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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η λεπτή ήρα (Lolium rigidum Gaud.) είναι ένα ετήσιο χειμερινό ζιζάνιο, 

ιδιαίτερα επιβλαβές  κυρίως για τις καλλιέργειες των χειμερινών σιτηρών και 

δευτερευόντως για άλλες χειμερινές, πρώιμες ανοιξιάτικες και πολυετείς 

καλλιέργειες. Το ζιζάνιο συναντάται σε όλο σχεδόν τον κόσμο, ενώ  και στην 

Ελλάδα η συχνότητά του είναι ιδιαίτερα υψηλή.  Η αποτελεσματική 

αντιμετώπιση της λεπτής ήρας  αποτελεί ένα σημαντικό πρόβλημα για τους 

καλλιεργητές σιτηρών, διότι το ζιζάνιο έχει αναπτύξει σε κάποιες περιοχές 

ανθεκτικότητα έναντι ορισμένων ευρέως χρησιμοποιούμενων ζιζανιοκτόνων. 

Αντικείμενο της παρούσας εργασίας είναι η διερεύνηση μηχανισμών 

ανθεκτικότητα της  λεπτής ήρας (L. rigidum Gaud.) έναντι του ζιζανιοκτόνου 

glyphosate. 

Ακολουθήθηκαν μοριακές τεχνικές απομόνωσης του γενετικού υλικού 

και αλληλούχιση του γονιδιώματος των υπό μελέτη βιοτύπων ήρας για το 

γονίδιο αναστολέα 5-ενολο πυροσταφυλικού φωσφο-σικού οξέος συνθετάσης 

(EPSPS) με σκοπό να διερευνηθεί η ύπαρξη ή μη στοχευμένης ανθεκτικότητας 

στο L. rigidum, καθώς επίσης και η ποσοτικοποίηση της έκφρασης τεσσάρων 

γονιδίων- μεταφορέων (ABC transporters). Τα συμπεράσματα της παρούσας 

εργασίας υποδεικνύουν πως οι μηχανισμοί ανάπτυξης της ανθεκτικότητας στο 

ζιζάνιο L. rigidum ένταντι στο ζιζανιοκτόνο glyphosate δεν οφείλονται σε 

στοχευμένη ανθεκτικότητα, αντίθετα κατά τη διερεύνηση των μηχανισμών της 

μη στοχευμένης ανθεκτικότητας μελετήθηκε ένα γονίδιο-μεταφορέας το οποίο 

θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης για το διαχωρισμό ανθεκτικών και 

ευαίσθητων βιοτύπων L. rigidum.  

Τέλος προτείνεται περαιτέρω διερεύνηση περισσότερων γονιδίων 

μεταφορέων έτσι ώστε να μπορέσει να εξαχθεί με ασφάλεια το συμπέρασμα 

πως η ανάπτυξη ανθεκτικότητας του L. rigidum έναντι στο ζιζανιοκτόνο 

glyphosate οφείλεται με μηχανισμούς μη στοχευμένης ανθεκτικότητας. 

 

Λέξεις κλειδιά: μηχανισμοί ανθεκτικότητας, Lolium rigidum,  ABC-μεταφορείς, 

στοχευμένη ανθεκτικότητα, μη-στοχευμένη ανθεκτικότητα, γλυφοσάτη 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE MECHANISMS OF RESISTANCE TO THE 

HERBICIDE GLYPHOSATE 

Rigid ryegrass or annual ryegrass (L. rigidum Gaud.) is an annual, 

winter, grassy weed which causes severe problems mainly in winter cereal 

crops and, to a lesser extent, in other winter and early spring crops. Rigid 

ryegrass is nowadays present in almost every country in the world and it is also 

met in high frequency in Greece. The effective control of this weed is a matter 

of great importance to the cereal crop farmers because it has developed several 

mechanisms of resistance towards the most commonly used herbicides 

worldwide. 

The purpose of the present study is to investigate the mechanisms of 

resistance of ryegrass (L. rigidum Gaud.) to the herbicide glyphosate. 

Molecular techniques were used, for isolating genetic material and 

sequencing the genome of the ryegrass biotypes for the 5- 

enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) inhibitor gene, to 

investigate the presence of target or non-targeting site resistance to L. rigidum, 

as well as for studying the relative expression ratio of four genes (ABC 

transporters). The conclusions of the present work indicate that the 

mechanisms of the developed resistance to L. rigidum against glyphosate are 

not due to targeted-site resistance, but on the contrary to non-targeted site 

resistance, and could be utilized for the identification of resistant and 

susceptible L. rigidum biotypes. 

To sum up, further investigation of more genes belonging to ABC-

transporter gene family s suggested so that it can be safely concluded that the 

development of resistance of L. rigidum to herbicide glyphosate is due to 

mechanisms of non-targeted-site resistance. 

 

Key words: resistance mechanisms, Lolium rigidum, ABC-transporters, target 

site resistance, non-target site resistance, Glyphosate 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ  1 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1  Τι ονομάζουμε «ζιζάνια» και τι ζημιές προκαλούν 

Ως ζιζάνιο ορίζεται κάθε φυτό το οποίο αναπτύσσεται σε σημεία όπου 

και όταν δεν είναι επιθυμητό. Είναι δηλαδή φυτά αυτοφυή ή καλλιεργούμενα 

που αναπτύσσονται εκεί όπου δεν χρειάζονται ή αναπτύσσονται στη θέση 

άλλων χρήσιμων φυτών. Για να χαρακτηριστεί ένα φυτό ζιζάνιο ή όχι, εξαρτάται 

από τον τρόπο με τον οποίο προορίζεται να χρησιμοποιηθεί σε ένα 

αγροοικοσύστημα. Εάν, για παράδειγμα, ένα φυτό βλίτου μεγαλώνει σε ένα 

χωράφι όπου καλλιεργείται βαμβάκι είναι επιζήμιο, ενώ εάν μεγαλώνει σε ένα 

λειμώνα συμβάλλει στην ισορροπία του οικολογικού συστήματος και περιορίζει 

τη διάβρωση του εδάφους. Επομένως, μπορούμε να πούμε ότι τα ζιζάνια είναι 

φυτά των οποίων η χρησιμότητα δεν είναι απόλυτα γνωστή στον άνθρωπο, 

(οικολογικός ορισμός) (Λόλας,1997). Δεν λείπουν ακόμη και οι περιπτώσεις 

κατά τις οποίες, ουσίες που έχουν βρεθεί να υπάρχουν σε ζιζάνια είναι 

εξαιρετικά επωφελείς για την ανθρώπινη υγεία και χρησιμοποιούνται σε 

ποικίλους επιστημονικούς τομείς, όπως αυτοί της βιολογίας και της ιατρικής. 

Δεν μπορούμε να ισχυριστούμε λοιπόν πως τα ζιζάνια είναι πάντα και παντού 

ανεπιθύμητα φυτά, αλλά χαρακτηρίζονται έτσι σε περιπτώσεις που προκαλούν 

ανεπιθύμητες δράσεις στα καλλιεργούμενα φυτά, στον άνθρωπο ή/και στα ζώα. 

Τέτοιες ανεπιθύμητες δράσεις αναφέρονται παρακάτω. 

 

1) Ο ανταγωνισμός  με τα καλλιεργούμενα φυτά για θρεπτικά στοιχεία, νερό και 

φως, το αποτέλεσμα του οποίου είναι η μείωση της απόδοσης και η ποιοτική 

υποβάθμιση των παραγόμενων προϊόντων 

2) Η αλληλοπαθητική επίδραση, όπου τοξικές ουσίες εκκρίνονται από το ριζικό 

σύστημα των ζιζανίων στο έδαφος και επηρεάζουν την 

ανάπτυξη/αναπαραγωγή των γύρω φυτών 

3) Υποβάθμιση της ποιότητας, π. χ. το αγριοσκόρδο (Allium vine ale) μεταδίδει τη 

μυρωδιά του στο αλεύρι όταν αλεστεί με το σιτάρι 

4) Η αύξηση του κόστους παραγωγής (οργώματα, σκαλίσματα, εφαρμογή 

ζιζανιοκτόνων), 

5) Ο παρασιτισμός των καλλιεργούμενων φυτών (οροβάγχη, κουσκούτα) 
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6) Ενδέχεται να είναι ξενιστές επιβλαβών εντόμων και παθογόνων 

μικροοργανισμών των καλλιεργούμενων φυτών 

7) Προκαλούν δυσχέρειες κατά την εγκατάσταση των καλλιεργούμενων φυτών και 

κατά την εκτέλεση των μετέπειτα καλλιεργητικών φροντίδων 

8) Η οψίμηση της παραγωγής των προϊόντων και η δυσχέρεια κατά τη συγκομιδή 

τους 

9) Οι δηλητηριάσεις σε ζώα  και ανθρώπους 

10) Η μείωση της ταχύτητας της ροής του νερού σε αρδευτικά και στραγγιστικά 

κανάλια (υδροχαρή ζιζάνια) 

11) Η μείωση της ορατότητας σε στροφές και διασταυρώσεις δρόμων 

12) Η αύξηση της πιθανότητας πυρκαγιάς 

13) Η μείωση της αποτελεσματικής χρήσης βιομηχανικών χώρων 

14) Τα προβλήματα στις σιδηροδρομικές γραμμές  

15) Η υποβάθμιση της αισθητικής αξίας των χώρων αναψυχής και η υποβάθμιση 

της λειτουργικής αξίας των χώρων αθλητισμού (ποδοσφαιρικά γήπεδα, γήπεδα 

γκολφ). (Ελευθεροχωρινός, 1992,2008). 

Ωστόσο τα περισσότερα φυτά δεν γίνονται ζιζάνια, αυτό οφείλεται στο 

ότι δεν διαθέτουν πολύ αποτελεσματικούς μηχανισμούς πολλαπλασιασμού και 

διασποράς, δεν έχουν ευρεία προσαρμοστική και κυρίως μεγάλη ανταγωνιστική 

ικανότητα, δεν επωφελούνται από τις περιποιήσεις του ανθρώπου στα 

καλλιεργούμενα φυτά και τέλος εξαλείφονται εύκολα μετά την εγκατάσταση 

τους. 

 

1.2  Παράγοντες που επηρεάζουν τον ανταγωνισμό ζιζανίων και 

καλλιεργούμενων φυτών 

 

Ως ανταγωνισμός ορίζεται η αμοιβαία «εχθρική» επίδραση οργανισμών 

ή ειδών που  χρησιμοποιούν πόρους οι οποίοι βρίσκονται σε ανεπαρκείς 

ποσότητες. Ανταγωνισμός μπορεί να αναπτύσσεται μεταξύ ατόμων του ίδιου 

είδους πχ. μεταξύ καλλιεργούμενων φυτών ή ζιζανίων ή μεταξύ ατόμων τα 

οποία ανήκουν σε διαφορετικά είδη πχ. μεταξύ καλλιέργειας και ζιζανίων ή 

μεταξύ ζιζανίων διαφορετικών ειδών. 

Υπάρχουν δύο βασικά είδη ανταγωνισμού. Το ένα ονομάζεται 

ανταγωνισμός παρεμβολής (interference competition) και αφορά σε άμεση 
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παρεμπόδιση εγκατάστασης του ζιζανίου σε κάποιο τμήμα του περιβάλλοντος 

και επομένως και από τις πηγές που υπάρχουν εκεί. Το δεύτερο είδος 

ονομάζεται ανταγωνισμός αξιοποίησης (exploitation competition) και αφορά την 

έμμεση αλληλεπίδραση ειδών λόγω της χρησιμοποίησης ενός κοινού πόρου 

περιορισμένης επάρκειας. Τα φυτά δεν αλληλεπιδρούν άμεσα για της πηγές 

των διαθέσιμων πόρων, απλώς κάποιο είδος στις συγκεκριμένες συνθήκες 

είναι πιο ικανό στη πρόσληψη αυτών από κάποιο άλλο. 

Ο βαθμός στον οποίο τα καλλιεργούμενα φυτά ζημιώνονται εξαιτίας του 

ανταγωνισμού που αναπτύσσεται με τα ζιζάνια επηρεάζεται από πληθώρα 

παραγόντων, οι οποίοι δεν είναι ανεξάρτητοι αλλά πολλές φορές 

αλληλοεπιδρούν μεταξύ τους. Όσον αφορά το ζιζάνιο, παράγοντες όπως η 

πυκνότητα του πληθυσμού και το είδος του, ο χρόνος εμφάνισης και 

παραμονής εντός του καλλιεργούμενου φυτού και η ομοιομορφία της 

κατανομής στον αγρό παίζουν καθοριστικό ρόλο στο πως θα διαμορφωθεί ο 

ανταγωνισμός μεταξύ ζιζανίου και καλλιεργούμενου είδους. Οι παράγοντες που 

σχετίζονται με το καλλιεργούμενο φυτό αφορούν στο είδος καθώς και την 

ποικιλία ή υβρίδιο που χρησιμοποιείται, οι καλλιεργητικές φροντίδες που 

εφαρμόζονται στην καλλιέργεια καθώς και η πυκνότητα σποράς των φυτών 

(Ελευθεροχωρινός, 2008). 

 

1.3 Το ζιζάνιο L. rigidum Gaud. 

 

Το γένος Lolium περιλαμβάνει τα είδη L. rigidum, L. multiflorum, L. 

perenne, L. temulentum, L. canariense, L. persicum, L. edwardii και L. 

remotum. Όλα τα παραπάνω είδη είναι ζιζάνια. Από αυτά, τη μεγαλύτερη 

συχνότητα εμφάνισης παρουσιάζουν το L rigidum (λεπτή ήρα) και το L. 

multiflorum (πολύανθη ήρα) (Ελευκεροχωρινός και Γιαννοπολίτης, 2009). Η 

λεπτή ήρα (L. rigidum Gaud.), κατάγεται από τις εύκρατες περιοχές της 

Ευρώπης και της Ασίας, ενώ σταδιακά εξαπλώθηκε από την Αυστραλία έως και 

τον Καναδά (Kloot, 1983). Παρακάτω, την Εικόνα 1, απεικονίζεται η έκταση του 

προβλήματος της ήρας σε συνθήκες αγρού στην Αυστραλία. 
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Εικόνα 1: Ώριμα φυτά ήρας σε αγρό της Αυστραλίας (Πηγή: Murrumbidgee Catchment Management 

Authority http://archive.lls.nsw.gov.au/__data/assets/pdf_file/0008/495332/archive-annual-ryegrass.pdf)  

 

Στην Ελλάδα, η λεπτή ήρα θεωρείται το δεύτερο σε σημαντικότητα 

αγρωστώδες ζιζάνιο μετά την αγριοβρώμη. Το γεγονός αυτό οφείλεται στην 

κατανομή και την έκταση του προβλήματος που δημιουργεί σε εθνικό επίπεδο, 

τόσο σε καλλιέργειες χειμερινών σιτηρών όσο και σε άλλες καλλιέργειες 

(Kaloumenos κ.ά., 2012). Φυτρώνει το φθινόπωρο και νωρίς την άνοιξη και 

δημιουργεί ποικίλα προβλήματα (Ελευθεροχωρινός & Γιαννοπολίτης, 2009). 

 

1.3.1 Η κατανομή του L. rigidum Gaud σε παγκόσμιο επίπεδο  

Το L. rigidum είναι φυτό ιθαγενές της Μεσογειακής λεκάνης. Στον Πίνακα 

1 καθώς και στην Εικόνα 2 παρουσιάζεται η κατανομή του ζιζανίου σε 

παγκόσμιο επίπεδο. 

Πίνακας 1: Η παγκόσμια κατανομή του L. rigidum . (πηγή: CABI – Centre   for  

Agriculture and Biosciences International-  

https://www.cabi.org/isc/datasheet/31167#None ) 

http://archive.lls.nsw.gov.au/__data/assets/pdf_file/0008/495332/archive-annual-ryegrass.pdf
https://www.cabi.org/isc/datasheet/31167#None
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Χώρα Εξάπλωση Ιθαγενές ή ξενικό 

είδος 

ΑΣΙΑ   

Αφγανιστάν Παρόν Ιθαγενές 

Αρμενία Παρόν Ιθαγενές 

Αζερμπαϊτζάν Παρόν Ιθαγενές 

Γεωργία Παρόν Ιθαγενές 

Ινδία Παρόν Ιθαγενές 

Ιράν Παρόν Ιθαγενές 

Ιράκ Παρόν Ιθαγενές 

Ισραήλ Παρόν Ιθαγενές 

Ιορδανία Παρόν Ιθαγενές 

Κουβέιτ Παρόν Ιθαγενές 

Λίβανος Παρόν Ιθαγενές 

Πακιστάν Παρόν Ιθαγενές 

Σαουδική Αραβία Παρόν Ιθαγενές 

Συρία Παρόν Ιθαγενές 

Τουρκία Παρόν Ιθαγενές 

Τουρκμενιστάν Παρόν Ιθαγενές 

Ουζμπεκιστάν Παρόν Ιθαγενές 

ΑΦΡΙΚΗ   

Αλγερία Παρόν Ιθαγενές 

Αίγυπτος Παρόν Ιθαγενές 
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Λιβύη Παρόν Ιθαγενές 

Μαρόκο Παρόν Ιθαγενές 

Νότια Αφρική Παρόν Ξενικό 

Τυνησία Λίαν διαδεδομένο Ιθαγενές 

ΒΟΡΕΙΑ ΑΜΕΡΙΚΗ   

Μεξικό Παρόν Ξενικό 

ΗΠΑ   

-Αριζόνα Παρόν Ξενικό 

-Καλιφόρνια Παρόν Ξενικό 

-Χαβάη Παρόν Ξενικό 

-Λουιζιάνα Παρόν Ξενικό 

-Μισούρι Παρόν Ξενικό 

-Όρεγκον Παρόν Ξενικό 

-Τέξας Παρόν Ξενικό 

ΝΟΤΙΑ ΑΜΕΡΙΚΗ   

Αργεντινή Παρόν Ξενικό 

Χιλή Παρόν Ξενικό 

ΕΥΡΩΠΗ   

Αλβανία Παρόν Ιθαγενές 

Βουλγαρία Παρόν Ιθαγενές 

Γαλλία Παρόν Ξενικό 

-Κορσική Παρόν Ξενικό 
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Ελλάδα Παρόν Ιθαγενές 

Ιταλία Παρόν Ιθαγενές 

Πορτογαλία Παρόν Ιθαγενές 

Ρωσία Παρόν Ιθαγενές 

Ισπανία Παρόν Ιθαγενές 

Ελβετία Παρόν Ιθαγενές 

Ουκρανία Παρόν Ιθαγενές 

Γιουγκοσλαβία Παρόν Ιθαγενές 

ΩΚΕΑΝΙΑ   

Αυστραλία Λίαν διαδεδομένο Ξενικό 

-Νέα Νότια Ουαλία Παρόν Ξενικό 

-Κουίνσλαντ Παρόν Ξενικό 

-Νότια Αυστραλία Παρόν Ξενικό 

-Τασμανία Παρόν Ξενικό 

-Βικτώρια Παρόν Ξενικό 

-Δυτική Αυστραλία Παρόν Ξενικό 
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Εικόνα 2: Παγκόσμιος χάρτης εξάπλωσης του ζιζανίου L. rigidum (Πηγή: Invasive Species Compendium 

https://www.cabi.org/isc/datasheet/31167#None) 

 

1.3.2  Εισαγωγή και διάδοση 

 

Το L. rigidum είναι ιθαγενές φυτό των Μεσογειακών χωρών, της Νότιας 

Ευρώπης και της Βόρειας Αφρικής, του Ασιατικού Κόλπου και της Ινδικής υπο-

ηπείρου. Έχει εισαχθεί ή διαδοθεί στη Βόρεια και Νότια Αμερική, στη Νότια 

Αφρική και στην Αυστραλία. Εισήχθη εκ προθέσεως στην Αυστραλία ως 

επιθυμητό είδος στους λειμώνες για βοσκή κατά τη διάρκεια του 19ου αιώνα και 

από τότε εξελίχθηκε σε σημαντικό καλλιεργητικό ζιζάνιο στη Νότια Αυστραλία. 

Είναι πολύ εύκολο να εξαπλωθεί από σπόρους σιτηρών που κρατήθηκαν από 

τους καλλιεργητές και συχνά απαντάται σε καλλιέργειες της Αυστραλίας 

(Niknam et. al., 2002). 

 

1.3.3 Βιολογία και Οικολογία 

 

1.3.3.1 Γενετική 

 

Το L. rigidum είναι ένα αυτοασυμβίβαστο, διπλοειδές είδος, με αριθμό 

χρωμοσωμάτων n=7 (2n=14). Παρουσιάζει μεγάλη προσαρμοστικότητα και 

φαινοτυπική παραλλακτικότητα, ανάλογα με τις εφαφοκλιματικές και γεωργικές 

συνθήκες (Kloot, 1983). Επί παραδείγματι, στην Αυστραλία, έχουν έγκυρα 

https://www.cabi.org/isc/datasheet/31167#None
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καταγραφεί πληθυσμοί του L.rigidum με μεγάλες διαφορές στη φαινολογική 

τους ανάπτυξη, οι οποίοι παρουσιάζουν εξαιρετική ικανότητα προσαρμογής 

στα τοπικά περιβάλλοντα από τότε που το είδος εισήχθη για πρώτη φορά(Gill 

et al., 1996).  

Το L .rigidum διασταυρώνεται ελεύθερα με τα συγγενή του είδη 

L.multiflorum και L.perenne, αλλά σχηματίζει υβρίδια και με έναν αρκετά μεγάλο 

αριθμό ειδών του γένους Festuca (Terrell, 1968). Μορφολογικές μελέτες 

μπόρεσαν να διαφοροποιήσουν τα είδη Lolium, αν και ήταν εμφανής η 

σημαντική παρεμπόδιση μεταξύ των ειδών, ιδιαίτερα των L.rigidum και 

L.multiflorum (Bennett et al., 2000,2002).  

Ακόμη, σε σχετική μελέτη του είδους Lolium στην Ιταλία, ένα μεγάλο 

ποσοστό της τάξης του 40%-60% των ατόμων ήταν υβρίδια (Dinelli et al., 

2002). Επίσης, βρέθηκε ένα υψηλό επίπεδο ενδο-πληθυσμιακής 

παραλλακτικότητας στο L.rigidum και διαπιστώθηκε ότι η ροή των γονιδίων που 

πραγματοποιήθηκε μέσω της γύρης μεταξύ των πληθυσμών αυτών ήταν 2,2 

φορές μεγαλύτερη σε σχέση με τη ροή των γονιδίων από τη μετακίνηση με 

σπόρους (Balfourier et al., 2000). 

 

1.3.3.2 Φυσιολογία και φαινολογία 

 

Οι φρέσκοι διασκορπισμένοι σπόροι του L. rigidum παρουσιάζουν 

ενδογενή λήθαργο και απαιτούν μια συγκεκριμένη χρονική περίοδο μετά την 

ωρίμανσή τους για να βλαστήσουν. Η διακοπή του ληθάργου σε πληθυσμούς 

που προέρχονται από τη Δυτική Αυστραλία έχει αποδειχθεί ότι σχετίζεται άμεσα 

με την αύξηση της θερμοκρασίας μετά την ωρίμανση, με κάποια διακύμανση 

που σημειώθηκε στο βαθμό του λήθαργου κατά τη διάρκεια της διασποράς 

(Steadman et al., 2003). 

Ένας εναλλακτικός μηχανισμός διακοπής του λήθαργου στο  L. rigidum 

έδειξε ότι οι σπόροι ανταποκρίνονται στην ενυδάτωση υπό συνθήκες σκότους. 

Δηλαδή, ένα μέρος των σπόρων μπορεί να εμφανίζει αναγκαστικό σκοτεινό 

λήθαργο, σε ποσοστό 10-20%, αυτή η κατάσταση οδηγεί στη βραχύχρονη 

επιμονή των θαμμένων σπόρων να διατηρούν τη βλαστικότητά τους 

(Gramshaw & Stearn, 1977). Ακόμη, βρέθηκε βέλτιστη βλάστηση και εμφάνιση 

νεαρών φυταριών από σπόρους που είχαν τοποθετηθεί κοντά στην επιφάνεια 
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του εδάφους (Pearce & Quinlivan, 1971) και έχει αναφερθεί μειωμένη 

εγκατάσταση σπόρων που είχαν τοποθετηθεί κάτω από αυτό το βάθος, με 

πλήρη αναστολή σε βάθος 11-14 εκατοστών (Gramshaw & Stearn, 1977). 

Αναφέρθηκε ακόμη ετήσια μείωση της τράπεζας σπόρων της τάξης του 70-80% 

για το L. rigidum (Peltzer & Matson, 2002). H λεπτή ήρα είναι ζιζάνιο που 

παράγει πολλούς σπόρους και αναπαράγεται αποκλειστικά με αυτούς. Σε 

καλλιέργεια σιταριού έχει αναφερθεί αριθμός παραγωγής σπόρων 31.000-

45.000  ανά τετραγωνικό μέτρο (Rerkasem et al., 1980). 

 

1.4 Πρόληψη και έλεγχος ζιζανίων 

 

Προληπτικά μέτρα 

Τα κυριότερα από τα προληπτικά μέτρα είναι η χρησιμοποίηση 

πιστοποιημένου σπόρου σποράς, κοπριάς και λοιπών υλικών απαλλαγμένα 

από σπόρους ή όργανα αγενούς αναπαραγωγής των ζιζανίων και ο 

προσεκτικός καθαρισμός των μηχανημάτων που χρησιμοποιήθηκαν σε 

περιοχές μολυσμένες από ζιζάνια πριν να χρησιμοποιηθούν σε αμόλυντους 

αγρούς. 

Μηχανική μέθοδος 

Η ελαφριά επεξεργασία του εδάφους από την αρχή της καλλιεργητικής 

περιόδου, πριν από τη σπορά της καλλιέργειας, έχει τη δυνατότητα να διεγείρει 

τη βλάστηση του L. rigidum, αν και αυτή η πρακτική δεν είναι τόσο επιτυχημένη 

σε βαρύτερα εδάφη. Οι Reeves and Smith (1975) έδειξαν ότι η οριζόντια 

επεξεργασία εδάφους μειώνει τον πληθυσμό του L. rigidum περισσότερο από 

τη χρήση δίσκου και οι Matthews et al. (1996) ανέφεραν μείωση του αριθμού 

των ζιζανίων  στην ακόλουθη συγκομιδή 98%, έπειτα από την οριζόντια 

κατεργασία. 

Έλεγχος του πληθυσμού 

Μπορούν να χρησιμοποιηθούν διάφορες καλλιεργητικές πρακτικές που 

συμβάλλουν στον έλεγχο του L. rigidum. Η αρχική βλάστηση του L. rigidum 

μετά από φθινοπωρινές βροχοπτώσεις πιστεύεται ότι αντιπροσωπεύει περίπου 

το 60-80% της συνολικής εποχιακής του εμφάνισης. Δεδομένου αυτού του 

γεγονότος, είναι δυνατόν να καθυστερήσουμε τη σπορά της καλλιέργειας 
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προκειμένου να ελέγξουμε την πλειοψηφία του πληθυσμού L. rigidum πριν από 

την εγκατάσταση της καλλιέργειας (Gill, 1995). Η πρακτική αυτή μπορεί να έχει 

ως αποτέλεσμα τη μείωση του δυναμικού παραγωγής του. Οι Planes et al.. 

(1999) έδειξαν ότι η καθυστέρηση στην σπορά σιταριού μείωσε την τράπεζα 

των σπόρων L. rigidum κατά 40% και την πυκνότητα των φυταρίων κατά 27%. 

Ωστόσο, η καθυστερημένη σπορά είχε ως αποτέλεσμα απώλεια απόδοσης 46 

kg / ha / ημέρα. Αύξηση του ανταγωνισμού της καλλιέργειας μέσω της αύξησης 

των ποσοστών σποράς και της επιλογής, καθώς και η βελτίωση για 

ανταγωνιστικές καλλιεργούμενες ποικιλίες έχει επίσης υποστηριχθεί πως 

συμβάλει θετικά στον περιορισμό του προβλήματος. Οι Medd et al. (1985) 

ανέφεραν ότι ο αριθμός των ζιζανίων της ήρας δεν επηρεάστηκε από την 

αυξημένη πυκνότητα της καλλιέργειας σίτου αλλά ότι η πιθανή παραγωγή 

σπόρων L. rigidum μειώθηκε. Ομοίως, ο Matthews (2002) ανέφερε ότι η 

γονιμότητα των ζιζανίων μειώθηκε σε συνθήκες με υψηλές πυκνότητες 

καλλιεργούμενων φυτών. Οι Lemerle et al. (2001) έδειξαν σημαντικές διαφορές 

στην ανταγωνιστική ικανότητα των καλλιεργειών σίτου κατά της ήρας και άλλες 

έρευνες έχουν εντοπίσει γενετικούς τόπους (Quantitative Trait Loci, QTLs) για 

χαρακτηριστικά που προσδίδουν μεγαλύτερη ανταγωνιστικότητα στον σίτο 

(Coleman et al., 2001). Αναμένεται ότι τα QTLs μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

σε προγράμματα βελτίωσης με τη χρήση μοριακών δεικτών στο μέλλον. 

Μελέτες στην Αυστραλία έδειξαν τη δυνατότητα εντοπισμού και συλλογής 

σπόρων L. rigidum κατά τη διάρκεια της συγκομιδής (Matthews et al., 1996), 

αυτή η πρακτική χρησιμοποιείται ευρέως όπου η ανθεκτικότητα στα 

ζιζανιοκτόνα έχει καταστεί σοβαρό πρόβλημα. Αφού συλλεχθούν, οι σπόροι 

αυτοί μπορούν να συγκεντρωθούν σε σωρούς στο χωράφι και να καούν ή να 

αφαιρεθούν και να καταστραφούν για να μειωθεί έτσι σημαντικά η τράπεζα 

σπόρων του ζιζανίου στο έδαφος. Η καύση, όπου επιτρέπεται, έχει τη 

δυνατότητα να θανατώνει τους σπόρους L. rigidum στην επιφάνεια του 

εδάφους. 

Οι κεφαλές σπόρων του L. rigidum, κατά προτίμηση, μπορούν να 

χορηγηθούν ως τροφή για βοοειδή και πρόβατα, μειώνοντας έτσι την ολική 

παραγωγή σπόρων και την ανασύσταση της τράπεζας σπόρων. Μετά την 

κατάποση και την απέκκριση του σπόρου L. rigidum από τα βοοειδή και τα 
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πρόβατα, μόνο 11,9 και 3,9% των σπόρων, αντίστοιχα, είχαν βλαστικότητα 

(Stanton et al., 2002). 

 

Χημικός έλεγχος 

Οι Mamarot and Rodriguez (1997) δίνουν συστάσεις για τη χρήση 

ζιζανιοκτόνων κατά διαφόρων ειδών Lolium, συμπεριλαμβανομένου και του L. 

rigidum, σε μια ποικιλία καλλιεργειών. Καρβεταμίδη σε όσπρια, κράμβη και 

ηλίανθο, EPTC και ατραζίνη στον αραβόσιτο, μονολινδρόνιο σε πατάτα και μία 

ποικιλία ζιζανιοκτόνων που σχετίζονται με το sethoxydim και το fluazifop σε 

πλατύφυλλα φυτά. 

Η ανάπτυξη εκτεταμένης και πολλαπλής ανθεκτικότητας σε μια σειρά 

κατηγοριών ζιζανιοκτόνων έχει αναφερθεί ευρέως για τους πληθυσμούς του L. 

rigidum. Έντονες αναφορές έγιναν μέσα στην δεκαετία του 1990. Η 

ανθεκτικότητα είχε αναφερθεί στη σιμαζίνη (Gonzalez-Guttierez and Prado, 

1997), το diclofop-methyl, το chlortoluron και το isoproturon (Prado et.al., 1997), 

carbetamide (Hole and Powles, 1997), triasulfuron, sulfometuron και 

imazethapyr ) και metolachlor (Burnet et. al., 1994α). Από το 1998 δε άρχισαν 

να γίνονται αναφορές στο πρόβλημα ανθεκτικότητας στο glyphosate που 

κατέστησε το L. rigidum το πρώτο ζιζάνιο το οποίο ανέπτυξε τέτοια 

ανθεκτικότητα (Gut, 1998, Powles et al. , 1998). Μέχρι το 2004, στην Αυστραλία 

είχαν αναφερθεί πληθυσμοί L. rigidum ανθεκτικοί σε αναστολείς ACCase, 

αναστολείς ALS, δινιτροαλινίνες, τριαζόλες, ουρίες, ισοξαζολιδόνες, αναστολείς 

μιτώσεως, χλωροακεταμίδια, θειοκαρβαμικά, αναστολείς φωτοσυστήματος ΙΙ 

και γλυκίνες. Αντίσταση στους αναστολείς ACCase είχε επίσης αναφερθεί στη 

Χιλή, τη Γαλλία, την Ελλάδα, το Ισραήλ, τη Σαουδική Αραβία, τη Νότια Αφρική, 

την Ισπανία και την Τυνησία, στους αναστολείς ALS στη Νότια Αφρική, στους 

αναστολείς του φωτοσυστήματος ΙΙ στο Ισραήλ και στην Ισπανία, στο 

glyphosate στη Νότια Αφρική ΗΠΑ και στα διπυρίδια στη Νότια Αφρική (Heap, 

2004). Το L. rigidum κατατάχθηκε ως το πιο ανθεκτικό ζιζάνιο στα ζιζανιοκτόνα 

στον κόσμο (Heap, 2004). Περίπου τριάντα χρόνια μετά και το πρόβλημα της 

ανθεκτικότητας στα ζιζανιοκτόνα συνεχίζει να υπάρχει και να είναι πιο επίκαιρο 

από ποτέ, καθιστώντας επιτακτική την ανάγκη εξεύρεσης μιας αειφόρου και 

βιώσιμης λύσης. 
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Ολοκληρωμένη διαχείριση 

Η ταχεία και ευρεία ανάπτυξη της ανθεκτικότητας του L. rigidum στα 

ζιζανιοκτόνα, απαιτεί τη διαμόρφωση ολοκληρωμένων στρατηγικών 

διαχείρισης των ζιζανίων, οι οποίες θα μειώσουν την εξάρτηση από τον χημικό 

έλεγχο και θα καθυστερήσουν ή θα αποτρέψουν την ευρεία εξέλιξη της 

ανθεκτικότητας. Η ολοκληρωμένη διαχείριση θα πρέπει να περιλαμβάνει την 

όψιμη σπορά της καλλιέργειας, τη χρήση καλλιεργούμενων ποικιλιών που 

ανταγωνίζονται σε ικανοποιητικό βαθμό τα ζιζάνια, τη χρήση μη εκλεκτικών 

ζιζανιοκτόνων, τη συλλογή σπόρων ζιζανίων κατά τη συγκομιδή και την 

εναλλαγή καλλιεργειών (Powles and Matthews, 1996, Gill and Holmes, 1997) . 

 

 

Εικόνα 3: Οι πέντε πυλώνες ολοκληρωμένης διαχείρισης ζιζανίων (μπλε) με παραδείγματα τακτικών 

διαχείρισης ζιζανίων και ο βασικός μηχανισμός με τον οποίο η τακτική αυτή συμβάλλει στη μείωση της 

πίεσης που ασκούν τα ζιζάνια στην καλλιέργεια (Πηγή: Wageningen University & Research 

https://www.wur.nl/en/newsarticle/Development-of-an-integrated-weed-management-strategy.htm) 

 

 

 

y 

https://www.wur.nl/en/newsarticle/Development-of-an-integrated-weed-management-strategy.htm
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1.5 Ανθεκτικότητα των ζιζανίων σε ζιζανιοκτόνα 

 

Γενικά ως ανθεκτικότητα (resistance) ορίζεται η ικανότητα του ενός 

φυτού-ξενιστή να ελαχιστοποιεί τις δυσμενείς επιδράσεις από τον παρασιτισμό 

(Φανουράκης Ν.. 2010). Ένας εναλλακτικός ορισμός επίσης αναφέρει πως 

αντοχή ή ανθεκτικότητα, ονομάζεται η ικανότητα ενός φυτού να αμύνεται 

αποτελεσματικά στην είσοδο, την εγκατάσταση και την ανάπτυξη ενός 

παθογόνου στους ιστούς του (Βακαλουνάκης Δ.Ι. κ.α., 2003). Η ανθεκτικότητα 

ζιζανίων  αναφέρεται ως η ικανότητά αυτών να επιβιώνουν μετά την εφαρμογή, 

ακόμα και μεγαλύτερης από της συνιστώμενης δόσης, κάποιου ζιζανιοκτόνου, 

στο οποίο ο αρχικός πληθυσμός ήταν ευαίσθητος» (LeBaron & Gressel, 1982). 

Στον Πίνακα 2 περιγράφονται μερικές από τις σπουδαιότερες ομάδες 

ζιζανιοκτόνων με τα κυριότερα είδη ζιζανίων που ανέπτυξαν ανθεκτικότητα 

(Ελευθεροχωρινός, 2008). 

 

Πίνακας 2: Μερικές από τις  σπουδαιότερες ομάδες ζιζανιοκτόνων με τα 

κυριότερα είδη ζιζανίων που ανέπτυξαν ανθεκτικότητα. 

 

Ζιζανιοκτόνα 

 

Είδη ζιζανίων 

 

 

Αρυλοξυφαινοξυαλκανοικά 

Κυκλοεξανδιόνες 

L. rigidum, Lolium multiflorum, 

Avena sterilis, Avena fatua, 

Alopecurus myosuroides, Phalaris 

minor, Echinochloa crus-galli, 

Setaria viridis, Sorghum 

halepense, Digitaria sanguinalis 

 

 

Σουλφονυλουρίες 

Stellaria media, Lactuca serriola, 

Kochia scoparia, Alisma plantago-

aquatica, Papaver rhoeas, 

Bilderdykia convolvulus, Sonchus 

oleraceus, Conyza spp., 

Amaranthus spp., L. rigidum 
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Τριαζίνες 

Solanum nigrum, Chenopodium 

album, Chenopodium 

polyspermum, Amaranthus 

retroflexus, Amaranthus lividus, 

Amaranthus hybridus, Senecio 

vulgaris, Conyza canadensis, 

Stellaria media, Sonchus asper, 

Bilderdykia convolvulus, 

Polygonum persicaria, Polygonum 

lapathifolium 

 

Διπυριδίλια 

Conyza canadensis, Epilobium 

ciliatum, Poa annua, Lolium 

perenne, Solanum nigrum, 

Hordeum spp. 

 

Φαινοξυαλκανοικά 

Stellaria media, Cirsium arvense, 

Papaver rhoeas 

 

Δινιτροανιλίνες 

Setaria viridis, Eleusine indica, 

Amaranthus palmeri 

 

Στον πίνακα 3 αναφέρονται τα κυριότερα είδη αγρωστωδών ζιζανίων και 

τα ζιζανιοκτόνα στα οποία έχει επιβεβαιωθεί ανθεκτικότητα (Ελευθεροχωρινός, 

2008). 

Πίνακας 3: Τα κυριότερα είδη αγρωστωδών ζιζανίων και τα ζιζανιοκτόνα στα 

οποία έχουν εμφανίσει ανθεκτικότητα 

Είδη αγρωστωδών ζιζανίων Ζιζανιοκτόνα 

L. rigidum diclofop, tralkoxydim, chlorsulfuron, 

sethoxydim, fluazifop, haloxyfop, 

glyphosate 
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Avena sterilis diclofop, tralkoxydim, sethoxydim 

Avena fatua diclofop, fenoxaprop, tralkoxydim, 

sethoxydim 

 

Alopecurus myosuroides 

chlorotoluron, isoproturon, diclofop, 

clodinafop, fenoxaprop, fluazifop, 

sethoxydim, tralkoxydim 

Phalaris minor isoproturon, diclofop, fenoxaprop, 

sethoxydim 

Echinochloa crus-galli propanil, quinclorac 

Setaria viridis trifluralin, sethoxydim, fluazifop, 

haloxyfop, fenoxaprop, quizalofop, 

diclofop, tralkoxydim 

Sorghum halepense fluazifop, quizalofop, fenoxaprop, 

sethoxydim 

 

1.5.1 Μηχανισμοί ανθεκτικότητας 

Αρχικά οι ερευνητές θεωρούσαν πως οι δύο πιο κοινοί μηχανισμοί 

ανθεκτικότητας των φυτών είναι αφενός η ικανότητά τους να το μεταβολίζουν 

το ζιζανιοκτόνο και αφετέρου η γενετική τροποποίηση της πρωτεΐνης ή του 

ένζυμου-στόχου του ζιζανιοκτόνου (Hatzios, 2001; Gressel, 2002).  

Ο τρόπος δράσης των ζιζανιοκτόνων από τη στιγμή που θα εισέλθουν  

εντός του φυτού μέχρι και την καταστροφή του κυττάρου και το θάνατο του 

φυτού περιγράφονται ως εξής: Αρχικά το ζιζανιοκτόνο εισχωρεί στο φυτό, 

μεταφέρεται στο ένζυμο-στόχο, συσσωρεύεται στην πρωτεΐνη-στόχο, 

προσδένεται στο ένζυμο και το απενεργοποιεί. Ακολουθεί η κυτταρική ζημιά και 

θάνατος του φυτού.  

Πλέον έχουν αναγνωριστεί έξι μηχανισμοί ανθεκτικότητας στα 

ζιζανιοκτόνα και περιλαμβάνουν: 
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 (Α) Μειωμένη απορρόφηση του ζιζανιοκτόνου στο σημείο ψεκασμού (υπέργειο 

μέρος) λόγω μορφολογικών χαρακτηριστικών του φυτού (πχ: αυξημένο πάχος 

εφυμενίδας των φύλλων) 

(Β) Απομάκρυνση και απομόνωση του ζιζανιοκτόνου σε ιστούς του φυτού και 

οργανίδια εντός του κυττάρου (η λεγόμενη διαμερισματοποίηση), μακριά από 

το ένζυμο-στόχο του ζιζανιοκτόνου 

(Γ) Αυξημένος ρυθμός μεταβολισμού του ζιζανιοκτόνου σε λιγότερο τοξικά 

παραπροϊόντα 

(Δ) Εξουδετέρωση κυτταροτοξικών μορίων που παράγονται από τη δράση των 

ζιζανιοκτόνων (πχ: ελεύθερες ρίζες οξυγόνου) από αποτοξικοποιητικά μόρια, 

όπως είναι οι υπεροξειδάσες 

(Ε) Λειτουργικές μεταλλάξεις που προκαλούν υπερ-παραγωγή μιας πρωτεΐνης-

στόχου. Το γεγονός αυτό οδηγεί στην εφαρμογή ακόμη μεγαλύτερης 

ποσότητας ζιζανιοκτόνου ώστε να θανατωθούν τα φυτά 

(ΣΤ) Μεταλλαγές που οδηγούν σε διαφοροποίηση της τριτοταγούς δομής του 

ενζύμου, που συνεπάγεται αδυναμία πρόσδεσης του μορίου του ζιζανιοκτόνου 

επάνω στο ένζυμο, όπως φαίνεται και στην εικόνα 4 (Delye et al., 2013). 
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Εικόνα 4: Πάνω (κίτρινο βέλος):Ο τρόπος δράσης των ζιζανιοκτόνων από τη στιγμή που θα εισέλθουν  εντός του φυτού 

μέχρι και την καταστροφή του κυττάρου και το θάνατο του φυτού. Εισχώρηση στο φυτό, μεταφορά στο ένζυμο-στόχο, 

συσσώρευση του ζιζανιοκτόνου στην πρωτεΐνη-στόχο, πρόσδεση στο ένζυμο και απενεργοποίησή του, κυτταρική ζημιά 

και θάνατος του φυτού. Κάτω: Πολλοί είναι οι μηχανισμοί της ανθεκτικότητας στα ζιζανιοκτόνα και περιλαμβάνουν (Α) 

Μειωμένη απορρόφηση του ζιζανιοκτόνου στο σημείο ψεκασμού (υπέργειο μέρος) λόγω μορφολογικών 

χαρακτηριστικών του φυτού (πχ: αυξημένο πάχος εφυμενίδας των φύλλων), (Β) Απομάκρυνση και απομόνωση του 

ζιζανιοκτόνου σε ιστούς του φυτού και οργανίδια εντός του κυττάρου, μακριά από το ένζυμο-στόχο του ζιζανιοκτόνου, 

(Γ) Αυξημένος ρυθμός μεταβολισμού του ζιζανιοκτόνου σε λιγότερο τοξικά παραπροϊόντα, (Δ) Εξουδετέρωση 

κυτταροτοξικών μορίων που παράγονται από τη δράση των ζιζανιοκτόνων (πχ: ενεργές μορφές οξυγόνου) από μόρια 

αποτοξίνωσης, όπως είναι οι υπεροξειδάσες, (Ε) Η υπερέκφραση του ένζυμου-στόχου, πράγμα που οδηγεί στην 

εφαρμογή ακόμη μεγαλύτερης ποσότητας ζιζανιοκτόνου ώστε να θανατωθούν τα φυτά, (ΣΤ) Μεταλλαγές που οδηγούν 

σε διαφοροποίηση της τριτοταγούς δομής του ενζύμου, που συνεπάγεται αδυναμία πρόσδεσης του μορίου του 

ζιζανιοκτόνου επάνω στο ένζυμο. (Πηγή: Delye et al., 2013). 

 

1.6 Χρήσεις του glyphosate 

Το glyphosate είναι σήμερα το πιο διαδεδομένο και ευρέως 

χρησιμοποιούμενο ζιζανιοκτόνο παγκοσμίως. Είναι ένα συστηματικό, μη 

εκλεκτικό ζιζανιοκτόνο και δρα σε ένα ευρύ φάσμα ετήσιων και πολυετών 

ζιζανίων που εμφανίζονται σε αρόσιμες ή μη καλλιεργούμενες περιοχές (Baylis, 

2000).  

Από τη χρονιά που εισήχθη στις αγορές, το 1974, χρησιμοποιείται για 

τον έλεγχο των ζιζανίων τόσο σε γεωργικά όσο και σε αστικά και σε φυσικά 

οικοσυστήματα. Χρήσεις του αναφέρονται τόσο για έλεγχο των ζιζανίων σε 

καλλιέργειες όσο και σε αστικές και βιομηχανικές περιοχές (πρανή δρόμων, 

σιδηροδρομικές γραμμές, κα), αστικά πάρκα και άλλες περιοχές (Powles, 

2008). Αρχικά, πριν την εμφάνιση των διαγονιδιακών καλλιεργούμενων φυτών 

ανθεκτικών στο glyphosate,  χρησιμοποιείτο ακριβώς πριν τη σπορά του 

καλλιεργούμενου φυτού. Επίσης, η χρήση του γίνεται και μεταξύ των γραμμών 

σε πολυετείς καλλιέργειες όπως είναι οι οπωρώνες και οι αμπελώνες. Σε 

μονοετείς καλλιέργειες, λόγω της μη εκλεκτικότητάς του, δεν μπορούσε να 

χρησιμοποιηθεί μεταξύ των γραμμών σποράς όταν το καλλιεργούμενο φυτό 

είχε ήδη φυτρώσει. Όμως, από το 1996 με την εισαγωγή των διαγονιδιακών 

φυτών ανθεκτικά στο glyphosate που περιέχουν ένα γονίδιο που τους 

προσδίδει την ανθεκτικότητα (Dill et al. 2008), γίνεται εφαρμογή του και 

μεταφυτρωτικά για έλεγχο των ζιζανίων χωρίς να ζημιώνεται η καλλιέργεια, μία, 
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δύο ή και περισσότερες φορές μέσα στην καλλιεργητική περίοδο. Άλλα 

πλεονεκτήματα πλέον, μετά την εμφάνιση των διαγονιδιακών φυτών, είναι η 

πρώιμη σπορά και η ακαλλιέργεια του εδάφους για έλεγχο ζιζανίων (James, 

2006). Όμως, η εισαγωγή διαγονιδιακών φυτών ανθεκτικών στο glyphosate 

συνέβαλλε επίσης στη μείωση της χρήσης ζιζανιοκτόνων με διαφορετικό 

μηχανισμό δράσης, γεγονός που αύξησε την πίεση επιλογής για την εμφάνιση 

ανθεκτικών βιότυπων ζιζανίων, αλλά και γενικότερα συνέβαλλε στην αλλαγή 

των πρακτικών της φυτικής παραγωγής σε διάφορες καλλιέργειες, όπως το 

βαμβάκι και η σόγια (Young, 2006). 

 

1.6.1  Μηχανισμός δράσης του glyphosate 

Το glyphosate ανήκει στην ομάδα ζιζανιοκτόνων-αναστολέων της 

βιοσύνθεσης αρωματικών αμινοξέων και δρα ανταγωνιστικά ως αναστολέας 5-

ενολο πυροσταφυλικού φωσφο-σικού οξέος συνθετάσης (EPSPS), ενός 

βασικού ενζύμου στην οδό του σικιμικού οξέος, που καταλύει τη σύνθεση του 

πυριβατικού 5-ενολο-πυροσταφυλικού σικιματικού-3-φωσφορικού οξέος 

(EPSP) σε shikim-3-φωσφορικό (S3P) και πυριτικό φωσφοενόλη (PEP) (Duke 

and Powles 2008)(Εικόνα 4).  

Το EPSP αποτελεί την πρόδρομη ουσία σε πολλά μονοπάτια 

βιοσύνθεσης συστατικών των κυττάρων και ειδικότερα εμπλέκεται στο 

μεταβολικό μονοπάτι βιοσύνθεσης των αρωματικών αμινοξέων τρυπτοφάνη, 

τυροσίνη και φαινυλαλανίνη (Eικόνα 5).  

Αν και το ένζυμο κωδικοποιείται εντός του πυρήνα των φυτικών 

κυττάρων, στη συνέχεια μεταφέρεται με τη βοήθεια ενός πεπτιδίου-μεταφορέα 

(CTP, Chloroplast Transit Peptide) εντός του χλωροπλάστη, και κατά συνέπεια 

στον χλωροπλάστη γίνεται η σύνθεση των παραπάνω αρωματικών αμινοξέων.  
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Εικόνα 5: Κατάλυση της αντίδρασης S3P + PEP προς παραγωγή του EPSP και 

ανόργανου P από το ένζυμο EPSPS (πηγή: Μουρκίδου, 2008) 

 

                

 α) Τρυπτοφάνη                β)  Τυροσίνη                         γ)Φαινυλαλανίνη         

       

Εικόνα 6: Τα αρωματικά αμινοξέα: α) Τρυπτοφάνη, β) Τυροσίνη και γ) 

Φαινυλαλανίνη (πηγή: Βουλγαρίδης, 2014). 

 

1.6.2 Ζιζανιοκτόνα-αναστολείς της βιοσύνθεσης αρωματικών αμινοξέων 

(ένζυμο EPSPS) 

Στην κατηγορία αυτή  των ζιζανιοκτόνων υπάγονται οι γλυκίνες ή 

φωσφονογλυκίνες. Συγκεκριμένα, οι ενώσεις του glyphosate με τη μορφή 

αλάτων του. Στο εμπόριο το glyphosate κυκλοφορεί σαν άλας της 

ισοπροπυλαμίνης (glyphosate-isopropylammonium, Roundup), σαν άλατα 

αμμωνίου (glyphosate-ammonium και glyphosate diammonium), άλατα καλίου 

(glyphosate-potassium), νατρίου (glyphosate-sodium) και θείου (glyphosate-

trimesium, γνωστό σαν sulfosate) (Ζιώγας & Μάρκογλου, 2010). 
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1.6.3  Βασικοί μηχανισμοί ανθεκτικότητας των φυτών στο glyphosate 

Οι μηχανισμοί ανθεκτικότητας που έχουν αναπτύξει τα φυτά έναντι στο 

glyphosate μπορούν να κατηγοριοποιηθούν σε τρεις μεγάλες κατηγορίες. Η 

πρώτη κατηγορία περιλαμβάνει τους μηχανισμούς που αναφέρονται στο 

ένζυμο EPSPS (target site resistance), η δεύτερη κατηγορία περιλαμβάνει 

γενικότερα μηχανισμούς αποτοξίνωσης από το ζιζανιοκτόνο που δεν έχουν 

σχέση με το ένζυμο-στόχο (non-target site resistance) (Sammons and Gaines, 

2014) και μια τρίτη τον συνδυασμό και των δυο (Tani et al. 2015). 

 

1.6.3.1 Στοχευμένη ανθεκτικότητα (Target-site resistance) 

Οι μηχανισμοί που ευθύνονται για την ανθεκτικότητα ορισμένων φυτών 

απέναντι στο glyphosate και έχουν σχέση με το ένζυμο-στόχο του ζιζανιοκτόνου 

είναι:  

α) Μια μεταλλαγή στο ενεργό κέντρο του ενζύμου, οπότε το μόριο του 

glyphosate δε μπορεί να προσδεθεί και να το απενεργοποιήσει. Ο μηχανισμός 

αυτός έχει βρεθεί σε διάφορα φυτά, όπως είναι η ελευσίνη (Eleusine indica) 

(Baerson et al. 2002; Ng et al. 2003) και η ήρα (Lolium sp.) (Perez-Jones et al., 

2007; Simarmata and Penner, 2008; Wakelin and Preston, 2006).  

β) Υπερσυσσώρευση  του γονιδίου που κωδικοποιεί το EPSPS, οπότε 

και το ζιζανιοκτόνο στη συνιστώμενη δόση εφαρμογής δεν είναι πλέον 

αποτελεσματικό, αλλά απαιτούνται πολύ μεγαλύτερες ποσότητες για τον 

έλεγχο των ζιζανίων. Ο δεύτερος αυτός μηχανισμός ανθεκτικότητας έχει βρεθεί 

ιδιαίτερα σε ζιζάνια του είδους Conyza sp. (Dinelli et al. 2006, 2008). 

1.6.3.1.1 Μεταλλάξεις στο ένζυμο EPSPS 

         Το γονίδιο που κωδικοποιεί το ένζυμο EPSPS περιέχει μια αλληλουχία 

νουκλεοτιδίων που κωδικοποιούν τα αμινοξέα που συνθέτουν την πρωτείνη-

ένζυμο. Έχουν αναφερθεί μεταλλαγές που προσδίδουν ανθεκτικότητα στο 

glyphosate και μια από αυτές είναι η αντικατάσταση του υδρόφοβου αμινοξέος 
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προλίνη στη θέση 106 της αλληλουχίας των αμινοξέων της πρωτοταγούς δομής 

του EPSPS από τα υδρόφοβα αμινοξέα αλανίνη ή λευκίνη ή από τα υδρόφιλα 

αμινοξέα σερίνη ή θρεονίνη. Οι μεταλλαγές αυτές έχουν ανιχνευθεί σε 6 είδη, 

πιο συχνά σε είδη του γένους Lolium sp. ( L. rigidum, L. multiflorum ) ( Bell et 

al. 2013, Nandula  et al. 2013). Οι μεταλλάξεις  αυτές προκαλούν μια αλλαγή 

στη στερεοδιάταξη του ενζύμου στο χώρο (τριτοταγής δομή) και ειδικότερα στο 

ενεργό του κέντρο, με αποτέλεσμα να μειώνεται η συγγένεια μεταξύ του 

ενεργού κέντρου και του μορίου του glyphosate. Όμως η αλλαγή αυτή δεν είναι 

τόσο μεγάλη ώστε να μην προσδένονται τα μόρια του PEP. Eπομένως το PEP 

αποκτά ανταγωνιστικό πλεονέκτημα στην πρόσδεσή του στο ενεργό κέντρο του 

EPSPS σε σχέση με το glyphosate και κατά συνέπεια η αντίδραση που 

καταλύεται από το ένζυμο συμβαίνει κανονικά (Baerson et al. 2002; Healy-Fried 

et al. 2007). 

1.6.3.1.2 Υπερσυσσώρευση (πολλαπλά αντίγραφα) του γονιδίου που 

κωδικοποιεί το EPSPS 

           Όταν ένα διπλασιασμένο γονίδιο περιέχει μεταγραφικούς παράγοντες, 

συμπεριλαμβανομένων των εκκινητών, το άμεσο αποτέλεσμα είναι η 

συσσώρευση (πολλαπλά αντίγραφα) mRNA και πρωτεΐνης. Ειδικά στους 

μηχανισμούς ανθεκτικότητας στο glyphosate, έχουν αναφερθεί παραδείγματα 

προσαρμογής με διπλασιασμό των γονιδίων όταν τα φυτά βρεθούν κάτω από 

περιβαλλοντικό στρες (Kondrashov 2012). Συμπερασματικά, η ανθεκτικότητα 

έναντι στο glyphosate φαίνεται να αυξάνεται σε αρκετές περιπτώσεις όταν 

υπάρχει αυξημένος αριθμός αντίγραφων του EPSPS. Για παράδειγμα, σε 

Lolium multiflorum, η δόση που απαιτείται για να επιτευχθεί 50% μείωση στη 

φυτική ανάπτυξη, αυξήθηκε γραμμικά με την αύξηση της πρωτεϊνικής έκφρασης 

του EPSPS (Salas et al. 2012). 

 

1.6.3.2 Μη στοχευμένη ανθεκτικότητα (Non-Target site resistance) 

Με τους γενικότερους μηχανισμούς αποτοξίνωσης που διαθέτει το φυτό 

απέναντι στο glyphosate, η κατάληξη είναι να φθάνει μια μη θανατηφόρα δόση 
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του ζιζανιοκτόνου πάνω στο ένζυμο-στόχο, που όπως αναφέρθηκε είναι το 

EPSPS. Αυτοί οι μηχανισμοί περιλαμβάνουν:  

α) Μειωμένη απορρόφηση από το φυτό και μειωμένη μετακίνηση του 

ζιζανιοκτόνου εντός του φυτού. Παραμονή του glyphosate στο σημείο 

εφαρμογής (De Prado et al. 2005; Vila-Aiub et al. 2012),  

β) Μεταφορά και απομόνωση του ζιζανιοκτόνου σε κυτταρικά οργανίδια 

όπως είναι το χυμοτόπιο (διαμερισματοποίηση), όπου το glyphosate παραμένει 

ανενεργό (Ge et al. 2010) και 

 γ) Γρήγορο μεταβολισμό του ζιζανιοκτόνου, οπότε το μόριο του 

glyphosate διασπάται και παράγονται μεταβολίτες που είναι αβλαβείς για το 

φυτό (Busi et al. 2011;  de Carvalho et al. 2012; De Prado et al. 2005; Gonzalez-

Torralva et al. 2012). 

 

1.6.3.2.1 Μεταφορά και απομόνωση του glyphosate στο χυμοτόπιο 

Στη διαδικασία μεταφοράς και απομόνωσης του glyphosate στο 

χυμοτόπιο βασικό ρόλο παίζουν οι μεταφορείς ABC. Οι μεταφορείς αυτοί 

ανήκουν σε μια από τις μεγαλύτερες οικογένειες πρωτεϊνών και δρουν στη 

μεταφορά των ενώσεων στις κυτταρικές μεμβράνες ενώ εμπλέκονται σε ένα 

ευρύ φάσμα βιολογικών διεργασιών. Έτσι, οι εφαρμογές που βρίσκουν  στη 

βιοτεχνολογία είναι πάρα πολλές, συμπεριλαμβανομένης της συνεισφοράς για 

την αντιμετώπιση του καρκίνου, της αντοχής στα φάρμακα (π.χ αντιβιοτικά), και 

της ανάπτυξης ανθεκτικότητας διαφόρων φυτικών ειδών στα ζιζανιοκτόνα. 

Επιπλέον, τα φυτά φαίνεται να φιλοξενούν την μεγαλύτερη ποικιλία γονιδίων-

μεταφορέων ABC σε σύγκριση με οποιοδήποτε άλλο οργανισμό (Lane et.al, 

2016). Οι ABC μεταφορείς εμπλέκονται σε ποικίλες κυτταρικές λειτουργίες, 

μεταφέροντας, είτε εξωτερικά στο πλάσμα είτε εσωτερικά μέσα στο χυμοτόπιο, 

πιθανά τοξικές για το φυτό ουσίες και λιπίδια, προδίδοντας ανεκτικότητα σε 

βαρέα μέταλλα και αντιγόνα, καθώς επίσης διαμορφώνουν τη δραστηριότητα 

διαφόρων ιόντων (Martinoia et.al, 2001). 

Μετά την εφαρμογή του glyphosate έχει παρατηρηθεί υπερ-έκφραση 

γονιδίων-μεταφορέων που σχετίζονται με την διαμερισματοποίηση του 

glyphosate στα χυμοτόπια (Shaner 2009). Ένας τέτοιος μεταφορέας ABC 
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εμπλέκεται στη μεταφορά glyphosate κατά μήκος του τονοπλάστη (Yuan 

et.al.,2010). 

Ο μηχανισμός ανθεκτικότητας για τα ανθεκτικά φυτά στο glyphosate, 

φανερώνει μια κληρονομούμενη ικανότητα των φυτών αυτών να απομονώνουν 

το ζιζανιοκτόνο στο χυμοτόπιο των κυττάρων τους, όπου, κατά πάσα 

πιθανότητα, παραμένει εκεί επ 'αόριστον ή απελευθερώνεται με αργό ρυθμό. 

Οι μέχρι τώρα παρατηρήσεις υποδεικνύουν πως ο τρόπος που το glyphosate 

συμπεριφέρεται, κυρίως στο χυποτόπιο ανθεκτικών φυτών Conyza sp. , είναι 

παρόμοιος με τις αναφορές σχετικά με τον τρόπο δράσης του συστήματος 

μεταφοράς ABC μεταφορέων για αποτοξίνωση (Ge et.al.,2010). Η λειτουργική 

ικανότητα του glyphosate στον τονοπλάστη υπάρχει και σε ευαίσθητα είδη 

Conyza sp, αλλά είναι δραματικά χαμηλότερη σε σύγκριση με τα ανθεκτικά, 

υποδηλώνοντας υπερέκφραση ή αναπροσαρμογή του ABC μεταφορέα (Ge 

et.al.,2010). Σε μελέτη που έγινε στο φυτικό είδος Conyza canadensis από τους 

Tani et.al το 2015, τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι η επαγωγή του 

μηχανισμού ανάπτυξης ανθεκτικότητας στο glyphosate συνδυάζει ταυτόχρονα 

την επαγωγή των γονιδίων EPSPS και ΑΒC-μεταφορέων. Αντίθετα, στην ίδια 

μελέτη, η αλληλούχιση του γονιδίου EPSPS για τον ανθεκτικό βιότυπο δεν 

αποκάλυψε καμία σημειακή μετάλλαξη στο κωδικόνιο 106 της προλίνης, 

υποδηλώνοντας ότι ο μηχανισμός ανθεκτικότητας στην περίπτωση αυτή δεν 

οφείλεται σε σημειακή μετάλλαξη. 

 

1.6.4 Αναδρομή στην ανάπτυξη ανθεκτικότητας της ήρας στο glyphosate 

 

Σύμφωνα με παλαιότερες επιστημονικές μελέτες, καμία περίπτωση 

ανθεκτικότητας στο glyphosate δεν είχε αναφερθεί ακόμη και είκοσι χρόνια μετά 

την χρήση του (Powles et.al 1998). Μερικά χρόνια αργότερα εντοπίστηκε 

ανθεκτικότητα στο glyphosate σε αρκετές χώρες. Δύο ανεξάρτητες περιπτώσεις 

ανθεκτικών στο glyphosate Lolium ridigum (Gaud.) βιοτύπων αναφέρθηκαν 

στην Αυστραλία και μερικές ακόμη στην California των ΗΠΑ. Επιπρόσθετα, η 

εξελιγμένη ανθεκτικότητα στο glyphosate εμφανίστηκε σε πληθυσμούς 

Eleusine indica από τη Μαλαισία και στην Conyza canadensis στο Delaware 

των ΗΠΑ (Lorraine-Colwill et.al, 2002). Επιπλέον σε παρόμοια ερευνητική 

εργασία κάποια χρόνια αργότερα, δύο πληθυσμοί L. multiflorum ανθεκτικοί στο 
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glyphosate εντοπίστηκαν, συλλέχθηκαν και μελετήθηκαν για την ανθεκτικότητα 

στο glyphosate, ένας από τη Χιλή και ένας από το Oregon των ΗΠΑ. Από την 

μελέτη αυτή προέκυψε πως η ανάπτυξη της ανθεκτικότητας στο glyphosate στο 

L. multiflorum οφείλεται σε δύο διαφορετικούς μηχανισμούς, ο πρώτος αφορά 

στην ανάπτυξη της μη στοχευμένης ανθεκτικότητας (non target-site resistance) 

και της στοχευμένης ανθεκτικότητας (target-site resistance) (Perez-Jones et.al, 

2007). Από τότε έως και σήμερα το πρόβλημα της ανάπτυξης ανθεκτικότητας 

της ήρας στο glyphosate συνεχίζει να υφίσταται ολοένα και περισσότερο, 

πολυάριθμες μελέτες που δημοσιεύονται ετησίως με προσανατολισμό τη 

διερεύνηση της στοχευμένης και μη ανθεκτικότητας. 

 

1.7 Σκοπός της παρούσας εργασίας 

To L. rigidum είναι το δεύτερο σε σημαντικότητα αγρωστώδες ζιζάνιο 

μετά την αγριοβρώμη και το συναντάμε σε καλλιεργήσιμες  και μη περιοχές. 

Είναι ένα σημαντικός εχθρός των χειμερινών σιτηρών και δημιουργεί 

προβλήματα με σημαντικό οικονομικό αντίκτυπο για τις περιοχές που 

απαντάται. Έχουν πολύ συχνά αναφερθεί και καταγραφεί προβλήματα των 

καλλιεργητών όσον αφορά την αδυναμία ή τη μερική μόνο αποτελεσματικότητα 

των μεθόδων που χρησιμοποιούνται για να αντιμετωπιστεί το ζιζάνιο (και 

ιδιαίτερα της χημικής μεθόδου αντιμετώπισης). Αντικείμενο της παρούσας 

εργασίας είναι η αξιολόγηση της ανθεκτικότητας πέντε πιθανά ανθεκτικών 

βιότυπων του ζιζανίου και ενός πιθανά ευαίσθητου βιότυπου ήρας έναντι του 

ζιζανιοκτόνου glyphosate, με την διερεύνηση της μη-στοχευμένης 

ανθεκτικότητας και τη μελέτη του γονιδίου EPSPS, καθώς και με την διερεύνηση 

της στοχευμένης ανθεκτικότητας σε δύο βιότυπους ήρας, έναν πιθανά 

ανθεκτικό και έναν πιθανά ευαίσθητο, μέσω της μελέτης έκφρασης τεσσάρων 

γονιδίων που με βάση τη δημοσιευμένη βιβλιογραφία, φαίνεται να εμπλέκονται 

στην ανάπτυξη μηχανισμών ανθεκτικότητας. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

2.1 Σχεδιασμός και εγκατάσταση πειράματος 

 

Το πείραμα εγκαταστάθηκε στον αγρό του Γεωπονικού Πανεπιστημίου 

Αθηνών, στον αγρό του εργαστηρίου Γεωργίας. Χρησιμοποιήθηκαν πέντε φυτά 

ανά βιότυπο τα οποία ήταν τοποθετημένα σε γλάστρες ανά βιότυπο και ανά 

μεταχείριση, ενώ το πειραματικό σχέδιο που ακολουθήθηκε ήταν το Εντελώς 

Τυχαιοποιημένο Σχέδιο (ΕΤΣ). Στο παρόν πείραμα έγινε δειγματοληψία από 

φύλλα τεσσάρων βιοτύπων του ζιζανίου L. rigidum στα οποία εφαρμόστηκε 

διαφυλλικός ψεκασμός με συνιστώμενη δόση Χ (X= 720 g. a.i. ha-1 ) από το 

ζιζανιοκτόνο glyphosate, όταν τα φυτά βρίσκονταν σε αναπτυξιακό στάδιο 

περίπου των έξι εβδομάδων από τη σπορά, και σε φύλλα ζιζανίων L. rigidum 

από τους ίδιους τέσσερις βιότυπους, τα οποία δεν δέχθηκαν καμία μεταχείριση 

με το ζιζανιοκτόνο (control). Κάθε μία μεταχείριση αποτελούνταν από τρεις 

επαναλήψεις ανά βιότυπο.  

Στις 4/12/2018 και ώρα 11.30 π.μ. εφαρμόστηκε ο ψεκασμός με το 

ζιζανιοκτόνο glyphosate. Ακολούθησε δειγματοληψία στις τρεις, στις έξι και στις 

δώδεκα ώρες μετά τον ψεκασμό. Για κάθε χρονικό σημείο όπου 

πραγματοποιήθηκε δειγματοληψία, συλλέχθηκε ιστός από πέντε διαφορετικά 

φυτά ανά βιότυπο.  Αμέσως μετά από κάθε δειγματοληψία, τα φυτικά δείγματα 

τοποθετούνταν σε ξεχωριστά σακουλάκια αλουμινίου μέσα σε ειδικά μονωτικά 

κυτία με πάγο και στη συνέχεια μεταφέρονταν σε βαθιά κατάψυξη -80oC, έτσι 

ώστε να αποφευχθεί η αλλοίωση του φυτικού ιστού. Στο παρακάτω πίνακα 4 

αναφέρονται οι βιότυποι που χρησιμοποιήθηκαν στο παρόν πείραμα καθώς και 

η ανθεκτικότητα ή μη στο glyphosate που παρουσίασαν σε προγενέστερες 

μελέτες (Travlos, personal communication).  

Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη της στοχευμένης και 

της μη στοχευμένης ανθεκτικότητας παρουσιάζονται στο πίνακα 5, τα οποία 

αναλυθήκαν με τις  μεθοδολογίες που περιγράφονται παρακάτω. Αρκετή 

έρευνα για τους βιότυπους που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διατριβή έχει 

γίνει έως σήμερα σχετικά με τους μηχανισμούς ανάπτυξης ανθεκτικότητας που 

διαθέτουν μέσω διαφόρων τεχνικών και χημικών αναλύσεων (Cheimona et.al., 
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2019; Travlos, et.al, 2018; Fernandez-Moreno et.al, 2017), ωστόσο η παρούσα 

εργασία εστιάζει περισσότερο στο μοριακό επίπεδο ανάλυσης των μηχανισμών 

αυτών. 

 

Πίνακας 4: Οι βιότυποι στους οποίους έγινε δειγματοληψία στις τρεις, στις έξι 

και στις δώδεκα ώρες μετά τον ψεκασμό καθώς και η ανθεκτικότητα ή μη στο 

glyphosate που παρουσίασαν σε προγενέστερες μελέτες (Travlos, personal 

communication). 

 

ΒΙΟΤΥΠΟΣ 

ΠΙΘΑΝΗ ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ/ΕΥΑΙΣΘΗΣΙΑ 

ΣΤΟ GLYPHOSATE 

Ιταλικός ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ 

70 ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ 

27 ΕΥΑΙΣΘΗΣΙΑ 

21 ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ 

 

Πίνακας 5: Οι βιότυποι που χρησιμοποιήθηκαν για την διερεύνηση ύπαρξης 

στοχευμένης και μη ανθεκτικότητας. 

 

ΒΙΟΤΥΠΟΣ 

Διερεύνηση στοχευμένης 

ανθεκτικότητας 

Διερεύνηση μη-

στοχευμένης 

ανθεκτικότητας 

Ιταλικός μελετήθηκε - 

70 μελετήθηκε - 

27 μελετήθηκε μελετήθηκε 

21 μελετήθηκε μελετήθηκε 

 

2.2     Η απομόνωση του RNA 

 

Πριν την απομόνωση του RNA, τα ακρορύγχια (tips), οι μικροσωληνίσκοι 

(Eppendorf tubes) και τα λοιπά εργαλεία (σπάτουλες, λαβίδες, γουδιά, 

γουδοχέρια κλπ.) αποστειρώθηκαν σε υψηλή θερμοκρασία με χρήση της 

χύτρας αποστείρωσης. Η διαδικασία πραγματοποιήθηκε σε απαγωγό εστία με 
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σκοπό την αποφυγή εισπνοής των χημικών αντιδραστηρίων που 

χρησιμοποιήθηκαν. 

Η διαδικασία απομόνωσης του RNA για κάθε δείγμα είναι η ακόλουθη (μέθοδος 

NucleoΖol): 

- Λειοτρίβηση φυτικού ιστού βάρους περίπου 0,1 g σε γουδί με συνεχή προσθήκη 

υγρού αζώτου ώστε ο ιστός να μην αποψυχθεί. Τοποθέτηση του λειοτριβημένου 

φυτικού ιστού (σκόνης) με χρήση σπάτουλας σε μικροσωληνίσκο όγκου 1.5mL. 

όπου στη συνέχεια τοποθετήθηκε 1mL έτοιμο διάλυμα NucleoZOL. Ακολούθησε 

ανακίνηση του μικροσωληνίσκου με ήπιο VORTEX. 

- Προσθήκη 400μl νερού (H2O) σε κάθε μικροσωληνίσκο και ήπια ανακίνηση με 

το χέρι για 15’’. 

 

- Τα δείγματα παραμένουν  σε συνθήκες θερμοκρασίας δωματίου για 30’. 

 

- Τοποθέτηση δειγμάτων σε ψυχόμενη φυγόκεντρο ρυθμισμένη στα 12000G, 

στους 4οC για 15’.  

 

- Παραλαβή του υπερκείμενου υγρού, όγκου περίπου 1ml σε νέο μαρκαρισμένο 

μικροσωληνίσκο και προσθήκη 5μl 4-bromoanisole. Στη συνέχεια γίνεται ήπια 

ανάμειξη με το χέρι για  15’’. 

 

- Τα δείγματα αφήνονται ξανά σε ηρεμία και σε συνθήκες θερμοκρασίας 

δωματίου για 15’. 

 

- Τοποθέτηση δειγμάτων σε ψυχόμενη φυγόκεντρο ρυθμισμένη στα 12.000G, 

στους 4οC για 10’. 

 

- Παραλαβή 750μl υπερκείμενου σε νέο  μικροσωληνίσκο (1,5 ml) και 

προσθήκη750μl ισοπροπανόλης. 

 

- Στη συνέχεια, τα δείγματα αφήνονται πάλι σε ηρεμία και σε συνθήκες 

θερμοκρασίας δωματίου για 10’  και έπειτα τοποθετούνται πάλι σε ψυχόμενη 

φυγόκεντρο ρυθμισμένη στα 12.000G, στους 4 οC για 10’. 
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-  Ακολουθεί πλύσιμο του pellet που έχει σχηματιστεί με 500 μl από 75% 

αιθανόλη και στη συνέχεια φυγοκέντριση στα 6.000G, στους 4 οC για 2’. 

 

- Επανάληψη του βήματος 10. 

 

- Απομακρύνεται η αιθανόλη και τα δείγματα αφήνονται να στεγνώσουν με τον 

αέρα, μέσα στην απαγωγό εστία, έτσι ώστε να εξαπτμιστεί όλη η ποσότητα 

αιθανόλης, για περίπου 5’-7’. 

 

- Τέλος συμπληρώνουμε στους μικροσωληνίσκους των  δειγμάτων όγκο νερού 

300 μl στον κάθε ένα και ζεσταίνουμε σε υδατόλουτρο για 10’ στους 55οC. 

 

Στη συνέχεια, ακολούθησε η αποθήκευση των δειγμάτων στους -80ο C μέχρι 

την επαναχρησιμοποίησή τους στο επόμενο στάδιο. 

 

2.3    Ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισμός του RNA  

 

Ο ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισμός του RNA των δειγμάτων μας 

έγινε: 

α) Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης και της καθαρότητας του 

εκλυόμενου RNA έγινε με τη χρήση του φασματοφωτόμετρου Nanodrop 1000 

και του λογισμικού N.D.-1000 v 3.3.1. 

Με τη χρήση του φασματοφωτόμετρου έγινε η μέτρηση της οπτικής πυκνότητας 

του δείγματος στα 230, 260 και 280 nm. Η καθαρότητα του κάθε δείγματος 

εκτιμήθηκε από το λόγο A260/A280 ο οποίος και δείχνει την επιμόλυνση με 

πρωτεΐνες, και από το λόγο  Α260/Α230  ο οποίος δείχνει την επιμόλυνση με 

υψηλή συγκέντρωση αλάτων ή φαινολικών ουσιών. Οι αποδεκτές τιμές για το 

λόγο  A260/A280  κυμαίνονται από 1.8 έως 2.1, ενώ οι αποδεκτές τιμές για το 

λόγο Α260/Α230  είναι γύρω στο 2.1 με 2.3. Γενικά στην κοινή εργαστηριακή 

πρακτική, δείγματα DNA και RNA με Α260 / Α280 και A260 / A230> 1.8 

θεωρούνται κατάλληλα για χρήση στις μοριακές αναλύσεις (πηγή: 

https://www.neb.com//media/catalog/applicationnotes/mvs_analysis_of_na_co

https://www.neb.com/media/catalog/applicationnotes/mvs_analysis_of_na_concentration_and_purity.pdf?la=en&rev=be7c8e19f4d34e558527496ea51623dc
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ncentration_and_purity.pdf?la=en&rev=be7c8e19f4d34e558527496ea51623d

c) 

Όσον αφορά τη διαδικασία χρήσης του φασματοφωτόμετρου, συνοπτικά 

είναι η εξής:  Από το παράθυρο εργασιών του πίνακα του λογισμικού N.D. -

1000 v 3.3.1. έγινε η επιλογή στη ρύθμιση νουκλεοτίδια (nucleic acids), 

RNA(RNA-40). Η μέτρηση του κάθε δείγματος πραγματοποιήθηκε 

τοποθετώντας  στο «βάθρο» (υποδοχή) του φασματοφωτόμετρου 1.0 μL 

δείγματος RNA και πατώντας την ένδειξη MEASUREMENT στο παράθυρο 

εργασιών. Κάθε φορά γινόταν, πριν την τοποθέτηση επόμενου δείγματος, 

καθαρισμός του «βάθρου» ώστε να μην υπάρξει κάποια πρόσμιξη και 

αλλοίωση των αποτελεσμάτων. 

β) Με την οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων μέσω της τεχνικής της 

ηλεκτροφόρησης με gel αγαρόζης. 

Προετοιμασία του gel 

- Σε μια κωνική φιάλη προστίθενται:  

• 100 ml από 1Χ TBE Buffer 

(Tris/Borate/EDTA(Ethylenediaminetetraacetic acid)). 

• 0,8 g αγαρόζης 

- Η κωνική φιάλη θερμαίνεται σε φούρνο μικροκυμάτων, έτσι ώστε το διάλυμα να 

γίνει απόλυτα διαυγές. 

- Στη συνέχεια προστίθενται στην κωνική 4-6 μl χρωστικής MIDORigreen 

Advance, η οποία αποτελεί μια ασφαλή εναλλακτική λύση σε σχέση με το 

παραδοσιακό βρωμιούχο αιθίδιο . Είναι μη καρκινογόνα και λιγότερο 

μεταλλαξιογόνα χρωστική για την ανίχνευση dsDNA, ssDNA και RNA σε πηκτή 

αγαρόζης με πολύ υψηλή ευαισθησία. Το MIDORIGreen Advance μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί με υπεριώδη ακτινοβολία (UV).  

- Το διάλυμα τοποθετείται στην ειδική φόρμα της συσκευής ηλεκτροφόρηση, 

ώστε να πάρει το επιθυμητό σχήμα και να σχηματιστούν τα επιθυμητά 

«πηγάδια» στα οποία θα τοποθετηθούν τα δείγματα, και αφήνεται να κρυώσει. 

- Τα δείγματα τοποθετούνται στην πηκτή αγαρόζης μαζί με ειδική μπλε χρωστική 

ουσία (3μl δείγμα+ 2μl χρωστικής). 

- Αφήνουμε το gel να «τρέξει» στη συσκευή ηλεκτροφόρησης για τουλάχιστον 

30’-40’. 

https://www.neb.com/media/catalog/applicationnotes/mvs_analysis_of_na_concentration_and_purity.pdf?la=en&rev=be7c8e19f4d34e558527496ea51623dc
https://www.neb.com/media/catalog/applicationnotes/mvs_analysis_of_na_concentration_and_purity.pdf?la=en&rev=be7c8e19f4d34e558527496ea51623dc
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Στο τέλος γίνεται η οπτικοποίηση των αποτελεσμάτων μέσα σε σκοτεινό 

δωμάτιο με την βοήθεια λάμπας UV και του προγράμματος GELCAPTURE, 

στην οθόνη του υπολογιστή, με σκοπό να επιβεβαιωθεί έχει απομονωθεί RNA 

προϊόν καλής ποιότητας. 

 

2.4  Καθαρισμός απομονωμένων RNA δειγμάτων 

 

 Μετά την μέτρηση της συγκέντρωσης RNA διαπιστώθηκαν ορισμένα 

δείγματα όπου δεν εμφάνιζαν τους παραπάνω λόγους 260/280, 260/230, ng/ul 

σε αποδεκτές τιμές οπότε ακολούθησε καθαρισμός των δειγμάτων 

προκειμένου οι τιμές τους να βρίσκονται εντός των επιθυμητών ορίων. 

Για τον καθαρισμό δειγμάτων με χρήση χλωροφορμίου - φαινόλης  

έγιναν τα παρακάτω βήματα : 

- Αρχικά, προσθήκη ίσου όγκου (50 μl), χλωροφορμίου- φαινόλης-

ισοαμυλικής αλκοόλης με αναλογία 25:24:1  

- Χρήση Vortex και στη συνέχεια φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 13.000 

στροφές 

- Μεταφορά υπερκειμένου σε καινούρια σωληνάρια 

- Προσθήκη 1 όγκου χλωροφορμίου (50 μl) 

- Ακολούθησε Vortex και στη συνέχεια φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 

13.000 στροφές 

- Μεταφορά υπερκειμένου σε καινούρια σωληνάρια 

- Προσθήκη μισού όγκου (50 μl) NaOAc 3M και 2 (200μ) όγκων 100% 

EtOH 

- Παραμονή των δειγμάτων όλη τη νύχτα στους -80 οC. 

- Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 30 λεπτά στις 13.000 στροφές στους 4οC 

- Αφαίρεση του υπερκειμένου 

- Ξέπλυμα του ιζήματος με 100-150μl 75% αιθανόλη (ΕtOH) παγωμένη 

- Στη συνέχεια φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στις 13.000 στροφές στους 

4οC 

- Και τέλος, παρέμειναν τα σωληνάρια με ανοιχτά τα καπάκια για 

στέγνωμα του pellet. 

- Επαναδιάλυση σε 50μl καθαρού νερού 65 οC 
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 Μετά τον καθαρισμό των δειγμάτων ακολουθήθηκε ξανά η διαδικασία 

ποιοτικού και ποσοτικού προσδιορισμού του RNA, όπως περιεγράφηκε 

παραπάνω στην ενότητα 2.3. 

 

 

2.5  Αντίδραση αντίστροφης μεταγραφάσης για τη δημιουργία cDNA 

 

Η επιλογή του τρόπου με τον οποίο θα γίνει η απομόνωση του γενετικού 

υλικού εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως το είδος του φυτικού οργάνου 

που επιθυμούμε να απομονώσουμε και τον τρόπο με τον οποίο θέλουμε να 

χειριστούμε το απομονωμένο γενετικό υλικό.  

Η αντίστροφη μεταγραφάση είναι μια εξαρτώμενη από το RNA, DNA 

πολυμεράση, η οποία καταλύει τη σύνθεση του DNA χρησιμοποιώντας RNA 

ως πρότυπο (εκμαγείο). Το τελικό προϊόν είναι γνωστό ως συμπληρωματικό 

DNA (cDNA), είναι δηλαδή μια μονόκλωνη αλληλουχία DNA, συμπληρωματική 

του mRNA του φυτού. Το cDNA δεν υπόκειται σε αποικοδόμηση λόγω δράσης 

της RNase, καθιστώντας το πιο σταθερό από το RNA (Daniel, 2009.) 

Στη παρούσα εργασία έγινε παρασκευή cDNA όπως περιγράφεται 

παρακάτω: 

• Το πρώτο βήμα πριν να ξεκινήσει η παρασκευή του cDNA είναι ο υπολογισμός 

του όγκου του κάθε δείγματος RNA που πρέπει να χρησιμοποιηθεί  για να 

επιτευχθεί τελική συγκέντρωση RNA 0,5 μg για κάθε αντίδραση παρασκευής 

cDNA.  

• Τα υλικά των αντιδράσεων για την κατασκευή του cDNA  περιέχονται στο 

“PrimeScriptTM RT Reagent KIT with gDNA Eraser” της TAKARA BIO INC. 

• Όλα τα υλικά (δείγματα RNA, υλικά των αντιδράσεων από το ΚΙΤ) βρίσκονται 

πάντα μέσα σε πάγο κατά τη διάρκεια της προετοιμασίας. 

Υπολογίστηκε για κάθε δείγμα ο όγκος RNA που απαιτείται ώστε να 

υπάρχει  αρχική συγκέντρωση RNA ίση με 0,5μg. Στον Πίνακα 6, παρακάτω, 

φαίνονται οι συγκεντρώσεις του RNA των δειγμάτων καθώς και οι όγκοι που 

χρησιμοποιήθηκαν απ’ το καθ’ ένα για την παρασκευή του cDNA.  
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Πίνακας 6: Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή του cDNΑ, 

οι συγκεντρώσεις RNA τους μετά την απομόνωση και τον καθαρισμό των 

δειγμάτων, καθώς και η ποσότητες που χρησιμοποιήθηκαν για την δημιουργία 

του cDNΑ. 

 

Δείγμα RNA (ng/uL) 
Όγκος RNA/ δείγμα 

(μl) 

Όγκος H2O/ δείγμα 

(μl) 

IT Δ.1 97,6 5 2 

IT Δ.2 77,9 6,5 0,5 

70 Δ.1 112,8 5 2 

27 Δ.1 165,6 3 4 

27 Δ.2 401,9 1,25 5,75 

21 Δ.1 105,4 5 2 

21 Δ.2 125,5 4 3 

21 Δ.3 97,8 5,2 1,8 

 

Στην αρχή της διαδικασίας πραγματοποιήθηκε η απομάκρυνση του 

γενωμικού DNA που τυχόν υπήρχε στα δείγματα του RNA σύμφωνα με την 

παρακάτω αντίδραση (step 1): 

• 5Χ gDNA Eraser Buffer: 2μL 

• gDNA Eraser: 1μL 

• Total RNA: ~  0,5μg. 

• RNase Free dH2O: ΧμL.  

• TOTAL SOLUTION: 10μL. 

 

* Τα δύο πρώτα συστατικά της αντίδρασης αποτελούν το ΜasterMix 1, 

η ποσότητά τους υπολογίζεται για όλα τα δείγματα cDNA που θα 

κατασκευαστούν και στη συνέχεια μοιράζονται από 3μL. του ΜΜ1 σε κάθε 
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μικροσωληνίσκο. Το RNA προστίθεται τελευταίο στη σειρά και ακολουθεί καλό 

πιπετάρισμα για καλή ανάμειξη των υλικών. 

Στη συνέχεια, μεταφέρονται (πάντα μέσα σε τριμμένο πάγο) στο 

θερμοκυκλοποιητή όπου και παραμένουν σε θερμοκρασία 42οC για 3 λεπτά. 

Αφού παρέλθει ο χρόνος αυτός, οι μικροσωληνίσκοι τοποθετούνται πάλι μέσα 

στον πάγο για συνέχιση της διαδικασίας. Η απομάκρυνση του γενωμικού DNA 

έχει ολοκληρωθεί. 

Μετά την επιτυχή απομάκρυνση του γενωμικού DNA, η διαδικασία 

συνεχίζεται με την αντίδραση της αντίστροφης μεταγραφής (reverse 

transcription- RT), όπου χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω υλικά (step 2): 

• Reaction solution from Step 1: 10μL. 

• 5X PrimeScript Buffer 2 (for Real Time): 4μL. 

• PrimeScript RT Enzyme Mix 1: 1μL. 

• RT Primer Mix: 1μL. 

• RNase Free dH2O: 4μL. 

• TOTAL SOLUTION: 20μL. 

**  Τα τελευταία αυτά συστατικά αποτελούν το ΜasterMix 2 (MM2), η 

ποσότητά τους υπολογίζεται συνολικά για όλα τα δείγματα cDNA που θα 

κατασκευαστούν και στη συνέχεια μοιράζεται ποσότητα ΜΜ2 ίση με 

10μL/δείγμα. Ακολουθεί καλή ανάδευση με την βοήθεια της πιπέτας. 

Στη συνέχεια, οι μικροσωληνίσκοι μεταφέρονται εκ νέου στο 

θερμοκυκλοποιητή όπου και παραμένουν σε θερμοκρασία 37οC. για 15 λεπτά. 

Αφού περάσει αυτός ο χρόνος, η διαδικασία μέσα στο θερμοκυκλοποιητή 

τελειώνει με την παραμονή των μικροσωληνίσκων για  άλλα 5 δευτερόλεπτα σε 

θερμοκρασία 85οC.  

Με την αντίδραση αυτή πραγματοποιήθηκε η κατασκευή των cDNAs. Οι 

μικροσωληνίσκοι  με τα δείγματα παραμένουν στην κατάψυξη σε θερμοκρασία 

-20oC μέχρι την επαναχρησιμοποίησή τους. 

 

2.6  Επιλογή των εκκινητών για αλληλούχιση 

 

Έπειτα από εκτενή έρευνα στην ήδη υπάρχουσα δημοσιευμένη 

βιβλιογραφία, αποφασίστηκε να χρησιμοποιηθούν εκκινητές οι οποίοι είχαν 
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χρησιμοποιηθεί και στο πρόσφατο παρελθόν για το σκοπό αυτό, για την 

ανίχνευση δηλαδή της στοχευμένης ανθεκτικότητας στο glyphosate  στο L. 

rigidum  και πιο συγκεκριμένα στην προλίνη 106 του γονιδίου EPSPS. Οι 

εκκινητές λοιπόν οι οποίοι χρησιμοποιήθηκαν, πάρθηκαν από την 

δημοσιευμένη εργασία των Kaundun et. al., 2011 και είναι οι ακόλουθοι:  

Epsps πρόσθιος εκκινητής→ 5’ TCTTCTTGGGGAACGCTGGA 3’ 

Epsps ανάστροφος εκκινητής→5’  TAACCTTGCCACCAGGTAGCCCTC 3’ 

 

2.7  Προετοιμασία και εκτέλεση της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυμεράσης 

(PCR) 

 

Η προετοιμασία των δειγμάτων καθώς και η διαδικασία εκτέλεσης των 

κύκλων της αντίδρασης βασίστηκαν στην δημοσιευμένη εργασία των Kaundun, 

et.al., 2011. 

 

Προετοιμασία δειγμάτων: 

Σε μικροσωληνίσκους των 0,2ml τοποθετήθηκαν: 

➢ 3μl cDNA δείγματος, 50ng 

➢ 22μl Master Mix το οποίο περιείχε τα παρακάτω: 

- 2mM MgCl2 

- 0,2mM dNTPs 

- 0,2mM από κάθε εκκινητή 

- 1X Buffer με Mg 

- 0.625 units ένζυμο πολυμεράσης 

- Η2Ο, τόσο ώστε ο τελικός όγκος ανά δείγμα να είναι 25 μl. 

Στη συνέχεια τα δείγματα τοποθετήθηκαν στο θερμοκυκλοποιητή και το 

πρόγραμμα το οποίο τους εφαρμόστηκε ήταν ρυθμισμένο ως εξής: 

1. Ένας κύκλος στους 95οC για 5’ 

2. 40 κύκλοι με τα εξής στάδια: 

- 95οC για 30’’ 

- 60οC για 30’’ 

- 72οC για 2’ 
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3. Τελευταίος κύκλος στους 72οC για 10’ 

Μετά το πέρας της διαδικασίας τα δείγματα τοποθετούνται σε κατάψυξη 

σε συνθήκες θερμοκρασίας -20 οC. 

2.8 Έλεγχος τελικού προϊόντος  

 

Πριν σταλούν τα υπό μελέτη δείγματα για αλληλούχιση, γίνεται έλεγχος 

του προϊόντος της PCR, και οπτικοποίηση αυτού, με την βοήθεια της 

ηλεκτροφόρησης με πηκτή αγαρόζης. 

 Η διαδικασία είναι ακριβώς η ίδια με αυτή που περιγράφηκε παραπάνω 

(παράγραφος 2.3) με μόνη διαφορά την τοποθέτηση στο πρώτο πηγάδι της 

σειράς, ενός DNA Ladder, ή αλλιώς μιας «σκάλας» DNA . Ο DNA Ladder είναι 

ένα σύνολο πρότυπων μορίων και  χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό του 

μεγέθους των ζωνών τα οποία «μετακινούνται» μέσω την πηκτής αγαρόζης  και 

την δημιουργία ενός ηλεκτρομαγνητικού πεδίου από την άνοδο στην κάθοδο 

της συσκευής ηλεκτροφόρησης, βασισμένα στην αρχή πως το μοριακό βάρος 

είναι αντιστρόφως ανάλογο του ρυθμού μετανάστευσης μέσω μιας πηκτής 

αγαρόζης και επομένως τα μόρια με μεγαλύτερο μοριακό βάρος είναι αυτά που 

εμφανίζονται στις πιο πάνω ζώνες, ενώ αντίθετα τα μόρια με μικρότερο μοριακό 

βάρος «τρέχουν» γρηγορότερα, μιας και μπορούν να μετακινηθούν πιο εύκολα, 

με αποτέλεσμα να οπτικοποιούνται ως οι πιο κάτω ζώνες της πηκτής αγαρόζης 

(μικρότερου μοριακού βάρους). Επιπλέον με την διαδικασία της 

ηλεκτροφόρησης γίνεται και έλεγχος για το αν έγινε επιτυχημένος 

πολλαπλασιασμός του υπό μελέτη τμήματος DNA.    

Τέλος, μετά την διεξαγωγή όλων των παραπάνω διαδικασιών, τα 

δείγματά μας στάλθηκαν για αλληλούχιση. Επιπλέον έγινε μελέτη της μη 

στοχευμένης ανθεκτικότητας για δύο βιοτύπους ήρας, έναν πιθανά ανθεκτικό 

και έναν πιθανά ευαίσθητο στο ζιζανιοκτόνο glyphosate (Πίνακες 4,5). Τα 

αποτελέσματα των πειραματικών αυτών διαδικασιών αναφέρονται στο 

κεφάλαιο 3. 

 

2.9  Επιλογή γονιδίων για την Real Time PCR 

 

Η PCR χρησιμοποιήθηκε για τον έλεγχο του προϊόντος της σύνθεσης 

cDNA για δύο υπό μελέτη βιότυπους. Τον βιότυπο 21, που θεωρείται πιθανά 
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ανθεκτικός και τον βιότυπο 27 που θεωρείται πιθανά ευαίσθητος. 

Χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές του γονιδίου αναφοράς cinnamoyl-CoA 

reductase (CCR). Το γονίδιο αυτό εκφράζεται συστηματικά και υπάρχει ως 

μονό αντίγραφο στην ήρα (Salas et al. 2012). 

Μετά από εκτεταμένη έρευνα στην υπάρχουσα δημοσιευμένη 

βιβλιογραφία (Byrne et.al., 2010, Salas et.al. 2015, Tani et al., 2015) και στη 

βάση δεδομένων NCBI, αποφασίστηκε η επιλογή γονιδίων που ανήκουν στην 

κατηγορία ABC  μεταφορέων. Ο λόγος για τον οποίο έγινε αυτή η επιλογή 

γονιδίων, είναι διότι ποικίλες μελέτες υποδεικνύουν πως ο τρόπος που το 

glyphosate μεταφέρεται, κυρίως στο χυμοτόπιο ανθεκτικών φυτών, είναι 

παρόμοιος με αναφορές σχετικά με τον τρόπο δράσης του συστήματος 

μεταφοράς των ABC μεταφορέων για αποτοξίνωση (Ge et.al.,2010). Στο 

Παράρτημα 1 παρατίθενται τα γονίδια που χρησιμοποιήθηκαν στην 

πειραματική διαδικασία. Η Multidrug resistance associated πρωτεΐνη, η ABC 

τύπου ΙΙΙ πρωτεΐνη, καθώς και η Iron inbitited πρωτεΐνη ανήκουν στην 

οικογένεια των C πρωτεϊνών, μιας ομάδας πρωτεϊνών που ονομάζονται  ATP-

binding cassette (ABC) μεταφορείς.  

Είναι κυρίως λιπόφιλοι ανιονικοί μεταφορείς και αναφέρεται ότι μεταφέρουν 

ουσίες (φάρμακα), όπως το glyphosate, που ποικίλουν τόσο στη δομή, όσο και 

σε διάφορους μηχανισμούς (Sodani et.al, 2012; Moons, 2003). O ABC 

μεταφορέας Μ10  παρουσιάζει ενδιαφέρον καθώς έχει αναφερθεί σε ποικίλες 

μελέτες πως διαδραματίζει σημαντικό ρόλο κατά την απόκριση των φυτών σε 

επαγόμενη καταπόνηση που προκαλείται από την εφαρμογή ζιζανιοκτόνων και 

όχι ως τμήμα του μηχανισμού ανάπτυξης ανθεκτικότητας (Moretti et al. 2017) 

και παρουσιάζει ομολογία με το αντίστοιχο γονίδιο που έχει μελετηθεί στην 

κόνυζα (Peng et al 2010; Tani et al 2015).  

Παρακάτω, στην Εικόνα 7 απεικονίζεται το φυλογενετικό δέντρο και η 

γενετική συγγένεια μεταξύ των τεσσάρων υπό μελέτη γονιδίων-μεταφορέων. 

Όσο πιο κοντά σε μήκος είναι οι γραμμές που συνδέουν τα γονίδια μεταξύ τους, 

τόσο μεγαλύτερη είναι η γενετική συγγένεια μεταξύ αυτών. Όπως φαίνεται και 

στην εικόνα δεν υπάρχει σημαντική γενετική απόσταση μεταξύ των γονιδίων 

και μάλιστα τα γονίδια Ironinhibited και LpABC φαίνεται να έχουν την πιο στενή 

γενετική συγγένεια μεταξύ τους. Η δημιουργία του φυλογενετικού δέντρου έγινε 
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με τη βοήθεια του εργαλείου ανάλυσης δεδομένων Multiple Sequence 

Alignment-Clustal Omega του ΕΒΙ. 

 

 

Εικόνα 7:Φυλογενετικό δέντρο στο οποίο παρουσιάζεται η γενετική συγγένεια των τεσσάρων υπό μελέτη 

γονιδίων.  

 

2.9.1. Σχεδιασμός των εκκινητών 

Για το σχεδιασμό των εκκινητών των γονιδίων που κωδικοποιούν τις 

πρωτεΐνες μεταφορείς, χρησιμοποιήθηκαν οι αλληλουχίες των γονιδίων που 

κωδικοποιούν πρωτεΐνες μεταφορείς σε φυτά ρυζιού Oryza sativa, σιταριού 

Triticum aestivem, κόνυζας (Conyza canadensis) και Aegilops tauschii subsp. 

tauschii.. Τις αλληλουχίες αυτές τις θέσαμε στη βάση δεδομένων του NCBI-

NCBI Database-(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) , προκειμένου να 

βρεθεί κάποια ομολογία(ομοιότητα), κάποιο αντίστοιχο EST στο αντίστοιχο 

γονιδίωμα για το φυτό L. rigidum (Εικόνα 12). 
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Εικόνα 8: Blast program, NCBI Database. (Πηγή: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) 

Κατά το σχεδιασμό των εκκινητών (forward και reverse), δόθηκε προσοχή στα 

εξής: 

• Οι εκκινητές να μην υβριδίζουν με τον εαυτό τους, παρά μόνο με το 

τμήμα του DNA που θέλουμε να αντιγράψουμε. 

• Η θερμοκρασία μετουσίωσης των εκκινητών να είναι γύρω στους 60οC. 

• Να μην κάνουν loops μεταξύ τους (αριθμός loops ίσος με τη μονάδα). 

• Προσοχή στη θερμοκρασία στην οποία υβριδίζουν με το DNA, η οποία 

θα είναι και η θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών με το μονόκλωνο cDNA 

κατά τη διαδικασία της real time-q-pcr. 

• Η περιοχή που πολλαπλασιάζουν να είναι σχετικά μεγάλη ώστε το 

προϊόν του πολλαπλασιασμού να είναι specific. Ωστόσο, το μέγεθος του 

πολλαπλασιαζόμενου τμήματος είναι καλό να μην ξεπερνάει τα 200bp (ζεύγη 

βάσεων). 

         Όσον αφορά το σχεδιασμό των εκκινητών των γονιδίων που 

κωδικοποιούν το ένζυμο EPSPS και το ένζυμο αναφοράς για τον ενδογενή 

έλεγχο, CCR, χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές με βάση το άρθρο των Salas et 

al. (2012), χρησιμοποιήθηκαν δηλαδή τα ζεύγη των εκκινητών που 

αναφέρονται στο εν λόγω άρθρο. 
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Αναλυτικά οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν παρουσιάζονται παρακάτω: 

Γονίδιο αναφοράς: 

LpCCR-F: GATGTCGAACCAGAAGCTCCA (21) 

LpCCR-R: GCAGCTAGGGTTTCCTTGTCC (21) 

Γονίδια ενδιαφέροντος: 

A. Lpmultidrugprotein-F: GGTCATGGACTGCGACAGAG (20) 

Lpmultidrugprotein-R: CACGTCAGATGACCGGTTTG (20) 

B. LpABC1-F: AGAGCTGCAAAGGCTGGTAG (20) 

LpABC1-R: TCTAAGCGGAAGCAAAGCCA (20) 

C. LpironinhibitedABC-F: TAAACTCCCACCACCAGTGC (20) 

LpironinhibitedABC-R: TCACCGGTCATGAGCTTCAG (20) 

D. LpM10-F: TATGTTGTGGCTGACACGCT (20) 

LpM10-R: ATCGGCGTTGTGCAAGAAAT (20) 

2.9.2 Παρασκευή των διαλυμάτων των εκκινητών 

Πρώτα παρασκευάστηκαν τα διαλύματα stock και στη συνέχεια τα 

διαλύματα εργασίας. 

2.9.3 Παρασκευή των stock solutions (διαλύματα stock) των εκκινητών 

Αφού παραλήφθηκαν οι σωληνίσκοι με τους εκκινητές υπό μορφή 

σκόνης, έγινε προσθήκη μοριακού νερού (ελεύθερου των ενζύμων DNase και 

RNase), τέτοιας ποσότητας έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση του κάθε εκκινητή 

στο τελικό διάλυμα να είναι ίση με 100pmol/μL. Σε κάθε εκκινητή προστέθηκε 

διαφορετική ποσότητα μοριακού νερού, ανάλογα με τις υποδείξεις της 

κατασκευαστικής τους εταιρίας (Eurofins Genomics). Ακολούθησε αμέσως  

VORTEX για καλή ανάμειξη των υλικών και αποθήκευση των σωληνίσκων 

στους -20οC. 
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2.10 Ποσοτικοποίηση της έκφρασης γονιδίων 

 

Για την ποσοτικοποίηση της έκφρασης των γονιδίων χρησιμοποιήθηκε 

το μηχάνημα StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (Εικόνα 9). Τα δείγματα 

τοποθετούνται σε plates τα οποία με τη σειρά τους τοποθετούνται σε υποδοχή 

του μηχανήματος. Μέσα στα κελιά των plates περιέχεται το cDNA και το ένζυμο 

Cyber Select Buffer. Η ποσοτικοποίηση της έκφρασης των γονιδίων 

επιτυγχάνεται με τη μέθοδο της Real Time PCR, η οποία μετρά το προϊόν της 

PCR σε κάθε κύκλο με την χρήση φθοριζόντων χρωστικών, όπου ο φθορισμός 

αυξάνεται σε αναλογία με την ενίσχυση του προϊόντος. Τα οπτικά μέσα του 

μηχανήματος συλλέγουν τον εναπομείναντα φθορισμό  που εκπέμπεται από τα 

πηγάδια σε ένα σταθερό χρονικό διάστημα και τα αποτελέσματα αντιστοιχούν 

στο εύρος μήκους κύματος εκπομπής. Η μελέτη της σχετικής έκφρασης γίνεται 

με τον υπολογισμό των ΔΔCT των δειγμάτων σύμφωνα με τον τύπο ΔΔCt = 

ΔCTE-ΔCTC και τον παρακάτω πίνακα 7. 

Πίνακας 7: Τα δεδομένα που απαιτούνται να συμπληρωθούν έτσι ώστε να 

υπολογιστεί η σχετική έκφραση των υπό μελέτη γονιδίων για την μέθοδο 

ανάλυσης ΔΔCT. 
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Εικόνα 9: Α: Συσκευή StepOnePlus, Real – Time PCR της AB – Applied Biosystems με Β: θήκη υποδοχής 

των strips για τα προς πολλαπλασιασμό δείγματα cDNAs. 
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Η μελέτη της σχετικής έκφρασης έγινε με την μέθοδο των σχετικών 

(threshold cycle) CT  κατά την οποία μπορεί να γίνει προσδιορισμός της 

σχετικής έκφρασης ενός γονιδίου στόχου στα δείγματα (Πίνακας 7). Μετά το 

πέρας της qPCR, βλέπουμε τις τιμές Ct, (threshold cycle) οι οποίες είναι το 

σημείο τομής μεταξύ της καμπύλης ενίσχυσης και της τιμής κατωφλίου. Είναι 

ένας σχετικός προσδιορισμός σχετικά με το μετά από πόσους κύκλους της PCR 

έχουμε παραχθέν προϊόν). Τα αποτελέσματα εξάγονται σύμφωνα με την 

συσχέτιση ενός δείγματος αναφοράς και  κανονικοποιούνται  με βάση ένα  

ενδογενές γονίδιο αναφοράς όπου στο συγκεκριμένο πείραμα ήταν το γονίδιο 

CCR. Δείγμα αναφοράς για τον πιθανά ανθεκτικό βιότυπο (21) ήταν το 

αψέκαστο δείγμα που συλλέχθηκε στις τρεις ώρες μετά τον ψεκασμό (21C3’), 

ενώ για τον πιθανά ευαίσθητο το αντίστοιχο (27C3’). Επίσης για την μέθοδο 

χρησιμοποιήθηκαν τρεις επαναλήψεις και ένας μάρτυρας (negative sample) 

που δεν περιείχε DNA δείγματος για το κάθε γονίδιο (Εικόνα 10). 

 

Για την διεξαγωγή του πειράματος τοποθετήθηκαν σε κάθε κελί : 

- 2 μl από το δείγμα,  

- 10 μL ειδικό ένζυμο Cyber Select Buffer,  

- 7,6 μl νερό ειδικό για πειράματα μοριακής βιολογίας, και 

-  0,2 μl από τον κάθε εκκινητή.  

 

 

Εικόνα 10: Τοποθέτηση δειγμάτων στο plate της RT-PCR για το γονίδιο ABC. 
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2.11 Το πρόγραμμα της Real-Time 

 

Το πρόγραμμα που χρησιμοποιήθηκε ήταν το εξής : 

1. αποδιάταξη στους 95 βαθμούς Κελσίου για 10 λεπτά 

2. Εφαρμόστηκαν 40 κύκλου σε 2 βήματα : 

- αποδιάταξη στους 95 oC για 15 δευτερόλεπτα 

- υβριδισμός και επιμήκυνση του εκκινητή στους 60 oC για 1 λεπτό 

3. Σχηματισμός της καμπύλης όπου φανερώνει την θερμοκρασία όπου 

μετουσιώνονται το 50% των προϊόντων της Real-Time και την σωστή 

διαδικασία ποσοτικοποίησης (ποσοτικοποίηση του συγκεκριμένου προϊόντος) 

- Στους 95 oC για 15 δευτερόλεπτα 

- Στους 60 oC για 1 λεπτό  

- Και τέλος στους 95 oC για 15 δευτερόλεπτα. Από τους 60 oC μέχρι τους 95 oC 

κάθε 0,3 βαθμοί Κελσίου λαμβάνονται νέες τιμές για εμφάνιση των καμπύλων 

μετουσίωσης (melting curves).  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1  Αποτελέσματα για την διερεύνηση μηχανισμών στοχευμένης 

ανθεκτικότητας (target-site resistance) 

 Παρακάτω παρατίθενται τα αποτελέσματα έπειτα από την αποστολή των 

έξι υπό μελέτη βιοτύπων για αλληλούχιση. 

 Αρχικά το τμήμα εκείνο της αμινοξικής αλληλουχίας του γονιδίου 

EPSPS, το οποίο φέρει την προλίνη Ρ106, της οποίας η ύπαρξη ή η μετάλλαξη 

διερευνάται στην παρούσα εργασία, είναι η ακόλουθη: 

FLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDGVPRMRERPIGDLVVGLKQLG

ANVDCFLGTDCPPVRINGIGGLPGGKV 

Σύμφωνα με τα υπό μελέτη δείγματα τα αποτελέσματα που ελήφθησαν 

για κάθε βιότυπο ήταν τα παρακάτω. Παρατίθεται μόνο το τμήμα εκείνο της 

αλληλουχίας το οποίο περιέχει την πιθανή μετάλλαξη. 

• Ιταλικός βιότυπος, δείγμα 1 

L.rigidum        ------------------------------FLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDGV  30 

Italiansample1   KYKFXGTLKXRNEGGLPWKQVXXPCQQVAFFLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDGV  60 

                                               ****************************** 

• Ιταλικός βιότυπος, δείγμα 2 

L.rigidum        -------------------------------FLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDG   29 

Italiansample2   SFHHISGIXXDGGGTXRQVASKVMPRKAXTFFLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDG   60 

                                                ***************************** 

• Βιότυπος 70 δείγμα 1 

L.rigidum      --------------------------FLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDGVPRMR 34 

70sample1      RTLSCQQVALLPCHQVALIPGHQAAFFLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDGVPRMR 60 

                                         ********************************** 

• Βιότυπος 27 δείγμα 1 

L.rigidum      -------------FLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDGVPRMRERPIGDLVVGLKQ 47 

27sample1      EKXMEXAKEXVKLFLGNXXTAMRPXTXAXXXAXXNATYVLDGXXRMRERPIXDLXVGLKQ 60 

                            ****  ***** * *   *  ********  ******* ** *****                           

• Βιότυπος 27 δείγμα 2 

 

L.rigidum      ----------------FLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDGVPRMRERPIGDLVVG 44 

27sample2      GTRXMERXPXXXSKALLGXQXXTAMRPXXXAVXAXGGNXXYVXDXXXRMXERPXGDLXVG 60 

                               :  :  *****   ** * ***  ** *   ** *** *** **                  

• Βιότυπος 21 δείγμα 1 
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L.rigidum      ---------------------------FLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDGVPRM 33 

21sample1      QVALPCHQVALLPXHQVAXLXGHPXAFFLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVKDGGPRX 60 

                                          ************************** ** **  

• Βιότυπος 21 δείγμα 2 

 

L.rigidum      MRPLTAAVVAAGGNATYVLDGVPRMRERPIGDLVVGLKQLGANVDCFLGTDCPPVRINGI 68 

21sample2      MRPVAAAVVVEGGNPTYVKDGGPRXRKGPIXXG--------GN----------------V 96 

               ***::****. *** *** ** ** *: **           .*                : 

 

• Βιότυπος 21 δείγμα 3 

 

L.rigidum      ------------------------FLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDGVPRMRER 36 

21sample3      ALKXHRVAFLPWHQVALPGHPVAFFLGNAGTAMRPLTAAVVAAGGNATYVLDGVPRMRER 60 

                                       ************************************ 

 

- Στον ανθεκτικό Ιταλικό βιότυπο, η σιωπηλή μετάλλαξη της προλίνης 

στη θέση 106 από CCA σε CCG συνοδεύεται από επίσης σιωπηλή μετάλλαξη 

της αλανίνης στη θέση 109 από GCT σε GCG. 

- Στα δείγματα των ανθεκτικών βιοτύπων 70 και 21 που μελετήθηκαν δεν 

παρατηρήθηκαν μεταλλάξεις στην προλίνη, ωστόσο η αλανίνη κωδικοποιείται 

σε όλα τα δείγματα με το κωδικόνιο GCA έναντι του GCT. 

- Στον ευαίσθητο βιότυπο 27 η αλληλούχιση δεν μπόρεσε να δώσει 

κάποιο σαφές αποτέλεσμα. 

Από τα αποτελέσματα της αλληλούχισης  δεν παρατηρείται καμία 

σημειακή μετάλλαξη στην προλίνη 106 τόσο στους ευαίσθητούς όσο και στους 

ανθεκτικούς βιότυπους ήρας, εν αντιθέσει με σχετικές μελέτες (Fidel González-

Torralva et.al.,2012) 

Γενικότερα παρατηρήθηκε μία συσχέτιση μεταξύ των θέσεων 106 και 

109 στην αμινοξική αλληλουχία (Πίνακας 5). Η σύνδεση συγκεκριμένης 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας σε αυτές τις θέσεις για φυτά ανθεκτικά και 

ευαίσθητα, υποδηλώνει έντονα ότι η ανθεκτικότητα ξεκίνησε ανεξάρτητα 

περισσότερες από μία φορές (Jasieniuk et.al.,2008). 



 

47 
 

Πίνακας 8: Κωδικόνια αμινοξέων προλίνης (Ρro 106) και αλανίνης (Ala 109) για 

τους υπό μελέτη βιότυπους (ανθεκτικούς, Resistant-R & ευαίσθητο, 

susceptible-(S)) 

ΒΙΟΤΥΠΟΣ Pro 106 CCA Ala 109 GCT 

ΙταλικόςΔ.1(R) CCG GCG 

ΙταλικόςΔ.2(R) CCG GCG 

70 s1 (R) CCA GCA 

27 s1 (S) CCA _ 

27 s2 (S) CCA _ 

21 s1 (R) CCA GCA 

21 s2 (R) CCA GCA 

21 s3 (R) CCA GCG 

21 s4 (R) CCA GCG 

 

3.2  Αποτελέσματα για την διερεύνηση μηχανισμών μη-στοχευμένης 

ανθεκτικότητας (non-target-site resistance) 

 H ανάλυση της σχετικής έκφρασης γονίδιων των αποτελεσμάτων της μη-

στοχευμένης ανθεκτικότητας έγινε με δύο τρόπους, αρχικά χρησιμοποιήθηκε η 

μέθοδος ανάλυσης Relative Quantification (RQ) του Software StetOne and 

StepOnePlus Real-Time PCR System Stoftware Version 2.3  και στη συνέχεια 

στα δεδομένα έγινε έλεγχος ANOVA με τη βοήθεια του στατιστικού πακέτου 

ανάλυσης Statgraphics. Επιπλέον χρησιμοποιήθηκε η Comparatice Ct (ΔΔCT) 

ανάλυση Double Delta Ct Analysis (2-ΔΔC
T Method) (Livak and Schmittgen 

2001).Τα αποτελέσματα των αναλύσεων παρουσιάζονται παρακάτω. 
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3.2.1 Ανάλυση σχετικής έκφρασης γονιδίων Relative Quantification (RQ) 

 

3.2.1.1 Η γονιδιακή έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα ABC συναρτήσει 

των τριών υπό μελέτη παραγόντων.   

 

 Από τα παρακάτω διαγράμματα παρατηρείται πως η γονιδιακή έκφραση 

του γονιδίου-μεταφορέα ABC παρουσιάζει στατιστικά σημαντική διαφορά 

μεταξύ των υπό μελέτη βιοτύπων, με τον 21-ανθεκτικό βιότυπο να εκφράζει το 

γονίδιο αυτό πολύ περισσότερο συγκριτικά με τον 27-ευαίσθητο βιότυπο. 

Στατιστικά σημαντικές διαφορές παρουσιάζουν επίσης, τόσο η έκφραση του 

γονιδίου στις 12 ώρες μετά τον ψεκασμό, συγκριτικά με τις 3 και 6 ώρες, όσο 

και η έκφραση του γονιδίου στα ψεκασμένα φυτά συγκριτικά με τα αψέκαστα, 

στα οποία η έκφραση του γονιδίου μεταφορέα είναι σαφώς υψηλότερη. Στο 

παράρτημα 2 παρατίθεται οι πίνακες ανάλυσης διακύμανσης και τα test 

πολλαπλών συγκρίσεων που προκύπτουν απ’ την μέθοδο ανάλυσης ANOVA. 

 

 

Διάγραμμα 1: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα ABC για τους δύο υπό μελέτη βιοτύπους, τον 

21(πιθανά ανθεκτικός) και 27(πιθανά ευαίσθητος). 
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Διάγραμμα 2: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα ABC για τις τρεις διαφορετικές χρονικές 

στιγμές στις οποίες διεξήχθη η δειγματοληψία μετά τον ψεκασμό. 

 

    

Διάγραμμα 3: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα ABC για τις δύο μεταχειρίσεις, ψεκασμένα 

φυτά (Χ) και φυτά χωρίς εφαρμογή ψεκασμού (C). 

 

3.2.1.2 Η γονιδιακή έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα Multidrugprotein 

συναρτήσει των τριών υπό μελέτη παραγόντων.   

 

 Από τα παρακάτω διαγράμματα παρατηρείται πως η γονιδιακή έκφραση 

του γονιδίου-μεταφορέα Multidrugprotein δεν παρουσιάζει στατιστικά 

σημαντική διαφορά τόσο μεταξύ των υπό μελέτη βιοτύπων όσο και μεταξύ των 

μεταχειρίσεων ψεκασμένων και μη φυτών. Η μοναδική στατιστικά σημαντική 

διαφορά που παρατηρείται είναι μεταξύ των διαφορετικών χρονικών στιγμών 

που μετρήθηκε η γονιδιακή έκφραση μετά τον ψεκασμό, με τις 6 ώρες να 

παρουσιάζουν την υψηλότερη γονιδιακή έκφραση, ωστόσο δεν μπορεί να 

εξαχθεί κάποιο ασφαλές συμπέρασμα από την παρατήρηση αυτή. Στο 

παράρτημα 2 παρατίθεται οι πίνακες ανάλυσης διακύμανσης και τα test 

πολλαπλών συγκρίσεων που προκύπτουν απ’ την μέθοδο ανάλυσης ANOVA. 
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Διάγραμμα 4: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα Multidrygprotein για τους δύο υπό μελέτη 

βιοτύπους, τον 21(πιθανά ανθεκτικός) και 27(πιθανά ευαίσθητος). 

 

 

Διάγραμμα 5: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα Multidrygprotein για τις τρεις διαφορετικές 

χρονικές στιγμές στις οποίες διεξήχθη η δειγματοληψία μετά τον ψεκασμό. 

 

 

Διάγραμμα 6: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα Multidrygprotein για τις δύο μεταχειρίσεις, 

ψεκασμένα φυτά (Χ) και φυτά χωρίς εφαρμογή ψεκασμού (C). 
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3.2.1.3 Η γονιδιακή έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα Lpironinhibited 

συναρτήσει των τριών υπό μελέτη παραγόντων.   

 

 Από τα παρακάτω διαγράμματα παρατηρείται πως η γονιδιακή έκφραση 

του γονιδίου-μεταφορέα Lpironinhibited δεν παρουσιάζει στατιστικά σημαντική 

διαφορά για κανέναν από τους παράγοντες οι οποίοι μελετήθηκαν στην 

παρούσα εργασία. Στο παράρτημα 2 παρατίθεται οι πίνακες ανάλυσης 

διακύμανσης και τα test πολλαπλών συγκρίσεων που προκύπτουν απ’ την 

μέθοδο ανάλυσης ANOVA. 

 

 

Διάγραμμα 7: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα Lpironinhibited για τους δύο υπό μελέτη 

βιοτύπους, τον 21(πιθανά ανθεκτικός) και 27(πιθανά ευαίσθητος). 

 

 

Διάγραμμα 8: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα Lpironinhibited για τις τρεις διαφορετικές 

χρονικές στιγμές στις οποίες διεξήχθη η δειγματοληψία μετά τον ψεκασμό. 
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Διάγραμμα 9: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα Lpironinhibited για τις δύο μεταχειρίσεις, 

ψεκασμένα φυτά (Χ) και φυτά χωρίς εφαρμογή ψεκασμού (C). 

 

3.2.1.4 Η γονιδιακή έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα LpΜ10 συναρτήσει 

των τριών υπό μελέτη παραγόντων.   

 

 Από τα παρακάτω διαγράμματα παρατηρείται πως η γονιδιακή έκφραση 

του γονιδίου-μεταφορέα LpΜ10 δεν παρουσιάζει στατιστικά σημαντική διαφορά 

τόσο μεταξύ των υπό μελέτη βιοτύπων όσο και μεταξύ των μεταχειρίσεων 

ψεκασμένων και μη φυτών. Η μοναδική στατιστικά σημαντική διαφορά που 

παρατηρείται είναι μεταξύ των διαφορετικών χρονικών στιγμών που μετρήθηκε 

η γονιδιακή έκφραση μετά τον ψεκασμό, με τις 6 ώρες να παρουσιάζουν την 

υψηλότερη γονιδιακή έκφραση, ωστόσο δεν μπορεί να εξαχθεί κάποιο ασφαλές 

συμπέρασμα από την παρατήρηση αυτή. Στο παράρτημα 2 παρατίθεται οι 

πίνακες ανάλυσης διακύμανσης και τα test πολλαπλών συγκρίσεων που 

προκύπτουν απ’ την μέθοδο ανάλυσης ANOVA. 

 

Διάγραμμα 10: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα LpΜ10 για τους δύο υπό μελέτη βιοτύπους, 

τον 21(πιθανά ανθεκτικός) και 27(πιθανά ευαίσθητος). 
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Διάγραμμα 11: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα LpΜ10 για τις τρεις διαφορετικές χρονικές 

στιγμές στις οποίες διεξήχθη η δειγματοληψία μετά τον ψεκασμό. 

 

 

 

Διάγραμμα 12: Η έκφραση του γονιδίου-μεταφορέα LpΜ10 για τις δύο μεταχειρίσεις, ψεκασμένα 

φυτά (Χ) και φυτά χωρίς εφαρμογή ψεκασμού (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

54 
 

3.2.2   Ανάλυση Comparative Ct (ΔΔCT) - Double Delta Ct Analysis 

(2^ΔΔCT Method) 
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Εικόνα 15:Γονιδιακή έκφραση των ABC  transporter γονιδίων για τον ανθεκτικό και ευαίσθητο 

βιότυπο. Η ποσοτική ανάλυση PCR του γονιδίου-μεταφορέα ABC τύπου 3 (Α), του γονιδίου 

Lpmultidrugprotein (B), του γονιδίου του σιδήρου αναστέλλει το γονίδιο ABC (Γ)  και του γονιδίου LpM10 

(Δ) σε φύλλα που έχουν υποστεί εφαρμογή glyphosate. (3,6,12 ώρες μετά τον ψεκασμό με glyphosate). 

Τα διαφορετικά γραφήματα δείχνουν τους διαφορετικούς τρόπους εκτίμησης του λόγου σχετικής 

έκφρασης. Τα γραφήματα προέκυψαν με τη διεξαγωγή της μεθόδου ΔΔCT (Livak and Schmittgen 2001). 

(Διευκρινιστικά: οι γραφικές παραστάσεις αριστερά 27C3-27 βιοτύπου αψέκαστου μάρτυρα (Control) 

3hours/ 27X3-27biotype 3 ώρες μετά τον ψεκασμό, κ.τ.λ., γραφήματα στα δεξιά 27'-3: βιοτύπου 27, 3 

ώρες μετά τον ψεκασμό κ.λ.π.). 

- Η πιο αξιοσημείωτη διαφορά μεταξύ των δύο υπό μελέτη βιοτύπων, τον 21 που 

θεωρείται πιθανά ανθεκτικός και του 27 που θεωρείται πιθανά ευαίσθητος 

(21,27), παρατηρείται για τη σχετική έκφραση του γονιδίου ABC τύπου 3 στις 

12 ώρες μετά τον ψεκασμό με glyphosate.  

- Αυτό το γονίδιο μπορεί να θεωρηθεί υποψήφιο ως πιθανό γονίδιο «δείκτης» για 

τη διάκριση μεταξύ ανθεκτικών και ευαίσθητων βιοτύπων L. rigidum για 

ανθεκτικότητα στο glyphosate σε πολύ πρώιμα αναπτυξιακά στάδια. 

- Όσον αφορά το γονίδιο Lpmultidrugprotein, δεν μπορούν να εξαχθούν σαφή 

συμπεράσματα σχετικά με την γονιδιακή του έκφραση μεταξύ ανθεκτικού και 

ευαίσθητου βιοτύπου καθότι δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές. 

Παρόλου που στον ευαίσθητο βιότυπο στις 6 ώρες μετά τον ψεκασμό 

παρατηρείται υπερέκφραση σε σύγκριση με τον ανθεκτικό, η γονιδιακή 

έκφραση φτάνει στο ίδιο επίπεδο και για τους δύο βιότυπους στις 12 ώρες μετά 

τον ψεκασμό. 

- Το γονίδιο μεταφορέας LpironinhibitedABC φαίνεται να εκφράζεται νωρίτερα 

στον ευαίσθητο βιότυπο σε σχέση με τον ανθεκτικό, δηλαδή στις 3 ώρες μετά 

τον ψεκασμό και να υπερεκφράζεται στις 12 ώρες μετά τον ψεκασμό, ενώ στον 

ανθεκτικό βιότυπο η υψηλότερη γονιδιακή έκφραση καθυστερεί να ξεκινήσει 

περισσότερο, δηλαδή παρατηρείται στις 6 ώρες μετά τον ψεκασμό, ενώ 

μειώνεται αισθητά στις 12 ώρες μετά τον ψεκασμό, εν συγκρίσει ειδικά με την 

έκφραση στον ευαίσθητο βιότυπο. 

- Το γονίδιο μεταφορέας LpM10 υπερεκφράζεται σε πρώιμο χρονικό στάδιο στον 

ανθεκτικό βιότυπο (21) σε σύγκριση με το ευαίσθητο (27) στις 3 μετά τον 

ψεκασμό glyphosate, ωστόσο στις 6 ώρες μετά τον ψεκασμό παρατηρούμε 

μεγαλύτερη έκφραση του γονιδίου στον ευαίσθητο βιότυπο συγκριτικά με τον 

ανθεκτικό, ενώ στις 12 ώρες μετά τον ψεκασμό υποεκφράζεται ξανά το γονίδιο 

για τον ευαίσθητο βιότυπό μας εν συγκρίσει με τον ανθεκτικό. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ – ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

4.1 Στοχευμένη έκφραση ανθεκτικότητας 

 

Από τα παραπάνω αποτελέσματα γίνεται σαφές πως οι βιότυποι οι 

οποίοι χρησιμοποιήθηκαν στο παρόν πείραμα, στην πλειονότητά τους,  φέρουν 

το αμινοξύ της προλίνης που κωδικοποιείται από το κωδικόνιο CCA, ωστόσο 

δεν παρατηρείται καμία μετάλλαξη στους ανθεκτικούς βιοτύπους, όπως έχει 

αναφερθεί σε παρόμοιες μελέτες, εκτός από τον Ιταλικό βιότυπο, ο οποίος θα 

αναλυθεί παρακάτω. Σε αντίστοιχη μελέτη των Yanniccari et.al. το 2017, στο 

Lolium perenne, στην οποία διερευνήθηκε, τόσο η στοχευμένη όσο και η μη-

στοχευμένη ανθεκτικότητα στο glyphosate παρουσιάστηκαν αντίστοιχα 

αποτελέσματα. Τόσο οι ευαίσθητοι όσο και οι ανθεκτικοί στο glyphosate 

βιότυποι δεν αποκάλυψαν κάποια σημειακή μετάλλαξη η οποία να υποδηλώνει  

πως η ανθεκτικότητα στο glyphosate οφείλεται σε επαγωγή μηχανισμών 

στοχευμένης ανθεκτικότητας (Yanniccari et.al. το 2017). 

Ωστόσο, σε μελέτη που έγινε για το Lolium perenne και το Lolium 

multiflorum, υπήρξε σημειακή μετάλλαξη στην 106-Pro σε 106-Ser, στον 

ανθεκτικό βιότυπο του Lolium perenne  (Fernández-Moreno et al., (b) 2017). 

Το γεγονός αυτό σε συνδυασμό με την γνώση από προηγούμενες μελέτες, 

συνοψίζει ότι η μετάλλαξη Pro-106-Ser έχει αναφερθεί σε L. multiflorum (Perez-

Jones et al., 2007; Jasieniuk et al., 2008; González-Torralva et al., 2012), L. 

rigidum (Simarmata and Penner, 2008; Bostaman et al., 2012; Fernandez et 

al., 2015) και L. perenne (Ghanizadeh et al., 2015). Επίσης έχουν ταυτοποιηθεί 

οι μεταλλάξεις 106-Pro-Thr (Wakelin and Preston, 2006; Bostaman et al., 

2012), Pro-106-Leu (Kaundun et al., 2011), και Pro-106-Ala (Yu et al.,2007) 

στο L. rigidum. Αυτή η πληθώρα σημειακών μεταλλάξεων των αμινοξέων 

επηρεάζει την αποτελεσματικότητα  glyphosate, οδηγώντας σε διαφορετικά 

επίπεδα ανθεκτικότητας (Preston et al., 2009). 

Οι  Fidel González-Torralva et.al.  σε αντίστοιχο πείραμα όπου έγινε το 

2012, σύγκριναν το γονιδίωμα της A. thaliana τόσο με ανθεκτικούς όσο και με 

ευαίσθητους βιοτύπους L. rigidum, και παρατήρησαν πως στους ανθεκτικούς 

βιότυπους υπήρξε μετάλλαξη της προλίνης σε σερίνη . Ωστόσο σε μελέτη που 
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έγινε στο είδος Eleusine indica για ανθεκτικότητα στο glyphosate σε τρεις 

ανθεκτικούς και έναν ευαίσθητο βιότυπο, παρατηρήθηκε σημειακή μετάλλαξη 

στην προλίνη 106 μόνο στους δύο από τους τρεις ανθεκτικούς βιότυπους  

(Chen J. et.al.2015). 

Στην παρούσα μελέτη αξιοσημείωτο γεγονός αποτελεί το ότι από τους 

υπό μελέτη βιότυπους, ο Ιταλικός, ήταν ο μοναδικός που περιείχε το αμινοξύ 

της προλίνης, το οποίο ωστόσο δεν κωδικοποιείται από  το  κωδικόνιο CCA, 

όπως στους υπόλοιπους βιοτύπους, αλλά από το CCG . Το γεγονός αυτό 

ερμηνεύεται ως σημειακή σιωπηλή μετάλλαξη η οποία απαντάται κυρίως σε 

ευαίσθητους βιοτύπους και προσδίδει διαφορετικό επίπεδο ανθεκτικότητας  

(Jasieniuk et.al.,2008). Ωστόσο στην παρούσα εργασία η σιωπηλή αυτή 

μετάλλαξη φαίνεται να επισυμβαίνει και σε ανθεκτικούς βιοτύπους. 

Σε αντίστοιχες μελέτες οι γνωστές μεταλλάξεις στο γονίδιο EPSPS που 

προσδίδουν ανθεκτικότητα στο glyphosate δεν βρέθηκαν ούτε σε πιθανά 

ανθεκτικούς, ούτε σε άκρως ανθεκτικούς Ιταλικούς βιότυπους Lolium sp. (Salas 

et.al.,2015). Αντίθετα οι  Bostamam et.al. σε μια αντίστοιχη μελέτη που 

δημοσιεύθηκε το 2012 παρατήρησαν ανθεκτικούς βιότυπους ήρας να 

συσσωρεύουν λιγότερη ποσότητα glyphosate.  Συγκεκριμένα παρατήρησαν 

12% και 17% απορροφημένο glyphosate, σε βλαστούς ανθεκτικών βιοτύπων 

σε σύγκριση με 26% απορροφημένο glyphosate που παρατηρήθηκε σε 

ευαίσθητο πληθυσμό. Επιπροσθέτως, ταυτοποιήθηκε μια μετάλλαξη εντός της 

ενζυμικής 5-ενολοπυρουβυλσικιματικής-3-φωσφορικής συνθάσης στόχου 

(EPSPS) όπου η προλίνη Pro106 είχε υποκατασταθεί είτε από σερίνη είτε από 

θρεονίνη. Αξίζει να σημειωθεί ότι στην περίπτωση αυτή βρέθηκε ταυτόχρονη 

έκφραση δύο διαφορετικών μηχανισμών αντίστασης. 

Σύμφωνα με όλα τα παραπάνω προκύπτει το συμπέρασμα πως η 

μετάλλαξη στην  προλίνη Pro106 δεν είναι απαραίτητο ότι προσδίδει πάντοτε 

ανθεκτικότητα. Υπάρχουν περιπτώσεις στις οποίες, είτε μόνη της, είτε με μια 

σειρά σημειακών μεταλλάξεων, είτε μέσω σιωπηλών σημειακών μεταλλάξεων,  

παρατηρείται μηχανισμός ανάπτυξης στοχευμένης ανθεκτικότητας, ενώ σε 

άλλες περιπτώσεις οι ανθεκτικοί βιότυποι δεν δείχνουν να φέρουν κανένα 

μηχανισμό στοχευμένης ανθεκτικότητας. Λαμβάνοντας υπόψη τα 
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αποτελέσματα που παρουσιάστηκαν στη παρούσα εργασία καθώς και το ότι 

πολλές μελέτες αναφέρουν πως η στοχευμένη έκφραση ανθεκτικότητας δεν 

ανιχνεύεται σε εξαιρετικά ανθεκτικούς βιότυπους στο glyphosate, μπορεί να 

εξαχθεί το συμπέρασμα πως το είδος αυτής της ανθεκτικότητας δεν αποτελεί 

βασικό μηχανισμό ανάπτυξης ανθεκτικότητας των φυτών έναντι  στο 

glyphosate. Θα μπορούσε επίσης να θεωρηθεί πως η ανθεκτικότητα 

στοχευμένης-θέσης είναι ένας σπάνιος μηχανισμός ανθεκτικότητας των 

βιοτύπων Lolium sp., σε σχέση με τη μη-στοχευμένη έκφραση,  για λόγους που 

δεν είναι ακόμη γνωστοί (Salas et.al.,2015). 

 

4.2 Μη - στοχευμένη έκφραση ανθεκτικότητας 

 

Για τη μη-στοχευμένη έκφραση ανθεκτικότητας στο glyphosate τα 

αποτελέσματα της παρούσας εργασίας υπέδειξαν το γονίδιο-μεταφορέας ABC 

ως ένα δυνητικά υποψήφιο γονίδιο ανίχνευσης ανθεκτικότητας στο glyphosate, 

κάτι που απαντάται και σε παρόμοια  μελέτη για το είδος Conyza sp., σύμφωνα 

με την οποία  τέσσερις ABC μεταφορείς βρέθηκαν να υπερεκφράζονται, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι η μεταβολομική ανάλυση στα χυμοτόπια μπορεί 

να βοηθήσει στο να κατανοηθεί καλύτερα και σε μεγαλύτερο βάθος ο τρόπος 

λειτουργίας του glyphosate και η ανάπτυξη ανθεκτικότητα (Yuan et.al.,2010). 

 Ο μηχανισμός ανάπτυξης στοχευμένης ανθεκτικόητας στο glyphosate 

δεν βρέθηκε να οφείλεται μια σημειακή μετάλλαξη στο κωδικόνιο 106 της 

προλίνης του γονιδίου EPSPS (αντίσταση στο σημείο-στόχο), σε μελέτη που 

έγινε σε φυτά του είδους Conyza canadensis, παρατηρήθηκε συγχρονισμός 

στην υπερ-έκφρασης του γονιδίου EPSPS και γονιδίων-μεταφορέων ABC. 

Αυτός ο μηχανισμός συγχρονισμού στην υπερ-έκφραση αυτών των δύο 

γονιδίων βασίστηκε τόσο στο χρόνο επαγωγής και τη διάρκεια της γονιδιακής 

υπερ-έκφρασης, όσο και στη ρύθμιση από το αρχικό «φορτίο» glyphosate (Tani 

et al 2015).  

Λαμβάνοντας υπόψη τους μηχανισμούς μη-στοχευμένης έκφρασης 

ανθεκτικότητας, σε διάφορα είδη Conyza sp, φαίνεται ότι η αντίσταση στο 

glyphosate έχει εξελιχθεί αρκετά γρήγορα (Yuan et.al.,2010). Αντίστοιχη είναι 

και η κατάσταση και για τα φυτικά είδη του ζιζανίου Lolium sp..Αυξημένη 
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εφαρμογή του glyphosate στη γεωργία θα μπορούσε να οδηγήσει στην εξέλιξη 

ακόμη περισσότερων (Duke and Powles, 2008). 

Επιπλέον σε μελέτη στο L. rigidum, όλοι οι ανθεκτικοί πληθυσμοί L. 

rigidum που μελετήθηκαν, εμφάνισαν μη-στοχευμένη ανθεκτικότητα με 

μειωμένη μετατόπιση του glyphosate. Επιπλέον, τέσσερις πληθυσμοί 

εμφάνησαν στοχευμένη ανθεκτικότητα, με σημειακή μετάλλαξη της Pro-106 σε 

Ser-106 στο EPSPS. Η εμφάνιση και των δύο μηχανισμών ανθεκτικότητας 

οδηγεί σε υψηλότερα επίπεδα αντοχής. Ωστόσο θα πρέπει να μελετηθούν 

περισσότεροι πληθυσμοί, καθώς και η διασπορά τους σε νέες περιοχές 

προκειμένου να εκτιμηθεί καλύτερα και σε βάθος η ανθεκτικότητά τους στον 

αγρό (Fernández-Moreno et al., (a) 2017). 

Οι περισσότερες από τις περιπτώσεις ανάπτυξης μη-στοχευμένης 

ανθεκτικότητας σε ζιζανιοκτόνα διαπιστώθηκαν χρησιμοποιώντας διάφορες 

αναλύσεις, όπως  μεταβολομικές,  αλλά ελάχιστα γονίδια ανθεκτικότητας στην 

πραγματικότητα κλωνοποιήθηκαν και χαρακτηρίστηκαν από ζιζάνια (με 

εξαίρεση της Arabidopsis, που δεν θεωρείται ζιζάνιο). Πολλές ερωτήσεις-

«κλειδιά» σχετικά με τους μηχανισμούς μη- στοχευμένης ανθεκτικότητας στα 

ζιζανιοκτόνα παραμένουν αναπάντητες. Το αποτέλεσμα της ανθεκτικότητας 

προκύπτει από την μεταγραφομική λειτουργία των γονιδίων, την αύξηση της 

ενζυμικής δραστηριότητας,  την εξειδίκευση των γονιδίων ή από κάποιο 

συνδυασμό των τριών; Η αύξηση της ενζυμικής δραστικότητας συνεπάγεται 

σημειακή μετάλλαξη; Εάν ναι, ποια είναι αυτή η μετάλλαξη και πώς προσδίδει 

ισχυρότερη ανθεκτικότητα; Είναι σημαντικό να απαντηθούν αυτά τα ερωτήματα 

για την ανάπτυξη περισσότερων αποτελεσματικών ζιζανιοκτόνων, καθώς και 

για την κατανόηση της εξέλιξης της ανάπτυξης ανθεκτικότητας και για τη 

διαχείρισή της, έτσι ώστε να αποκτηθούν γνώσεις και για παρόμοιες 

φυσιολογικές διεργασίες χρήσιμες στην φυτοπροστασία. Η ανακάλυψη 

γονιδίων είναι το κλειδί για να απαντηθούν αυτά τα ερωτήματα. Το κύριο 

εμπόδιο για την κλωνοποίηση και τον χαρακτηρισμό των γονιδίων που 

κωδικοποιούν μηχανισμούς ανάπτυξης μη-στοχευμένης ανθεκτικότητας στα 

ζιζανιοκτόνα, είναι οι περιορισμένοι γενετικοί πόροι ειδών  ζιζανίων  που 

υπάρχουν διαθέσιμοι (Yuan et al., 2007). 

Συνοψίζοντας, για να μπορέσουν να εξαχθούν περισσότερο ασφαλή 

συμπεράσματα για όσα ειπώθηκαν παραπάνω, προτείνεται η περεταίρω 
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διερεύνηση των μηχανισμών που αφορούν την ανάπτυξη τόσο της 

στοχευμένης όσο και της μη-στοχευμένης ανθεκτικότητας στο  L. rigidum, μέσω 

της μελέτης περισσότερων γονιδίων-μεταφορέων και μελέτης περισσότερων 

αλληλουχημένων γονιδιωμάτων, σε όσο το δυνατόν περισσότερους 

ανθεκτικούς βιοτύπους του ζιζανίου. 

Στο πλαίσιο αυτό, η επιστήμη της βελτίωσης φυτών μπορεί να 

διαδραματίσει πρωτεύοντα και καθοριστικό ρόλο, καθώς διαθέτει όλα τα 

απαραίτητα εργαλεία έτσι ώστε να μπορέσουν να διερευνηθούν και να 

κατανοηθούν οι μηχανισμοί εκείνοι που είναι υπεύθυνοι για την ανάπτυξη 

πάσης φύσεως ανθεκτικότητας τόσο σε βιοτικές καταπονήσεις, όπως είναι τα 

ζιζάνια, όσο και σε αβιοτικές καταπονήσεις, όπως είναι τα ζιζανιοκτόνα που 

χρησιμοποιούνται για την καταπολέμηση των πρώτων.  

Με την βοήθεια μοριακών εργαλείων και τεχνικών όπως η αλληλούχιση 

του γονιδιώματος του οργανισμού ενδιαφέροντος, η ποσοτικοποίηση της 

σχετικής γονιδιακής έκφρασης σε πραγματικό χρόνο, η χρήση ομικών 

τεχνολογιών και πολλών άλλων, καθίσταται πιο εφικτή η μελέτη  των 

μηχανισμών ανθεκτικότητας σε βιοτικές κι αβιοτικές καταπονήσεις και η 

αξιοποίηση αυτής της γνώσης για την βελτίωση των καλλιεργούμενων ειδών. 
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ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΕΣ ΔΙΕΥΘΥΝΣΕΙΣ 
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https://www.cabi.org/isc/datasheet/31167#None 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ 

 

Παράρτημα 1: Τα γονίδια που χρησιμοποιήθηκαν για την διεξαγωγή της 

Real-Time PCR 

1.Lolium perenne ABC transporter 3 

JZ166942.1 sb_007b_a07 Lolium perenne sb Lolium perenne cDNA, mRNA 

sequence 

GACAGCTGCATACAAGACATCAACTCTGTTTTTCAACAAGATGCATATGT

CCATATTCAGGGCTCCTATGTCTTTCTTCGATTCAACTCCGAGTGGGCGC

ATCTTGAATAGAGCTTCAGCTGATCAAAGTGAAGTGGACACCAGCATTGC

TGAACAAATGGGTTCTGTCGCATTTTCCATCATACAACTAGTTGGAATTAT

TGTTGTGATGTCTCAGGTTGCATGGCAGGTGTTTGTTGTTTTTGTTCCGC

TAACTGTGGCCTGCTTCTGGTATCAGCGCTACTACATTGATACAGCCAGA

GAGCTGCAAAGGCTGGTAGGGGTTTGCAAAGCTCCTATAATACAACATT 

TTGCAGAATCCATTACTGGATCAGCAACCATCAGAAGTTTTGGCAAGGAA

AATCAGTTCABCGTATCAACTAATAGTGATCTAATGGATGCCTTCTCTCG

ACCAAAATTCTATAACGCTGCAGCAAGGGAGTGGCTTTGCTTCCGCTTA

GATACGCTATCATGCCTTACATTTGCGTTCTCCTTGATATTTCTGATCAGT

CTACCGACTGGTCTCATTGATCCAGCAATTGCTGGTCTCGCTGTCACATA

TGGGCTTAATTTGAATACTCTGCAAGCAT 

 

 Παρακάτω φαίνεται η χαρακτηρισμένη ακολουθία με την υψηλότερη 

ομολογία και τα αποτελέσματα ευθυγράμμισης. 

 

PREDICTED: Oryza sativa Japonica Group ABC transporter C family 

member 3 (LOC4327122), mRNA 

NCBI Reference Sequence: XM_015762000.2 

>XM_015762000.2:3233-3857 PREDICTED: Oryza sativa Japonica Group 

ABC transporter C family member 3 (LOC4327122), mRNA 

>ACAGCTGCATACAAGACAGCAACTCTGTTGTTCAACAAGATGCATATGT

CCATATTCAGAGCTCCAATGTCATTCTTTGATTCCACTCCTAGTGGGCGC

ATTTTGAATAGAGCTTCAACGGATCAAAGCGAAGTGGACACCAGCATTG

CTTACCAGATGGGATCTGTTGCATTTTCCATCATACAACTTGTTGGAATTA
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TTGCTGTGATGTCTCAGGTTGCATGGCAGGTTTTTGTTGTTTTTATTCCTG

TGCTTGCTGCCTGCTTCTGGTATCAGCGTTACTACATCGATACAGCCAGA

GAGTTGCAAAGACTAGTAGGGGTTTGCAAAGCTCCCATCATACAGCATTT

TGCAGAATCAATAACAGGATCAACAACCATCAGAAGTTTTGGCAAAGAAA

ACCAGTTTGTATCAACTAATAGCCATTTAATGGATGCATTTTCTAGACCAA

AATTTTATAATGCTGCAGCAATGGAATGGCTTTGCTTCCGCCTGGATATG

CTGTCATCCCTTACATTTGCCTTCTCTTTGATATTTTTGGTCAATCTTCCG

ACTGGTCTCATCGATCCAGGAATTTCTGGTCTAGCAGTCACATACGGGC

TTAATCTGAACATGCTGCAAGCAT 

Αποτελέσματα ευθυγράμμισης μεταξύ του γονιδίου ενδιαφέροντος και του ομόλογου γονιδίου που έχει 

αλληλουχiθεί στο ρύζι. 
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2. Iron inhibited ABC transporter 2 

>JF747419.1 Lolium perenne putative iron inhibited ABC transporter 2 mRNA, 

partial 

ACATCGCACGGTTTGGTCATGGATCTGCAAAGCTTGCTCGCCAGGCTCA

GAGCAAAGAGAAAACTCTTGCAAAGATGGAGCGTGCTGGTCTTGCTGAG

AAGGTTGTCAATGACAAGATTCTGGTGTTCCGCTTTACAGATGTTGGTAA

ACTCCCACCACCAGTGCTACAGTTCGCTGATGTGACATTTGGATACACTC

CAGATAATCTCATTTACAAGAACCTTGACTTTGGTGTTGACCTTGACTCAA

GAGTTGCACTGGTCGGCCCCAATGGTGCGGGGAAAAGCACACTTCTGA

AGCTCATGACCGGTGACCTAACTCCATTGGACGGCATGGTTAGGCGCCA

CAATCACCTACGCATTGCACAGTTCCATCAACATCTCACTGAGAAGCTGG

ACCTAGACATGCCAGCCCTGCAGT 

 

 Παρακάτω φαίνεται η χαρακτηρισμένη ακολουθία με την υψηλότερη 

ομολογία και τα αποτελέσματα ευθυγράμμισης. 

 

>MG596298.1:971-1390 Triticum aestivum ABCF1a mRNA, complete cds 

ACATTGCACGATTTGGTCATGGATCTGCGAAGCTTGCTCGTCAGGCTCA

GAGCAAAGAGAAGACTCTTGCAAAGATGGAGCGTGGTGGTCTTGCTGAG

AAGGTTGTCAATGACAGGATTCTTGTATTCCGCTTTACAGATGTTGGCAA

ACTCCCACCACCAGTGCTGCAGTTTGCTGATGTCACATTTGGTTACACTC

CGGATAATCTCATCTACAAGAACCTTGACTTCGGTGTTGACCTTGACTCG

AGAGTTGCACTGGTCGGTCCCAATGGGGCTGGTAAGAGCACACTTCTGA

AGCTCATGACAGGTGACCTATCTCCGTTGGATGGCATGGTCAGACGCCA

CAACCACCTACGCATTGCACAATTCCATCAACATCTCACTGAGAAGCTGG

ACCTGGACATGCCGGCCCTGCAGT 
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Αποτελέσματα ευθυγράμμισης μεταξύ του γονιδίου ενδιαφέροντος και του ομόλογου γονιδίου που έχει 

αλληλουχiθεί στο σιτάρι. 

 

3. Multidrug resistance-associated protein 

 

>JF747403.1 Lolium perenne multidrug resistance-associated protein mRNA, 

partial cds 

ACAATCATCAGCATTGCGCACAGGATACCGACGGTCATGGACTGCGACA

GAGTCCTGGTCATAGATGCAGGACTAGCCAAGGAGTTTGACCGGCCTGC

CGCCCTGATTGAAAGGCCATCGCTCTTTGGAGCATTGGTTCAAGAGTAT

GCAAACCGGTCATCTGACGTGTAGCCAATGAGGTAATGGCCAATTTTTG

AGTTCAAAATTTGGGAGGAATTCCTGGATGGGGATCTTCAGGAGGTGAC

ACGAGCAACCATCATTCAAGCTCTTTGAGCAGCATGTCCTAAAAAATATG

TGAGCTGTGATTGATCATGAGAAAGATTAGGAGAAGCCAGAGTGTGAGG

TAGGCATCGAGATGTGCAGAGACAAACTCCAAGATATCTTTGAGCTTATC

AAGCTTGAATGTTTTCTACTACTATGAGCTGAAGCTGGTATATAATGTATT

TTGCAAATATTTTTAGTTCAACGGTGACCTGTATGAAACTGAGTCTCACG
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GGATTTGAAGAACATTTCTTTGTCCGAGAGAATGTGAAAACGTTTGGTTC

GTGCTGTTTATACTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

 Παρακάτω παρουσιάζεται η χαρακτηρισμένη ακολουθία με την 

υψηλότερη ομολογία και τα αποτελέσματα ευθυγράμμισης. 

 

>AY064479.1:2127-2579 Triticum aestivum multidrug resistance-associated 

protein MRP1 mRNA, partial cds 

ACCATCATCAGCATTGCGCACAGGATACCGACGGTCATGGACTGCGACA

GAGTCCTGGTAGTTGATGCAGGACTAGCAAAGGAGTTTGACCGACCTGC

CGCCCTGATCGAAAGACCGTCGCTCTTTGGAGCATTGGTTCAAGAGTAC

GCAAACCGGTCGTCTGACATGTAGCCGATGAGAGGAATGGCCAATTTTC

TGCTTCAAGACTTGGGAGGGATTCAGGGATGGAGATTTCTCCAGGAGGT

GGCATGAGCAGCCTGCACTCGTACTCTGAAAACCAAGTCCTAAAAAATAT

GTCACCGGCGGTGATTGATCTTGAGCAAGGTCAAGGAGAAGCCAGTGT

GAGATAGGCATATGATCCGCAGAGATTAATTCCATGATTTCATTCAACCC

ATTAAGCTGGAGTTTTTCTGTCACTAGTATGAGCTGACGATGGTGTATGA

TGTATTATGC 

 

Αποτελέσματα ευθυγράμμισης μεταξύ του γονιδίου ενδιαφέροντος και του ομόλογου γονιδίου που έχει 

αλληλουχηθεί στο σιτάρι. 
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4. LpM10 

 

aatgcatcttagatacattttgattcatgaaaaaatttgaaacaaaaaactacaggtttagacaagaaagaa

aaaaaaagttcaatcatgtttcgggtgtatatcatttgtacacaagccacaccataacaaatatttccactttct

ggcaacattacatcaaaccgctgtattaacgaatttttagtgatgaatcctgctgcatccaatacttcgatctac

atattttaaacgatttttaattatcatgtttccaaagaataaaactcatgtttgttgcaatgatgcatagatactgaa

ccagttctgaaactgtttgcaggtgaaggtgtgcggcacgcacagacggcatggatccagaacggcacta

tcgaggagaacatcctgtttgggctgccaatggacggggagcggtacaaggaggtgatcagggtgtgctg

cctggagaaggacatggagatgatggagttcggcgaccagacagagatcggcgagcgcgggatcaac

ctcagcggcgggcagaagcagcgcatccagccgtctaccaggactgtgacatctacctcctcgacgacgt

gttcagtgcagttgatgcgcatacgggcagtgagatcttcaaggtacttactgtacattatgttgtggctgacac

gctagctagactgaactgaatgttttttaattgtctgaattctgaagtctgttttgcttaattatgtttctgcaggaatg

tgtgagaggtgctctgaagaacaagactgtggtacttgtgactcaccaagtcgatttcttgcacaacgccgat

atcatatatgtaagcccaagtcgtatcattgcaaattcgagcagtagctgggcattgcttgctaatgacttcaa

acgtatgcgtgtgtacttgcaggtcatgagggatgggacgatagcccaatctggcaagtacgacgagctca

tccagcgcggctcagactcgcggcgctcgtcgcggcgcacgacagctccatggagctcgtcgagagcgc

ggcgccagtgaccgagaagggagatgcgccggcagtctcccggcagccgtccgccaacggccacggc

agcagcacgtcgaacggagacgtgtctgtggtggcggccaaggcggagaaggcgtcggcccggctgat

caaggaggaggagcgcgcgagtgggcacgtgagcctggccgtgtacaagcagtacatgacagaggca

tgggggtggtggggctggcgctggtcatcgccgtgtccttggcgtggcagggttccgtaatggccagcgact

attggctcgcctacgagacctctgcagagaacgccgccacattccagccgtcgcttttcatccatgtttatgcc

atcctggccgcggtctccgtggtgctcgtgtcggggcggtctttcctcgtggcattcatcggcctccgaccgcc

aattccttcttcaagcagatcctcaacagcatcctccacgcgcccatgtccttcttcgacaccaccccatccg

gcaggatcctcagcagggtacgcacgtagcaaatcgtaatgtctttcttgttactttgacacgatgatgatgat

gttaattccatatcctgaacacggtttcgactctcctcgatcttcaggcctcgtcagatcagacgaacgtcgatc

tgttcctgccgttcttcgtctggctcagcgtgtccatgtacatcacggtgatcagcgtgctgatcgtcacatgcca

ggtggcgtggccctcggtcatcgctatcatccctctgctcattctcaatatgtggtaccgggtaagtttattagct

accgctgccaatgaacctggtgcatacatacgttttgttttaaccgacaccttagtaagtttcctatttggattgca

gggctactacctggcaacatcgagggagctgactcgcctcgagttcatcaccaaggctccggtgatccacc

acttctcagagacggttcagggtgtcatgaccatcaggtgcttcaggaagggggatagcttcttccaggaga

acctcaaccgggtcaattccagcttgaggatggacttccacaacaatggcg  
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Η παραπάνω αλληλουχία ανακτήθηκε από το NCBI μετά από αναζήτηση 

όταν θέσαμε ως ερώτημα την αλληλουχία του γονιδίου- μεταφορέα ABC, Μ10, 

από το είδος C. Canadensis. 

Παρακάτω παρουσιάζεται η χαρακτηρισμένη ακολουθία με την 

υψηλότερη ομολογία και τα αποτελέσματα ευθυγράμμισης. 

>XM_020318248.1:2767-3394 PREDICTED: Aegilops tauschii subsp. tauschii 

ABC transporter C family member 14-like (LOC109759425), mRNA 

GTGATGAAGGAGGGTACGATAGTGCAATCCGGCAAGTACGACAAGCTCA

TCCAGCGCGGCTCCGACTTTGCTGCGCTCGTCGCGGCGCACGACAGCT

CCATGGAGCTCGTGGAGGGCGCGGCGCCGGTGTCTGACGAGAAGGGG

GAGACGCTGGCCATCTCCCGGCAGCCGTCCAGAAAGGGCAGTGGCAGA

AGGCCGTCGAACGGGGAGGCGTCCGTGGTGGCGGAGAAGGCGTCGGC

GCGGCTGATCAAGGAGGAGGAGCGCGCGAGCGGGCACGTGAGCCTGG

CCGTGTACAAGCAGTACATGACGGAGGCGTGGGGGTGGTGGGGCGTG

GCGCTGGTGGTGGCCGTGTCCGTGGCATGGCAGGGGTCCGTGCTGGC

CAGCGACTACTGGCTGGCCTACGAGACCGACGCCGAGAACGCCGCGTC

GTTCCGGCCGGCGCTGTTCATCGAGGTGTACGCCATCATCGCCGTCGC

GTCGGTGGTGCTCGTGTCGGGCCGGTCCTTCCTGGTGGCCTTCATCGG

CCTCCAGACCGCCAACTCCTTCTTCAAGCAGATCCTCAACAGCATCCTC 

Αποτελέσματα ευθυγράμμισης μεταξύ του γονιδίου ενδιαφέροντος από το φυτό  C. canadensis και του 

ομόλογου γονιδίου που έχει αλληλουχηθεί στο Aegilops tauschii subsp. tauschii. 
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Στη συνέχεια η αλληλουχία που ανακτήθηκε από το είδος C. Canadensis 

του γονιδίου- μεταφορέα ABC Μ10, συγκρίθηκε με την ομόλογη του Lolium 

perenne Μ10 και τα αποτελέσματα ευθυγράμμισης παρουσιάζονται παρακάτω. 

Ευθυγράμμιση αλληλουχίας του Lolium perenne Μ10 γονιδίου ενδιαφέροντος με το ομόλογο της Conyza 

canadensis. 

 

Παράρτημα 2: Οι πίνακες ανάλυσης διακύμανσης και τα test πολλαπλών 

συγκρίσεων που προκύπτουν απ’ την μέθοδο ανάλυσης ANOVA. 

ABC Gene 

Analysis of Variance for RQ ABC - Type III Sums of Squares 

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value 

MAIN EFFECTS      

 A:biotype 238,501 1 238,501 11,71 0,0030 

 B:time point 1307,65 2 653,823 32,10 0,0000 

 C:treatment 691,402 1 691,402 33,95 0,0000 

INTERACTIONS      

 AB 556,796 2 278,398 13,67 0,0002 

 AC 326,136 1 326,136 16,01 0,0008 

 BC 1150,3 2 575,152 28,24 0,0000 

 ABC 603,797 2 301,899 14,82 0,0002 

RESIDUAL 366,601 18 20,3667   

TOTAL (CORRECTED) 4520,65 29    

Multiple Range Tests for RQ ABC by biotype 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

biotype Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

27 15 3,77389 1,18927 X 

21 15 9,52933 1,18927  X 

 

Contrast Sig. Difference 

21 - 27  * 5,75544 

Multiple Range Tests for RQ ABC by time point 
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Method: 95,0 percent Duncan 

time point Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

3 12 1,409 1,30278 X 

6 8 2,52463 1,59557 X 

12 10 16,0212 1,45655  X 

 

Contrast Sig. Difference 

3 - 6  -1,11563 

3 - 12  * -14,6122 

Multiple Range Tests for RQ ABC by treatment 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

treatment Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

C 15 1,75192 1,18927 X 

X 15 11,5513 1,18927  X 

 

Contrast Sig. Difference 

C - X  * -9,79939 

 

Multidrugprotein gene 

Analysis of Variance for RQ multidrugprotein - Type III Sums of Squares 

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value 

MAIN EFFECTS      

 A:biotype 0,602491 1 0,602491 2,48 0,1341 

 B:time point 3,73389 2 1,86695 7,67 0,0042 

 C:treatment 0,177261 1 0,177261 0,73 0,4053 

INTERACTIONS      

 AB 2,57485 2 1,28742 5,29 0,0164 

 AC 2,3986 1 2,3986 9,85 0,0060 

 BC 12,8943 2 6,44715 26,49 0,0000 

 ABC 0,700673 2 0,350337 1,44 0,2646 

RESIDUAL 4,13819 17 0,243423   

TOTAL (CORRECTED) 26,9106 28    

Multiple Range Tests for RQ multidrugprotein by biotype 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

biotype Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

27 15 0,841389 0,130017 X 

21 14 1,13544 0,134281 X 

 

Contrast Sig. Difference 

21 - 27  0,294056 

Multiple Range Tests for RQ multidrugprotein by time point 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

time point Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

3 12 0,710667 0,142426 X 

12 9 0,731208 0,16701 X 

6 8 1,52338 0,174436  X 

 

Contrast Sig. Difference 

3 - 6  * -0,812708 

3 - 12  -0,0205417 

   

Multiple Range Tests for RQ multidrugprotein by treatment 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

treatment Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

C 14 0,908667 0,134281 X 
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X 15 1,06817 0,130017 X 

 

Contrast Sig. Difference 

C - X  -0,1595 

 

Lpironinhibited 

Analysis of Variance for RQ LpIron - Type III Sums of Squares 

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value 

MAIN EFFECTS      

 A:biotype 2177,25 1 2177,25 1,31 0,2692 

 B:time point 5486,38 2 2743,19 1,65 0,2229 

 C:treatment 1969,73 1 1969,73 1,19 0,2924 

INTERACTIONS      

 AB 4520,13 2 2260,06 1,36 0,2847 

 AC 2645,78 1 2645,78 1,59 0,2251 

 BC 5369,21 2 2684,61 1,62 0,2295 

 ABC 5236,26 2 2618,13 1,58 0,2373 

RESIDUAL 26583,9 16 1661,5   

TOTAL (CORRECTED) 51525,9 27    

Multiple Range Tests for RQ LpIron by biotype 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

biotype Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

27 13 3,025 11,4353 X 

21 15 20,9848 10,7416 X 

 

Contrast Sig. Difference 

21 - 27  17,9598 

Multiple Range Tests for RQ LpIron by time point 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

time point Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

3 11 0,677 12,4806 X 

12 8 3,26338 14,4113 X 

6 9 32,0744 13,7978 X 

 

Contrast Sig. Difference 

3 - 6  -31,3974 

3 - 12  -2,58638 

Multiple Range Tests for RQ LpIron by treatment 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

treatment Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

C 15 3,46367 10,7416 X 

X 13 20,5462 11,4353 X 

 

Contrast Sig. Difference 

C - X  -17,0825 

 

LpM10 

Analysis of Variance for RQ LpM10 - Type III Sums of Squares 

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value 

MAIN EFFECTS      

 A:biotype 0,00090796 1 0,00090796 0,00 0,9614 

 B:time point 22,8497 2 11,4248 30,52 0,0000 

 C:treatment 0,513571 1 0,513571 1,37 0,2597 

INTERACTIONS      
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 AB 2,4603 2 1,23015 3,29 0,0655 

 AC 1,95448 1 1,95448 5,22 0,0373 

 BC 2,96282 2 1,48141 3,96 0,0417 

 ABC 13,6427 2 6,82135 18,23 0,0001 

RESIDUAL 5,61423 15 0,374282   

TOTAL (CORRECTED) 49,8915 26    

Multiple Range Tests for RQ LpM10 by biotype 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

biotype Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

21 14 1,75222 0,166507 X 

27 13 1,764 0,171632 X 

 

Contrast Sig. Difference 

21 - 27  -0,0117778 

Multiple Range Tests for RQ LpM10 by time point 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

time point Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

12 9 0,957958 0,20709 X 

3 10 1,21263 0,197453 X 

6 8 3,10375 0,216299  X 

 

Contrast Sig. Difference 

3 - 6  * -1,89113 

3 - 12  0,254667 

Multiple Range Tests for RQ LpM10 by treatment 

 

Method: 95,0 percent Duncan 

treatment Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups 

X 13 1,61806 0,171632 X 

C 14 1,89817 0,166507 X 

 

Contrast Sig. Difference 

C - X  0,280111 

 


