνχ βξνρφπησζεο πνπ παξαηεξήζεθε. Παξάιιεια, ηα ίδηα 

Clearfield πβξίδηα εμεηάζηεθαλ σο πξνο ηελ επαηζζεζία ηνπο ζε άιιεο δξαζηηθέο νπζίεο 

αλαζηνιείο ηνπ AHAS, φπσο είλαη ην iodosulfuron, ην florasulam, ην floramsulfuron, ην 

trifensulfuron, ην rimsulfuron, ην tribenuron θαη ην nicosulfuron, κε ηελ κεγαιχηεξε επαηζζεζία λα 

παξνπζηάδεηαη θαηά ηνλ ςεθαζκφ κε ηηο δξαζηηθέο νπζίεο iodosulfuron (97-100%) θαη florasulam 

(88-100%), ελψ ηε κηθξφηεξε κε ην tribenuron (0-87%) θαη κε ην nicosulfuron (0-78%) (Jursik et 

al., 2014).  

Καηά ηε κειέηε ησλ Baugmartner et al. (1999) αλζεθηηθέο θαη επαίζζεηεο πνηθηιίεο ζην 

imazethapyr, ςεθάζηεθαλ ζην ζηάδην ηνπ 4
νπ

 θχιινπ κε δηάθνξεο ζπγθεληξψζεηο ησλ δξαζηηθψλ 

νπζηψλ imazamox, chlorimuron, thifensulfuron θαη cloransulam. Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη νη 

αλζεθηηθνί ειίαλζνη παξνπζίαζαλ αλζεθηηθφηεηα ζην imazamox αθφκα θαη ζηε κεγαιχηεξε 

ζπγθέληξσζε ησλ 12x ηεο ζπληζηψκελεο δφζεο (43,7g ai/ha), ελψ έδεημαλ ιηγφηεξε αλζεθηηθφηεηα 

ζηα ππφινηπα δηδαληνθηφλα κε ηελ παξαθάησ ζεηξά: cloransulam > chlorimuron > thifensulfuron. 

΢χκθσλα κε ηνπο Pfenning et al. (2008), νη Clearfield ειίαλζνη κπνξεί λα εκθαλίζνπλ, κείσζε ηνπ 

χςνπο ηνπ θπηνχ ή πξνζσξηλφ θηηξίληζκα ηεο θαιιηέξγεηαο, κεηά απφ εθαξκνγή ηεο δξαζηηθήο 
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νπζίαο imazamox, κε εληνλφηεξε ηελ εκθάληζε ησλ ζπκπησκάησλ. θάησ απφ ζπλζήθεο 

θαηαπφλεζεο, φπσο ν θαχζσλαο, ε μεξαζία ή  θαηάθιηζε κε λεξφ. Γηα λα ζεσξεζεί έλα πβξίδην σο 

Clearfield, πξέπεη λα είλαη πξνζαξκνζκέλν ζηηο ηνπηθέο ζπλζήθεο θαη λα είλαη αλζεθηηθφ ζε 

επέκβαζε έσο θαη 2x ηε ζπληζηψκελε δφζε. Καζνξηζηηθνί, επίζεο, παξάγνληεο, θαηά ηελ 

θαηλνηππηθή αμηνιφγεζε, απνηεινχλ παξάκεηξνη φπσο ην ζηάδην ζην νπνίν γίλεηαη ε επέκβαζε, ε 

δφζε, ε απνηειεζκαηηθφηεηα ζηελ απνξξφθεζε ηνπ δηδαληνθηφλνπ, ην πνζνζηφ κεηαθνξάο ζην 

ελεξγφ θέληξν θαη ν ηξφπνο πνπ κεηαβνιίδεηαη ην εθάζηνηε δηδαληνθηφλν (Kolkman et al., 2004; 

Pfenning et al., 2008). 

Ο βαζκφο αλζεθηηθφηεηαο ησλ πβξηδίσλ πηζαλψο λα ήηαλ κεγαιχηεξνο εάλ νη πεξηβαιινληηθέο 

ζπλζήθεο θαηά ηε δηεμαγσγή ηνπ πεηξάκαηνο ήηαλ πην επλντθέο (ρακειφηεξε ζεξκνθξαζία).  

Καηά ηε δηεμαγσγή άιισλ πεηξακάησλ πνπ έρνπλ γίλεη θαη αθνξνχλ αλζεθηηθνχο θαη επαίζζεηνπο 

πιεζπζκνχο ειίαλζνπ, φπσο απηά ησλ Baumgartner et al. (1999) θαη ησλ Al-Khatib et al.(1998), νη 

αλζεθηηθνί πιεζπζκνί παξνπζίαζαλ αλζεθηηθφηεηα 14 εκέξεο κεηά απφ ηελ εθαξκνγή αθφκε θαη 

32 θνξέο ηεο ζπληζηψκελεο, έπεηηα απφ επεκβάζεηο ζην ζηάδην 3-4
νπ 

θχιινπ, κε ηελ δξαζηηθή 

νπζία imazethapyr ζε δηάθνξεο ζπγθεληξψζεηο (ζπληζηψκελε δφζε 70g ai/ha). 

΢ε κία άιιε κειέηε ησλ White et al. (2002) θξηηήξην εθαξκνγήο ηνπ δηδαληνθηφλνπ απνηέιεζε ην 

χςνο ηνπ θπηνχ (15 cm), ζε δηάζηεκα 7, 14 θαη 21 εκεξψλ κεηά ηελ επέκβαζε, φπνπ 

παξαηεξήζεθε αχμεζε ησλ ζπκπησκάησλ αλαινγηθά κε ηελ αχμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ 

επεκβάζεσλ ζε ζρέζε κε ηελ ζπληζηψκελε δφζε. Παξφκνηα απνηειέζκαηα ππήξμαλ θαη κε κειέηε 

άιισλ ραξαθηεξηζηηθψλ ηνπ θπηνχ φπσο ε βηνκάδα, ην κήθνο ηνπ βιαζηνχ θαη ηεο ξίδαο (Vega et 

al., 2009; Sala et al., 2012e; White et al., 2002; Breccia et al., 2011), ελψ ηειεπηαία γίλεηαη 

πξνζπάζεηα κειέηεο ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο ρισξνθχιιεο θαη ησλ θαξνηηλνεηδψλ κεηά απφ 

επεκβάζεηο κε imazapyr κε ζθνπφ ηελ εθηίκεζε ηνπ βαζκνχ ησλ ρισξψζεσλ πνπ πξνθαιείηαη 

(Oghogavia, 2014).  

΢πκπεξαζκαηηθά, ζχκθσλα κε φιεο ηηο παξαπάλσ κειέηεο, ζα κπνξνχζακε λα πνχκε φηη ε 

αλζεθηηθφηεηα ζηνλ ειίαλζν είλαη δνζνεμαξηψκελε, ελψ παξάιιεια ζεκαληηθφ ξφιν εκθαλίδεηαη 

λα έρεη θαη ν γνλφηππνο, θαζψο θαη νη θαηξηθέο ζπλζήθεο πνπ επηθξαηνχλ θαηά ηε δηεμαγσγή ησλ 

πεηξακάησλ. Απηφ θαίλεηαη θαη απφ ηα απνηειέζκαηα ηεο ζηαηηζηηθήο αλάιπζεο πνπ έδεημαλ φηη νη 

θχξηνη παξάγνληεο επίδξαζεο είλαη ν γνλφηππνο πνπ είρακε, θαζψο θαη νη επεκβάζεηο.  
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4.2. Γηεξεχλεζε ηνπ κνξηαθνχ κεραληζκνχ ηεο αλζεθηηθφηεηαο ησλ πβξηδίσλ 

Ζ αλζεθηηθφηεηα ηνπ ειίαλζνπ ζηα δηδαληνθηφλα αλαζηνιείο ηνπ ελδχκνπ AHAS έρεη δείμεη φηη 

νθείιεηαη ζε κεηαιιάμεηο ζηελ θαηαιπηηθή ππνκνλάδα ηνπ AHAS. ΢πγθεθξηκέλα, ε Clearfield 

ηερλνινγία, ηελ νπνία δηαζέηνπλ ηα πβξίδηα R2 θαη R3 ηνπ πεηξάκαηνο, βαζίδεηαη ζηελ 

αληηθαηάζηαζε ηεο αιαλίλεο απφ ηελ βαιίλε ζηε ζέζε 205 θαη ζπγθεθξηκέλα βξίζθεηαη ζην 

AHASl1 γνλίδην (Sala et al., 2012a). 

Έλαο άιινο παξάγνληαο πνπ πηζαλψο λα επεξεάδεη ηελ αλζεθηηθφηεηα ζηα δηδαληνθηφλα είλαη ην 

θπηηθφ είδνο θαη ε ελδπκηθή δξαζηεξηφηεηα ηνπ ΑΖAS, ε νπνία κπνξεί λα παξνπζηάδεη κείσζε, 

αχμεζε ή θαη λα παξακείλεη ακεηάβιεηε (Powles and Yu, 2010), ελψ ε ππεξπαξαγσγή ηνπ ελδχκνπ 

ζηφρνπ κπνξεί λα επηθέξεη αλζεθηηθφηεηα ζηα δηδαληνθηφλα (Yu and Powles, 2014). 

΢ηε εξγαζία απηή ζηφρνο ήηαλ λα δηεξεπλήζνπκε ην κνξηαθφ κεραληζκφ ηεο αλζεθηηθφηεηαο ζηα 

πβξίδηα ειίαλζνπ κεηά απφ ηηο επεκβάζεηο ζε επίπεδν κεηαγξαθήκαηνο. Ζ πηζαλή δηαθνξεηηθή 

έθθξαζε ησλ γνληδίσλ κεηαμχ επαίζζεησλ θαη αλζεθηηθψλ θπηψλ κπνξεί λα ζρεηίδεηαη κε ηελ 

αλζεθηηθφηεηα, πέξα απφ ηελ κεηάιιαμε ηνπ HaAHASl1, ηελ νπνία δηαζέηνπλ ηα Clearfield 

πβξίδηα. Δπίζεο, κειεηήζεθε εάλ ππήξμε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ HaAHASl2 θαη HaAHASl3 θαη εάλ 

ζπζρεηηδφληνπζαλ κε ηελ αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ. 

Ζ απμεκέλε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl1 ζην R3 πβξίδην πηζαλψο λα ζρεηίδεηαη κε ηελ 

ππεξπαξαγσγή ηνπ ελδχκνπ AHAS ψζηε λα κπνξέζεη λα απμήζεη ηελ αλζεθηηθφηεηα ηνπ ζην 

imazamox. Ζ ππεξέθθξαζε ηνπ ζην επαίζζεην πβξίδην S1, ππνδεηθλχεη ηελ πξνζπάζεηα ηνπ θπηνχ 

λα επηβηψζεη θαη λα απνκαθξχλεη ηα κφξηα ηνπ δηδαληνθηφλνπ κε ηελ παξαγσγή πεξηζζφηεξνπ 

ελδχκνπ. Ζ επαηζζεζία ηνπ S1 πβξηδίνπ πηζαλψο λα νθείιεηαη ζην φηη δελ θέξεη ηελ κεηάιιαμε πνπ 

θάλεη ηα Clearfield αλζεθηηθά θαη φηη ε ππεξπαξαγσγή ηνπ ελδχκνπ πνπ πηζαλφηαηα ζπκβαίλεη δελ 

επαξθεί γηα λα πξνζδψζεη αλζεθηηθφηεηα. 

Αμηνζεκείσηε, επίζεο, ήηαλ ε επαγσγή ηνπ γνληδίνπ HaAHASl2 ζην αλζεθηηθφ πβξίδην R3 ζηηο 

επεκβάζεηο ησλ 400 θαη 1200 κg/ml imazamox. πεξίπνπ 4 θνξέο ζε ζχγθξηζε κε ην R3 κάξηπξα, 

δειαδή ηελ επέκβαζε κε ην λεξφ, ελψ ην επαίζζεην πβξίδην δελ παξνπζίαζε θακία επαγσγή. Ζ 

ζεκαληηθή επαγσγή ησλ γνληδίσλ HaAHASl1 θαη HaAHASl2 ζην R3 πβξίδην, δείρλεη ηελ πηζαλή 

ζπζρέηηζε ηνπο κε ηνλ κνξηαθφ κεραληζκφ ηεο αλζεθηηθφηεηαο ηνπ ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο θαη 

ζπγθεθξηκέλα ζην imazamox. Όζνλ αθνξά ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl3 δελ παξνπζίαζε 

θακία ζεκαληηθή επαγσγή ζε θαλέλα απφ ηα πβξίδηα. ΢ην παξειζφλ είραλ γίλεη κειέηεο ηεο 

γνληδηαθήο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ HaAHASl1, HaAHASl2, HaAHASl3 ζηα θχιια θαη ζηηο ξίδεο 

θαζαξψλ ζεηξψλ ειίαλζνπ κεηαμχ επαίζζεησλ, εκηαλζεθηηθψλ θαη αλζεθηηθψλ πνηθηιηψλ ζην 

imazapyr, ην νπνίν αλήθεη θαη απηφ ζηελ νκάδα ησλ ηκηδαδνιηλνλψλ (Breccia et al., 2013). Σν 
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γνλίδην HaAHASl2 εκθάληζε επαγσγή ζηηο ελδηάκεζεο αλζεθηηθφηεηαο ζεηξέο, ελψ ηα γνλίδηα 

HaAHASl1 θαη HaAHASl3 εκθάληζαλ κεησκέλε επαγσγή. Σν γνλίδην HaAHASl3 έδεημε απμεκέλε 

επαγσγή ζηηο ξίδεο επαίζζεησλ ή κε ελδηάκεζεο αλζεθηηθφηεηαο θπηψλ. Ζ κε ζεκαληηθή επαγσγή 

θαη δηαθνξνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl3 ζην παξφλ πείξακα πξνηείλεηαη λα νθείιεηαη ζηελ 

έθθξαζε ηνπ ζε άιιν ηζηφ, φπσο ε ξίδα.  

Οη Οchogavia et al. (2014), κειέηεζαλ ηελ έθθξαζε ησλ παξαπάλσ γνληδίσλ ζε δηάθνξα ζηάδηα 

αλάπηπμεο ηνπ ειίαλζνπ  θαη ζε δηάθνξα παξαγσγηθά θαη αλαπηπμηαθά φξγαλα, φπσο είλαη νη ξίδεο, 

ηα ππνθνηχιηα, ηα θχιια, ηα άλζε θαη αλψξηκα έκβξπα. Σν γνλίδην HaAHASl3 είρε ην κηθξφηεξν 

κεηαγξάθεκα ζε φια ηα ζηάδηα ελψ ην HaAHASl1 ραξαθηεξίζηεθε απφ κεγαιχηεξε γνληδηαθή 

έθθξαζε ζηηο ξίδεο, ζηα ππνθνηχιηα θαη ζηα θχιια ζε ζρέζε κε ηα άλζε θαη ηα έκβξπα. Σα 

HaAHASl2 θαη HaAHASl3 εθθξάζηεθαλ πεξηζζφηεξν ζηα άλζε θαη ζηα έκβξπα, ελψ ζηα λεαξά 

θχιια, ε γνληδηαθή έθθξαζε ηνπ HaAHASl1 ήηαλ κεγαιχηεξε ζε ζρέζε κε ην HaAHASl2 θαη 

HaAHASl3. 

΢ηα πβξίδηα ειίαλζνπ ηνπ παξφληνο πεηξάκαηνο, ην γνλίδην HaAHASl1 εκθάληζε απμεκέλε 

επαγσγή ζηνλ θπιιηθφ ηζηφ ησλ πβξηδίσλ ηνπ επαίζζεηνπ S1 θαη ηνπ αλζεθηηθνχ Clearfield 

πβξηδίνπ R3, ελψ αμηνζεκείσηε ήηαλ ε επαγσγή ηνπ γνληδίνπ HaAHASl2 ζηνλ θπιιηθφ ηζηφ ηνπ 

αλζεθηηθνχ πβξηδίνπ R3. 

Ζ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ AHASl1 έρεη κειεηεζεί θαη ζε άιια είδε φπσο ζε αλζεθηηθέο θαη 

επαίζζεηεο ζεηξέο θξηζαξηνχ, ζηηο νπνίεο παξαηεξήζεθε 4 θνξέο επαγσγή ζηα αλζεθηηθά θπηά ζε 

ζχγθξηζε κε ηηο επαίζζεηεο ζεηξέο ρσξίο εθαξκνγή ηνπ δηδαληνθηφλνπ (Lee et al., 2011). 

Οη Jain θαη Σar’an (2015) κειέηεζαλ επίζεο ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ AHASl1 ζε αλζεθηηθέο θαη 

επαίζζεηεο πνηθηιίεο ξεβπζηνχ, Cicer arietinum L., ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο, φπνπ ηα θπηά φηαλ ήηαλ 

ζην ζηάδην ηνπ δεχηεξνπ κε ηέηαξηνπ θχιινπ ςεθάζηεθαλ κε imazamox ζηε ζπγθέληξσζε ησλ 

20,22g ai/ha. Ο θπιιηθφο ηζηφο ζπιιέρζεθε κεηά απφ 0, 2, 4, 6, 12 θαη 24 ψξεο απφ ηελ επέκβαζε. 

Ζ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ AHASl1 παξνπζίαζε αχμεζε θαηά ηηο 2 ψξεο αιιά κεηέπεηηα ζε άιια 

δηαζηήκαηα δεηγκαηνιεςηψλ ε έθθξαζε παξέκεηλε ζηαζεξή. Σα επίπεδα έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ 

ζηα θπηά πνπ δέρζεθαλ ηνλ ςεθαζκφ δελ παξνπζίαζε ζεκαληηθέο αιιαγέο ζε ζχγθξηζε κε ηα θπηά 

κάξηπξεο, ηα νπνία δελ είραλ δερζεί επέκβαζε. ΢ε αληίζεζε κε ην ζπγθεθξηκέλν πείξακα, ην 

πβξίδην R3 παξνπζίαζε απμεκέλε επαγσγή ηνπ AHASl1 θαη ζηηο δχν ζπγθεληξψζεηο ζε ζρέζε κε 

ην κάξηπξα, φπσο θαη ην επαίζζεην πβξίδην S1. 

Οη Hu et al. (2015) κειέηεζαλ ηελ γνληδηαθή έθθξαζε ησλ AHASl1, AHASl2 θαη AHASl3 ζε 

επαίζζεηεο θαη αλζεθηηθέο πνηθηιίεο ειαηνθξάκβεο, Brassica napus L. ζηηο ηκηδαδνιηλφλεο. To 

γνλίδην AHASl1 παξνπζίαζε πεξίπνπ ηα ίδηα επίπεδα έθθξαζεο θαη ζηηο δχν πνηθηιίεο. Σν γνλίδην 
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AHASl2 δελ είρε εθθξαζηεί ζε θακία απφ ηηο δχν πνηθηιίεο, ελψ ην AHASl3 είρε εθθξαζηεί δχν 

θνξέο πεξηζζφηεξν ζηελ αλζεθηηθή πνηθηιία ζε ζρέζε κε ηελ επαίζζεηε. Αληίζηνηρα ζην πείξακα 

καο ε έθθξαζε ηνπ HaAHASl1 γνληδίνπ ζην αλζεθηηθφ R3 θαη ζην επαίζζεην S1 πβξίδην παξέκεηλε 

πεξίπνπ ίδηα, ελψ ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ HaAHASl3 δελ ήηαλ ζεκαληηθή, ζε αληίζεζε ε έθθξαζε 

ηνπ HaAHASl2 γνληδίνπ ε νπνία ήηαλ ζεκαληηθή ζην R3 πβξίδην. Ζ έθθξαζε ησλ γνληδίσλ δείρλεη 

λα επεξεάδεηαη απφ ην θπηηθφ είδνο αιιά θαη απφ ηνλ ηζηφ πνπ κειεηάηαη. 

Παξάιιεια κε ηηο παξαπάλσ αλαθνξέο, νη Bruniard and Miller (2001) αλέθεξαλ φηη ε 

αλζεθηηθφηεηα ζηηο ηκiδαδνιηλφλεο ειέγρεηαη απφ δχν γνλίδηα, ην  εκηθπξίαξρν Θmr1, φπνπ 

ζεσξείηαη βαζηθφ θαη ην Θmr2 ή ζσμπαράγονηας Ε, ην νπνίν αιιειεπηδξά κε ην Imr1. Γηα λα 

επηηεπρζεί πιήξεο αλζεθηηθφηεηα ζα πξέπεη ηα δχν απηά γνλίδηα λα είλαη νκνδχγσηα θαη θπξίαξρα, 

αλ ππάξρεη εκηθπξηαξρία ηφηε παξνπζηάδεηαη εκηαλζεθηηθφηεηα θαη αλ ηα γνλίδηα απηά βξίζθνληαη 

ζε ππνιεηπφκελε κνξθή ηφηε ηα θπηά πνπ πξνθχπηνπλ είλαη επαίζζεηα. 

΢χκθσλα κε ηνπο Kolkman et al. (2004), Vega et al. (2012) θαη Breccia et al. (2013) ην Θmr1 

ηαπηίδεηαη κε ην γνλίδην HaAHASl1. Παξάιιεια, νη Kolkman et al. (2004), έδεημαλ κε ην πείξακα 

ηνπο φηη ηα HaAHASl2 θαη HaAHASl3 δελ αληηζηνηρνχλ ζην ηξνπνπνηεηηθφ γνλίδην Imr2, ζε 

αληίζεζε κε απηνχο, νη Vega et al. (2012), νη νπνίνη πξφηεηλαλ φηη ηα HaAHASl2 θαη HaAHASl3 

είλαη ην Imr2 θαη φηη αλάινγα κε ην αλ έρνπλ θπξηαξρία, εκηθπξηαξρία ή είλαη ππνιεηπφκελα, 

ζπλδένληαη κε ηελ αλζεθηηθφηεηα, ηελ εκηαλζεθηηθφηεηα ή ηελ  επαηζζεζία αληίζηνηρα. Γελ 

θαηφξζσζαλ φκσο λα ην απνδείμνπλ θαη επνκέλσο, ην Imr2 παξακέλεη άγλσζην (Vega et al., 2012; 

Sala et al., 2012a; Breccia et al., 2013).  

΢χκθσλα κε ην παξφλ πείξακα, ε επαγσγή ηνπ HaAHASl1 θαη ζηηο δχν ζπγθεληξψζεηο ησλ 400 θαη 

1200κg/ml imazamox πνπ εθαξκφζηεθαλ, δείρλεη ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπ κε ην Θmr1. Δπίζεο, ε 

κεγάιε επαγσγή ηνπ HaAHASl2 πνπ παξαηεξήζεθε ζην R3 αλζεθηηθφ πβξίδην δείρλεη φηη 

πηζαλφηαηα λα πξφθεηηαη γηα ην Imr2 θαη φηη ζπλδέεηαη κε ηελ  κεγαιχηεξε αλζεθηηθφηεηα πνπ 

παξνπζίαζε ην R3 θαηά ηηο δχν επεκβάζεηο.  

΢ε αληίζεζε κε ηελ απμεκέλε έθθξαζε ησλ γνλίδησλ HaAHASl1 θαη HaAHASl2 πνπ παξαηεξήζεθε 

ζην πβξίδην R3, ε έθθξαζε ηνπο ζην αλζεθηηθφ πβξίδην R2 ήηαλ κεησκέλε ζε ζχγθξηζε κε ηα θπηά 

κάξηπξεο θαη ζηηο δχν δνζνινγίεο. Σν γεγνλφο απηφ δείρλεη ηελ πηζαλή κεησκέλε αληίδξαζε ηνπ 

ελδχκνπ AHAS ζηελ εθαξκνγή ηνπ δηδαληνθηφλνπ ζην πβξίδην R2 (Powles and Yu, 2010; Breccia 

et al., 2013).  

΢ε απηή ηελ πεξίπησζε ε αλζεθηηθφηεηα ηνπ R2 κπνξεί λα πξνέξρεηαη απφ άιινπο κεραληζκνχο 

αλζεθηηθφηεηαο (non-target site mechanisms), φπσο είλαη ε πξφζιεςε, ε κεηαθνξά, ε ηθαλφηεηα λα 

κεηαβνιίδνπλ ην δηδαληνθηφλν ζε κε θπηνηνμηθέο ελψζεηο (Yu and Powles, 2014; Sala et al., 2012a; 
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Vega et al., 2012; Breccia et al., 2013). Δπηπξνζζέησο, ε αλζεθηηθφηεηα ηνπ R2 πβξηδίνπ 

πηζαλφηαηα λα νθείιεηαη ζηελ αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ target-site κεραληζκψλ θαη ησλ non-

target-site κεραληζκψλ, φπσο έρεη πξνηαζεί απφ ηνπο Sala et al. (2012a) γηα ηνπο Clearfield 

ειίαλζνπο.  
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5. ΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ 

΢θνπφο ηνπ πεηξάκαηνο ήηαλ ε θαηλνηππηθή αμηνιφγεζε ηξηψλ πβξηδίσλ ειίαλζνπ, εθ ησλ νπνίσλ 

ην έλα ήηαλ ην επαίζζεην (S1) θαη ηα άιια δχν ήηαλ ηα Clearfield αλζεθηηθά πβξίδηα (R2/R3) ζηηο 

ηκηδαδνιηλφλεο, ζχκθσλα κε ηα θπηνηνμηθά ζπκπηψκαηα πνπ παξνπζίαδαλ, κεηά απφ επεκβάζεηο 

κε 400κg θαη κε 1200 κg imazamox/ml δηδαληνθηφλνπ. Παξάιιεινο ζηφρνο, ήηαλ ε δηεξεχλεζε ηεο 

έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ HaAHASl1, HaAHASl2, HaAHASl3 ζηα παξαπάλσ πβξίδηα ειίαλζνπ, 

36ψξεο κεηά ηηο επεκβάζεηο, γηα λα δηαπηζησζεί πηζαλή ζπζρέηηζε ηνπο κε ηελ παξνπζία 

αλζεθηηθφηεηαο. 

Σν επαίζζεην πβξίδην S1 απνδείρζεθε επαίζζεην θαη ζηηο δχν δνζνινγίεο. Σα αλζεθηηθά πβξίδηα,  

R2 θαη R3, παξνπζίαζαλ αλζεθηηθφηεηα ζηε ζπγθέληξσζε ησλ 400κg/ml, ρσξίο λα ππάξρνπλ 

ζεκαληηθά ζηαηηζηηθψο δηαθνξέο κεηαμχ ηνπο. Ζ αλζεθηηθφηεηα ηνπο θάλεθε λα εμαξηάηαη απφ ηελ 

ζπγθέληξσζε ηνπ δηαιχκαηνο ηεο επέκβαζεο θαζψο ζεκαληηθφ ξφιν παξνπζηάζηεθε λα 

δηαδξακαηίδνπλ θαη νη πεξηβαιινληηθέο επηδξάζεηο θαηά ηε δηεμαγσγή ηνπ πεηξάκαηνο. 

Όζνλ αθνξά ζηε δηεξεχλεζε ηνπ κνξηαθνχ κεραληζκνχ ηεο αλζεθηηθφηεηαο, παξαηεξήζεθε 

ζεκαληηθή επαγσγή ηνπ γνλίδηνπ ΗaAHASl1 κεηά ηηο επεκβαζεηο ησλ 400κg/ml θαη 1200 κg/ml 

imazamox ηφζν ζην αλζεθηηθφ πβξίδην R3 φζν θαη ζην επαίζζεην S1. Δπίζεο, αμηνζεκείσηε 

επαγσγή ηoπ γνληδίνπ ΗaAHASl2 παξαηεξήζεθε ζην αλζεθηηθφ πβξίδην R3 θαηά ηηο δχν 

επεκβάζεηο. Αληίζεηα,ε έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ ΗaAHASl3 δελ παξνπζίαζε ζεκαληηθή κεηαβνιή  ζε 

θαλέλα απφ ηα πβξίδηα. Σέινο, ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ HaAHASl1 θαη HaAHASl2 ζην αλζεθηηθφ 

πβξίδην R2, παξνπζηάζηεθε κεησκέλε ζε ζρέζε κε ηα θπηά κάξηπξεο. 

Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη ηα γνλίδηα HaAHASl1 θαη HaAHASl2 πηζαλψο ζρεηίδνληαη κε ηνλ 

κεραληζκφ ηεο αλζεθηηθφηεηαο ζηα δηδαληνθηφλα κε ζπγθεθξηκέλν ζηφρν (target-site), φπσο είλαη νη 

ηκαδαδνιηλφλεο (imazamox), πνπ έρνπλ ζαλ ζηφρν ην έλδπκν AHAS. Ζ ζεκαληηθά επαγψκελε 

έθθξαζε ηνπ ΗaAHASl2 ζην αλζεθηηθφ πβξίδην R3 κεηά ηηο επεκβάζεηο, ππνδειψλεη φηη ην 

ΗaAHASl2 πηζαλφλ λα αληηζηνηρεί ζην Imr2 θαη λα ζρεηίδεηαη κε ηελ αλζεθηηθφηεηα ζηελ δξαζηηθή 

νπζία imazamox. Απφ ηελ άιιε κεξηά, ε κεησκέλε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ HaAHASl1 θαη 

HaAHASl2 ζην αλζεθηηθφ πβξίδην R2, ζε ζρέζε κε ηνλ κάξηπξα, ππνδεηθλχεη ηελ πηζαλή χπαξμε 

ελφο  άιινπ κεραληζκνχ αλζεθηηθφηεηαο κε κε ζηνρεπκέλε δξάζε (non-target-site)ή ηελ χπαξμε 

αιιειεπίδξαζεο  κεραληζκψλ ζηνρεπκέλεο (target- site) κε απηψλ ηεο κε ζηνρεπκέλεο δξάζεο 

(non-target-site).  

Ζ κειέηε ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ησλ HaAHASl1, HaAHASl2, HaAHASl3 γηα πξψηε θνξά ζε 

πβξίδηα ειίαλζνπ κεηά απφ επεκβάζεηο κε ηελ δξαζηηθή νπζία imazamox θαη αλακέλεηαη λα 
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ζπκβάιιεη ζηε δεκηνπξγία ιεηηνπξγηθψλ κνξηαθψλ δεηθηψλ. Ο ζπλδηαζκφο ηεο κειέηεο ησλ 

θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ κε ηε ρξήζε θαηάιιεισλ κνξηαθψλ δεηθηψλ ζα κπνξνχζε λα 

ζπλεηζθέξεη ζηελ ηαρεία δηαινγή αλζεθηηθνχ γελεηηθνχ πιηθνχ, κε ζθνπφ ηελ ρξήζε ηνπ ζε 

πεξηνρέο πνπ αληηκεησπίδνπλ ζνβαξφ πξφβιεκα κε δηδάληα, φπσο ην νινπαξάζηην νξνβάγρε, 

ππεχζπλν γηα κεγάιεο κεηψζεηο ζηελ παξαγσγή ζηε ρψξα καο φπσο θαη ζε άιιεο ρψξεο.  

Δπίζεο, ε κειέηε ησλ πβξηδίσλ ζε δηαθνξεηηθέο ηνπηθέο ζπλζήθεο θαη ζπγθεληξψζεηο 

ηκηδαδνιηλνλψλ, ζα κπνξνχζε λα πξνζδηνξίζεη ηελ αλζεθηηθφηεηα ηνπο θαη ηελ πξνζαξκνγή ηνπο 

αθφκα θαη ζε ρακειφηεξεο ζπγθεληξψζεηο δηδαληνθηφλνπ. Απηφ ζα είρε ζαλ ζπλέπεηα ηε ειάηησζε 

ηεο κφιπλζεο ηνπ πεξηβάιινληνο, θαζψο ζα βνεζνχζε θαη ηνπο παξαγσγνχο ζηελ 

απνηειεζκαηηθφηεξε δηαρείξεζε ησλ δηδαλίσλ θαη ζηελ αλάπηπμε ηεο θαιιηέξγεηαο ηνπο. 

Σα απνηειέζκαηα ηεο εξγαζίαο απηήο δεηθλχνπλ ηελ αλάγθε πξαγκαηνπνίεζεο πεξαηηέξσ εξεπλψλ, 

νη νπνίεο ζα αθνξνχλ ηφζν ηελ αμηνιφγεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ πβξηδίσλ ειίαλζνπ θαη 

άιισλ θαιιηεξγεηψλ, φζν θαη ηελ αλάιπζε ηεο έθθξαζεο ησλ γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ 

αλζεθηηθφηεηα, θαζψο θαη ηελ θιεξνλνκηθφηεηά ηνπο, έπεηηα απφ ηελ εθαξκνγή ηεο δξαζηηθήο 

νπζίαο imazamox, ζε δηάθνξεο ζπγθεληξψζεηο πέξαλ ηεο ζπληζηψκελεο θαη ελδερνκέλσο ζε άιια 

αλαπηπμηαθά ζηάδηα ησλ θπηψλ.  

Δπίζεο, έλα κεγάιν ελδηαθέξνλ ζα απνηεινχζε ε δηεξεχλεζε ησλ γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη φρη 

κφλν ζηε ζηνρεπκέλε δξάζε αιιά θαη ζηε κε ζηνρεπκέλεο δξάζε ησλ δηδαληνθηφλσλ, φπσο ε  

πεξαηηέξσ κειέηε ηνπ κνξηαθνχ κεραληζκνχ αλζεθηηθφηεηαο ηνπ Clearfield αλζεθηηθνχ πβξηδίνπ 

R2.Σέινο, ε εξγαζία απηή αλακέλεηαη λα ζπκβάιεη ζηελ νπζηαζηηθφηεξε θαηαλφεζε ηεο 

αλζεθηηθφηεηαο θαη ηνπ κνξηαθνχ κεραληζκνχ πνπ ηε δηέπεη. 
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ 

1. Γηαδηθαζία εμαγσγήο RNA γηα θάζε δείγκα  

 ΢ην κηθξνζσιελίζθν 1,5ml κε ηα 100mg ηζηνχ πξνζηέζεθε 350κl ηνπ RA1 ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο θαη 3,5κl β-κεξθαπηναηζαλφιεο, ψζηε λα επηηεπρζεί ην θπηηαξφιπκα θαη λα 

ζηακαηήζεη ε ιεηηνπξγία ησλ Rnases (ξηβνπλνθιεαζψλ). Αλαθαηεχζεθε θαιά κε ηελ πηπέηα 

ψζηε λα πάεη ην δηάιπκα παληνχ.  

 Σν θπηηαξφιπκα κεηαθέξζεθε γηα δηήζεζε ζην εηδηθφ θίιηξν (ξνδ), κε ζθνπφ λα κεησζεί ην 

ημψδεο ηνπ θαη λα θαζαξίζεη ην ιχκα. Αθνινχζεζε αλάκημε θαη θπγνθέληξεζε 11.000G γηα έλα 

ιεπηφ. 

 ΢ηε ζπλέρεηα ην ππεξθείκελν κεηαθέξζεθε ζε θαηλνχξην κηθξνζσιελίζθν 1,5ml θαη έγηλε 

αλάκημε κε 350κl αηζαλφιε 70%, κε ζθνπφ λα αξρίζνπλ λα δεκηνπξγνχληαη νη ζπλζήθεο 

δέζκεπζεο ηνπ RNA.  

 Σν ππεξθείκελν κεηαθέξζεθε ζε άιιν θίιηξν (γαιάδην), ψζηε λα γίλεη δέζκεπζε ηνπ DNA. 

Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηα 11000G γηα 30δεπηεξφιεπηα. 

 Αθνινχζεζε «αθαιάησζε» ηεο κεκβξάλεο ηνπ ππξηηίνπ, πξνζζέησληαο 350κl MDB(Membrane 

Desalting Buffer) θαη θπγνθέληξεζε 11000G γηα 1 ιεπηφ, ψζηε λα ιεηηνπγήζεη ην επφκελν βήκα 

ησλ Dnases γηα ηελ απνκάθξπλζε ηνπ γελσκηθνχ DNA . 

 Ζ πέςε ηνπ DNA έγηλε κε ηελ πξνζζήθε 95κl rDNase ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ηεο αληίδξαζεο, ην 

νπνίν απνηειείηαη απφ 10κl rDNase επαλαδηαιπκέλν κε RNase free λεξφ θαη 90κl ξπζκηζηηθφ 

δηάιπκα ηεο αληίδξαζεο γηα rDNase. Αθήλεηαη γηα 15ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ.  

 Σν πξνηειεπηαίν ζηάδην ήηαλ ην πιχζηκν θαη ην ζηέγλσκα ηεο κεκβξάλεο, ην νπνίν 

απνηεινχληαλ απφ ηξεηο θάζεηο θαη γίλεηαη αθαίξεζε αιάησλ, κεηαβνιηηψλ θαη άιισλ ζηνηρείσλ 

πνπ ελδέρεηαη λα επεξεάζνπλ κεηέπεηηα αληηδξάζεηο . Ζ πξψηε ήηαλ ε πξνζζήθε 200κl RAW2 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο, ην νπνίν αδξαλνπνηεί ηελ rDNase, αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηα 

11,000G γηα 30 δεπηεξφιεπηα θαη ηνπνζέηεζε ζε θαηλνχξην κηθξνζσιελίζθν 1,5ml. Ζ δεχηεξε 

θάζε ήηαλ ε πξνζζήθε 600κl RA3 ξπζκηζηηθφ δηάιπκα θαη θπγνθέληξεζε 11,000G γηα 30 

δεπηεξφιεπηα. Αθαίξεζε ηνπ ππνθεηκέλνπ θαη επαλαηνπνζέηεζε ηνπ ζην θίιηξν. Ζ ηξίηε θάζε 

ήηαλ ε πξνζζήθε ζην θίιηξν 250κl ηνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο RA3, θπγνθέληξεζε γηα 2 

ιεπηά ζηα 11,000G κέρξη λα ζηεγλψζεη ε κεκβξάλε. Αθνινπζεί ηνπνζέηεζε ζε θαηλνχξην 

κηθξνζσιελίζθν. 

 Σν ηειεπηαίν ζηάδην ήηαλ ε έθινπζε ηνπ RNA, ην νπνίν επηηεχρζεθε κε ηελ πξνζζήθε 60κl 

RNase-free λεξφ θαη θπγνθέληξεζε ζηα 11,000G γηα 1 ιεπηφ.    
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Δπαλάιεςε ηεο έθινπζεο ζε άιιν κηθξνζσιελίζθν επηηπγράλεηαη κε 30κl RNase-free λεξφ θαη 

θπγνθέληξεζε ζηα 11,000G γηα 1 ιεπηφ. 

΢ηε ζπλέρεηα έγηλε απνζήθεπζε ησλ δεηγκάησλ ζηνπο -80
ν
C κέρξη ηελ επαλαρξεζηκνπνίεζε ηνπο 

ζην επφκελν ζηάδην. 

 

2. Γηαδηθαζία ρξήζεο ηνπ ζπεθηξνθσηφκεηξνπ Nanodrop 1000 θαη ηνπ 

ινγηζκηθνχ N.D. -1000 v 3.3.1. γηα θάζε δείγκα  

Απφ ην παξάζπξν εξγαζηψλ ηνπ πίλαθα ηνπ ινγηζκηθνχ N.D. -1000 v 3.3.1., έγηλε επηινγή ζηε 

ξχζκηζε λνπθιενηίδηα, RNA. Ο κεδεληζκφο ηνπ νξγάλνπ έγηλε βάδνληαο 1,5κl Rnase free λεξφ θαη 

παηψληαο BLANK. ΢ηε ζπλέρεηα, αθνινχζεζε ε κέηξεζε ηνπ θάζε δείγκαηνο ηνπνζεηψληαο ζην 

«βάζξν» ηνπ ζπεθηξνθσηφκεηξνπ 1,5κl δείγκαηνο RNA. Κάζε θνξά γηλφηαλ αιιαγή ηνπ νλφκαηνο 

ζχκθσλα κε ην δείγκα θαη θαζαξηζκφο ηνπ «βάζξνπ» ψζηε λα κελ ππάξμεη θάπνηα πξφζκημε θαη 

αιινίσζε ησλ απνηειεζκάησλ. Ζ κέηξεζε επαλαιακβαλφηαλ δχν θνξέο γηα ηελ αμηνπηζηία ηεο 

κέηξεζεο.      

 

3. Δπζπγξάκκηζε ησλ αιιεινπρηψλ ησλ γνληδίσλ HaAHASl1, HaAHASl2, 

HaAHASl3 θαη ηαπηνπνίεζε λνπθιενηηδίσλ κε ηελ βνήζεηα ηνπ πξνγξάκκαηνο 

ClustalW2. 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      ATGGCCGCCATACATCCTCCCCACCCTTCCATCACCGCCAAACCACCGCC 50 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      ATGGCCGCCATACATCCTCCCCACCCTTCCATCACCGCCAAACCACCGCC 50 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      ATGGCGGC------TCCTCCCAACCCTTCCATCTCCTTCAAACCACCGTC 44 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      ATGGCGGC------TCCTCCCAACCCTTCCATCTCCTTCAAACCACCGTC 44 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      ATGGCGGC------TCCTCCCAACCCTTCCATCTCCTTCAAACCACCGTC 44 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      ATGGCGGC------TCCTCCCAACCCTTCCATCTCCTTCAAACCACCGTC 44 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      ATGGCGGC------TCCTCCCAACCCTTCCATCTCCTTCAAACCACCGTC 44 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      ATGGCAG-------TCCCCCTCAC--TTTCATCTCCGGCAAACCACCATT 41 

                                ***** *       *** **  **  ** **** **  *********    

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      ATCTTCCGCCG--CCGCCGTCGCAC-------TACCACCCCACTTCGCAT 91 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      ATCTTCCGCCG--CCGCCGTCGCAC-------TACCACCCCACTTCGCAT 91 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      ACCCGCCGCCGCACTGCCACCACGCTCCGCCTTCCTCCCCCGTTTCGCAT 94 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      ACCCGCCGCCGCACTGCCACCACGCTCCGCCTTCCTCCCCCGTTTCGCAT 94 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      ACCCGCCGCCGCACTGCCACCACGCTCCGCCTTCCTGCCCCGTTTCGCAT 94 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      ACCCGCCGCCGCACTGCCACCACGCTCCGCCTTCCTGCCCCGTTTCGCAT 94 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      ACCCGCCGCCGCACTGCCACCACGCTCCGCCTTCCTCCCCCGTTTCGCAT 94 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      CTCCGCCAC------ACCATCACAGT------TAACTACCAATCTTTCAC 79 

                                  *  ** *       **  * *         *     **    *  **  

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TCTCCATCACCTCCACTTCCCACAAACGCCACCGCCTCCACATCTCCAAC 141 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TCTCCATCACCTCCACTTCCCACAAACGCCACCGCCTCCACATCTCCAAC 141 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TACCCATCACTTCCACTACCCAAAAACGACACCGTCTTCACATCTCCAAT 144 
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gi|46948849|gb|AY541453.1|      TACCCATCACTTCCACTACCCAAAAACGACACCGTCTTCACATCTCCAAT 144 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TACCCATCACTTCCACTACCCAAAAACGACACCGTCTTCACATCTCCAAT 144 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TACCCATCACTTCCACTACCCAAAAACGACACCGTCTTCACATCTCCAAT 144 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TACCCATCACTTCCACTACCCAAAAACGACACCGTCTTCACATCTCCAAT 144 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TCCCACTCAC-TCTTCTACCCAT------CATC-CCTTCAAAGACTCA-T 120 

                                *  *  **** **  ** ****       ** *  ** ** *    **   

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      GTCCTCTCCGACTCCA---CCACCACCACCGGTGCC-------------- 174 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      GTCCTCTCCGACTCCA---CCACCACCACCGGTGCC-------------- 174 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      GTTCTCTCCGACTCCAAATCCACCACCACCACCACCACCACCAC------ 188 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      GTTCTCTCCGACTCCAAATCCACCACCACCACCACCACCACCACCACCAC 194 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      GTTCTCTCCGACTCCAAATCCACCACCACCACCAC--------------- 179 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      GTTCTCTCCGACTCCAAATCCACCACCACCACCAC--------------- 179 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      GTTCTCTCCGACTCCAAATCCACCACCACCACCACCACCAC--------- 185 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GTTTCTAAACACCTCATAATAACCAATGCTATTGCTA------------- 157 

                                **        **  **     ****   *     *                

gi|46948855|gb|AY541456.1|      ------ACCACC------ATTCACCCACCGCCATTC--GTCTCCCGGTAC 210 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      ------ACCACCGCCACCATTCACCCACCGCCATTC--GTCTCCCGGTAC 216 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      ---TCAACGACCGT-----TACCGGTGCAGCCTTTT--GTCTCCCGTTAC 228 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      CACTCAACCACCGT-----TACAGGCGCAGCCTTTT--GTCTCCCGTTAC 237 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      ---TCAACCACCGT-----TACAGGCGCAGCCTTTT--GTCTCCCGTTAC 219 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      ---TCAACCACCGT-----TACAGGCGCAGCCTTTT--GTCTCCCGTTAC 219 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      ---TCAACCACCGT-----TACAGGCGCAGCCTTTT--GTCTCCCGGTAC 225 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      -----AACATTCAC----ATTCACATAAAGCTTTTGTGGTCTCGAGGTTC 198 

                                      **   *       * *       **  **   *****  * * * 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      GCGCCAGATCAACCGAGAAAAGGCGCAGACGTGCTCGTGGAAGCTCTAGA 260 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      GCGCCAGATCAACCGAGAAAAGGCGCAGACGTGCTCGTGGAAGCTCTAGA 266 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      GCGCCAGATCAACCGAGAAAAGGCGCAGACGTGTTGGTGGAAGCTCTGGA 278 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      GCGCCTGATCAACCGAGAAAAGGCGCAGACGTGTTGGTGGAAGCTCTGGA 287 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      GCGCCAGATCAACCGAGAAAAGGCGCAGACGTGTTGGTGGAAGCTCTGGA 269 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      GCGCCAGATCAACCGAGAAAAGGCGCAGACGTGTTGGTGGAAGCTCTAGA 269 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      GCGCCAGATCAACCGAGAAAAGGCGCAGACGTGTTGGTGGAAGCTCTGGA 275 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GGTCCTGACGAACCAAGGAAAGGATCTGATGTCCTAGTGGAAGCACTAGA 248 

                                *  ** **  **** ** *****  * ** **  * ******** ** ** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      ACGGGAAGGTGTCACCGACGTCTTCGCCTACCCCGGCGGCGCGTCAATGG 310 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      ACGGGAAGGTGTCACCGACGTCTTCGCCTACCCCGGCGGCGCGTCAATGG 316 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      ACGGGAAGGTGTCACCGACGTCTTCGCCTACCCCGGCGGCGCGTCAATGG 328 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      ACGGGAAGGTGTCACCGACGTCTTCGCCTACCCCGGCGGCGCGTCAATGG 337 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      ACGGGAAGGTGTCACCGACGTCTTCGCCTACCCCGGCGGCGCGTCAATGG 319 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      ACGGGAAGGTGTCACCGACGTCTTCGCCTACCCCGGCGGCGCGTCAATGG 319 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      ACGGGAAGGTGTCACCGACGTCTTCGCCTACCCCGGCGGCGCGTCAATGG 325 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GCGCGAAGGGGTAACGAACGTCTTTGCGTATCCAGGTGGCGCCACCTTGG 298 

                                 ** ***** ** **  ******* ** ** ** ** *****  *  *** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      AGATCCACCAAGCTCTCACGCGCTCAAACACCATCCGCAATGTCCTCCCC 360 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      AGATCCACCAAGCTCTCACGCGCTCAAACACCATCCGCAATGTCCTCCCC 366 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      AGATCCACCAAGCTCTCACGCGCTCAAGCACTATCCGCAATGTGCTCCCC 378 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      AGATCCACCAAGCTCTCACGCGCTCAAGCACTATCCGCAATGTGCTCCCA 387 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      AGATCCACCAAGCTCTCACGCGCTCAAACACTATCCGCAATGTCCTCCCA 369 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      AGATCCACCAAGCTCTCACGCGCTCAAACACCATCCGCAATGTCCTCCCC 369 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      AGATCCACCAAGCTCTCACGCGCTCAAACACTATCCGCAATGTCCTCCCA 375 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      AGATCCACCAAGCGCTAACACGATCAACCATCATACGCAACATCCTCCCT 348 

                                ************* ** ** ** **** **  ** *****  * *****  
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gi|46948855|gb|AY541456.1|      CGTCACGAACAGGGCGGCGTGTTCGCCGCCGAAGGCTACGCACGTGCCTC 410 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      CGTCACGAACAGGGCGGCGTGTTCGCCGCCGAAGGCTACGCACGTGCCTC 416 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      CGTCACGAACAGGGCGGCGTGTTCGCCGCCGAAGGCTACGCGCGCGCCTC 428 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      CGTCACGAACAGGGCGGCGTGTTCGCCGCCGAAGGCTACGCACGCGCCTC 437 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      CGTCACGAACAGGGCGGCGTGTTCGCCGCCGAAGGCTACGCGCGCGCCTC 419 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      CGTCACGAACAGGGCGGCGTGTTCGCCGCAGAAGGCTACGCACGCGCCTC 419 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      CGTCACGAACAGGGCGGCGTGTTCGCCGCCGAAGGCTACGCGCGCGCCTC 425 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      CGCCATGAGCAAGGCGGTGTGTTTGCTGCAGAGGGTTACGCACGCGCCTC 398 

                                ** ** ** ** ***** ***** ** ** ** ** ***** ** ***** 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      CGGTGTTCCCGGCGTCTGTATCGCCACTTCCGGTCCCGGAGCTACAAACC 460 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      CGGTGTTCCCGGCGTCTGTATCGCCACTTCCGGTCCCGGAGCTACAAACC 466 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      CGGTCTTCCCGGCGTGTGTATCGCCACTTCCGGTCCCGGAGCTACGAACC 478 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      CGGTCTTCCCGGCGTGTGTATCGCCACTTCCGGTCCTGGAGCTACGAACC 487 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      CGGTCTTCCCGGCGTGTGTATCGCCACTTCCGGTCCCGGAGCTACGAACC 469 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      CGGTCTTCCCGGCGTGTGTATCGCCACTTCCGGTCCCGGAGCTACGAACC 469 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      CGGTCTTCCCGGCGTGTGTATCGCCACTTCCGGTCCCGGAGCTACGAACC 475 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TGGTTTAACCGGCGTATGCATATCTACTTCCGGTCCAGGCGCTACAAACT 448 

                                 *** *  ******* ** **  * *********** ** ***** ***  

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TAGTTAGTGGTCTTGCTGACGCGCTGTTAGACAGTGTCCCCATGGTGGCA 510 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TAGTTAGTGGTCTTGCTGACGCGCTGTTAGACAGTGTCCCCATGGTGGCA 516 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TAGTTAGTGGTCTTGCTGACGCGCTGTTAGACAGTGTCCCCATGGTGGCA 528 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TAGTTAGTGGTCTTGCTGACGCGCTGTTAGACAGTGTCCCCATGGTGGCA 537 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TAGTTAGTGGTCTTGCTGACGCGCTGTTAGACAGTGTCCCCATGGTGGCA 519 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TAGTTAGTGGTCTTGCTGACGCGTTGTTAGACAGTGTCCCCATGGTGGCA 519 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TAGTTAGTGGTCTTGCTGACGCGCTGTTAGACAGTGTCCCCATGGTGGCA 525 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TGGTCAGTGGCCTTGCCGACGCCCTTCTTGATAGCGTCCCAATCGTCGCC 498 

                                * ** ***** ***** *****  *  * ** ** ***** ** ** **  

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      ATCACCGGTCAAGTTCCCCGGAGAATGATCGGAACCGATGCGTTTCAAGA 560 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      ATCACCGGTCAAGTTCCCCGGAGAATGATCGGAACCGATGCGTTTCAAGA 566 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      ATCACCGGTCAAGTTCCCCGGAGAATGATCGGAACCGATGCGTTTCAAGA 578 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      ATCACCGGTCAAGTTCTCCGGAGAATGATCGGAACCGATGCGTTTCAAGA 587 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      ATCACCGGTCAAGTTCCCCGGAGAATGATCGGAACCGATGCGTTTCAAGA 569 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      ATCACCGGTCAAGTTCCCCGGAGAATGATCGGAACCGATGTGTTTCAAGA 569 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      ATCACCGGTCAAGTTCCCCGGAGAATGATCGGAACCGATGCGTTTCAAGA 575 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      ATTACTGGACAAGTCCCTCGTAACATGATTGGTACTGATGCTTTCCAAGA 548 

                                ** ** ** ***** *  ** *  ***** ** ** ****  ** ***** 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      AACCCCAATTGTTGAGGTAACACGTTCGATTACTAAACATAATTATCTTG 610 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      AACCCCAATTGTTGAGGTAACACGTTCGATTACTAAACATAATTATCTTG 616 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      AACCCCAATTGTTGAGGTAACACGTTCGATCACTAAACATAATTATCTTG 628 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      AACCCCAATTGTTGAGGTAACACGTTCGATTACTAAACATAATTATCTTG 637 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      AACCCCAATTGTTGAGGTAACACGTTCGATTACTAAACATAATTATCTTG 619 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      AACCCCAATTGTTGAGGTAACACGTTCGATTACTAAACATAATTATCTTG 619 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      AACCCCAATTGTTGAGGTAACACGTTCGATCACTAAACATAATTATCTTG 625 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      AACACCCATTGTTGAGGTTTCACGCTCCATTACTAAACATAACTACCTAG 598 

                                *** ** ***********  **** ** ** *********** ** ** * 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TGTTGGATGTTGAGGATATTCCCAGAATTGTTAGGGAGGCTTTTTATCTT 660 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TGTTGGATGTTGAGGATATTCCCAGAATTGTTAGGGAGGCTTTTTATCTT 666 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TGTTGGATGTTGAGGATATTCCCAGAATTGTTCGTGAGGCTTTTTATCTT 678 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TGTTGGATGTTGAGGATATTCCCAGAATTGTTCGTGAGGCTTTTTATCTT 687 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TGTTGGATGTTGAAGATATTCCCAGAATTGTTCGTGAGGCTTTTTATCTT 669 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TGTTGGATGTTGAGGATATTCCCAGAATTGTTCGTGAGGCTTTTTATCTT 669 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TGTTGGATGTTGAGGATATTCCCAGAATTGTTCGTGAGGCTTTTTATCTT 675 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TTTTGAATGTACAAGATATCCCACGTATAGTTCATGAAGCTTTCTTTCTT 648 

                                * *** ****  * ***** **  * ** ***   ** ***** * **** 
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gi|46948855|gb|AY541456.1|      GCGAGTTCGGGTCGACCCGGCCCAGTTTTGATAGATGTACCTAAGGATAT 710 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      GCGAGTTCGGGTCGACCCGGCCCAGTTTTGATAGATGTACCTAAGGATAT 716 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      GCGAGTTCGGGTCGACCCGGCCCGGTTTTGATAGATGTACCGAAAGATAT 728 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      GCGAGTTCGGGTCGACCCGGCCCGGTTTTGATAGATGTACCGAAAGATAT 737 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      GCGAGTTCGGGTCGACCCGGCCCGGTTTTGATAGATGTACCGAAAGATAT 719 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      GCGAGTTCGGGTCGACCCGGCCCGGTTTTGATAGATGTACCGAAAGATAT 719 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      GCGAGTTCGGGTCGACCCGGCCCGGTTTTGATAGATGTACCGAAAGATAT 725 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GCCTCGTCTGGTCGGCCCGGCCCGGTTTTAATCGACATCCCAAAAGACAT 698 

                                **    ** ***** ******** ***** ** **  * ** ** ** ** 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      ACAGCAACAGTTAGTGGTGCCGAAATGGGATGAAC---------CGATGA 751 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      ACAGCAACAGTTAGTGGTGCCGAAATGGGATGAAC---------CGATGA 757 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      ACAGCAACAGTTAGTGGTGCCGAAATGGGATGAAC---------CGATGA 769 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      ACAGCAACAGTTAGTGGTGCCGAAATGGGATGAAC---------CGATGA 778 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      ACAGCAACAGTTAGTGGTGCCGAAATGGGATGAAC---------CGATGA 760 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      ACAGCAACAGTTAGTGGTGCCAAAATGGGATGAAC---------CGATGA 760 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      ACAGCAACAGTTAGTGGTGCCGAAATGGGATGAAC---------CGATGA 766 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      ACAACAACAGTTGGTTGTTCCCAATTGGGATGAACAACAACAACCTATGA 748 

                                *** ******** ** ** ** ** **********         * **** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      GGTTACCGGGTTATTTGTCTAGAATGCCGAAGCCTCAATATGATGGGCAT 801 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      GGTTACCGGGTTATTTGTCTAGAATGCCGAAGCCTCAATATGATGGGCAT 807 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      GGTTACCGGGTTATTTGTCTAGAATGCCGAAGCCTCAATATGATGGGCAT 819 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      GGTTACCGGGTTATTTGTCTAGAATGCCGAAGCCTCAATATGATGGGCAT 828 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      GGTTACCGGGTTATTTGTCTAGAATGCCAAAGCCTCAATATGATGGGCAT 810 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      GGTTACCGGGTTATTTGTCTAGAATGCCAAAGCCTCAATATGATGGCCAT 810 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      GGTTACCGGGTTATTTGTCTAGAATGCCGAAGCCTCAATATGATGGGCAT 816 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GGTTAGATGGTTACATCTCCAGGTTACCAAAGCCTCCAAACGAGACGCAT 798 

                                *****   *****  * ** **  * ** ******* * * **    *** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TTGGAACAGATTGTTAGGTTGGTGGGGGAAGCAAAGAGGCCCGTTTTGTA 851 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TTGGAACAGATTGTTAGGTTGGTGGGGGAAGCAAAGAGGCCCGTTTTGTA 857 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TTGGAACAGATTGTTAGGTTGGTGGGGGAAGCGAAGAGGCCGGTTTTGTA 869 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TTGGAACAGATTGTTAGGTTGGTGGGGGAAGCGAAGAGGCCGGTTTTGTA 878 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TTGGAACAGATTGTTAGGTTGGTGGGGGAAGCGAAGAGGCCGGTTTTGTA 860 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TTGGAACAGATTGTTAGGTTGGTGGGGGAAGCGAAAAGGCCGGTTTTGTA 860 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TTGGAACAGATTGTTAGGTTGGTGGGGGAAGCGAAGAGGCCGGTTTTGTA 866 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TTACGACAAATTGTACGCTTCATAAAGGAATCGAAGAGGCCGGTTTTGTA 848 

                                **   *** *****  * **  *   **** * ** ***** ******** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TGTGGGTGGTGGGTGTTTGAATTCGGATGACGAGTTGAGGCGGTTTGTGG 901 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TGTGGGTGGTGGGTGTTTGAATTCGGATGACGAGTTGAGGCGGTTTGTGG 907 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TGTGGGTGGTGGGTGTTTGAATTCGGATGATGAGTTGAGGCGGTTTGTGG 919 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TGTGGGTGGTGGGTGTTTGAATTCGGATGATGAGTTGAGGCGGTTTGTGG 928 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TGTGGGTGGTGGGTGTTTGAATTCGGATGATGAGTTGAGGCGGTTTGTGG 910 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TGTGGGTGGTGGGTGTTTGAATTCGGATGATGAGTTGAGGCGGTTTGTGG 910 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TGTGGGTGGTGGGTGTTTGAATTCGGATGATGAGTTGAGGCGGTTTGTGG 916 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TGTGGGTGGGGGTTGTATGAACTCGAGTGATGAACTGGGTCGTTTTGTAG 898 

                                ********* ** *** **** ***  *** **  ** * ** ***** * 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      AGCTTACGGGGATTCCGGTTGCGAGTACTTTGATGGGGCTTGGAGCGTAC 951 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      AGCTTACGGGGATTCCGGTTGCGAGTACTTTGATGGGGCTTGGAGCGTAC 957 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      AGCTTACGGGGATTCCGGTTGCGAGTACTTTGATGGGGCTCGGAGCGTAC 969 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      AGCTTACGGGGATTCCGGTTGCGAGTACTTTGATGGGGCTTGGAGCGTAC 978 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      AGCTTACGGGGATTCCGGTTGCGAGTACTTTGATGGGGCTCGGAGCGTAC 960 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      AGCTTACGGGGATTCCGGTTGCAAGTACTTTGATGGGGCTCGGAGCGTAC 960 
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gi|46948847|gb|AY541452.1|      AGCTTACGGGGATTCCGGTTGCGAGTACTTTGATGGGGCTCGGAGCGTAC 966 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      AGCTTACCGGGATTCCAGTGGCGAATACTTTGATGGGACTTGGAACATAC 948 

                                ******* ******** ** ** * ************ ** *** * *** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      CCGGCTTCGAGTGATTTGTCGCTTCATATGCTTGGGATGCATGGCACGGT 1001 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      CCGGCTTCGAGTGATTTGTCGCTTCATATGCTTGGGATGCATGGCACGGT 1007 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      CCTGCTTCGAGTGATTTGTCGCTTCATATGCTTGGGATGCATGGTACGGT 1019 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      CCGGCTTCGAGTGATTTGTCGCTTCATATGCTTGGGATGCATGGTACGGT 1028 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      CCGGCTTCGAGTGATTTGTCGCTTCATATGCTTGGGATGCATGGGACTGT 1010 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      CCTGCTTCGAGTGATTTGTCGCTTCATATGCTTGGGATGCATGGGACTGT 1010 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      CCGGCTTCGAGTGATTTGTCGCTTCATATGCTTGGGATGCATGGTACGGT 1016 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      CCCGGGTCGCATGATTTGTCGCTTCATATGCTAGGGATGCATGGCACGGT 998 

                                ** *  ***  ********************* *********** ** ** 

 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TTATGCGAATTATGCGGTTGATAAGAGTGATTTGTTGCTTGCGTTTGGTG 1051 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TTATGCGAATTATGCGGTTGATAAGAGTGATTTGTTGCTTGCGTTTGGTG 1057 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TTATGCGAATTATGCGGTTGATAAGAGTGATTTGTTGCTTGCGTTTGGGG 1069 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TTATGCGAATTATGCGGTTGATAAGAGTGATTTGTTGCTTGCGTTTGGGG 1078 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      CTATGCGAATTATGCGGTTGATAAGAGTGATTTGTTGCTTGCGTTTGGGG 1060 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      CTATGCGAATTATGCGGTTGATAAGAGTGATTTGTTGCTTGCGTTTGGGG 1060 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TTATGCGAATTATGCGGTTGATAAGAGTGATTTGTTGCTTGCGTTTGGGG 1066 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TTATGCGAATTATGCGATTGATAAAAGCGACTTGTTGTTGGCGTTTGGCG 1048 

                                 *************** ******* ** ** ****** * ******** * 

 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TGCGGTTTGATGATCGTGTGACGGGGAAGCTTGAGGCGTTTGCTAGTAGG 1101 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TGCGGTTTGATGATCGTGTGACGGGGAAGCTTGAGGCGTTTGCTAGTAGG 1107 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TGCGGTTTGATGATCGTGTGACGGGGAAGCTTGAGGCGTTTGCTAGTAGG 1119 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TGCGGTTTGATGACCGTGTGACGGGGAAGCTTGAGGCGTTTGCTAGTAGG 1128 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TGCGGTTTGATGACCGTGTGACGGGGAAGCTTGAGGCGTTTGCTAGTAGG 1110 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TGCGGTTTGATGACCGTGTGACGGGGAAGCTTGAGGCGTTTGCTAGTAGG 1110 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TGCGGTTTGATGACCGTGTGACGGGGAAGCTTGAGGCGTTTGCTAGTAGG 1116 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TCCGGTTTGATGACCGTGTGACGGGAAAGATTGAAGCGTTTGCGAGTCGA 1098 

                                * *********** *********** *** **** ******** *** *  

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      GCGAAGATTGTTCATATTGATATTGATCCGGCTGAAATTGGGAAGAATAA 1151 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      GCGAAGATTGTTCATATTGATATTGATCCGGCTGAAATTGGGAAGAATAA 1157 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      GCGAAGATTGTTCATATTGATATTGATCCTGCTGAAATTGGGAAGAATAA 1169 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      GCGAAGATTGTTCATATTGATATTGATCCTGCTGAAATTGGGAAAAATAA 1178 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      GCGAAGATTGTTCATATTGATATTGATCCGGCTGAAATTGGGAAGAATAA 1160 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      GCGAAGATTGTTCATATTGATATTGATCCGGCTGAAATTGGGAAGAATAA 1160 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      GCGAAGATTGTTCATATTGATATTGATCCGGCTGAAATTGGGAAGAATAA 1166 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GCAAAGATTGTTCATATCGATATTGATCCTGCCGAGATAGGGAAGAATAA 1148 

                                ** ************** *********** ** ** ** ***** ***** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      ACAGCCTCATGTGTCGATTTGTGGGGATATCAAGGTCGCGTTACAGGGTT 1201 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      ACAGCCTCATGTGTCGATTTGTGGGGATATCAAGGTCGCGTTACAGGGTT 1207 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      GCAGCCTCATGTGTCGATTTGTGGTGATATTAAGGTCGCGTTACAGGGTT 1219 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      ACAGCCTCATGTGTCGATTTGTGGGGATATTAAGGTCGCGTTACAGGGTT 1228 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      ACAGCCTCATGTGTCGATTTGTGGTGATATTAAGGTCGCGTTACAGGGTT 1210 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      ACAGCCGCATGTGTCGATTTGTGGGGATATTAAGGTCGCGTTACAGGGTT 1210 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      ACAGCCTCATGTGTCGATTTGTGGCGATATTAAGGTCGCGTTACAGGGTT 1216 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GCAGCCTCATTTTTCGATTTGTGGGGATATCAAGGCGGCTTTACAAGGAC 1198 

                                 ***** *** * *********** ***** ****  ** ***** **   
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gi|46948855|gb|AY541456.1|      TGAACAAGATTTTGGA----GGAGAAAAATTC---------TCTTGATTT 1238 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TGAACAAGATTTTGGA----GGAGAAAAATTC---------TCTTGATTT 1244 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TGAACAAGATTTTGGA----GGAAAAGAATTCGGTGACTAATCTTGATTT 1265 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TGAACAAGATTTTGGA----GGAAAAGAATTCGGTGACTAATCTTGATTT 1274 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TGAACAAGATTTTGGA----GGAAAAGAATTCGGTGACTAATCTTGATTT 1256 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TGAACAAGATTTTGGA----GGAAAAGAATTCGGTGACTAATCTTGATTT 1256 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TGAACAAGATTTTGGA----GGAAAAGAATTCGGTGACTAATCTTGATTT 1262 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TAAACAAGATTTTGGAAAGAGGTGAAGATCTTG-------ATTTCGATTT 1241 

                                * **************    **  ** *  *          * * ***** 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TTCAAATTGGAGGAAGGAATTAGATGAA-CAAAAAGTGAAATTCCCGTTG 1287 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TTCAAATTGGAGGAAGGAATTAGATGAA-CAAAAAGTGAAATTCCCGTTG 1293 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TTCGACCTGGAGAAAGGAATTGGATGAA-CAAAAAATGAAGTTCCCGTTG 1314 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TTCGAACTGGAGAAAGGAATTGGATGAA-CAAAAAGTGAAGTTCCCGTTG 1323 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TTCGAACTGGAGAAAGGAATTGGATGAA-CAAAAAGTGAAGTTCCCGTTG 1305 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TTCGAACTGGAGAAAGGAATTGGATGAA-CAAAAAGTGAAGTTTCCGTTG 1305 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TTCGAACTGGAGAAAGGAATTGGATGAA-CAAAAAGTGAAGTTCCCGTTG 1311 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      CTCACCTTGGAAGGAGGAAGTA-ATGAATCAGAAAGCGAGTAACCCGTTG 1290 

                                 **    ****   ***** *  ***** ** ***  **     ****** 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      AGCTTTAAAACGTTTGGCGAAGCGATTCCTCCACAGTATGCTATTCATGT 1337 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      AGCTTTAAAACGTTTGGCGAAGCGATTCCTCCACAGTATGCTATTCATGT 1343 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      AGCTTTAAAACGTTTGGCGAAGCGATTCCTCCACAGTATGCTATTCAAGT 1364 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      AGCTTTAAAACGTTTGGCGAAGCGATTCCTCCACAGTATGCTATTCAAGT 1373 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      AGCTTTAAAACGTTTGGCGAAGCGATTCCTCCACAGTATGCTATTCAAGT 1355 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      AGCTTTAAAACGTTTGGCGAAGCGATTCCTCCACAGCATGCTATTCAAGT 1355 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      AGCTTTAAAACGTTTGGCGAAGCGATTCCTCCACAGTATGCTATTCAAGT 1361 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      AGTTATAAAACGTTTGGGGACGCGATTCCACCTCAGTATGCGATCCAAGT 1340 

                                ** * ************ ** ******** ** *** **** ** ** ** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      GCTCGATGAGTTAACGGGTGGGAATGCAATTATTAGCACCGGTGTCGGGC 1387 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      GCTCGATGAGTTAACGGGTGGGAATGCAATTATTAGCACCGGTGTCGGGC 1393 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TCTTGATGAGTTAACGGGCGGGAATGCAATTATTAGCACCGGTGTCGGGC 1414 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TCTTGATGAGTTAACGGGCGGGAATGCAATTATTAGCACCGGGGTCGGGC 1423 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TCTTGATGAGTTAACGGGCGGGAATGCAATTATTAGCACCGGGGTCGGGC 1405 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TCTTGATGAGTTAACGGGCGGGAATGCAATTATTAGCACCGGGGTCGGGC 1405 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TCTTGATGAGTTAACGGGCGGGAATGCAATTATTAGCACCGGTGTCGGGC 1411 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GCTGAATGAAGTGACGGGTGGGAACGCGATCATAACGACTGGGGTGGGGC 1390 

                                 **  ****  * ***** ***** ** ** ** *  ** ** ** **** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      AGCATCAGATGTGGGCTGCCCAGTTTTACAAATACAACAAACCGAGACAA 1437 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      AGCATCAGATGTGGGCTGCCCAGTTTTACAAATACAACAAACCGAGACAA 1443 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      AACATCAGATGTGGGCTGCTCAGTTTTACAAATACAACAAACCTAGACAA 1464 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      AACATCAGATGTGGGCTGCTCAGTTTTACAAATACAACAAACCTAGACAA 1473 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      AACATCAGATGTGGGCTGCTCAGTTTTACAAATACAACAAACCTAGACAA 1455 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      AACATCAGATGTGGGCTGCTCAGTTTTACAAATACAACAAACCTAGACAA 1455 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      AACATCAGATGTGGGCTGCTCAGTTTTACAAATACAACAAACCTAGACAA 1461 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      AGCATCAAATGTGGTCAGCCCAGTTTTACAAGTACAATAGGCCTAGGCAA 1440 

                                * ***** ****** * ** *********** ***** *  ** ** *** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TGGCTGACGTCGGGCGGGCTAGGGGCAATGGGTTTCGGGCTGCCCGCTGC 1487 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TGGCTGACGTCGGGCGGGCTAGGGGCAATGGGTTTCGGGCTGCCCGCTGC 1493 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TGGCTGACGTCGGGCGGGCTAGGGGCAATGGGTTTCGGCCTGCCCGCTGC 1514 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TGGCTGACGTCGGGCGGGCTAGGGGCAATGGGTTTCGGCCTGCCCGCTGC 1523 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TGGCTGACGTCGGGCGGGCTAGGGGCAATGGGTTTTGGGCTGCCCGCTGC 1505 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TGGCTGACGTCGGGCGGGCTAGGGGCAATGGGTTTTGGGCTGCCCGCTGC 1505 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TGGCTGACGTCGGGCGGGCTAGGGGCAATGGGTTTTGGGCTGCCCGCTGC 1511 
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gi|46948859|gb|AY541458.1|      TGGCTAACTTCGGCTGGGCTAGGTGCTATGGGGTTCGGGCTGCCTGCAGC 1490 

                                ***** ** ****  ******** ** ***** ** ** ***** ** ** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TATCGGGGCGGCCGTTGCAAGACCCGATGCGGTAGTAGTTGATATCGACG 1537 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TATCGGGGCGGCCGTTGCAAGACCCGATGCGGTAGTAGTTGATATCGACG 1543 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TATCGGGGCGGCCGTTGCAAGACCTGATGCGGTAGTAGTTGACATCGACG 1564 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TATCGGGGCGGCCGTTGCAAGACCTGATGCGGTAGTAGTTGACATCGACG 1573 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TATCGGGGCGGCCGTTGCAAGACCTGATGCGGTAGTAGTTGACATCGACG 1555 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TATCGGGGCGGCCGTTGCAAGACCTGATGCGGTAGTAGTTGACATCGACG 1555 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TATCGGGGCGGCCGTTGCAAGACCTGATGCGGTAGTAGTTGACATCGACG 1561 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TATCGGGGCGGCTGTTGCACGACCAGATGCAGTCGTGGTTGACATCGACG 1540 

                                ************ ****** **** ***** ** ** ***** ******* 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      GTGATGGAAGCTTTATGATGAACGTTCAAGAGTTAGCCACAATCCGTGTT 1587 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      GTGATGGAAGCTTTATGATGAACGTTCAAGAGTTAGCCACAATCCGTGTT 1593 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      GTGACGGAAGCTTTATGATGAATGTTCAAGAGTTAGCCACAATCCGTGTT 1614 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      GTGACGGAAGCTTTATGATGAATGTTCAAGAGTTAGCCACAATCCGTGTT 1623 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      GTGACGGAAGCTTTATGATGAATGTTCAAGAGTTAGCCACAATCCGTGTT 1605 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      GTGACGGAAGCTTTATGATGAATGTTCAAGAGTTAGCCACAATCCGTGTT 1605 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      GTGACGGAAGCTTTATGATGAATGTTCAAGAGTTAGCCACAATCCGTGTT 1611 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GTGATGGAAGTTTTATGATGAATGTTCAAGAATTGGCGACCATTCGTGTA 1590 

                                **** ***** *********** ******** ** ** ** ** *****  

 

 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      GAAAATCTGCCGGTTAAGATTTTATTACTTAACAACCAGCATTTGGGTAT 1637 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      GAAAATCTGCCGGTTAAGATTTTATTACTTAACAACCAGCATTTGGGTAT 1643 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      GAAAATCTGCCGGTTAAGATTTTATTACTTAACAACCAGCATTTGGGTAT 1664 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      GAAAATCTGCCGGTTAAGATTTTATTACTTAACAATCAGCATTTGGGTAT 1673 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      GAAAATCTGCCGGTTAAGATTTTATTACTTAACAACCAGCATTTGGGTAT 1655 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      GAAAATCTGCCGGTTAAGATTTTATTACTTAATAATCAGCATTTGGGTAT 1655 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      GAAAATCTGCCGGTTAAGATTTTATTACTCAACAATCAGCATTTGGGTAT 1661 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GAGAATCTTCCTGTTAAAATGATGGTGCTTAATAACCAACACTTGGGTAT 1640 

                                ** ***** ** ***** **  *  * ** ** ** ** ** ******** 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      GGTGGTTCAGTGGGAGGATCGGTTTTACAAGGCGAATCGGGCTCATACCT 1687 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      GGTGGTTCAGTGGGAGGATCGGTTTTACAAGGCGAATCGGGCTCATACCT 1693 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      GGTGGTTCAGTGGGAGGATCGGTTTTACAAGGCGAATCGGGCTCATACCT 1714 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      GGTGGTTCAGTGGGAGGATCGGTTTTACAAGGCGAATCGGGCTCATACCT 1723 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      GGTGGTTCAGTGGGAGGATCGGTTTTACAAGGCGAATCGGGCTCATACCT 1705 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      GGTGGTTCAGTGGGAGGATCGGTTTTACAAGGCGAATAGGGCTCATACCT 1705 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      GGTGGTTCAGTGGGAGGATCGGTTTTACAAGGCGAATCGGGCTCATACCT 1711 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GGTGGTTCAGTGGGAAGACCGTTTTTATAAGGCGAACCGCGCGCACACCT 1690 

                                *************** ** ** ***** ********  * ** ** **** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      ACTTAGGAAACCCGTCAAAAGAGTCGGAAATATTCCCGAACATGTTGAAG 1737 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      ACTTAGGAAACCCGTCAAAAGAGTCGGAAATATTCCCGAACATGTTGAAG 1743 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      ACTTAGGAAACCCGTCAAAAGAGTCGGAAATATTCCCTAACATGGTGAAG 1764 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      ACTTAGGAAACCCGTCAAAAGAGTCGGAAATATTCCCTAACATGGTGAAG 1773 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      ACTTAGGAAACCCGTCAAAAGAGTCGGAAATATTCCCTAACATGGTGAAG 1755 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      ACTTAGGAAACCCGTCAAAAGAGTCGGAAATATTCCCTAACATGGTGAAG 1755 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      ACTTAGGAAACCCGTCAAAAGAGTCGGAAATATTCCCTAACATGTTGAAG 1761 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      ACTTAGGAAACCCGACAAACGAATCGGGTATATTCCCAAATATGTTGAAG 1740 

                                ************** **** ** ****  ******** ** *** ***** 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TTTGCTGAAGCTTGTGATATTCCAGCTGCGAGAGTAACCCGAAAGGGGGA 1787 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TTTGCTGAAGCTTGTGATATTCCAGCTGCGAGAGTAACCCGAAAGGGGGA 1793 
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gi|46948845|gb|AY541451.1|      TTTGCTGAAGCCTGTGATATCCCGGCTGCTCGAGTGACCCAAAAGGCGGA 1814 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TTTGCTGAAGCCTGTGATATCCCGGCTGCTCGAGTGACCCAAAAGGCGGA 1823 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TTTGCTGAAGCCTGTGATATCCCGGCTGCTCGAGTGACCCAAAAGGCGGA 1805 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TTTGCTGAAGCCTGTGATATCCCGGCTGCTCGAGTGACCCAAAAGGCGGA 1805 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TTTGCCGAAGCCTGTGATATCCCGGCTGCTCGAGTGACCCAAAAGGCGGA 1811 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TTTGCTGAAGCGTGTGACATCCCCGCTGCGCGAGTAACCAAAAAGGGAGA 1790 

                                ***** ***** ***** ** ** *****  **** ***  *****  ** 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TCTACGAGCGGCTATTCAGAAGATGTTGGATACACCGGGGCCTTACTTGT 1837 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TCTACGAGCGGCTATTCAGAAGATGTTGGATACACCGGGGCCTTACTTGT 1843 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TCTACGAGCAGCTATTCAGAAGATGTTGGATACACCCGGGCCTTACTTGT 1864 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TCTACGAGCAGCTATTCAGAAGATGTTGGATACACCCGGGCCTTACTTGT 1873 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TCTACGAGCAGCTATTCAGAAGATGTTGGATACACCCGGGCCTTACTTGT 1855 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TCTACGAGCAGCTATTCAGAAGATGTTGGATACACCCGGGCCTTACTTGT 1855 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TCTACGAGCAGCTATTCAGAAGATGTTGGATACACCCGGGCCTTACTTGT 1861 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TGTTAGAACCGCGATTCAGAAAATGTTGGATACACCCGGGCCTTACTTAT 1840 

                                * *  ** * ** ******** ************** *********** * 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TGGATGTCATTGTTCCACATCAAGAACACGTGTTGCCCATGATCCCGGCT 1887 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TGGATGTCATTGTTCCACATCAAGAACACGTGTTGCCCATGATCCCGGCT 1893 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TGGATGTGATTGTGCCGCATCAAGAACACGTGTTGCCCATGATCCCGGCT 1914 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TGGATGTGATTGTGCCGCATCAAGAACACGTGTTGCCCATGATCCCGGCT 1923 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TGGATGTGATTGTGCCGCATCAAGAACACGTGTTGCCCATGATCCCGGCT 1905 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TGGATGTGATTGTGCCGCATCAAGAACACGTGTTGCCCATGATCCCGGCT 1905 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TGGATGTGATTGTGCCGCATCAAGAACACGTGTTGCCCATGATCCCGGCT 1911 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      TGGATGTTATCGTTCCACATCAAGAACATGTTTTACCCATGATCCCAGCC 1890 

                                ******* ** ** ** *********** ** ** *********** **  

gi|46948855|gb|AY541456.1|      GGGGGAGGTTTCTCGGATGTGATCACCGAGGGTGATGGCAGAATGAAATA 1937 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      GGGGGAGGTTTCTCGGATGTGATCACCGAGGGTGATGGCAGAATGAAATA 1943 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      GGCGGAGGTTTCTCGGATGTGATCACCGAGGGTGATGGCAGAACGAAATA 1964 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      GGCGGAGGTTTCTCGGATGTGATCACCGAGGGTGATGGCAGAACGAAATA 1973 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      GGCGGAGGTTTCTCGGATGTGATCACCGAGGGTGATGGCAGAACGAAATA 1955 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      GGCGGAGGTTTCTCGGATGTGATCACCGAGGGTGATGGCAGAACGAAATA 1955 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      GGCGGAGGTTTCTCGGATGTGATCACCGAGGGTGATGGCAGAACGAAATA 1961 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      GGAGGGGGTTTTAACGATATCATAACTGACGGCGATGGCAGAACACAATA 1940 

                                ** ** *****    *** * ** ** ** ** **********   **** 

 

gi|46948855|gb|AY541456.1|      TTGA 1941 

gi|46948857|gb|AY541457.1|      TTGA 1947 

gi|46948845|gb|AY541451.1|      TTGA 1968 

gi|46948849|gb|AY541453.1|      TTGA 1977 

gi|46948851|gb|AY541454.1|      TTGA 1959 

gi|46948853|gb|AY541455.1|      TTGA 1959 

gi|46948847|gb|AY541452.1|      TTGA 1965 

gi|46948859|gb|AY541458.1|      G--- 1941 
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4. Γεκηνπξγία ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο 1 x TAE γηα ηε ρξήζε ηνπ ζε πεθηή 

αγαξφδεο θαη δηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο. 

Γηα λα δεκηνπξγεζεί ην 1 x TAE , πξέπεη πξψηα λα παξαζθεπαζηεί ην ππθλφ δηάιπκα 50xTAE. 

Γηα ηελ παξαζθεπή 1L δηαιχκαηνο  50xTAE (pH 8,32) ρξεζηκνπνηήζεθαλ νη θάησζη ρεκηθέο 

νπζίεο: 

315,2g Tris HCL (MW = 157,6) 

  57,1ml Glacial Acetic Acid 

100ml 0,5M EDTA 

Έγηλε αλάκημε ησλ παξαπάλσ κέρξη ηελ πιήξε δηάιπζε, πξνζζέηνληαο 625ml HPLC λεξφ θαη 

κεηξψληαο ζπλερψο ην pH. Όηαλ δηαιπζνχλ φια ηα ζπζηαηηθά θηάλνπλ ζε ζε ηειηθφ φγθν 1000ml, 

πξνζζέησληαο 375ml HPLC λεξφ. 

 

5. Σηκέο Cq κεηά ην πέξαο ηεο RTqPCR 

Παξαθάησ θαίλεηαη έλα παξάδεηγκα ησλ θακπχισλ πνπ δείρλνπλ ηελ αχμεζε ηνπ πξντφληνο κεηά 

ην θαη θάπνηεο ηηκέο ησλ Cq κεηά ην πέξαο ηεο RTqPCR. Απηφ πνπ θαίλεηαη απνζεθεχεηαη ζε pdf 

κε φια ηα δεδνκέλα, αθφκα θαη απηψλ πνπ δελ θαίλνληαη εδψ, φπσο ε melting curve θνξπθή θαη 

επεμεξγάδνληαη κε ην πξφγξακκα REST
©
. 
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6. Αλάιπζε δεδνκέλσλ κε ην πξφγξακκα Rest
© 

Παξαθάησ παξνπζηάδεηαη έλα παξάδεηγκα ηνπ πξνγξάκκαηνο Rest
©
. 
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7. Αλαιπηηθά ηα δεδνκέλα ηεο θαηλνηππηθήο αμηνιφγεζεο ησλ θπηνηνμηθψλ 

ζπκπησκάησλ ησλ ηξηψλ πβξηδίσλ S1, R2, R3 ζχκθσλα κε ηελ θιίκαθα 

αμηνιφγεζεο 

Πίλαθαο 1. Αμηνιφγεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ ζχκθσλα κε ηελ θιίκαθα 

αμηνιφγεζεο ησλ πβξηδίσλ S1, R2, R3 κεηά απφ 7 εκέξεο απφ ηηο επεκβάζεηο κε ηηο 

ζπγθεληξψζεηο ησλ 400κg δ.ν./ml θαη 1200 κg δ.ν./ml 

ΦΤΣΑ 
ΔΠΑΝΑ-

ΛΖΦΖ 

7Ζ ΖΜΔΡΑ 

S1 ΤΒΡΗΓΗΟ R2 ΤΒΡΗΓΗΟ R3 YBΡΗΓΗΟ 

H2O 
400 

κg/ml 

1200 

κg/ml 
H2O 

400 

κg/ml 

1200 

κg/ml 
H2O 

400 

κg/ml 

1200 

κg/ml 

1 A 0 3 3 0 2 3 0 3 3 

2 A 0 3 2 0 3 3 0 3 3 

3 A 0 3 3 0 2 3 0 2 2 

4 A 0 2 3 0 3 3 0 2 3 

5 A 0 3 3 0 3 3 0 3 2 

6 A 0 2 3 0 3 3 0 2 3 

7 A 0 3 3 1 2 3 0 3 3 

8 A 1 2 3 0 3 3 0 3 3 

9 A 0 3 5 0 4 3 0 2 2 

10 A 0 3 3 0 2 3 0 3 2 

11 A 0 3 3 0 2 2 0 3 3 

12 A 1 3 3 0 3 3 0 2 3 

1 B 0 3 3 0 3 5 0 3 3 

2 B 0 3 3 0 2 3 0 3 3 

3 B 0 3 3 0 2 3 0 3 5 

4 B 0 3 3 0 3 2 0 3 3 

5 B 0 3 3 0 2 3 0 2 3 

6 B 0 3 3 0 1 3 0 3 3 

7 B 0 3 3 0 3 3 0 2 2 

8 B 0 3 3 0 2 3 0 2 3 

9 B 0 3 3 0 3 3 0 2 2 

10 B 0 3 3 0 3 3 0 2 3 

11 B 0 3 3 0 3 2 0 2 3 

12 B 0 3 3 0 2 3 1 2 3 
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Πίλαθαο 2. Αμηνιφγεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ ζχκθσλα κε ηελ θιίκαθα 

αμηνιφγεζεο ησλ πβξηδίσλ S1, R2, R3 κεηά απφ 14 εκέξεο απφ ηηο επεκβάζεηο κε ηηο 

ζπγθεληξψζεηο ησλ 400κg δ.ν./ml θαη 1200 κg δ.ν./ml 

ΦΥΤΑ 
ΕΠΑΝΑ-
ΛΗΨΗ 

14Η ΗΜΕΡΑ 

S1 ΥΒΡΙΔΙΟ R2 ΥΒΡΙΔΙΟ R3 YBΡΙΔΙΟ 

H2O 
400 

κg/ml 
1200 

κg/ml 
H2O 

400 

κg/ml 
1200 

κg/ml 
H2O  

400 

κg/ml 
1200 

κg/ml 

1 A 1 5 5 0 3 3 0 5 5 

2 A 0 5 3 0 3 5 0 4 5 

3 A 1 5 5 0 3 2 0 3 3 

4 A 0 3 3 1 5 3 1 2 3 

5 A 0 5 3 0 3 3 0 3 3 

6 A 0 5 3 0 3 3 0 2 3 

7 A 0 3 3 1 3 3 0 3 3 

8 A 1 3 3 0 5 5 0 3 3 

9 A 0 3 3 0 3 2 0 3 3 

10 A 0 3 3 0 5 3 0 3 4 

11 A 0 3 3 0 3 2 0 3 3 

12 A 1 5 5 1 3 3 1 3 3 

1 B 0 5 3 0 5 5 0 3 5 

2 B 0 3 3 0 3 3 0 3 3 

3 B 1 3 3 0 3 3 1 3 5 

4 B 0 3 5 1 5 3 0 3 3 

5 B 0 3 5 0 3 5 0 5 3 

6 B 0 3 5 0 3 2 0 3 3 

7 B 1 3 3 0 5 5 0 3 3 

8 B 0 3 3 0 3 3 1 3 3 

9 B 0 3 3 0 3 2 0 3 3 

10 B 0 3 3 0 3 3 0 5 3 

11 B 0 3 3 1 3 2 0 3 3 

12 B 1 5 3 0 2 4 1 3 3 
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Πίλαθαο 3. Αμηνιφγεζε ησλ θπηνηνμηθψλ ζπκπησκάησλ ζχκθσλα κε ηελ θιίκαθα 

αμηνιφγεζεο ησλ πβξηδίσλ S1, R2, R3 κεηά απφ 21 εκέξεο απφ ηηο επεκβάζεηο κε ηηο 

ζπγθεληξψζεηο ησλ 400κg δ.ν./ml θαη 1200 κg δ.ν./ml 

ΦΥΤΑ 
ΕΠΑΝΑ-
ΛΗΨΗ 

21Η ΗΜΕΡΑ 

S1 ΥΒΡΙΔΙΟ R2 ΥΒΡΙΔΙΟ R3 YBΡΙΔΙΟ 

H2O 
400 

κg/ml 
1200 

κg/ml 
H2O 

400 

κg/ml 
1200 

κg/ml 
H2O  

400 

κg/ml 
1200 

κg/ml 

1 A 1 5 5 0 5 4 0 5 5 

2 A 0 5 4 0 3 5 0 4 4 

3 A 1 5 5 0 3 3 0 3 4 

4 A 0 4 3 1 5 5 1 3 5 

5 A 0 4 5 0 3 5 0 5 3 

6 A 0 5 4 0 5 4 0 3 5 

7 A 0 4 3 1 3 3 0 4 5 

8 A 1 5 5 0 5 5 0 3 4 

9 A 0 4 4 0 4 3 0 3 4 

10 A 0 5 5 0 5 5 0 4 5 

11 A 0 4 4 0 3 3 0 3 3 

12 A 1 5 5 1 3 5 1 3 5 

1 B 0 5 3 0 5 5 0 5 5 

2 B 0 5 4 0 3 3 0 3 4 

3 B 1 4 4 0 3 5 1 3 5 

4 B 0 4 5 1 5 3 0 3 4 

5 B 0 3 5 0 3 5 0 5 5 

6 B 0 5 5 0 3 3 0 3 5 

7 B 1 4 5 0 5 5 0 4 3 

8 B 0 4 5 0 3 5 1 3 3 

9 B 0 5 4 0 5 4 0 3 5 

10 B 0 4 3 0 4 5 0 5 3 

11 B 0 4 3 1 5 3 0 3 3 

12 B 1 5 5 0 3 4 1 3 4 
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8. ΢ηαηηζηηθή Αλάιπζε Γεδνκέλσλ κε ην πξφγξακκα JMP
®
 

 ΢ηελ αξρή έγηλε έιεγρνο θαλνληθφηεηαο ησλ δεδνκέλσλ 

 Γηα ηελ 7
ε
 εκέξα παξαηήξεζεο κεηά ηηο επεκβάζεηο 

 
 

 
 Normal(37,5926,27,5806) 

 

Goodness-of-Fit Test 
 Shapiro-Wilk W Test 
 
W   Prob<W 

0,761632   0,0000* 
 
Note: Ho = The data is from the Normal distribution. Small p-values reject Ho. 

 

 Γηα ηελ 14 εκέξα παξαηήξεζεο κεηά ηηο επεκβάζεηο 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  Normal(46,9444,33,7145) 

 

Goodness-of-Fit Test 
 Shapiro-Wilk W Test 
 
W   Prob<W 

0,838341   <,0001* 
 
Note: Ho = The data is from the Normal distribution. Small p-values reject Ho. 
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 Γηα ηελ 21
ε
 εκέξα παξαηήξεζεο κεηά ηηο επεκβάζεηο 

 
 

Goodness-of-Fit Test 
 Shapiro-Wilk W Test 
 
W   Prob<W 
0,819845   <,0001* 
 
Note: Ho = The data is from the Normal distribution. Small p-values reject 
Ho. 
 

 
  
 
Normal(56,2963,39,499) 

 
 

 

 ΢χκθσλα κε ηηο παξαπάλσ αλαιχζεηο, ηα δεδνκέλα αθνινχζεζαλ ηελ θαλνληθή θαηαλνκή θαη 

γηα ην ιφγν απηφ αθνινχζεζε ε αλάιπζε δηαζπνξάο θαη ε ζχγθξηζε κέζσλ φξσλ κε ηελ κέζνδν 

Student’s (LSD) αλά εκέξα παξαηήξεζεο γηα φια ηα πβξίδηα, ηηο επεκβάζεηο θαη νη 

αιιειεπηδξάζεηο.  

 7ε
 εκέξα παξαηήξεζεο 

 Αλάιπζε δηαζπνξάο 

Source DF Sum of Squares Mean Square F Ratio 

Model 9 146114.81 16235.0 191.8397 

Error 206 17433.33 84.6 Prob > F 

C. Total 215 163548.15  <.0001* 

 

Effect Tests 

Source DF Sum of 

Squares 

F Ratio Prob > F   

ΤΒΡΗΓΗΟ 2 670.37 3.9607 0.0205*  

ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 2 145081.48 857.1736 <.0001*  

ΔΠΑΝΑΛΖΦΖ 1 3.8295e-27 0.0000 1.0000  

ΤΒΡΗΓΗΟ*ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 4 362.96 1.0722 0.3713  

       

 

 ΢χγθξηζε κέζσλ κε ηε κέζνδν ηεο ειάρηζηεο ζεκαληηθήο δηαθνξάο(LSD) 

ΤΒΡΗΓΗΟ 

Level Least Sq Mean   Std Error 

S1 40.000000  1.2518714 

R2 36.944444  1.2518714 

R3 35.833333  1.2518714 
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Level 

   

Least Sq Mean 

S1 A   40,000000 

R2   B 36,944444 

R3   B 35,833333 

 

Levels not connected by same letter are significantly different. 

 

 

ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ  

Level Least Sq Mean   Std Error 

A 52.777778  1.2518714 

B 58.888889  1.2518714 

M 1.111111  1.2518714 

 

Level    Least Sq Mean 

B A     58,888889 

A   B   52,777778 

M     C 1,111111 

Levels not connected by same letter are significantly different. 

 

ΤΒΡΗΓΗΟ*ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 

Least Squares Means Table 

Level Least Sq Mean   Std Error 

S1,A 57.500000  1.9793825 

S1,B 60.833333  1.9793825 

S1,M 1.666667  1.9793825 

R2,A 50.833333  1.9793825 

R2,B 59.166667  1.9793825 

R2,M 0.833333  1.9793825 

R3,A 50.000000  1.9793825 

R3,B 56.666667  1.9793825 

R3,M 0.833333  1.9793825 

 

 

Level    Least Sq Mean 

S1,B A     60,833333 

R2,B A     59,166667 

S1,A A     57,500000 

R3,B A     56,666667 

R2,A   B   50,833333 

R3,A   B   50,000000 

S1,M     C 1,666667 

R2,M     C 0,833333 

R3,M     C 0,833333 

 

Levels not connected by same letter are significantly different. 
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 14
ε
 εκέξα παξαηήξεζεο 

 Αλάιπζε δηαζπνξάο  

 

Source DF Sum of 

Squares 

Mean Square F Ratio 

Model 8 194100,00 24262,5 99,8808 

Error 207 50283,33 242,9 Prob > F 

C. Total 215 244383,33  <,0001* 

 

Effect tests 

Source DF Sum of 

Squares 

F Ratio Prob > F   

ΤΒΡΗΓΗΟ 2 844.44 1.7313 0.1796  

ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 2 192633

.33 

394.9523 <.0001*  

ΔΠΑΝΑΛΖΦΖ 1 46.30 0.1898 0.6635  

ΤΒΡΗΓΗΟ*ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 4 622.22 0.6379 0.6361  

 

 ΢χγθξηζε κέζσλ κε ηελ LSD 

ΤΒΡΗΓΗΟ 

Level Least Sq Mean   Std Error 

S1 50.185185  2.1251105 

R2 46.296296  2.1251105 

R3 45.740741  2.1251105 

 

Level  Least Sq Mean 

S1 A 50.185185 

R2 A 46.296296 

R3 A 45.740741 

 

Levels not connected by same letter are significantly different. 

 

ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 

 

Level Least Sq Mean   Std Error 

A 69.351852  2.1251105 

B 67.685185  2.1251105 

M 5.185185  2.1251105 
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Level   Least Sq Mean 

A A   69.351852 

B A   67.685185 

M   B 5.185185 

 

Levels not connected by same letter are significantly different. 

 

ΤΒΡΗΓΗΟ*ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 

Level Least Sq Mean   Std Error 

S1,A 73.796296  3.3600947 

S1,B 70.462963  3.3600947 

S1,M 6.296296  3.3600947 

R2,A 69.629630  3.3600947 

R2,B 64.629630  3.3600947 

R2,M 4.629630  3.3600947 

R3,A 64.629630  3.3600947 

R3,B 67.962963  3.3600947 

R3,M 4.629630  3.3600947 

 

Level    Least Sq Mean 

S1,A A     73.796296 

S1,B A B   70.462963 

R2,A A B   69.629630 

R3,B A B   67.962963 

R2,B   B   64.629630 

R3,A   B   64.629630 

S1,M     C 6.296296 

R3,M     C 4.629630 

R2,M     C 4.629630 

 

Levels not connected by same letter are significantly different. 

 

 21
ε
 εκέξα παξαηήξεζεο 

 Αλάιπζε Γηαζπνξάο 

Source DF Sum of 

Squares 

Mean Square F Ratio 

Model 9 292055.556 32450.6173 154.094027 

Error 206 43381.48150 210,1589716 Prob > F 

C. Total 215 335437,037  <,0001* 

 

Effect Tests 

Source 

 

DF 

 

Sum of 

Squares 

 

F Ratio 

 

Prob > F 

  

ΤΒΡΗΓΗΟ 2 1848.15 4.3880 0.0136*  

ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 2 288070.37 683.9612 <.0001*  

ΔΠΑΝΑΛΖΦΖ 1 118.52 0.5628 0.4540  

ΤΒΡΗΓΗΟ*ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 4 2018.52 2.3963 0.0515  
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 ΢χγθξηζε κέζσλ κε ηελ LSD 

ΤΒΡΗΓΗΟ 

Least Squares Means Table 

Level Least Sq Mean   Std Error 

S1 61.018519  1.9747935 

R2 56.018519  1.9747935 

R3 54.074074  1.9747935 

 

Level   Least Sq Mean 

S1 A   61.018519 

R2   B 56.018519 

R3   B 54.074074 

Levels not connected by same letter are significantly different. 

 

 

ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 

 

Least Squares Means Table 

Level Least Sq Mean   Std Error 

A 80.462963  1.9747935 

B 85.185185  1.9747935 

M 5.462963  1.9747935 

 

 

Level   Least Sq Mean 

B A   85.185185 

A A   80.462963 

M   B 5.462963 

Levels not connected by same letter are significantly different. 

 

 

ΤΒΡΗΓΗΟ*ΔΠΔΜΒΑ΢Ζ 

 

Least Squares Means Table 

Level Least Sq Mean   Std Error 

S1,A 89.907407  3.1224228 

S1,B 86.574074  3.1224228 

S1,M 6.574074  3.1224228 

R2,A 79.074074  3.1224228 

R2,B 84.074074  3.1224228 

R2,M 4.907407  3.1224228 

R3,A 72.407407  3.1224228 

R3,B 84.907407  3.1224228 

R3,M 4.907407  3.1224228 
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Level     Least Sq Mean 

S1,A A       89.907407 

S1,B A B     86.574074 

R3,B A B     84.907407 

R2,B A B     84.074074 

R2,A   B C   79.074074 

R3,A     C   72.407407 

S1,M       D 6.574074 

R2,M       D 4.907407 

R3,M       D 4.907407 

 

Levels not connected by same letter are significantly different. 

 

 

 


