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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Στη παρούσα εργασία, μετρίου και υψηλού επιπέδου ανθεκτικά στα βενζιμιδαζολικά 

στελέχη του μυκοτοτοξικογόνου και φυτοπαθογόνου μύκητα Fusarium graminearum 

Schwabe που είχαν σε προηγούμενη μελέτη αποκτηθεί μέσω μεταλλαξιγέννεσης και 

κατόπιν χαρακτηρισθεί φυτοπαθολογικά (Sevastos και συνεργάτες, 2013), 

διερευνήθηκαν ως προς τον υπεύθυνο μηχανισμό ανθεκτικότητας των στελεχών αυτών 

στα βενζιμιδαζολικά.  

Πειράματα εκτίμησης της έκφρασης ανθεκτικότητας in vivo έδειξαν ότι τα 

ανθεκτικά στελέχη εξέφραζαν την ανθεκτικότητα τους σε σπάδικες καλαμποκιού που 

είχαν προηγουμένως εμβαπτιστεί σε τοξικές συγκεντρώσεις carbendazim (MBC) 

πράγμα το οποίο σημαίνει ότι ο κίνδυνος για εμφάνιση και επικράτηση τέτοιων 

ανθεκτικών στελεχών στον αγρό είναι εφικτός. 

Μοριακές μελέτες αλληλούχισης του γονιδίου που κωδικοποιεί το βιοχημικό 

στόχο των βενζιμιδαζολικών και με τη χρήση της τεχνικής Allele Specific Polymerase 

Chain Reaction, απεκάλυψαν την ύπαρξη δύο διαφορετικών μεταλλαγών στο γονίδιο 

της β2-τουμπουλίνης των μετρίου επιπέδου ανθεκτικότητας στελεχών. Η πρώτη 

μεταλλαγή που ανιχνεύτηκε ήταν η H6N, όπου υπήρξε αντικατάσταση της ιστιδίνης 

στη θέση 6 με ασπαραγίνη. Η δεύτερη μεταλλαγή αφορούσε την F200Y, όπου υπήρξε 

αντικατάσταση της φαινυλανίνης στη θέση 200  με τυροσίνη. Καμία μεταλλαγή δεν 

ανιχνεύτηκε στα υψηλής ανθεκτικότητας στελέχη. Αλληλούχιση του ομόλογου 

γονιδίου της β1-τουμπουλίνης έδειξε ότι η ανθεκτικότητα των στελεχών δεν φαίνεται 

να οφείλεται σε σημειακές μεταλλαγές του γονιδίου αυτού.  

Μελέτες εκτίμησης των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων της β1 και β2 

τουμπουλίνης μέσω της τεχνικής Real Time-Polymerase Chain Reaction, 

απεκάλυψαν ότι αμφότερες οι δύο β-τουμπουλίνες των ανθεκτικών στελεχών 

εκφράζονταν σε υψηλότερα επίπεδα από ότι στο άγριο στέλεχος, όταν η καλλιέργεια 

των στελεχών γινόταν σε υλικό απουσία MBC. Αντιθέτως, παρουσία MBC φάνηκε να 

οδηγεί σε μείωση των επιπέδων έκφρασης των β-τουμπουλίνων στα περισσότερα από 

τα ανθεκτικά στελέχη σε σχέση με τα επίπεδα που  μάρτυρα. Παρ’ όλα αυτά δεν 

φαίνεται να υπάρχει κάποια συσχέτιση μεταξύ των επιπέδων έκφρασης των δύο 

γονιδίων και των παρατηρούμενων ανθεκτικών φαινοτύπων  

Ακολούθησε διερεύνηση άλλων βιοχημικών μηχανισμών ανθεκτικότητας όπως 

η αποτοξικοποίηση και η μειωμένη είσοδος-αυξημένη απέκκριση. Όσο αναφορά της 
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μελέτες αποτοξικοποίησης αρχικά αξιολογήθηκε η επίδραση των συνεργιστών s,s,s-

tributyl phosphorotrithioate, piperonyl butoxide και diethyl malate στην 

μυκητοτοξικότητα των βενζιμιδαζολικών και φάνηκε ότι μόνο στη περίπτωση του 

συνεργιστή diethyl malate υπήρξε σημαντική μυκητοτοξική δράση στα περισσότερα 

ανθεκτικά στελέχη με τα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα. Στη συνέχεια η μελέτη της 

αποτοξικοποίησης προσεγγίστηκε πιο ειδικά μέσω ενζυμικών αναλύσεων της 

τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST) και της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης 

(GSPO) από εκχυλίσματα κυττάρων των στελεχών που είχαν αναπτυχθεί 

προηγουμένως σε διάφορες συγκεντρώσεις του MBC. Παρατηρήθηκε ότι όλα τα 

στελέχη παρουσίαζαν υψηλή δραστικότητα του ενζύμου της GST σε σχέση με το 

μάρτυρα αν και δεν φάνηκαν να υπάρχουν σημαντικές διαφορές που να 

δικαιολογούν τον μηχανισμό της ανθεκτικότητας στα υψηλής ανθεκτικότητας 

στελέχη. Ενζυμικές αναλύσεις της GSPO, δεν έδειξαν ότι η δραστικότητα του ενζύμου 

αυτού ευθύνεται για τον μηχανισμό ανθεκτικότητας σε κανένα από τα ανθεκτικά 

στελέχη.  

Αξιολόγηση του μηχανισμού της κινητικής εισόδου-απέκκρισης των 

βενζιμιδαζολικών μέσω της χρήσης της UV- φασματοφωτομετρίας έδειξε πως η 

συγκέντρωση του MBC στο υλικό ανάπτυξης των υψηλής ανθεκτικότητας στελεχών 

μειούταν σημαντικά σε σύγκριση με το ευαίσθητο στέλεχος, οδηγώντας έτσι στο 

συμπέρασμα ότι υπεύθυνος μηχανισμός ανθεκτικότητας των στελεχών αυτών δεν 

μπορεί να είναι η αυξημένη απέκκριση.  

Από τα αποτελέσματα των μελετών αυτών, προκύπτει πως η ανθεκτικότητα στα 

μετρίας ανθεκτικότητας στελέχη του μύκητα F. graminearum οφείλεται κατά κύριο 

λόγο στην ύπαρξη μεταλλαγών στο γονίδιο της β2-τουμπουλίνης ενώ στα υπόλοιπα της 

υψηλής ανθεκτικότητας στελέχη ο μηχανισμός της ανθεκτικότητας παραμένει 

άγνωστος και δεν φαίνεται να οφείλεται σε αλλαγή στη θέση δράσης, σε υπερέκφραση 

του βιοχημικού στόχου, σε αποτοξικοποίηση και σε αυξημένη απέκκριση. 

 

 

Λέξεις κλειδιά: βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα, ανθεκτικότητα, carbendazim, 

σημειακές μεταλλαγές, β-τουμπουλίνη, αποτοξικοποίηση, έκφραση γονιδίου, 

είσοδος-απέκκριση. 
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1. Ο μύκητας Fusarium graminearum και μέτρα διαχείρισης του στα σιτηρά 

Ο μύκητας F. graminearum (τέλεια μορφή Gibberella zeae)  ανήκει στην κλάση 

Hymenoascomycetes  και στη τάξη Hypocreales. Ο μύκητας είναι απλοειδής, ομόθαλλος και 

συχνά παρουσιάζει έντονo παρασεξουαλισμό. Ο μύκητας παράγει μακροκονίδια  

διαστάσεων 25-50 x 3-4 μm που μπορεί να εμφανίζουν 3-5 septa και σπανιότερα 

χλαμυδοσπόρια (10-12 μm). Η ανάπτυξη του μύκητα ευνοείται  σε δροσερές και υγρές 

συνθήκες (Sutton 1982; Viger et al. 1997; Gotz et al, 2008, Manninger 1979; Bottalico & 

Perrone, 2002; Brennan et al., 2003). Στα σιτηρά προσβάλει  όλα σχεδόν τα υπέργεια και 

υπόγεια φυτικά μέρη σε όλα τα στάδια ανάπτυξης του φυτού (σπόρο, έξοδο φυταρίων, 

άνθηση). 

 Κύρια πηγή μολυσμάτων είναι τα υπολείμματα της καλλιέργειας στα οποία ο 

μύκητας διαχειμάζει κυρίως με την μορφή περιθηκίων (τέλεια μορφή) ή με μυκηλιακές υφές  

αλλά μπορεί και με χλαμυδοσπόρια αν επικρατήσουν αντίξοες συνθήκες. Από τα 

περιθήκια, με την επικράτηση κατάλληλων συνθηκών θερμοκρασίας (12-22οC), 

υγρασίας(<80 %) και με την βοήθεια του αέρα ελευθερώνονται τα ασκοσπόρια και 

μολύνουν τα διάφορα εναέρια φυτικά τμήματα (Εικόνα 1.1). H απελευθέρωση των 

ασκοσπορίων γίνεται κατά τις νυχτερινές ώρες και η μεταφορά τους μπορεί να φτάσει σε 

μεγάλες αποστάσεις (Maldonado-Ramirez et al., 2005). Ο σχηματισμός των ασκών 

πραγματοποιείται  αν επικρατήσουν για μία περίοδο περίπου 3 εβδομάδων χαμηλές 

εντάσεις ακτινοβολίας (μικρή φωτοπερίοδος). Μετά την εγκατάσταση του παθογόνου,  τα 

παραγόμενα κονίδια με την επικράτηση  ευνοϊκών θερμοκρασιών (16-36 οC) και με τη 

συμβολή ανεμόβροχου προκαλούν κύριες και δευτερεύουσες μολύνσεις (Sutton 

1982,Horberg,2002,Paul et al.,2004). Τα κονίδια αφού έρθουν σε επαφή με τους φυτικούς 

ιστούς, ενεργοποιούν μηχανισμούς παθογένειας (MAP κινάσες) και παράγουν λυτικά 

ένζυμα για να διευκολυνθεί η είσοδος του μύκητα στους φυτικούς ιστούς (Wanyoike et al., 

2002; Purdy, 1978; Olutiola, 1978; Jencznionka and Shaefer, 2005). 

 Εκτός από τα υπολείμματα της καλλιέργειας ο μύκητας μπορεί να επιβιώσει στο 

εσωτερικό του σπόρου και στη συνέχεια να μεταδίδεται με την έκπτυξη της κοτύλης στο 

αναπτυσσόμενο φυτάριο (Kabeere et al.,1997; Sutton 1982). Τα συμπτώματα που συχνά 

παρατηρούνται είναι μειωμένη βλαστική ικανότητα των σπόρων, σήψεις εμβρύων, 

β 

ε 
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καθυστέρηση της έκπτυξης έως και πλήρης παρεμπόδιση του μεσοκοτυλίου καθώς επίσης 

σήψεις και τήξεις λαιμών και ριζών (Chelkowski, 1989). 

  Σε μεταγενέστερα στάδια, οι κύριες μολύνσεις  εμφανίζονται  κατά την περίοδο 

άνθησης όταν επικρατήσουν συνθήκες υψηλής υγρασίας και θερμοκρασίας (Miller, 1994). 

Στη περίπτωση του ανοιξιάτικου κριθαριού η προσβολή παρατηρείται κυρίως μετά την 

άνθηση, λόγω της ιδιόμορφης άνθησης του (McMullen, 2008). Η ασθένεια εκδηλώνεται με 

συμπτώματα λευκών αποχρώσεων από την κορυφή της ανθοταξίας τα οποία επεκτείνονται 

προς τους υποκείμενους ιστούς ( Reid & Hamilton, 1996; Shea Miller et al., 2007). Τελικά τα 

προσβαλλόμενα σημεία λαμβάνουν κόκκινες αποχρώσεις λόγω των σποροδόχειων και 

κονιδίων του μύκητα αλλά και των συντιθέμενων χρωστικών του ( π.χ. αυροφουσαρίνη).  

 

 

 

Εικόνα 1.1. O βιολογικός κύκλος του μύκητα F. graminearum 

 Οι μολύνσεις που προκαλεί ο μύκητας στα σιτηρά συνοδεύονται συχνά και από την 

παρουσία διαφόρων μυκοτοξινών με διασυστηματικές ιδιότητες ,πράγμα που σημαίνει ότι 

οι τοξίνες μπορούν να διαχέονται και σε σημεία πέραν της μολύνσεως (Young & Miller 

1985; Sutton, 1982; Baliko & Funnel, 1976). Μετά το τέλος της καλλιεργητικής περιόδου 

μπορεί να σχηματιστεί  πάνω στα προσβαλλόμενα μέρη η τέλεια μορφή με την οποία 
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διαχειμάζει  έως και δύο έτη (Pereyra et al.,2004,). Συνήθως η τέλεια μορφή σχηματίζεται  

νωρίς  την επόμενη καλλιεργητική περίοδο (Khonga & Sutton,1988). 

 

Οι μυκοτοξίνες του μύκητα Fusarium graminearum 

 

Ο F. graminearum μπορεί να παράξει τουλάχιστον 13 διαφορετικές μυκοτοξίνες. Οι 

κύριες ομάδες μυκοτοξινών που παράγονται από το είδος αυτό είναι οι τριχοθικήνες και τα 

διάφορα παράγωγα της ζεαραλανόνης. Aναλόγως με τη χημική τους δομή οι τριχοθηκίνες 

μπορούν να  κατηγοριοποιηθούν σε τέσσερις τύπους, με πιο σημαντικές τις τριχοθηκίνες 

τύπου Α και Β  ( Εικ.1.2, 1.3. ) (D’ Mello, 1994). 

 

 

Εικόνα 1.2. Οι τριχοθηκίνες Α τύπου                Εικόνα 1.3. Οι τριχοθηκίνες Β τύπου 

 

       

Ο F. graminearum παράγει κυρίως τριχοθηκίνες τύπου Β όπως δεοξινιβαλενόλη 

(DON) και τα ακετυλιωμένα παράγωγα της 15-acetyl και 3-ακέτυλο-δεοξινοβαλενόλη, 

νιβαλενόλη (NIV), fusarenon-X (D’Mello, 1997).  H ζεαραλενόνη αποτελεί μια ακόμη 

μυκοτοξίνη που παράγεται από το είδος F. graminearum. Συνήθως αυξάνεται η παραγωγή 

της κατά τα τελικά στάδια καλλιέργειας των σιτηρών και μπορεί να συνεχίζεται η 

παραγωγή και μετά την αποθήκευση (Caldwell and Tuite, 1970).  

Τα τελευταία χρόνια έχει υπάρξει έντονο ενδιαφέρον για τις τριχοθηκίνες που 

παράγονται από το γένος Fusarium λόγω της μεγάλης τοξικής σημασίας τους στα θηλαστικά 

(Bohm, 2000a, b; Placinta et al., 2003).  Οι τοξικές επιδράσεις των τριχοθηκίνων στους 

χοίρους αφορούν  προβλήματα όπως εμετοί (vomitoxin-εμμετοξίνη), απώλεια βάρους, 

γαστρεντερικές διαταραχές, διάρροιες, άρνηση τροφής, καταστολή του ανοσοποιητικού 
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συστήματος και παρεμπόδιση της σύνθεσης πρωτεϊνών (Prelusky et al., 1994). Παρόμοια 

συμπτώματα έχουν βρεθεί  και σε μηρυκαστικά, πουλερικά, υδρόβια είδη και κατοικίδια 

(Diaz, 2005). Στα βοοειδή και τα πρόβατα συνήθως εκδηλώνονται με άρνηση τροφής και 

μείωση της γαλακτοπαραγωγής (Trenholm et al., 1984). Χαρακτηρίζονται από γρήγορη 

μετακίνηση εντός των ιστών αλλά λόγω του σχετικά υδρόφιλου χαρακτήρα τους δεν 

συσσωρεύονται στους λιπώδεις ιστούς ούτε μεταφέρονται στο γάλα και στα αυγά (Riley and 

Pestka ,2005).  

 Η  ζεαραλενόνη χαρακτηρίζεται από οιστρογόνο δράση στα θηλαστικά, με 

συμπτώματα  την καθυστέρηση ή την διακοπή του οίστρου, τη θανάτωση των εμβρύων ενώ 

στα αρσενικά μπορεί να παρατηρηθούν προβλήματα στην σπερματογένεση κ.α. (D’Mello et 

al.,1999). Πολλές φορές ο μεταβολισμός της ΖΕΑ μπορεί να οδηγήσει σε παράγωγα έως και 

3-4 φορές πιο επικίνδυνα από τοξικολογικής απόψεως (Richardson et al., 1985).  

 

Μέτρα αντιμετώπισης  της φουζαρίωσης των στάχεων (Fusarium Head Blight) 

 

Η αντιμετώπιση της ασθένειας μπορεί να γίνει με προληπτικά αλλά και θεραπευτικά μέτρα. 

Ωστόσο, για να υπάρξει αποτελεσματική αντιμετώπιση της ασθένειας απαιτούνται η μελέτη 

και η κατανόηση των παραμέτρων εκείνων που ευνοούν  την ανάπτυξη του μύκητα. Κατά 

τον Teich, 1989 η καταπολέμηση της ασθένειας  μπορεί να γίνει με : 

 

 Καταστροφή και απομάκρυνση ζιζανίων στα οποία ενδέχεται να διατηρείται ο 

μύκητας 

 Καταστροφή και απομάκρυνση των υπολειμμάτων της προηγούμενης καλλιέργειας.  

 Ο σπόρος που θα επιλεχθεί θα πρέπει να είναι απαλλαγμένος από  μολύσματα του 

μύκητα και να επιλέγονται σπόροι χωρίς διαρρηγμένο το εξωτερικό περίβλημα. 

 Εναλλαγή των καλλιεργειών και αποφυγή διαδοχής σιταριού μετά από αραβόσιτο. 

 Αραιότερη σπορά ώστε να εξασφαλίζονται καλύτερες συνθήκες αερισμού. 

 Η συγκομιδή να επιλέγεται σε ένα στάδιο υγρασίας των σπόρων μικρότερο του 18% 

και η αποθήκευση τους να πραγματοποιείται σε συνθήκες χαμηλής υγρασίας και 

θερμοκρασίας. 

  Μελέτη των μετεωρολογικών δεδομένων ιδίως κατά το στάδιο της άνθησης 

 Καταπολέμηση εντόμων ως ενδιάμεσων φορέων της ασθένειας 
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 Προτιμάται το άζωτο να δίνεται υπό μορφή ουρίας και όχι νιτρικών. Αυτό γίνεται 

επειδή η ουρία έχει δειχθεί ότι αυξάνει τον πληθυσμό των ακτινομυκήτων που 

ανταγωνίζονται τα Φουζάρια και ακόμα εμποδίζει την δημιουργία 

χλαμυδοσπορίων του στο έδαφος (Loffler et al, 1986). 

 Βιοτεχνολογικές μέθοδοι (ποικιλίες με γόνους ανθεκτικότητας) 

 Ανθεκτικές ποικιλίες μέσω της κλασσικής βελτίωσης 

 Χρήση ανταγωνιστικών μικροοργανισμών (Boergel et al 2009, Kohn et al, 1999) 

 Μυκητοκτόνα 

 

Όπως και σε πολλές άλλες μυκητολογικές ασθένειες των φυτών, η χρήση 

μυκητοκτόνων έχει συμβάλει αρκετά στην αντιμετώπιση της ασθένειας στον αγρό 

(Mesterhazy, 2003). Υπάρχουν μυκητοκτόνα που μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

προληπτικά εφαρμόζοντας τα στον σπόρο των σιτηρών. Πέρα όμως από αυτό η χρήση 

μυκητοκτόνων  με ψεκασμούς φυλλώματος κατά το στάδιο της άνθησης έχει δείξει ότι 

αποτελεί ένα αποτελεσματικό μέσο για την αντιμετώπιση του παθογόνου αλλά και τη 

μείωση  παραγωγής των μυκοτοξινών του. Η χρήση όμως αυτών των μυκητοκτόνων 

περιορίζεται στο σιτάρι και το κριθάρι, ενώ μέχρι τώρα δεν υπάρχουν εγκεκριμένα 

μυκητοκτόνα για την αντιμετώπιση της ασθένειας  του μύκητα στον αραβόσιτο (Bayer 

Cropscience, 2010). Οι κύριες ομάδες μυκητοκτόνων με εξειδικευμένη δράση που 

παρέχουν αποτελεσματική αντιμετώπιση του μύκητα είναι τα βενζιμιδαζολικά 

μυκητοκτόνα, οι παρεμποδιστές βιοσύνθεσης των στερολών (SBIs- Sterol Biosynthesis 

Inhibitors) και λιγότερο οι στρομπιλουρίνες. Η ομάδα των παρεμποδιστών βιοσύνθεσης 

των στερολών  και συγκεκριμένα η υποομάδα των τριαζολικών αποτελούν μία πολλά 

υποσχόμενη ομάδα μυκητοκτόνων για την αντιμετώπιση της ασθένειας (Πίνακας 1.1). 

Μία άλλη υποομάδα με μικρότερη  αποτελεσματικότητα είναι οι στρομπιλουρίνες οι 

οποίες όταν εφαρμόζονται συνδυαστικά με τα τριαζολικά  μπορεί να δώσουν  

ικανοποιητικά αποτελέσματα. 

 Τα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα άρχισαν να εφαρμόζονται στην πράξη για την 

αντιμετώπιση των ασθενειών του μύκητα από την δεκαετία του ‘80  και κατά σειρά 

αποτελεσματικότητας είναι το carbendazim, το benomyl, το thiophanate-methyl και το 

thiabendazole (Wilcoxson, 1996).  
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ΠΙΝΑΚΑΣ 1.1: 

 Τα μυκητοκτόνα που έχουν βρει εφαρμογή μέχρι τώρα για την καταπολέμηση της 

ασθένειας του Fusarium graminearum στα σιτηρά (Edwards et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             Δραστική ουσία Χημική ομάδα 
flusilazole 125 g/L,carbendazim 250 g/L Τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
cyproconazole 120 g/L  and carbendazim 300 g/L Τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
cyproconazole 40 g/L and chlorothalonil 375 g/L Τριαζολικά, άλλη 
cyproconazole 160 g/L and carbendazim 300 g/L Τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
azoxystrobin 250 g/L Στρομπιλουρίνες 
propiconazole 125 g/L,fenproimorph 375 g/L Τριαζολικά, μορφολινικά 
tebuconazole 125 g/L and tridemorph 165 g/L Τριαζολικά, μορφολινικά 
carbendazim  6%,maneb 50% 
triadimenol 250 g/L 
triadimefon 350 g/kg 
benomyl 500 g/L 
metconazole 60 g/L 
fenpropimorph 25%,carbendazim 6.5%,chlorothalonil 27% 
mancozeb 80% 
epoxiconazole 125 g/L,carbendazim 125 g/L 
tebuconazole 167 g/L,spiroxamine 250 g/L,triadimenol 43 g/L 
tebuconazole 125 g/L and triadimephon 100 g/L 
tebuconazole 125 g/L and triadimephon 100 g/L 
tebuconazole 250 g/L 
tebuconazole 250 g/L 
bromuconazole 200 g/L 
bromuconazole 133 g/L and tridemorph 233 g/L 
tebuconazole 250 g/L 
flutriafol 117.5 g/L,carbendazim 250 g/L 
flutriafol 94 g/L,carbendazim 200 g/L 
flutriafol 47 g/L and chlorothalonil 300 g/L 
spiroxamin 
triazbutyl 
kresoxym-methyl 125 g/L,epoxiconazole 125 g/L 
carbendazim 250 g/L 
spiroxamine 
tebuconazole 167 g/L and carbendazim 133 g/L 
fenpropimorph 375 g/L,prochloraz 225 g/L 
tebuconazole 250 g/L and triadimenol 125 g/L 
propiconazole 125 g/L,fenpropimorph 500 g/L 
thiabendazole 
epoxiconazole 125 g/L 
epoxiconazole 84 g/L and fenpropimorph 250 g/L 
epoxiconazole and fenpropimorph 
hexaconazole 167 g/L,carbendazim 100 g/L 
fenbuconazole 37.5 g/L,carbendazim 100 g/L 
flusilazole 250 g/L,carbendazim 125 g/L 
propiconazole 62.5 g/L and chlorothalonil 250 g/L 
fenpropimorph 300 g/L,propiconazole 125 g/L 
prochloraz 45% 
prochloraz 450 g/L 
prochloraz 300 g/L,carbendazim 80 g/L 
cyproconazole 53.4 g/L,thiophanate-methyl 300 g/L 
epoxiconazole 125 g/L and tridemorph 375 g/L 
propiconazole 125 g/L 
propiconazole 250 g/L 
tebuconazole 167 g/L and carbendazim 133 g/L 
 

βενζιμιδαζολικά, διθειοκαρβαμιδικά 
τριαζολικά 
μορφολινικά 
βενζιμιδαζολικά 
τριαζολικά 
μορφολινικά, βενζιμιδαζολικά, άλλη 
διθειοκαρβαμιδικά 
τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
τριαζολικά, σπιροκεταλαμίνες, τριαζολικά 
τριαζολικά, μορφολινικά 
τριαζολικά, μορφολινικά 
τριαζολικά 
τριαζολικά 
τριαζολικά 
τριαζολικά, μορφολινικά 
τριαζολικά 
τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
τριαζολικά, άλλη 
σπιροκεταλαμίνες 
άλλη 
μεθοξυμινοοξικά, τριαζολικά 
βενζιμιδαζολικά 
σπιροκεταλαμίνες 
τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
μορφολινικά, ιμιδαζολικά 
τριαζολικά, τριαζολικά 
τριαζολικά, μορφλονικά 
βενζιμιδαζολικά 
τριαζολικά 
τριαζολικά, μορφολινικά 
τριαζολικά, μορφλονικά 
τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
τριαζολικά, άλλη 
μορφολινικά, τριαζολικά 
ιμιδαζολικά 
ιμιδαζολικά 
ιμιδαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
τριαζολικά, μορφολινικά 
τριαζολικά 
τριαζολικά 
τριαζολικά, βενζιμιδαζολικά 
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2. Τα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα 

2.1. Γενικά 

Η ανακάλυψη μυκητοξικών ενώσεων, όχι μόνο με προστατευτική αλλά και 

θεραπευτική δράση, αποτέλεσε ένα δύσκολο εγχείρημα για πολλούς ερευνητές τη 

δεκαετία του 60. Με την εισαγωγή των βενζιμιδαζολιοκών ενώσεων ξεκίνησε μία νέα 

περίοδος για τη χρήση των μυκητοκτόνων στη γεωργική πράξη. Η επιτυχία που 

γνώρισε αυτή η ομάδα των ενώσεων βασίστηκε στην αποτελεσματική, πολύ καλή 

διασυστηματική και αρκετά εκλεκτική βιολογική δράση εναντίον πλήθους 

φυτοπαθογόνων των γενών Fusarium, Septoria, Monilia, Erysiphe, Sclerotinia, 

Botrytis, Cladosporium, Pseudocercosporella, Venturia, Taphrina κ.α. (Ζιώγας και 

Μαρκόγλου, 2007). Επίσης τεράστια εφαρμογή έχουν βρει ορισμένες από ενώσεις της 

ομάδας αυτής για την αντιμετώπιση διαφόρων ζωοπαρασίτων ενώ τα τελευταία χρόνια 

γίνεται λόγος και για τις αντιβακτηριδιακές και αντικαρκινικές τους ιδιότητες (Delp, 

1995; Podunavac-Kuzmanovic et al, 2007). 

 

2.2. Φυσικοχημικές ιδιότητες 

Η βασική τους δομή αποτελείται από ένα ετεροκυκλικό βενζιμιδαζολικό δακτύλιο 

ενίοτε μόνο- και άλλοτε δι-υποκατεστημένος (Πίνακας 1.2.). Η ύπαρξη του 

βενζιμιδαζολικού δακτυλίου προσδίδει σε όλα τα βενζιμιδαζολικά χαρακτηριστικά 

φάσματα απορρόφησης στο υπεριώδες και στο υπέρυθρο στις περιοχές 240-290 nm 

και 1650-1500 cm-1, αντίστοιχα. Συμμετρικές βενζιμιδαζόλες που διατηρούν 

ελεύθερο το υδρογόνο τους σε κάποιο από τα άτομα Ν της ιμιδαζόλης παρουσιάζουν 

συγκεκριμένη ταυτομορφή, ενώ αντίθετα οι ασύμμετρες βενζιμιδαζόλες μπορεί να 

συνυπάρχουν με διάφορες ταυτομορφές εντός του διαλύματος. Στη περίπτωση των 

μυκητοκτόνων όλες οι βενζιμιδαζολικές ενώσεις ανήκουν στη πρώτη κατηγορία. Τα 

βενζιμιδαζολικά συμπεριφέρονται κατά κανόνα ως ασθενείς βάσεις και έχουν την 

ικανότητα να αντιδρούν με τα οξέα και να σχηματίζουν περισσότερο υδατοδιαλυτά 

άλατα. Ο βασικός τους χαρακτήρας προέρχεται  από την ιδιότητα των ατόμων Ν της 

ιμιδαζόλης του μορίου τους να δέχεται ένα πρωτόνιο.   
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Το είδος των υποκαταστατών που υπάρχουν και οι διάφορες θέσεις που αυτοί 

δομούν το βενζιμιδαζολικό δακτύλιο επηρεάζουν τις χημικές και τις βιολογικές του 

ιδιότητες. Κατά κανόνα υποκαταστάτες οι οποίοι δρουν ως δότες ηλεκτρονίων 

αυξάνουν την βασική τους αντίδραση, ενώ το αντίθετο ισχύει για ηλεκτρονιόφιλους 

υποκαταστάτες (Preston et al, 1981). Όσον αφορά στη θέση των υποκαταστών τα πιο 

επιτυχή παραδείγματα στη γεωργία είναι οι ενώσεις που χαρακτηρίζονται από την 

ύπαρξη υποκταστατών στη θέση C-2 του ιμιδαζολικού δακτυλίου. Αρωματικοί 

υποκαταστάτες στη θέση αυτή μειώνουν τη αποτελεσματικότητα των ενώσεων αυτών 

οδηγώντας παράλληλα σε επέκταση της βιοχημικής τους δράσης πέραν της 

αντιμιτωτικής.  Από την άλλη μεριά ο βενζιμιδαζολικός δακτύλιος  προσδίδει στις 

ενώσεις  μια ιδανική ισορροπία υδρόφιλων-υδρόφοβων ιδιοτήτων προκειμένου να 

μπορούν αφενός μεν να διέρχονται μέσω των κυτταρικών μεμβρανών, αφετέρου δε να 

αλληλεπιδρούν με τις θέσεις πρόσδεσης εντός του κυττάρου του παθογόνου (Matolcsy 

et al, 1988; Cohen, 1996).  

Η πρώτη βενζιμιδαζολική ένωση που εισήχθηκε στη γεωργική πράξη στα τέλη 

δεκαετία του 60  ήταν το benomyl [methyl (1-butylcabamoyl)benzimidazole-2-yl-

carbamate] (Delp και Klopping, 1968). Το benomyl αποτελεί ένα είδος πρόδρομης 

τοξικής ένωσης (pro-fungicide) που σε υδατικά διαλύματα υδρολύεται ταχέως σε 

carbendazim (methyl-N-benzimidazol-2-yl-carbamate) το οποίο αποτελεί και  την 

υπεύθυνη τοξική μορφή του benomyl (Clemons και Sisler, 1969), γεγονός που 

οδήγησε αργότερα την χρησιμοποίηση του τελευταίου ως αυτούσιο στην γεωργική 

πράξη. 

Το carbendazim είναι αμφολύτης (με βασικό pKa στο 4.48 και όξινο pKa στο 

10.8). Παρουσιάζει χαμηλή διαλυτότητα στο νερό (6.11 μg/mL), σε υψηλό pH 

αποδομείται  ελαφρώς ενώ σε όξινο pH δημιουργεί σταθερά υδατοδιαλυτά άλατα 

(Matolcsy et al, 1988). Τυποποίηση του carbendazim υπό μορφή αλάτων H2PHO4 

και HCl του προσδίδουν αρκετά καλές διασυστηματικές ιδιότητες χρήσιμες στην 

αντιμετώπιση ασθενειών των αγγείων του ξύλου (Smalley, 1977). 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 1.2 

Χημική δομή και φυσικοχημικές ιδιότητες των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων 

 

 

 

 

 

 

 

ένωση R1 R2 pKa LogP δράση σε 

carbendazim H COOMe 4.08, 10.8 1.48 
μύκητες, 

ακάρεα 

benomyl CONHC4H9 COOMe - 1.37 
μύκητες, 

ακάρεα 

thiophanate-

methyl* 
  7.28 1.4 μύκητες 

thiabendazole H 

 

2.5, 10.8 2.3 

μύκητες, 

ακάρεα, 

ζωοπαράσιτ

α 

fuberidazole H 

 

4.6 2.67 μύκητες 

cypendazole 
CONH(CH2)5

CN 
COOMe - 1.96 μύκητες 

*Η δομή της ένωσης δίνεται στην Εικόνα 1.4, pKa  σταθερά ιονισμού, LogP λογάριθμος του συντελεστή 

διαχωρισμού οκτανόλης:νερό, R: είδος υποκαταστάτη 

 

 

Το  thiabendazole [2-(4-thiazolyl)-1H-benzimidazole] είναι γνωστό ήδη από 

το 1961 για τη βιοδραστικότητα του εναντίον νηματωδών σκωλήκων των ζώων (Brown 

et al, 1961) αλλά γρήγορα αναγνωρίστηκε και για τις μυκητοτοξικές και 

μυκοστατικές του ιδιότητες με αποτέλεσμα την εισαγωγή του στη γεωργία για την 

αντιμετώπιση μεγάλου αριθμού σημαντικών φυτοπαθογόνων (Staron και Allard, 

1964). Οι κύριες φυσικοχημικές του ιδιότητες δίνονται στο Πίνακα 1.2. 

Τα παράγωγα του θειοφανικού οξέος (thiophanate acid) αποτελούν πολύ 

καλές αρωματικές ενώσεις που εμφανίστηκαν στη γεωργία σχεδόν παράλληλα με τα 

υπόλοιπα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα. Ο λόγος για την ένταξη τους στην ομάδα των 

βενζιμιδαζολικών ενώσεων βασίστηκε στο γεγονός ότι τα μεταβολικά τους προϊόντα, 

που είναι και τα κατεξοχήν υπεύθυνα τοξικά μόρια,  αποτελούν βενζιμιδαζολικές 
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ενώσεις. Από το σύνολο αυτών των ενώσεων η ποιο αποτελεσματική είναι η ένωση 

thiophanate-methyl [1,2-bis(3-methoxycarbonyl-1-thioureido)benzene] (Matolcsy 

και συνεργάτες, 1988). Το pH του διαλύματος παίζει καθοριστικό ρόλο στην  

μυκητοτοξικότητα της ένωσης αυτής. Σε αλκαλικό διάλυμα  διασπάται σχετικά 

γρήγορα και δίνει carbendazim και την ένωση ethyl benzimidazol-2-yl-carbamate 

(EBC). Η μυκητοτοξικότητα της ένωσης ευθύνεται κατά κύριο λόγο στη παραγωγή του 

carbendazim ενώ κάποια μικρή τοξική δράση υποστηρίζεται ότι ασκεί και η ένωση 

EBC (Kaars Sjjpesteijn, 1977).  

 

 
 

Εικόνα.1.4 

 

Μικρότερη εφαρμογή έχουν βρει διάφορα άλλα ανάλογα της βενζιμιδαζόλης 

όπως είναι το fuberidazole [2-(2-furyl) benzimidazole] και το cypendazole [methyl 

1-(5-cyanopentyl-carbamoyl) benzimidazol-2-yl-carbamate], οι φυσικοχημικές 

ιδιότητες των οποίων αναφέρονται στο Πίνακα 1.2. 

 

2.3. Βιοχημική δράση 

Oι πρώτες έρευνες γύρω από την βιοχημική δράση των βενζιμιδαζολικών ξεκίνησαν το 

1975 από τον Davidse ο οποίος έδειξε ότι υπήρχε μία ανάλογη αντιμιτωτική δράση in 

vitro με το άλλοτε αντιμυκυτωτικό την κολχικίνη. Έτσι βρέθηκε ότι ο κύριος 

μηχανισμός δράσης των βενζιμιδαζολικών αφορά τη παρεμπόδιση του πολυμερισμού 

της τουμπουλίνης  και συγκεκριμένα μέσω της πρόσδεσης τους στην β υπομονάδα 

της πρωτεΐνης αυτής (Winder et al. 2001;Heath, 1978). Στη μίτωση των 

ευκαρυωτικών κυττάρων, κατά τα στάδια της μετάφασης-ανάφασης δημιουργείται ένα 

σύστημα ινιδίων τα οποία έχουν ως σκοπό τον ομαλό διαχωρισμό των χρωμοσωμάτων 

(Εικόνα 1.5). Βασική μονάδα των ινιδίων αυτών είναι οι σφαιρικές πρωτεΐνες τύπου α 

και β οι οποίες με την βοήθεια ενέργειας ΑΤP, της τριφοσφωρικής γουανοσίνης (GTP) 
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και των ιόντων μαγνησίου πολυμερίζονται σε μία μορφή σωληνοειδούς έλικας 

(Winder et al 2001, Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2007). Η πρόσδεση των 

βενζιμιδαζολικών στη β-τουμπουλίνη χαρακτηρίζεται από μεγάλη συγγένεια για του 

ανώτερους μύκητες (Βotryis sp., Fusarium sp., Monilia sp., κ.α.), καθόλου για του 

κατώτερους μύκητες (Chromista) και ελάχιστη για τα ζώα (Davidse ,1975).  

 

 

 

Εικόνα 1.5 . Στάδια μιτωτικής διαίρεσης του πυρήνα (Ζιώγας και Μαρκόγλου,2007). 
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Σχετικά με την αποσαφήνιση του σημείου πρόσδεσης των βενζιμιδαζολικών 

στη β-τουμπουλίνη μεγάλο ρόλο έχει παίξει η μοριακή διερεύνηση του μηχανισμού 

της ανθεκτικότητας στις ενώσεις αυτές. Μέχρι τώρα όλες σχεδόν οι μεταλλαγές στη β-

τουμπουλίνη που προσδίδουν ανθεκτικότητα σε περισσότερους από 16 μύκητες στα 

βενζιμιδαζολικά διαμορφώνονται σε μια συστάδα (δες Εικόνα 1.6.) που βρίσκεται 

‘’βυθισμένη’’ στο κέντρο της β-τουμπουλίνης (Qiu et al, 2010), πράγμα το οποίο δεν 

φαίνεται να είναι τυχαίο. Πιθανώς σε αυτή τη περιοχή να εντοπίζεται η θέση 

πρόσδεσης των βενζιμιδαζολικών και συγκεκριμένα στη κοιλότητα που σχηματίζεται 

από τα αμινοξέα Phe167, Glu198 και  Phe200, με τα οποία συνδέονται οι 

περισσότερες περιπτώσεις μεταλλαγών ανθεκτικότητας στον αγρό.  

 

2.4. Συμπεριφορά στα φυτά και το έδαφος 

Η μετακίνηση των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων εντός των φυτών γίνεται κυρίως 

μέσω του διαπνευστικού-ανοδικού ρεύματος  (αποπλάστης). Οργανα του φυτού με 

χαμηλή διαπνευστική ικανότητα όπως για παράδειγμα τα φρούτα, τείνουν να 

συσσωρεύουν ελάχιστες ποσότητες βενζιμιδαζολικών (Delp, 1995). Το αποτέλεσμα της 

ανοδικής αυτής μετακίνησης είναι να συγκεντρώνονται συχνά στη περιφέρεια και στις 

άκρες του ελάσματος των φύλλων (Peterson και Edgington, 1971). Ο ρυθμός της 

αποπλαστικής μετακίνησης εντός των φυτών διαφέρει μεταξύ των διαφόρων 

βενζιμιδαζολικών ενώσεων. Σε σχέση με τις υπόλοιπες βενζιμιδαζόλες,  το 

thiabendazole παρουσιάζει βραδεία μετακίνηση προς τα ανώτερα φυτικά στρώματα, η 

οποία εντοπίζεται μέχρι τη περιοχή του λαιμού,  λόγω του ότι έχει τη τάση να 

προσδένεται στα αγγεία του ξύλου (Erwin, 1973; Wang et al, 1971). 

Τα βενζιμιδαζολικά συγκρατούνται ισχυρώς από την εφυμενίδα των φύλλων ενώ η 

διάσπαση τους είναι αργή πράγμα που τους επιτρέπει να διατηρούν για μεγάλο 

χρονικό διάστημα την υπολειμματική τους δράση (Delp, 1995). Μετά την επικάθηση 

και προσρόφηση στην επιφάνεια του φύλλου, ένα μέρος από αυτά μετακινείται μέσω 

περιορισμένης διάχυσης στη περιοχή του ελάσματος του φύλου. Σε μικρότερο βαθμό 

μπορεί να υφίσταται παραπέρα μετακίνηση στο συμπλάστη όπου υπάρχει πλευρική 

διάχυση από φύλλο σε φύλλο, και μεταφορά μέσω του καθοδικού ρεύματος στους 

υποκείμενους ιστούς (λαιμός και ρίζες), αλλά οι συγκεντρώσεις είναι τέτοιες οι οποίες 
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δεν πρέπει να θεωρηθούν σημαντικές για το θεραπευτικό αποτέλεσμα (Soley et al, 

1973). 

 Όταν εφαρμοστούν αρκετά μεγάλες δόσεις βενζιμιδαζολικών είναι δυνατόν να 

παρουσιαστούν τοξικά συμπτώματα υπό μορφή χλωρώσεων ή νέκρωσης φύλλων. 

Αντίθετα, υποτοξικές συγκεντρώσεις μπορεί να οδηγήσουν σε ευεργετικά 

αποτελέσματα. Για παράδειγμα έχει παρατηρηθεί ότι στη περίπτωση που τα 

βενζιμιδαζολικά εφαρμόζονται στις προτεινόμενες δόσεις συχνά τα φυτά 

παρουσιάζουν αύξηση του βάρους τους, μεγαλύτερη βλαστική ικανότητα των σπόρων, 

αύξηση της εντάσεως της χλωροφύλλης, προστασία από το ατμοσφαιρικό όζον, 

εξυγίανση των συμπτωμάτων τους από ιούς (masking effects), και βελτίωση των 

ποιοτικών χαρακτηριστικών στα καλλωπιστικά είδη (Spencer, 1977; Delp, 1995).  

Η υπολειματική δράση των βενζιμιδαζολικών στο έδαφος επηρεάζεται σημαντικά 

από τη σύσταση του. Εδάφη όξινα, με μεγάλη περιεκτικότητα σε κολλοειδή και 

οργανική ουσία συγκρατούν μεγάλες ποσότητες των βενζιμιδαζολικών λόγω της 

ιδιότητας των τελευταίων να ιονίζονται κάτω από αυτές τις συνθήκες και να 

προσροφούνται ισχυρά από τα ηλεκτρικά φορτία που απαντώνται στα εδαφικά αυτά 

κλάσματα. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα να εκπλύνονται ελάχιστα προς τα κατώτερα 

εδαφικά στρώματα αυξάνοντας έτσι την διάρκεια δράσης τους ενάντια στα εδαφογενή 

φυτοπαθογόνα, μειώνοντας από την άλλη το ποσό βιοδιαθεσιμότητας τους για τα φυτά 

(Kaufman, 1977). 

  

2.5. Μεταβολισμός 

Εντατικές μελέτες έχουν γίνει μέχρι τώρα για την τύχη των βενζιμιδαζολικών ενώσεων 

εντός των φυτών. Γενικά τα βενζιμιδαζολικά είναι αρκετά σταθερά σε όξινα διαλύματα. 

Εξαίρεση αποτελεί το benomyl το οποίο σε όξινo pH μετατρέπεται ταχέως σε 

carbendazim. Ο ρυθμός της μετατροπής αυτής εξαρτάται από το είδος του φυτού και 

τον τρόπο εφαρμογής του. Εντός του φυτού η πλήρης μετατροπή του μπορεί να 

συμβεί σε διάστημα 5 ημερών έως και τεσσάρων εβδομάδων, ενώ στη φυλλική 

επιφάνεια παραμένει σταθερό για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα (Von και Sjjpestejin, 

1977; Woodcock, 1977). Στους χυμούς των φυτών, η πραγματοποίηση της 

αντίδρασης αυτής γίνεται φυσικά μέσω υδρόλυσης (Woodcock, 1977). Η μετατροπή 

της ένωσης thiophanate-methyl σε carbendazim, όπως και στη περίπτωση με το 
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benomyl, πραγματοποιείται με αργούς ρυθμούς όταν εφαρμόζεται στην φυλλική 

επιφάνεια ενώ αντιθέτως όταν απορροφάται από τις ρίζες μετατρέπεται εντός περίπου 

μόλις μίας εβδομάδας σε carbendazim (Kaars Sijpestejin και συνεργάτες, 1977). Σε 

αντίθεση με το benomyl, η πραγμοτοποίηση της αντίδρασης αυτής επιτυγχάνεται σε 

αλκαλικό pH και ο ρυθμός της αυξάνεται με τα εκκρίματα των ριζών (Von και 

Sjjpestejin, 1977; Matta και Abbatista Gentile, 1971). Η μετατροπή των ενώσεων 

benomyl και thiophanate-methyl σε carbendazim έχει αποδειχθεί ότι μπορεί να 

πραγματοποιηθεί και από τα ίδια τα κύτταρα των μυκήτων (Helweg, 1972; Siegel, 

1975; Yasuda, 1973; Von και Sjjpestejin, 1971). Παρόμοιες μεταβολικές πορείες 

ακολουθούνται και στα ζώα (Paulson, 1977). 

Η περαιτέρω βιομετατροπή του carbendazim εντός των φυτών γίνεται μέσω της 

δημιουργίας συζεύξεων (conjugations) με αποτοξικοποιητικά ένζυμα (Παράγραφος 

3.2.5.). Η μετατροπή αυτή επέρχεται με αργό σχετικά ρυθμό, με τον βενζιμιδαζολικό 

δακτύλιο να παραμένει αρκετά σταθερός στη διάσπαση και σε μικρότερα ποσοστά, 

μπορεί να   ανιχνευτούν και διάφοροι ασύζευκτοι μεταβολίτες όπως η 2-

αμινοβενζιμιδαζόλη (Kaars Sijpestejin και συνεργάτες, 1977). Στους μύκητες το 

κυριότερο μεταβολικό παράγωγο είναι η 5-υδρόξυ-βενζιμιδαζόλη (Davidse, 1976). 

Στα ζώα το carbendazim παρουσιάζει γρήγορη μεταβολική πορεία κυρίως μέσω 

υδροξυλιώσεων και εν συνεχεία συζεύξεων (Von και Sjjpestejin, 1977). Η κύρια 

μεταβολική πορεία του thiabendazole περιλαμβάνει υδροξυλιώσεις και περεταίρω 

συζεύξεις στη θέση του ατόμου C-5. Λόγω μικρού πρακτικού και οικονομικού 

ενδιαφέροντος για τις ενώσεις fuberidaozole, και cypendazole δεν υπάρχουν αρκετές 

πληροφορίες για τον μεταβολισμό τους εντώς φυτών, ζώων και μικροοργανισμών. 

Ωστόσο από μελέτες φαρμακοκινητικής σε ζώα, φαίνεται ότι το fuberidaozle 

μεταβολίζεται πλήρως μέσα σε μικρό χρονικό διάστημα κυρίως μέσω υδροξυλιώσεων 

ενώ παρατηρείται ότι επέρχεται και διάνοιξη του φουρανικού του δακτυλίου 

(Matolcsy και συνεργάτες, 1988).  
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3. Η ανθεκτικότητα στα μυκητοκτόνα 

3.1. Γενικά στοιχεία περί του προβλήματος της ανθεκτικότητας στα μυκητοκτόνα 

Ως ανθεκτικότητα ορίζεται η σταθερή και κληρονομούμενη στους απογόνους προσαρμογή ενός 

μικροοργανισμού στη παρουσία μιας αντιμικροβιακής ένωσης που έχει ως αποτέλεσμα την σημαντική 

μείωση της ευαισθησίας του πληθυσμού του παθογόνου στον συγκεκριμένο παρεμποδιστή (Ζιώγας, 

2000). 

Η  χρήση των οργανικών και ανόργανων προστατευτικών μυκητοκτόνων μέχρι τη 

δεκαετία του 60 σπανίως οδήγησε σε απώλειες της αποτελεσματικότητας τους καθώς ο μη 

εκλεκτικός τρόπος με τον οποίο αυτές οι ενώσεις δρουν  υποκυτταρικά δύσκολα μπορεί να 

οδηγήσει σε ανάπτυξη ανθεκτικότητας. Πράγματι, πολλά από τα μυκητοκτόνα αυτά όπως 

τα διθειοκαρβαμιδικά μπορούν να έχουν στόχο δράσης σε περισσότερο από 20 ένζυμα 

μέσα στο ίδιο κύτταρο (Owens, 1969).  Για αυτό το λόγο άλλωστε χρησιμοποιούνται ακόμη 

και σήμερα σε συνδυασμό με τα διασυστηματικά μυκητοκτόνα για την αντιμετώπιση 

πολλών ασθενειών των φυτών. Παρά τα πλεονεκτήματα τους τα προστατευτικά 

μυκητοκτόνα δεν αποτελούν μέσο θεραπείας των φυτών από παθογόνα που έχουν ήδη 

εισέλθει εντός του φυτού.  Η αποτελεσματικότητα τους εξαρτάται από την έγκαιρη 

εφαρμογή και την επιμελή κάλυψη της ευπρόσβλητης επιφάνειας (Ζιώγας και Μαρκόγλου, 

2007). Μπροστά στις αδυναμίες αυτές, η έλευση των πρώτων διασυστηματικών 

μυκητοκτόνων ενώσεων τέλη δεκαετίας του 60 σηματοδότησε την αρχή της περιόδου για 

την αποτελεσματική αντιμετώπιση πολλών σοβαρών ασθενειών των φυτών.  

Στις προσπάθειες εύρεσης νέων ενώσεων με εξειδικευμένη και διασυστηματική 

δράση εναντίων φυτοπαθογόνων μυκήτων, οι φαρμακοβιομηχανίες είχαν μεταξύ άλλων 

προβλημάτων να αντιμετωπίσουν και το πρόβλημα της ανθεκτικότητας. Πράγματι, οι 

πρώτες περιπτώσεις εμφάνισης ανθεκτικότητας είχαν παρουσιαστεί  κατά τα πρώτα κιόλας 

στάδια ανάπτυξης των διασυστηματικών μυκηκτοκτόνων όπως για παράδειγμα με την 

ένωση 6-azauracil και τα αντιβιοτικά κασουγκαμικίνη, κυκλοεξιμίδιο και αντιμυκίνη 

(Dekker, 1982).  Μία σχεδόν δεκαετία πριν την εισαγωγή των πρώτων διασυστηματικών 

ενώσεων, ο αμερικάνος φυτοπαθολόγος James G. Horsfall λαμβάνοντας υπόψη του τις 

μέχρι τότε περιπτώσεις ανθεκτικότητας στα εντομοκτόνα και στα αντιβιοτικά, εξέφρασε 

πρώτος την πεποίθηση ότι η μη εμφάνιση ανθεκτικότητας στα μυκητοκτόνα δεν θα έπρεπε 

να αποτελέσει αιτία εφησυχασμού.  Πράγματι, 12  χρόνια μετά, το 1969, καταγράφτηκε για 
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πρώτη φορά η ανάπτυξη ανθεκτικότητας στο ωίδιο των κολοκυνθοειδών (Sphaerotheca 

fuliginea) στο διασυστηματικό μυκητοκτόνο benomyl. Έκτοτε, τα περιστατικά 

ανθεκτικότητας που ακολούθησαν, αυξήθηκαν δραματικά και, μέχρι σήμερα πλέον, 

εκτιμάται ότι σχεδόν σε όλα τα μυκητοκτόνα με εξειδικευμένο μηχανισμό δράσης, έχει 

εμφανιστεί το πρόβλημα της ανθεκτικότητας (White και συνεργάτες, 1998).  Ομάδες 

«πρώτης γενιάς» τέτοιων  οργανικών ενώσεων είναι τα βενζιμιδαζολικά, τα καρβοξιμιδικά, 

τα 2-αμινοπυριμιδινικά, τα δικαρβοξιμιδικά και τα φαινυλαμίδια.  

Προς το παρόν η χρήση μυκητοκτόνων ενώσεων αποτελεί αναντίρρητα τον 

αποτελεσματικότερο, οικονομικότερο και ίσως ασφαλέστερο τρόπο αντιμετώπισης πολλών 

σοβαρών ασθενειών των φυτών. Στόχος λοιπόν δεν θα πρέπει να είναι η μείωση του 

χημικού οπλοστασίου στα χέρια του παραγωγού αλλά η διατήρηση της 

αποτελεσματικότητας των μυκητοκτόνων ενώσεων μέσω κατάλληλων στρατηγικών 

αποφυγής ανάπτυξης ανθεκτικότητας.  

Οι απαιτήσεις για αύξηση της ποσότητας και διασφάλιση της ποιότητας της 

παραγωγής των αγροτικών προϊόντων κάτω από τους ρυθμούς της εντατικής γεωργίας 

οδηγεί σε ανάγκη για αναζήτηση αποτελεσματικότερων, ασφαλέστερων και οικονομικά 

συμφερουσών μυκητοκτόνων ενώσεων.  Άρα θα αναμένεται και  αυξημένος κίνδυνος για 

ανάπτυξη προβλημάτων ανθεκτικότητας, δημιουργώντας έτσι την ανάγκη για συνεχείς 

προσπάθειες κατανόησης του φαινομένου αυτού με σκοπό τον έλεγχο και την διαχείριση 

του. 

 

Κίνδυνος ανάπτυξης ανθεκτικότητας στον αγρό 

 

Δημιουργία ανθεκτικών στελεχών. Η πορεία ανάπτυξης των ανθεκτικών στελεχών στον αγρό 

αρχίζει με τη δημιουργία μεταλλαγών ανθεκτικότητας. Όπως όλες οι ιδιότητες των 

μυκήτων, έτσι και η ευαισθησία τους στα μυκητοκτόνα μπορεί να μεταβληθεί με κάποια 

μεταλλαγή. Αν με μία ή περισσότερες μεταλλαγές μειωθεί η ευαισθησία σε ένα 

μυκητοκτόνο, θα προκύψει ένα ανθεκτικό στέλεχος του μύκητα, που θα επιλέγεται συνεχώς 

μέσω της εφαρμογής του μυκητοκτόνου (πίεση επιλογής) έως ότου επικρατήσει, οπότε θα 

έχουμε αποτυχία στην καταπολέμηση (Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 1992).  Οι μεταλλαγές 

που συμβαίνουν στο γενετικό υλικό του μύκητα καλούνται γονιδιακές (ή σημειακές) 

μεταλλαγές (specific point mutations), και μπορεί να εδράζονται σε εξωχρωματικούς ή 
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χρωμοσωματικούς γόνους (γενομικό DNA). Στους μύκητες οι εξωχρωμοσωματικοί γόνοι 

εντοπίζονται στο μιτοχονδιακό DNA και σε ορισμένες περιπτώσεις έχουν δείξει ότι μπορεί 

να ευθύνονται για ανάπτυξη ανθεκτικότητας στα μυκητοκτόνα όπως με την περίπτωση των 

στρουμπιλουρίνων. Οι περισσότερες μελέτες για αυτή τη περίπτωση έχουν γίνει στο μύκητα 

Saccharomyces cerevisiae όπου σε κάποιες περιπτώσεις φαίνεται πως η ανθεκτικότητα σε 

ενώσεις που δρουν στο μηχανισμό της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (μιτοχονδριακή 

αναπνοή) συνδέεται με μεταλλαγές σε γονίδια του μιτοχονδιακού DNA (Georgopoulos, 

1977). Αντιθέτως, στα βακτήρια ο κύριος τρόπος εμφάνισης της ανθεκτικότητας στα 

αντιβιοτικά γίνεται με εξωχρωμοσωματικούς γόνους που εντοπίζονται στα πλασμίδια, τα 

οποία αποτελούν κυκλικά μόρια DNA που βρίσκονται εντός του κυτταροπλάσματος 

(Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 1992). Οι γόνοι αυτοί έχουν την δυνατότητα να 

μεταβιβάζονται στους απογόνους κατά τρόπο μη-Μενδελιακό και να μεταφέρονται και σε 

διαφορετικά γένη βακτηρίων, πράγμα που δημιουργεί σοβαρά προβλήματα στην 

αντιμετώπιση ασθενειών λόγω μειωμένης αποτελεσματικότητας των αντιβιοτικών 

(Chabbert et al, 1969). 

Η δημιουργία των ανθεκτικών στελεχών μπορεί να οφείλεται είτε σε ενδογενείς, είτε 

σε εξωγενείς παράγοντες- άλλοτε φυσικούς (υπεριώδης ακτινοβολία) και άλλοτε χημικούς.  

Αναφορικά με τους ενδογενείς παράγοντες, τυχαίες μεταλλάξεις σε ορισμένους 

μύκητες μπορούν να συμβούν  με μία χαμηλή συχνότητα 10-6 (MacNeill και Schooley, 

1973). Είναι γεγονός, ότι και στο εργαστήριο της Γεωργικής Φαρμακολογίας του Γ.Π.Α., 

όπως πιθανώς και σε άλλα, ανθεκτικά στελέχη μυκήτων σε διάφορα μυκητοκτόνα έχουν 

αποκτηθεί μετά από φυσική απομόνωση κονιδίων άγριων στελεχών τα οποία επωάστηκαν 

σε θρεπτικό υλικό PDA που περιείχε το συγκεκριμένο μυκητοκτόνο.  Τέτοιες τυχαίες 

μεταλλάξεις μπορεί να προκύπτουν από μειωτικά ή πολύ σπάνια μιτωτικά λάθη κατά την 

ανταλλαγή χρωματοσωματικών τμημάτων, μεταξύ μη αδελφών χρωματίδων των ομόλογων 

χρωματοσωμάτων,  διαδικασίας γνωστής και ως «crossing-over» (Λουκάς, 2000). Ίσως αυτό 

το γεγονός να εξηγεί το γιατί απομονώσεις στελεχών αγρού από περιοχές χωρίς 

προηγούμενο ιστορικό επεμβάσεων να έχουν εμφανίσει ανθεκτικότητα για ορισμένα 

μυκητοκτόνα. 

Η δεύτερη περίπτωση είναι οι διάφορες μεταλλαγές να προκύπτουν από εξωγενείς 

φυσικούς παράγοντες, όπως η υπεριώδης ακτινοβολία (UV) (Georgopoulos, 1977). Μία 

τρίτη πηγή μεταλλαγών είναι αυτές που μπορούν να προκληθούν από διάφορους χημικούς 
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παράγοντες όπως για παράδειγμα από το ίδιο το μυκητοκτόνο στο οποίο παρουσιάζεται 

ανθεκτικότητα. Η ικανότητα ορισμένων μυκητοκτόνων, να προκαλούν γενετικές αλλαγές 

ενέχει σοβαρά προβλήματα στο φυσικό περιβάλλον και επομένως η γενετική τους δράση 

μπορεί να συνδεθεί με τη πιθανότητα πρόκλησης ανθεκτικότητας (Georgopoulos, 1977).  

 

Επιλογή και επικράτηση των ανθεκτικών στελεχών. Είναι γενικά αποδεκτό ότι στελέχη 

ανθεκτικά σε ένα μυκητοκτόνο προϋπάρχουν στον αγρό πριν από τη πρώτη εφαρμογή του. 

Στην αρχή της εφαρμογής, η συχνότητα αυτών των στελεχών είναι πολύ μικρή πιθανώς 

λόγω μειωμένης προσαρμοστικότητας σε σχέση με τα ευαίσθητα στελέχη (Γεωργόπουλος 

και Ζιώγας, 1992; Skylakakis, 1987).  Η συχνότητα όμως των ανθεκτικών στελεχών μπορεί 

να αυξηθεί σε ένα πληθυσμό μέσω της πίεσης επιλογής, δηλαδή του μυκητοκτόνου που 

εφαρμόζεται.   

Το μοτίβο της μετακίνησης του πληθυσμού προς τη περιοχή της χαμηλής 

ευαισθησίας δηλαδή κατά πόσο απότομη ή μη είναι η ανάπτυξη της ανθεκτικότητας, 

εξαρτάται από το τύπο γενετικού ελέγχου της ανθεκτικότητας (Γεωργόπολουλος και 

Ζιώγας, 1992). Ο γενετικός έλεγχος της ανθεκτικότητας των παθογόνων στα μυκητοκτόνα 

μπορεί να είναι είτε ολιγογονικός η πολυγογονικός. 

Στη περίπτωση του ολιγογονικού ελέγχου της ή αλλιώς των μείζονων γόνων 

ανθεκτικότητας, ο αρχικός πληθυσμός του μύκητα απαρτίζεται από δύο κύριους 

υποπληθυσμούς οι οποίοι διαφέρουν σημαντικά μεταξύ τους δημιουργώντας με αυτό το 

τρόπο μια ασυνεχούς τύπου κατανομή (Εικόνα 1.10.Α). Με την εφαρμογή του μυκητοκτόνου 

αναμένεται η απότομη αύξηση της συχνότητας του ανθεκτικού υποπληθυσμού- η οποία 

μπορεί να παραμείνει για αρκετό διάστημα σταθερή, ενώ υπάρχει αντίστοιχη μείωση του 

ευαίσθητου υποπληθυσμού. Περιπτώσεις αντιπροσωπευτικές για τέτοιου τύπου επιλογή 

είναι όλες εκείνες που αφορούν μυκητοκτόνα με εξειδικευμένη δράση (εκτός των SBIs). 

Στη περίπτωση του πολυγονικού ελέγχου υπάρχει σταδιακή μετάβαση της 

ευαισθησίας του πληθυσμού από υψηλότερα προς χαμηλότερα επίπεδα ευαισθησίας. 

Δηλαδή, στις περιπτώσεις αυτές, παρουσιάζεται μια κανονική κατανομή του πληθυσμού 

(συνεχής κατανομή) μέσα στην οποία υπάρχουν αρκετοί υποπληθυσμοί οι οποίοι 

συγκεντρώνονται γύρω από διάφορες  τιμές ευαισθησίας λόγω συμβολής και διαφορετικών 

ανθεκτικών γονοτύπων (Εικόνα 1. 10. Β). 
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Εικόνα 1.6. Ανάπτυξη ολιγονικής (Α) και πολυγονικής (Β) ανθεκτικότητας ενός πληθυσμού 

που βρίσκεται υπό συνεχή πίεση του μυκητοκτόνου.  Η γραμμοσκιασμένη περιοχή 

αντιστοιχεί στη μετακίνηση του αρχικού πληθυσμού (επανασχεδίαση από Γεωργόπουλος 

και Ζιώγας, 1992). 

 

 

Τέτοιες περιπτώσεις πολυγογονικού χαρακτήρα ανθεκτικότητας έχουν εμφανιστεί 

με την ομάδα των SBIs (Sterol Biosynthesis Inhibitors-παρεμποδιστές βιοσύνθεσης 

στερολών), σε διάφορα προστατευτικά μυκητοκτόνα της ομάδας των οργανικών 

υδραργυρούχων (Old, 1968)  και οργανοκασσιτερούχων (Gianopolitis, 1978), στο 

μυκητοκτόνο ethyrimol (2-αμινοπυριμιδίνες) (Skylakakis, 1987) και στο αντιβιοτικό 

κυκλοεξαμίδιο (Van Tuyl, 1977). 

 

Παράγοντες που καθορίζουν τον κίνδυνο ανθεκτικότητας. Το μέγεθος του προβλήματος της 

ανθεκτικότητας, επηρεάζεται όχι μόνο από τον γενετικό έλεγχο ανθεκτικότητας αλλά και 

την προσαρμοστικότητα των ανθεκτικών στελεχών στον αγρό (Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 

1992). Με τον όρο προσαρμοστικότητα (fitness) νοείται η ικανότητα ενός ατόμου ή 

πληθυσμού να επιβιώνει και να αναπαράγεται κάτω από τις δεδομένες περιβαλλοντικές 

συνθήκες (Pringle και Taylor, 2002). Αυτό το επιτυγχάνει με μία σειρά βιολογικών 

παραμέτρων όπως η παραγωγή και η βλάστηση τον κονιδίων του, η μυκηλιακή ανάπτυξη 

και η παθογόνος και μυκητοξικογόνος ικανότητα του. Η εμφάνιση in vitro, μεταλλαγμένων 

στελεχών με ανθεκτικότητα σε ένα μυκητοκτόνο δεν σημαίνει ότι απαραιτήτως θα υπάρξει 

και ανθεκτικότητα στη πράξη. Αυτό θα συμβεί μόνο όταν ένα μεγάλο τμήμα του 
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πληθυσμού έχει ανθεκτικότητα, πράγμα που εξαρτάται σε σημαντικό βαθμό από την 

προσαρμοστικότητα των ανθεκτικών στελεχών (Dekker, 1995). Για παράδειγμα, πολλές 

φορές, μηχανισμοί ανθεκτικότητας που συνδέονται με την παραγωγή ενέργειας έχουν 

αρνητικές επιδράσεις στη προσαρμοστικότητα των ανθεκτικών στελεχών, όπως συμβαίνει 

με την ομάδα των SBIs στις περιπτώσεις εκείνες που ο υπεύθυνος μηχανισμός της 

ανθεκτικότητας είναι η ενεργός απέκκριση του μυκητοκτόνου από τα κύτταρα του 

παθογόνου. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση της παθογόνου ικανότητας αυτών λόγω 

αυξημένων ενεργειακών απαιτήσεων των στελεχών αυτών για την επιβίωση τους στις 

παρούσες συνθήκες (De Waard and Van Nistelrooy, 1982). Ένα δεύτερο παράδειγμα είναι 

με  μερικές περιπτώσεις  ανθεκτικότητας στις στρουμπιλουρίνες (παρεμποδιστές της 

αναπνοής), η οποία οφείλεται σε ενεργοποίηση εναλλακτικών συστημάτων του βιοχημικού 

μονοπατιού της αναπνοής. Στελέχη στις περιπτώσεις αυτές φαίνεται ότι μπορούν να 

παραμείνουν ανθεκτικά μέσω ενεργοποίησης της εναλλακτικής αναπνοής αλλά το 

οξειδωτικό stress και συνάμα οι αυξημένες απαιτήσεις σε ATP που επιδέχονται οδηγούν σε 

μειωμένη προσαρμοστικότητα τους (Malandrakis et al, 2006). 

Τέλος, αρνητικές επιδράσεις μπορούν να προκύψουν μέσω πλειοτροπικών 

επιδράσεων των γόνων ανθεκτικότητας στη προσαρμοστικότητα των ανθεκτικών στελεχών 

όπως για παράδειγμα με τους SBIs (Hitchcock et al, 1986) και στα πολυένια (Weete, 1989), 

όπου υπάρχει αντικατάσταση της εργοστερόλης (βιοχημικός στόχος των ενώσεων αυτών) με 

πρόδρομες στερόλες. Αυτό οδηγεί σε ανθεκτικά στελέχη τα οποία παρουσιάζουν μικρότερη 

παθογόνο ικανότητα πιθανώς λόγω της αδυναμίας τους να προκαλέσουν ασθένεια με τις 

στερόλες αυτές. Στελέχη εργαστηρίου που είναι ανθεκτικά σε διάφορα μυκητοκτόνα των 

ομάδων των φαινυλοπυρρολικών, ανιλινοπυριμιδινών και δικαρβοξιμιδικών 

παρουσιάζουν ευαισθησία στο ωσμωτικό δυναμικό, οδηγώντας έτσι παράλληλα σε 

μειωμένη φυτοπαθογόνο προσαρμοστικότητα σε σχέση με τα άγρια στελέχη (Ζιώγας και 

Μαρκόγλου, 2007). 

Άλλοι παράγοντες, που καθορίζουν τη σοβαρότητα του προβλήματος της 

ανθεκτικότητας είναι το είδος του παθογόνου, το σεξουαλικό του στάδιο και ο τύπος της 

ασθένειας που προκαλεί. Παθογόνα που έχουν την δυνατότητα να δημιουργούν 

πολυκυκλικές ασθένειες (δηλαδή ασθένειες που συμπίπτουν με πολλούς κύκλους ασθενειών 

σε μία καλλιεργητική περίοδο), όπως τα ωίδια, οι περονόσποροι και οι σκωριάσεις, που 

παράγουν άφθονα κονίδια, προσβάλλοντας κυρίως τα εναέρια μέρη των φυτών είναι πιο 
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επιρρεπή για ανάπτυξη ανθεκτικότητας (Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 1992; Wolfe και 

Barrett, 1986).  

 Το σεξουαλικό στάδιο του μύκητα μπορεί να παίξει καθοριστικό ρόλο στο ρυθμό 

με τον οποίο θα εξελιχτεί η ανθεκτικότητα στον αγρό. Στους μύκητες που βρίσκονται στην 

απλοειδή τους φάση υπάρχει άμεση έκφραση των γόνων ανθεκτικότητας ανεξαρτήτου εάν 

είναι κυρίαρχοι ή υπολειπόμενοι. Φυσικά, ο κυρίαρχος γόνος θα έχει τη μεγαλύτερη 

επίδραση στον ανθεκτικό φαινότυπο (φαινόμενο επίστασης) (Wolfe και Barrett, 1986; 

Georgopoulos, 1987). Αντιθέτως στα διπλοειδή κύτταρα του μύκητα οι γόνοι 

ανθεκτικότητας μπορεί να βρίσκονται είτε ως κυρίαρχοι, ημι-υπολειπόμενοι, ή 

υπολειπόμενοι και μόνο στην περίπτωση που είναι κυρίαρχος μπορεί να εμφανίζεται 

άμεσα ο ανθεκτικός φαινότυπος (Dekker, 1977; Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 1992). 

Εκτός των ενυπάρχοντων παραγόντων που προαναφέρθηκαν, η ανάπτυξη 

ανθεκτικότητας εξαρτάται επιπλέον από παράγοντες που έχουν σχέση με την εφαρμογή του 

μυκητοκτόνου όπως η πίεση επιλογής (selection pressure), που προσδιορίζεται από τις 

δόσεις που χρησιμοποιούνται, τη συχνότητα και την έκταση εφαρμογής του μυκητοκτόνου, 

οι περιβαλλοντικές συνθήκες και οι διάφοροι καλλιεργητικοί χειρισμοί (Ζιώγας, 2000, 

Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 1992).  

Μέσα από όλη την πείρα και την γνώση, που έχει αποκτηθεί σε βάθος χρόνου σε 

πεδίο αγρού αλλά και εργαστηρίου, τα μυκητοκτόνα μπορούν να διαχωριστούν σε τρείς 

κατηγορίες,  ανάλογα με την συχνότητα εμφάνισης προβλημάτων ανθεκτικότητας στον 

αγρό: α) υψηλού κινδύνου, β) μέτριου κινδύνου, γ) χαμηλού κινδύνου. Στην πρώτη 

κατηγορία υπάγονται τα βενζιμιδαζολικά, τα φαινυλαμίδια, οι πολυοξίνες και τα 

καρβοξαμιδικά. Στην δεύτερη κατηγορία υπάγονται τα SΒΙs, οι αρωματικοί 

υδρογονάνθρακες και τα δικαρβοξαμιδικά. Η τελευταία κατηγορία περιλαμβάνει κυρίως 

μη εξειδικευμένης δράσης ή αλλιώς προστατευτικά μυκητοκτόνα όπως αυτά που 

προαναφέρθηκαν στην πρώτη παράγραφο. 
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3.2. Μηχανισμοί ανάπτυξης ανθεκτικότητας 

3.2.1. Γενικά 

Αποτελεί πλέον κοινή παραδοχή ότι η μεταβίβαση της γενετικής πληροφορίας από τα 

γονίδια πραγματοποιείται μέσω της μεταγραφής του DNA σε RNA και κατόπιν 

μετάφρασης του στις αντίστοιχες πρωτεΐνες. Επομένως η έκφραση των μεταλλαγών 

ανθεκτικότητας θα πρέπει να εντοπίζεται σε κάποια ποιοτική ή ποσοτική μεταβολή 

του ενζύμου- ή μιας πρωτεΐνης-στόχου. Ο μηχανισμός ανάπτυξης ανθεκτικότητας 

ενός οργανισμού σε μια τοξική ένωση, στην πραγματικότητα είναι λίγο έως αρκετά 

συνδεδεμένος με την πορεία φαρμακολογικής δράσης της ένωσης αυτής σε 

υποκυτταρικό επίπεδο.  

Μπορούν επομένως να διακριθούν δύο κύριες κατηγορίες μηχανισμών 

ανθεκτικότητας στα μυκητοκτόνα: α) εκείνοι οι μηχανισμοί που αφορούν την 

φαρμακοδυναμική φάση, δηλαδή την αλληλεπίδραση του μυκητοκτόνου με την θέση 

δράσης και εδώ υπάγονται: 1) ο μηχανισμός αλλαγής στη θέση δράσης, 2) της 

υπερέκφρασης του μορίου θέσης δράσης και 3) η λειτουργία εναλλακτικών 

συστημάτων και, β) αυτοί που εμπλέκονται στην φαρμακοκινητική πορεία-τύχη του 

μυκητοκτόνου εντός του κυττάρου και εδώ μπορούν να υπαχθούν: 1) ο μηχανισμός 

μειωμένης εισόδου ή/και αυξημένης απέκκρισης του μυκητοκτόνου, 2) ο 

μηχανισμός της αποτοξικοποίησης και 3) ο μηχανισμός αδυναμίας συνθέσεως 

της τοξικής μορφής εντός του κυττάρου (Ζιώγας, 2000).  

 

3.2.2. Αλλαγή στη θέση δράσης 

Ο πιο συνήθης τρόπος για ανάπτυξη ανθεκτικότητας σε ένα μυκητοκτόνο, καθώς και 

σε οποιοδήποτε άλλο τοξικό παράγοντα, και ίσως ο πιο αποτελεσματικός, είναι η 

αλλαγή στη θέση δράσης (Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 1992). Αυτός ο μηχανισμός 

βασίζεται στο γεγονός ότι εάν κάποιο γονίδιο το οποίο ελέγχει το βιοχημικό στόχο 

δράσης του μυκητοκτόνου, έχει μεταλλαγεί, τότε θα προκύψει μία αλλαγή σε κάποιο 

από τα αμινοξέα του βιοχημικού-στόχου που προσδένεται το μυκητοκτόνο (binding 

site), η πρωτεΐνη δεν θα παρεμποδίζεται και το μυκητοκτόνο θα έχει χάσει πια την 

αποτελεσματικότητα του (Dekker, 1977). Έτσι, διάφορα επίπεδα ανθεκτικότητας 
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μπορούν να προκύψουν με διάφορες αλλαγές αμινοξέων στο(α) σημείο(α) πρόσδεσης 

του μυκητοκτόνου. Βασικό όμως στοιχείο είναι ότι όποιες αλλαγές και αν 

προκύψουν, θα πρέπει η πρωτεΐνη να παραμείνει λειτουργική και μετά τη(-ις) 

μεταλλαγή(-ες) έτσι ώστε να μην  υπάρξουν σοβαρές επιπτώσεις στη φυσιολογία του 

ανθεκτικού οργανισμού.  

Εξετάζοντας τα μέχρι τώρα δεδομένα ανθεκτικότητας στα περισσότερα 

εξειδικευμένης δράσης μυκητοκτόνα (site-specific inhibitors) φαίνεται ότι τα υψηλά 

αλλά και σταθερά επίπεδα ανθεκτικότητας που προκύπτουν σε σύντομο χρονικό 

διάστημα στον αγρό ή στο εργαστήριο οφείλονται κυρίως σε αυτόν το μηχανισμό 

ανθεκτικότητας. Αντιθέτως, είναι πρακτικά αδύνατον να προκύψει αυτός με τα 

προστατευτικά μυκητοκτόνα. Αυτό έγκειται στο γεγονός ότι τα μυκητοκτόνα αυτά 

δρουν σε πολλά σημεία εντός κυττάρου (multi-site inhibitors) και επομένως η 

πιθανότητα του να συμβούν όλες αυτές οι απαραίτητες μεταλλαγές γονιδίων είναι 

πάρα πολύ μικρή. Αλλά ακόμη και εάν προκύψουν, η πιθανότητα επιβίωσης του 

παθογόνου είναι μικρή, λόγω τις μειωμένης προσαρμοστικότητας του (Dekker, 1977; 

1995; Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 1992). 

Παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης. Η μελέτη της ανθεκτικότητας σε 

πολλές ενώσεις  και κυρίως στην υποομάδα των DMIs έδειξε ότι περισσότεροι από 

έναν βιοχημικοί μηχανισμοί μπορεί να ευθύνονται για την απώλεια της ευαισθησίας 

στα μυκητοκτόνα αυτά όπως αυτοί της αυξημένης απέκκρισης, της μειωμένης 

εισόδου του μυκητοκτόνου εντός των κυττάρων του παθογόνου, της 

αποτοξικοποίησης, της επιβίωσης με κατώτερες στερόλες και της αλλαγής στη θέση 

δράσης (De Waard, 2006). Σε ορισμένες περιπτώσεις ο υπεύθυνος μηχανισμός για 

ανθεκτικότητα στους DMIs έχει εξηγηθεί με την αλλαγή στη θέση δράσης στους 

μύκητες Candida albicans (Vanden Bossche et al, 1990), Nectria haematococcoa 

var. curcubitae (Demopoulos και  Ziogas, 1994), Uncinula necator (Delye και 

συνεργάτες, 1997), Erysiphe graminis f.sp. hordei (Delye et al, 1998), Penicillium 

italicum (Joseph-Horne και Hollomon, 1997), Ustilago maydis (Butters et al, 2000) 

και στο A. fumigatus (Howard et al, 2009). Η κύρια μεταλλαγή που έχει βρεθεί να 

συσχετίζεται με την ανάπτυξη ανθεκτικότητας είναι η Y136F, στην οποία υπάρχει 

υποκατάσταση της φαινυλαλαλίνης με τη τυροσίνη στη θέση 136 της αμινοξικής 

αλληλουχίας του CYP51 γονιδίου το οποίο είναι υπεύθυνο για την έκφραση της 

απομεθυλάσης του άνθρακα 14 (14a-demethylase) (Delye et al, 1998). Σχετικά 
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πρόσφατα έχουμε περιπτώσεις ανάπτυξης ανθεκτικότητας και σε άλλες ενώσεις που 

παρεμποδίζουν μεταγενέστερα στάδια της απομεθυλίωσης του C-14 (στα οποία δρούν 

οι DMIs) κατά την βιοσυνθετική πορεία της εργοστερόλης. Συγκεκριμένα με την 

ένωση  fenhexamid, μεταλλαγμένα στελέχη με διάφορες μεταλλαγές στο κωδικόνιο 

412 του γονιδίου της 3- αναγωγάσης (το οποίο είναι υπέυθυνο για την μεθυλίωση του 

C-4) εμφάνισαν από μέτρια έως υψηλά επίπεδα ανθεκτικότητας (> 350) (Ζιώγας και 

Μαρκόγλου, 2007; Fillinger et al, 2008). Μαζί με αυτή έχουν εμφανιστεί και 

διάφορες άλλες μεταλλαγές σε διάφορες θέσεις αμινοξέων αλλά δεν έχει επιβεβαιωθεί 

ακόμη αν συνδέονται πράγματι με την ανάπτυξης ανθεκτικότητας στην παραπάνω 

ένωση (Billard , et al2012). Ωστόσο ο κίνδυνος ανάπτυξη προβλημάτων 

ανθεκτικότητας στην ένωση αυτή δεν φαίνεται να είναι σημαντικός διότι τα ανθεκτικά 

στελέχη δείχνουν να υπολείπονται σε παθογόνο ικανότητα από ότι τα ευαίσθητα 

στελέχη (Ziogas et al, 2003). 

 

Καρβοξαμιδικά. Οι πρώτες περιπτώσεις ανθεκτικότητας που εμφανίστηκαν με την 

ομάδα αυτή των μυκητοκτόνων ήταν από εργαστηριακά στελέχη σε μύκητες μοντέλα 

και υποστηρίχτηκε ότι ο υπεύθυνος μηχανισμός της ανθεκτικότητας στις ενώσεις 

αυτές ήταν η αλλαγή στη θέση δράσης (Georgopoulos, 1977).  Η ανθεκτικότητα στην 

ομάδα αυτή σύμφωνα με τις διάφορες μελέτες που έχουν γίνει μέχρι τώρα σε διάφορα 

παθογόνα αγρού και εργαστηρίου οφείλεται σε σημειακές μεταλλαγές που 

προκύπτουν στα γονίδια που κωδικοποιούν τις υπομονάδες SDHB, SDHC  ή SDHD 

της αφυδρογονάσης του ηλεκτρικού οξέος (SDH, Succinate Dehydrogenase). Η 

περιοχή που προκύπτει από τις τρείς αυτές υπομονάδες σχηματίζει μια κοιλότητα 

στην οποία προσδένονται η ουμπικινόνη (Q) και τα καρβοξιμιδικά μυκητοκτόνα 

(Glattli et al, 2010). Στην υπομονάδα SDHB έχουν βρεθεί οι μεταλλαγές 

H225L/T/F, H228N, H229L, H239L, H249Y/ L/ N, H252L, H267Y, H272Y/R, 

H277Y/R, H278Y, P225T, P225L, P225F, N130I, στην SDHC  οι N80, H134R, 

S73P, T90I και στην SDHD οι μεταλλαγές D89G, D123E, D133R, S89P, D132R, 

D124E, H132R (Avenot και Michaelides, 2010; Leroux et al, 2010; Velukas et al, 

2011). Φαινότυποι με τέτοιες μεταλλαγές μπορεί να εμφανίζουν αρκετά υψηλούς 

παράγοντες ανθεκτικότητας (RF > 1000) (Avenot et al, 2008). 

Qo παρεμποδιστές. Χρειάστηκαν μόλις 4 χρόνια εφαρμογής των παρεμποδιστών 

αυτών μέχρι να προκύψουν τα πρώτα προβλήματα ανθεκτικότητας όπως με τα 
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παθογόνα Erysiphe graminis f.sp. tritici (Sierotzki και συνεργάτες, 2000), Venturia 

inaequalis (Steinfeld et al, 2001) και Mycosphaerella fijiensis (Sierotzki et al, 2000) 

ενώ μέχρι σήμερα έχουν καταγραφεί περισσότερο από 27 είδη παθογόνων που έχουν 

ανάπτυξη ανθεκτικότητα στην ομάδα αυτή των μυκητοκτόνων 

(http://www.frac.info/frac/index.htm). Στις περισσότερες περιπτώσεις η 

ανθεκτικότητα έχει συνδεθεί με την παρουσία σημειακών μεταλλαγών στο γονίδιο του 

μιτοχονδριακού κυτοχρώματος b (cyt b gene) οι οποίες δεν επηρεάζουν την 

προσαρμοστικότητα των στελεχών (Ma και Michailides, 2005). Μια τέτοια  μεταλλαγή 

που εμφανίζεται πιο συχνά είναι η G143A (στην οποία υπάρχει αντικατάσταση της 

γλυκίνης σε αλανίνη στο γονίδιο που εκφράζει τη πρωτεΐνη του cyt b) η οποία οδηγεί 

σε υψηλούς παράγοντες ανθεκτικότητας (> 100) (Fische και Meunier, 2005). Μια 

ακόμα μεταλλαγή η οποία έχει δείξει αρκετά υψηλούς παράγοντες ανθεκτικότητας (> 

1000) είναι και η G143S (γλουταμίνη σε σερίνη) αν και δεν έχουν υπάρξει έντονα 

προβλήματα ανθεκτικότητας στον αγρό καθώς στελέχη με αυτή τη μεταλλαγή 

παρουσιάζουν χαμηλή προσαρμοστικότητα σε σχέση με τα ευαίσθητα στελέχη (Avila-

Adame και Koller, 2003; Malandrakis, 2006). Μικρότερης σημασίας είναι οι 

μεταλλαγές F129L (αντικατάσταση της φαινυλαλαλίνης σε τυροσίνη) και G137R 

(γλουταμίνη σε αργινίνη) οι οποίες οδηγούν σε μετρίους έως αρκετά χαμηλούς 

παράγοντες ανθεκτικότητας (Sierotzki et al, 2007; Pasche et al, 2005). Υποστηρίζεται 

ότι οι θέσεις των αμινοξέων αυτών οριοθετούν μια κοιλότητα στη πρωτεΐνη στην οποία 

πραγματοποιείται η πρόσδεση των διαφόρων  Qo παρεμποδιστών (Gisi et al, 2002). 

Παρόλα αυτά η ικανότητα διαφόρων παθογόνων να αναπτύσσουν ανθεκτικότητα με 

αυτές τις μεταλλαγές εξαρτάται από την παρουσία εσονίων (introns), δηλαδή μικρών 

παρεμβαλλόμενων μη κωδικεύουσσων περιοχών DNA, τα οποία μπορεί να εδράζονται 

σε διάφορα σημεία πλησίον των κωδικονίων αυτών. Προκειμένου να μετατραπεί 

ολόκληρο το τμήμα DNA σε λειτουργικό θα πρέπει να προηγηθεί ένα στάδιο της 

επεξεργασίας του RNA ώστε να απομακρυνθούν τα εσόνια. Συγκεκριμένα για στους 

μύκητες P. teres, Alternaria solani, Puccinia sp., Rhynchosporium secalis, 

Saccharamyces cerevisiae και σε μερικά στελέχη του μύκητα B. cinerea κοντά στη 

περιοχή του αμινοξέος 143 υπάρχει ένα εσόνιο, που όπως υποστηρίζεται, η 

ανθεκτικότητα σε αυτόν τον μύκητα με αυτή τη μεταλλαγή δεν μπορεί να προκύψει 

πιθανώς λόγω της έλλειψης ικανότητας για αναγνώριση της περιοχής του εσονίου 

κατά το στάδιο της επεξεργασίας του mRNA πράγμα το οποίο οδηγεί σε έκφραση μιας 

μη λειτουργικής πρωτεΐνης. Αντιθέτως η μεταλλαγή αυτή μπορεί να υπάρξει σε 

http://www.frac.info/frac/index.htm
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μύκητες όπως P. tritici-repentis, Blumeria graminis, Mycosphaerela fijiensis, M. 

graminicola, Plasmopara beticola, Alternaria alternata, Mycrodochium nivale και  M. 

majus λόγω έλλειψης εσονίων στη ίδια περιοχή του γονιδίου (Sierotzki et al, 2007; 

Vallieres et al, 2011; Deising et al, 2008; Madigan et al, 2005; Walker et al, 2009). 

Δικαρβοξαμιδικά. Μία ακόμη ομάδα μυκητοκτόνων που έχει εμφανίσει σε κάποιο 

βαθμό ανθεκτικότητα είναι αυτή που περιλαμβάνει τα δικαρβοξιμιδικά, τους 

αρωματικούς υδρογονάνθρακες και τα φαινυλοπυρρολικά. Ως τόσο δεν έχουν 

αναφερθεί μεγάλα προβλήματα σε άλλα παθογόνα πέραν του B. cinerea και κυρίως 

με την ομάδα των δικαρβοξαμικδικών (Leroux et al, 2002). Ο μηχανισμός δράσης 

τους αν και δεν έχει αποσαφηνιστεί πλήρως μέχρι τώρα, πρέπει να είναι κοινώς και 

για τις τρείς υποομάδες. Αυτή η άποψη προήλθε από τη διαπίστωση ότι μετά από τη 

δημιουργία με μετάλλαξη ανθεκτικών στελεχών από ένα ευαίσθητο μύκητα  σε ένα 

μέλος της ομάδας, συνεπάγονταν πάντα ανθεκτικότητα σε όλα τα μέλη. Πρόσφατες 

μελέτες σχετικά με τα φαινυλοπυρρολικά έδειξαν ότι η δράση τους σχετίζεται με 

πρωτεϊνικές κινάσες οι οποίες συμμετέχουν στη ρύθμιση της βιοσύνθεσης της 

γλυκερόλης και κατ’επέκταση του ωσμωτικού δυναμικού του κυττάρου (Ζιώγας και 

Μαρκόγλου, 2007). Συγκεκριμένα, από μοριακές μελέτες (Ochiai et al, 2001; 

Oshima et al, 2002; Ma et al, 2007) σε ανθεκτικά και στις τρεις ομάδες ενώσεων 

στελέχη εντοπίστηκαν σημειακές μεταλλαγές στο γονίδιο της ιστιδινικής κινάσης 

(histidine kinase gene). Το γονίδιο αυτό είναι πολυμορφικό και μπορεί να συνδέεται 

με διαφόρους φαινότυπους όπως την ευαισθησία στην όσμωση (Gustin et al, 1998), 

την παθογόνο δράση και τη μεταφορά μεταβολικών προϊόντων π.χ. μυκοτοξίνες 

(Markoglou et al, 2008). Ανάλογα με τη θέση των σημειακών μεταλλαγών μπορούν να 

διακριθούν δύο κατηγορίες ανθεκτικών στελεχών: στελέχη τύπου Ι τα οποία 

παρουσιάζουν υψηλά επίπεδα ανθεκτικότητας και έχουν μέτρια ευαισθησία στο 

οσμωτικό στρες και στελέχη τύπου ΙΙ τα οποία είναι μετρίου επιπέδου ανθεκτικά και 

παρουσιάζουν μεγάλη ευαισθησία στο οσμωτικό στρες (Ochiai et al, 2001). Μελέτες 

που έχουν γίνει μέχρι τώρα στο εργαστήριο έχουν δείξει ότι αν και είναι εύκολο να 

προκύψουν στελέχη ανθεκτικά σε αυτές τις ενώσεις σε υψηλή συχνότητα, ωστόσο 

λόγω της μειωμένης φυτοπαθογόνου προσαρμοστικότητας τους έναντι των ευαίσθητων 

στελεχών δεν δημιουργούν ιδιαίτερα προβλήματα στον αγρό (Ziogas et al, 2005).  

Άλλες ομάδες. Ο υπεύθυνος μηχανισμός για ανάπτυξη ανθεκτικότητας στην ομάδα 

των ανιλινοπυριμιδίνων μας είναι ακόμη άγνωστος. Αν και υπάρχουν ερευνητικές 
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εργασίες στις οποίες έχουν εντοπιστεί μεταλλαγές  στο γονίδιο που εκφράζει τη β-

λυάση της κυσταθειόνης, η άμεση σύνδεση τους με την ανθεκτικότητα δεν έχει 

επιβεβαιωθεί ακόμη καθώς υπάρχουν και περιπτώσεις στις οποίες οι αλληλουχίες των 

διαφόρων στελεχών, ευαίσθητων και ανθεκτικών στις ανιλινοπυριμιδίνες, ήταν μεταξύ 

τους ταυτόσημες (Leroux et al, 2002). Η αλλαγή στη θέση δράσης έχει αναγνωρισθεί 

ως μηχανισμός ανθεκτικότητας και σε διάφορες παλιές ομάδες εξειδεικευμένων 

παρεμποδιστών όπως τα φαινυλαμίδια (παρεμποδιστές βιοσύνθεσης νουκλεινικών 

οξέων) και τα αντιβιοτικά κασουγκαμικίνη, κυκλοεξιμίδιο και πιθανώς τη 

γκριζεοφουλβίνη (παρεμποδιστές πρωτεινοσύνθεσης) (Γεωργόπουλος και Ζιώγας, 

1992, Georgopoulos, 1987; Davidse, 1987; Georgopoulos, 1977).  

 

3.2.3. Υπερέκφραση του βιοχημικού στόχου 

Είναι σαφές ότι για να υπάρξει η επιθυμητή τοξική δράση ενός φαρμάκου σε 

ένα κύτταρο θα πρέπει η αναλογία των μορίων του παρεμποδιστή με τα μόρια των 

δεσμευτών του (βιοχημικοί στόχοι) σε μία δεδομένη χρονική στιγμή να είναι 

μεγαλύτερη από 1:1. Ωστόσο υπάρχουν δύο κύριοι μηχανισμοί υπερέκφρασης του 

βιοχημικού στόχου μέσω των οποίων τα παθογόνα έχουν αναπτύξει ανθεκτικότητα 

στα μυκητοκτόνα.  

Ο πρώτος μηχανισμός εντοπίζεται στο επίπεδο της μεταγραφής του γονιδίου 

που κωδικοποιεί το βιοχημικό στόχο και αφορά ποσοτικές μεταβολές που μπορούν 

να προκύψουν στην περιοχή του υποκινητή. Η ύπαρξη ενός τέτοιου μηχανισμού 

ανθεκτικότητας υποστηρίζεται για την ομάδα των DMIs, στους οποίους βρέθηκε η 

ανθεκτικότητα να μην συσχετίζεται με τη δημιουργία μεταλλάξεων στο CYP51 γονίδιο 

των ανθεκτικών στελεχών αλλά με την διευρυμένη επέκταση του υποκινητή του 

CYP51 γονιδίου (που κωδικοποιεί το βιοχημικό στόχο) κατά 5 φορές περισσότερο 

από ότι των ευαίσθητων στελεχών. Τα ανθεκτικά στελέχη τα οποία παρουσίαζαν αυτή 

την επέκταση στη περιοχή του υποκινητή είχαν έως και 100 φορές περισσότερη 

έκφραση του CYP51 γονιδίου σε σχέση με τα ευαίσθητα στελέχη. Στη συνέχεια, με 

κατάλληλες μοριακές τεχνικές, έγινε  απώλεια ενός μέρους αυτής της περιοχής 

γεγονός που οδήγησε ταυτοχρόνως σε μείωση της υπερέκφρασης του CYP51 γονιδίου 

και του επιπέδου της ανθεκτικότητας (Hamamoto et al, 2000). Ο μηχανισμός αυτού 
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του τύπου της υπερέκφρασης του βιοχημικού στόχου έχει φανεί και σε διάφορες 

άλλες περιπτώσεις ανθεκτικότητας με την ομάδα των DMIs τόσο σε επίπεδο αγρού 

όσο και εργαστηρίου (Ma και Michailides, 2005; Kontoyiannis, 1999; White, 1997).  

Στη δεύτερη περίπτωση η υπερέκφραση του βιοχημικού στόχου δεν εξηγείται 

από ποσοτική αλλά  ποιοτική μεταβολή στη περιοχή του υποκινητή. Για παράδειγμα 

παρατηρήθηκε ότι ορισμένα στελέχη του μύκητα V. inaequalis με ανθεκτικότητα 

στους DMIs παρουσίαζαν μια παρεμβαλλόμενη  περιοχή στον υποκινητή του CYP51 

γονιδίου η οποία έδινε επίπεδα υπερέκφρασης έως και 17.8  φορές περισσότερο από 

ότι στα άγρια στελέχη (Schnabel και Jones, 2001). Πρόσφατες ερευνητικές εργασίες 

στο εργαστήριο της Γεωργικής Φαρμακολογίας του Γ.Π.Α. έχουν δείξει ότι ο 

μηχανισμός της ανθεκτικότητα στην ομάδα των DMIs οφείλονταν στην υπερέκφραση 

του βιοχημικού στόχου χωρίς όμως εμπλοκή του υποκινητή (Nikou και συνεργάτες, 

2009) 

 

3.2.4. Λειτουργία εναλλακτικών συστημάτων (circumvention) 

Ένας άλλος μηχανισμός που μπορεί να οδηγήσει σε μετρίου επιπέδου  

ανθεκτικότητα στους εξειδικευμένους παρεμποδιστές είναι η λειτουργία εναλλακτικών 

μεταβολικών συστημάτων. Αυτό σημαίνει ότι εάν κάποιος παρεμποδιστής δρα σε ένα 

συγκεκριμένο βιοχημικό στόχο του μεταβολισμού ενός κυττάρου, τότε ο οργανισμός 

μπορεί να γίνει ανθεκτικός μεταβάλλοντας των μεταβολισμό του κατά τέτοιο τρόπο 

έτσι ώστε ο  βιοχημικός στόχος να παρακάμπτεται (Dekker, 1977). Η πρώτες ενδείξεις 

ενός τέτοιου μηχανισμού ανθεκτικότητας  αφορούσαν την ανθεκτικότητα του μύκητα 

Ustilago maydis στην αντιμυκίνη Α η δράση της οποίας βρίσκεται ένα στάδιο αμέσως 

μετά το σημείο δράσης των στρομπιλουρινών και συγκεκριμένα παρεμποδίζουν την 

αναγωγή της ουμπικονόνης (Qi inhibitors) στο σύμπλοκο III της αναπνευστικής 

αλυσίδας (Georgopoulos και Sisler, 1970). Οι παραπάνω ερευνητές υποστηρίζουν ότι 

η ανθεκτικότητα σε αυτό το αντιβιοτικό μπορεί να οφείλεται  στην παράκαμψη της 

ροής των ηλεκτρονίων από το σημείο δράσης του αντιβιοτικού. Στα πειράματα αυτά 

παρατηρήθηκε ότι μεταλλαγμένα στελέχη στα οποία δεν ενεργοποιούταν  η 

εναλλακτική τους αναπνοή ήταν συνάμα ευαίσθητα και στην αντιμυκίνη Α. Με τη 

λειτουργία της αναπνοής έχουμε στην ουσία ροή των ηλεκτρονίων από την 
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ουμπικονόνη κατευθείαν στο O2 χωρίς την παρεμβολή των ενδιαμέσων συμπλόκων 

της κυτοχρωμικής οδού. Υπεύθυνο ένζυμο για την εναλλακτική μεταφορά των 

ηλεκτρονίων είναι η εναλλακτική οξειδάση (AOX, alternative oxidase,) (Ζιώγας και 

Μαρκόγλου, 2007). 

Σε μία πρόσφατη σχετικά εργασία του εργαστηρίου μας διαπιστώθηκε ότι 

μερικά μετρίου-χαμηλού επιπέδου ανθεκτικά στις στρομπιλουρίνες στελέχη του 

μύκητα C.beticola παρουσίαζαν περισσότερο έντονη (εκ συτάσεως ή και 

ενεργοποίηση) την εναλλακτική τους αναπνοή από ότι τα άγρια στελέχη. Η 

διαπίστωση αυτή πηγάζει από την παρατήρηση ότι  η επίδραση του παρεμποδιστού 

pyraclostrobin (QoIs) στην κατανάλωση του O2 των στελεχών αυτών αυξάνονταν 

σημαντικά με τη προσθήκη του SHAM (παρεμποδιστής εναλλακτικής αναπνοής) 

οδηγώντας στην υποψία για την ύπαρξη του μηχανισμού της εναλλακτικής αναπνοής 

ως υπεύθυνο για την ανθεκτικότητα στα στελέχη αυτά. Το ενδιαφέρον που 

παρατηρήθηκε είναι ότι ο μηχανισμός της εναλλακτικής αναπνοής ενεργοποιούνταν 

και στα υψηλού επιπέδου ανθεκτικά στελέχη (στα οποία ανιχνεύτηκαν σημειακές 

μεταλλαγές ανθεκτικότητας στο cyt b γονίδιο), μόνο όταν η συγκέντρωση του 

μυκητοκτόνου ξεπερνούσε κάποιο κατώφλι (Μαλανδράκης, 2009; Malandrakis et al, 

2006). Παρόλαυτα η ανθεκτικότητα μέσω του μηχανισμού της εναλλακτικής 

αναπνοής δεν φαίνεται να αποτελεί σημαντικό πρόβλημα σε πεδίο αγρού καθώς 

υποστηρίζεται ότι η εναλλακτική αναπνοή δεν μπορεί να εκφραστεί  in planta ίσως 

λόγω ανεπαρκούς παραγωγής ATP απαιτούμενο για την παθογένεση στα φυτά (Ziogas 

et al, 1997) ή λόγω έκκρισης φυτικών φλαβονοειδών που παρεμποδίζουν την 

επαγωγή του μηχανισμού αυτού (Olaya και Koller, 1999). 

Μερικές από τις μελέτες στις οποίες υποστηρίζεται η λειτουργία της 

εναλλακτικής αναπνοής ως υπεύθυνος μηχανισμός ανθεκτικότητας στην ομάδα των 

Qo μυκητοκτόνων  είναι αυτές όπως στους μύκητες S. tritici (Ziogas et al, 1997; 

Miquez et al, 2003), V. inaequalis (Olaya και Koller, 1999; Farber και συνεργάτες, 

2002; Steinfeld et al, 2001) και Gaeumannomyces graminis var. tritici (Joseph-

Horne, 1998). 
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3.2.5. Αποτοξικοποίηση (detoxification) 

Με τον όρο αποτοξικοποίηση (ή αλλιώς βιομετατροπή) νοούνται οι μηχανισμοί 

ενζυμικής αποδόμησης του τοξικού μορίου σε μόρια που είναι λιγότερο έως καθόλου 

τοξικά για το κύτταρο. Αυτό μπορεί να γίνει μέσω ενζυμικής αποδόμησης ή 

εναπόθεσης του τοξικού μορίου σε λιπώδη κυτταρικά συστατικά που δεν είναι 

απαραίτητα για το μεταβολισμό του κυττάρου του παθογόνου (Georgopoulos, 1977; 

Dekker, 1977). Όσο αναφορά τη τελευταία περίπτωση, ένα τέτοιο παράδειγμα 

θεωρείται ότι ισχύει στην περίπτωση εμφάνισης ανθεκτικότητας του μύκητα 

Pyrenophora avenae στα οργανικά υδραργυρούχα. Στην ομάδα αυτή των 

προστατευτικών μυκητοκτόνων παρατηρήθηκε ότι τα ανθεκτικά στελέχη διέθεταν 

προϋπάρχουσες μεταβολικές δεξαμενές (metabolic pools) οι οποίες αν και δεν ήταν 

απαραίτητες για το κύτταρο, ωστόσο είχαν την ιδιότητα να δεσμεύουν και να 

απενεργοποιούν τα τοξικά ιόντα του υδραργύρου των ενώσεων αυτών. Επίσης από τον 

ίδιο ερευνητή βρέθηκε ότι τέτοια πιθανά ενδοκυτταρικά συστατικά ήταν διάφορα 

χρωστικά παράγωγα της ανθρακινόνης τα οποία δημιουργούσαν σύμπλοκες ενώσεις 

(chelates) με τα τοξικά ιόντα (Greenaway, 1971; 1972). Σε παρόμοια συμπεράσματα 

κατέληξαν στη συνέχεια και άλλοι ερευνητές (Ross και Old, 1973a; Ross, 1974). 

Ωστόσο ο πιο συνηθισμένος μηχανισμός ενός παθογόνου να απομακρύνει 

κάποιο τοξικό μόριο είναι μέσω της δραστηριότητας ενζύμων του πρωτογενούς ή 

δευτερογενούς μεταβολισμού του κυττάρου. Τα ένζυμα αυτά έχουν την ιδιότητα να 

μετατρέπουν διάφορα λιπόφιλα τοξικά μόρια, όπως είναι και τα περισσότερα 

φυτοφάρμακα, σε περισσότερο υδατοδιαλυτά μόρια (Chen, 2012). Μπορούν να 

διακριθούν δύο στάδια αποτοξικοποίησης ενός τοξικού μορίου. Η μεταβολική φάση Ι 

η οποία περιλαμβάνει την αποδόμηση του μορίου μέσω ενζυμικών οξειδώσεων, 

αναγωγών ή υδρολύσεων και η μεταβολική φάση ΙΙ,  η οποία περιλαμβάνει παραπέρα 

μεταβολισμό του μορίου με τη δημιουργία συμπλόκων ενώσεων μέσω ενζύμων 

(ένζυμα της ΙΙ φάσης) τα οποία προσθέτουν στα τοξικά μόρια διάφορες ομάδες οι 

οποίες τα καθιστούν ανενεργά και υποβοηθούν την εκροή τους από το κύτταρο 

(Chen, 2012). Στη φάση Ι μετέχουν ένζυμα όπως οι μονοξυγονάσες του κυτοχρώματος 

P-450, οι υπεροξειδάσες και διάφορες υδρολάσες ενώ αντιπροσωπευτικά  ένζυμα της 

φάσης ΙΙ  είναι η ομάδα των τρανσφερασών. Ο αυξημένος μεταβολισμός λόγω της 

δράσης των τριών ομάδων ενζύμων είναι ο κύριος μηχανισμός ανάπτυξης 
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ανθεκτικότητας των εντόμων σε αρκετά εντομοκτόνα της ομάδας των πυρεθρινοειδών, 

οργανωχλωριομένων και οργανοφωσφορικών αλλά ίσως και των ζιζανίων σε ορισμένα 

ζιζανιοκτόνα (Ελευθεροχωρινός, 2008; Oppenoorth και Welling, 1976; Soderlund, 

1997).  

Οι μεταφοράσες της γλουταθειόνης (GSTs, Glutathione-S-transferases) 

αποτελούν μία μεγάλη κατηγορία ισοενζύμων που παίζουν σημαντικό ρόλο στην 

αδρανοποίηση διαφόρων ξενοβιοτικών ουσιών του περιβάλλοντος καταλύοντας την 

σύζευξη της ανοιγμένης γλουταθειόνης με ηλεκτρονιόφιλους υποκαταστάτες (αλογόνα 

και νιτρο-ομάδες) όπως είναι πολλά από τα εντομοκτόνα και τα ζιζανιοκτόνα (Cole και 

Edwards, 2000; Yang, 1976). Τελευταία, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζεται  με το 

ισοένζύμο GST I το οποίο χρησιμοποιείται ως πρότυπο ένζυμο για την κατανόηση των 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ των GSTs και των διαφόρων φυτοφαρμάκων (Kapoli και 

συνεργάτες, 2008; Labrou et al, 2001, 2004, 2005). Επίσης, η γλουταθειόνη (GSH) 

μπορεί να δρα και ως υπεροξειδάση κάτω από συνθήκες έντονου οξειδωτικού στρες 

(Roxas et al, 1997). Πέρα από την καταλυτική τους δράση, οι GSTs μπορεί να 

συμπεριφέρονται και ως πρωτεΐνες-φορείς για την μεταφορά διαφόρων 

ενδοκυτταρικών υδρόφοβων μορίων (Axarli et al, 2004). Αναφέρεται δε ότι σε 

ορισμένα κύτταρα, όπως των φυτών και ίσως των εντόμων, των οποίων οι 

συγκεντρώσεις της GSH είναι αρκετά υψηλές, μπορεί να υπάρχουν συζεύξεις της 

GSH με τα τοξικά υποστρώματα ακόμη και απουσίας της καταλυτικής δράσης των 

GSTs (Cole και Edwards, 2000). Ωστόσο η έρευνα γύρω από τη βιοχημεία των GSTs 

των διαφόρων μικροργανισμών είναι μέχρι και σήμερα περιορισμένη και σε σχέση με 

τα έντομα και τα φυτά οι συγκεντρώσεις των ενζύμων αυτών στα βακτήρια, στις ζύμες 

και στους μύκητες βρίσκονται σε αρκετά χαμηλά επίπεδα (Summer et al, 1980; 

Shishido, 1981; Wackett και Gibson, 1982; Lau et al, 1980). Οι οξειδάσεις του 

κυτοχρώματος P450 (cytochrome P-450s) αποτελούν πολυλειτουργικά ένζυμα, τα 

οποία υπάρχουν σε πολλά είδη οργανισμών όπως στα θηλαστικά, στα ανώτερα φυτά 

στα έντομα, στα βακτήρια και στους μύκητες (Hodgson, 1974; Van den Brink, 

1998;) και εκτός από τη βιοσύνθεση των φυτοορμόνων, των στεροειδών, των 

φλαβονοειδών και διαφόρων ενδιάμεσων προϊόντων της λιγνίνης παίζουν εξέχοντα 

ρόλο και στον μεταβολισμό διαφόρων ξενοβιοτικών ουσιών, μεταξύ αυτών και των 

φυτοφαρμάκων (Katagi και Mikami, 2000; Hodgson και Tate, 1976). Οι υδρολάσες 

(hydrolases) αποτελούν μία μεγάλη οικογένεια ενζύμων που συνήθως εμπλέκονται σε 
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περιπτώσεις ανάπτυξης ανθεκτικότητας των εντόμων στην ομάδα των 

οργανοφωσφωρικών (Oppenoorth και Welling, 1976). Γενικότερα, η δράση των 

υδρολασών εντοπίζεται σε τοξικές ενώσεις  που έχουν στο μόριό τους αμιδικό ή 

εστερικό δεσμό. Από τις κυριότερες ομάδες υδρολασών είναι οι εστεράσες. 

Σε αντίθεση με τα έντομα και τα ζιζάνια, θεωρείται ότι οι μύκητες έχουν γενικά 

μικρή μεταβολική ικανότητα στα μυκητοκτόνα και αυτό δικαιολογεί το γεγονός ότι 

σπανίως η αποτοξικοποίηση αποτελεί κύριο μηχανισμό ανάπτυξης ανθεκτικότητας 

στα εξειδικευμένης δράσης μυκητοκτόνα (Hollomon et al, 1997).  Αντιθέτως, φαίνεται 

ότι ο κύριος μηχανισμός άμυνας ενός παθογόνου εναντίον κάποιας μη εκλεκτικά 

τοξικής ένωσης, όπως είναι τα προστατευτικά μυκητοκτόνα, είναι μέσω του 

μηχανισμού της αποτοξικοποίησης και συγκεκριμένα μέσω θειούχων πολυπεπτιδίων 

όπως η GSH και οι διάφορες μεταλλοθειονίνες. Για παράδειγμα, ανθεκτικά στις 

ενώσεις chlorothalonil και captan στελέχη του μύκητα B. cinerea βρέθηκαν να 

παρουσιάζουν υψηλή παραγωγή σε GSH, ειδικότερα όταν στο υλικό ανάπτυξης είχε 

προστεθεί captan, οδηγώντας στο συμπέρασμα ότι η ανθεκτικότητα μπορεί να 

οφείλεται στην ικανότητα αυτών των στελεχών να απενεργοποιούν τις τοξικές αυτές 

ενώσεις μέσω της αυξημένης ενζυμικής δράσης των GSTs (Barak και Edgington, 

1984). Παρόμοιος μηχανισμός ανθεκτικότητας στη  προστατευτική ένωση 

chlorothalonil έχει διαπιστωθεί και στη περίπτωση με τη ζύμη Saccharomyces 

cerevisiae (Shin και συνεργάτες, 2003). Αντίστοιχα πειράματα με την ίδια ένωση, 

έδειξαν  να συνδέεται η ανθεκτικότητα ενός μεταλλαμένου στελέχους του Azospirilum 

brasilense με υψηλή παραγωγή GSH, η οποία βρέθηκε να είναι έως και 100 φορές 

περισσότερη σε σχέση με αυτή του αγρίου στελέχους. Σε αυτή τη περίπτωση επίσης, 

το ανθεκτικό αυτό στέλεχος εξέφραζε έως και δέκα φορές υψηλότερη δραστικότητα 

των GST σε σχέση με το ευαίσθητο στέλεχος. Ισχυρή ένδειξη ότι η ανθεκτικότητα 

οφείλεται στην δράση της GSH προκύπτει από το γεγονός ότι η προσθήκη GSH ή 

κυστείνης στο υλικό ανάπτυξης του αγρίου στελέχους άρει την τοξική δράση του 

captan (Gallori και συνεργάτες, 1988). Σε αρκετές περιπτώσεις βακτηρίων έχει 

αναφερθεί παρόμοιος μηχανισμός ανθεκτικότητας με το αντιβιοτικό φοσφομυκίνη 

(Allocati και συνεργάτες, 2008). Έχει αποδειχτεί ότι η ανάπτυξη ανθεκτικότητας των 

μυκήτων σε ανόργανες ενώσεις χαλκού και καδμίου οφείλεται στην αυξημένη δράση 

ορισμένων πολυπεπτιδίων κυστείνης που καλούνται μεταλλοθειονίνες. Η συμβολή 

τους στο μηχανισμό ανθεκτικότητας στα μέταλλα γίνεται μέσω του μηχανισμού της 
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ομοιόστασης του κυττάρου κάτω από υψηλές συγκεντρώσεις μετάλλων που υπάρχουν 

στο περιβάλλον ανάπτυξης του μύκητα. Αυτό επιτυγχάνεται με το υπερεκφράζουν 

κάτω από αυτές τις συνθήκες τα γονίδια που είναι υπεύθυνα να κωδικοποιούν τις 

μεταλλοθειονίνες σε βαθμό τέτοιο που να επιτρέπουν να συσσωρεύεται μόνο μία 

μικρή ποσότητα του τοξικού μετάλλου την οποία χρειάζονται τα κύτταρα ενώ το 

μεγαλύτερο μέρος από αυτή  το μεταβολίζουν μέσω σύζευξης του με τα μόρια της 

κυστείνης (Macreadie et al, 1994).  

Μία περίπτωση πιθανής ύπαρξης του μηχανισμού αποτοξικοποίησης λόγο 

εμπλοκής των P450s έχει αναφερθεί με στελέχη του μύκητα B. cinerea ανθεκτικά 

στην ένωση fenhexamid (Leroux et al, 2001). Παρόμοιος μηχανισμός ανθεκτικότητας 

έχει αναφερθεί και για το οργανοφωσφορικό μυκητοκτόνο kitazin-P (Uesugi και 

Sisler, 1978). Υψηλής ανθεκτικότητας στελέχη του μύκητα Pyricularia oryzae, 

φάνηκαν να  διασπούν το δεσμού S-C του μορίου της ένωσης οδηγώντας σε λιγότερο 

τοξικά παράγωγα, πιθανώς μέσω των P450s.  Επίσης, ενδείξεις για την εμπλοκή των 

P450s στο μηχανισμό αποτοξικοποίησης υπάρχουν σε ορισμένες περιπτώσεις 

ανθεκτικότητας με τα αντιβιοτικά της ομάδας των τετρακυκλινών και στις ενώσεις 

rifampin, virginiamycin M1 και isoniazid (Wright,  2005). 

Η εμπλεκόμενη λειτουργία των εστερασών φαίνεται να δικαιολογεί σε 

ορισμένες περιπτώσεις την ύπαρξη ανθεκτικότητας στις μυκητοκτόνες ενώσεις. Για 

παράδειγμα έχει αποδειχτεί ότι η ύπαρξη φυσικής ανθεκτικότητας του μύκητα F. 

oxysporum f.sp. lycopersici στο αντιβιοτικό ασκοχιτίνη  συνδέεται με την ικανότητα 

του μύκητα να μεταβολίζει την ένωση αυτή σε λιγότερο τοξικά διυδροξυ-παράγωγα 

(Nakanishi και Oku, 1969). Επίσης, σε πρόσφατες μελέτες,  βρέθηκαν ορισμένα 

ανθεκτικά στελέχη του μύκητα V. inaequalis,  να παρουσιάζουν αυξημένη ικανότητα 

υδρόλυσης (πιθανώς μέσω εμπλοκής κάποιας εστεράσης) της ένωσης kresoxim-

methyl (Jabs et al, 2001).   

 

3.2.6. Μειωμένη μετατροπή του μη τοξικού μορίου 

Σε αντίθεση με το μηχανισμό της αποτοξικοποίησης, σε μερικές περιπτώσεις οι 

μύκητες μπορούν να μετατρέπουν μια μη τοξική πρόδρομη ένωση (pro-fungicide) σε 

τοξική (Georgopoulos, 1976). Η διεργασία αυτή λέγεται θανατηφόρος σύνθεση (lethal 
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synthesis) (Dekker, 1977). Πράγματι, ορισμένα μυκητοκτόνα είναι αδρανή στο 

κύτταρο και προκειμένου να ασκήσουν την τοξική δράση τους θα πρέπει πρώτα να 

προηγηθεί η μετατροπή τους στην επιθυμητή  τοξική μορφή από συγκεκριμένα 

ενζυμικά συστήματα του ίδιου του μύκητα. Στις περιπτώσεις αυτές ανθεκτικότητα 

μπορεί να προκύψει σαν αποτέλεσμα αλλαγών στα ενζυμικά αυτά συστήματα που 

οδηγούν σε μειωμένη μετατροπή της αρχικής μη τοξικής ουσίας σε τοξική.  

Τέτοια είναι η περίπτωση με τα οργανοφωσφορικά μυκητοκτόνα τα οποία για 

να ασκήσουν την δράση τους απαιτείται να προηγηθεί η βιομετατροπή τους στην 

αντίστοιχη τοξική τους μορφή (Braun και Shreiber, 1995). Η μετατροπή αυτή 

υποστηρίζεται ότι καταλύεται από την δράση των οξειδάσεων μεικτής λειτουργίας του 

κυτοχρώματος P-450 (MFOs), οι οποίες διασπούν τα οργανοφωσφορικά μυκητοκτόνα 

στος δεσμούς P-S και S-C (Kodama et al, 1982). Η ανθεκτικότητα του μύκητα P. 

oryzae στα οργανοφωσφορικά μυκητοκτόνα pyrazophos, edifenphos, iprobenfos 

υποστηρίζεται ότι οφείλεται σε αδυναμία των ανθεκτικών στελεχών να συνθέτουν τις 

αντίστοιχες τοξικές μορφές εντός του κυττάρου (Uesugi και Katagiri, 1983; 

Kurogochi et al, 1985; De Waard και Nistelrooy, 1980). Έχει επίσης προταθεί ότι 

για να δράσει το μυκητοκτόνο triadimefon απαιτείται να προηγηθεί η ενζυμική 

διάσπαση του στο διαστερομερές του triadimenol. Όσο αναφορά το τελευταίο 

βρέθηκαν ανθεκτικά στελέχη τα οποία αδυνατούσαν να πραγματοποιήσουν τη 

μετατροπή αυτή (Fuchs και De Vries, 1984). Τα χημικά ανάλογα της πουρίνης και 

της πυριμιδίνης αποτελούν επίσης κλασσικά παραδείγματα ενώσεων που γίνονται 

τοξικά μόνο αφού μετατραπούν σε νουκλεοτίδια. Για παράδειγμα με την ένωση 6-

azauracil, βρέθηκε ότι η ανάπτυξη ανθεκτικότητας του μύκητα Cladosporium 

cucumerinum οφειλόταν σε μειωμένη μετατροπή της ένωσης αυτής στην πιο τοξική 

της μορφή 6-azauridine-5’-phosphate (Dekker, 1968).  

 

 

3.2.7. Μειωμένη είσοδος-αυξημένη απέκκριση 

Τα κύτταρα των μυκήτων μπορούν να γίνουν ανθεκτικά στα μυκητοκτόνα και με 

αλλαγές που κρατούν το τοξικό μόριο μακριά από την ευαίσθητη θέση δράσης. Αυτές 

οι αλλαγές παρεμποδίζουν την συσσώρευση του μυκητοκτόνου σε τοξικά επίπεδα 
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συγκεντρώσεων εντός του κυττάρου μέσω παρεμπόδισης της εισόδου των 

μυκητοκτόνων, με το να οδηγούν σε αυξημένη απέκκριση του μυκητοκτόνου αμέσως 

μετά την είσοδο του (Dekker, 1995). 

Μειωμένη  περατότητα μέσω μεμβρανών 

Είναι απολύτως σαφές ότι το τοξικό μόριο ενός παρασιτοκτόνου, εκτός από τη τοξική 

του δράση με την οποία πρέπει να είναι προικισμένο, εναντίον του παθογόνου, 

πρέπει να μπορεί να διέρχεται από τη κυτταρική μεμβράνη του παθογόνου και αφού 

φτάσει σε κατάλληλη συγκέντρωση, να εκδηλώνει εν συνεχεία, εντός αυτού, τη τοξική 

του δράση. Η μεταφορά των τοξικών μορίων διαμέσου της κυτταρικής μεμβράνης 

μπορεί να γίνει με τρεις κύριους μηχανισμούς: α) μέσω παθητικής διάχυσης 

(diffusion)-λιπόφιλα μόρια διαχέονται λόγω διαφοράς συγκέντρωσης, β) 

διευκολυμένη διάχυση (facilitated diffusion)- μεταφορά με ειδικούς ενζυμικούς 

φορείς (περμεάσες) και γ) με ενεργητική μεταφορά (energy dependent transport)- 

είσοδος μέσω φορέα με ταυτόχρονη κατανάλωση ενέργειας (Μαρσέλος, 2006). Είναι 

λοιπόν πιθανόν, μια κατάλληλη μεταλλαγή στο γονίδιο που ελέγχει κάποιο συστατικό 

από αυτά τα συστήματα μεταφοράς που προαναφέρθηκαν, να μειώσει τη περατότητα 

της μεμβράνης στο τοξικό μόριο, με αποτέλεσμα να μη συσσωρεύεται σε τοξικές 

συγκεντρώσεις εντός του κυττάρου οδηγώντας έτσι σε ανθεκτικότητα (Γεωργόπουλος 

και Ζιώγας, 1992). 

Αλλαγές στην ανατομία των κυτταρικών μεμβρανών μπορεί να επηρεάσουν τη 

μετακίνηση και συσσώρευση των τοξικών μορίων εντός του κυττάρου. Για παράδειγμα 

αλλαγές στην αναλογία των υδρόφοβων προς υδρόφιλων συστατικών των μεμβρανών 

μεταξύ ευαίσθητων και ανθεκτικών βακτηρίων μπορούν να εξηγήσουν την ανάπτυξη 

ανθεκτικότητας που έχει παρουσιαστεί σε ορισμένα αντιβιοτικά (Bengoechea et al , 

1998; Seydel et al, 1985). Η διέλευση ορισμένων υδρόφιλων τοξικών μορίων όπως τα 

αμινογλυκοσίδια και τα παράγωγα της β-λακτάμης γίνεται αποκλειστικά μέσω τον 

πορινών των κυτταρικών μεμβρανών των βακτηρίων. Διάφορα είδη βακτηρίων έχουν 

αναπτύξει ανθεκτικότητα λόγω απουσίας πορινών στις κυτταρικές τους μεμβράνες, 

αποτρέποντας έτσι τα αντιβιοτικά αυτά να εισέρχονται εντός των κυττάρων των 

βακτηρίων ( Kumar και Schweizer, 2005). 

Από την άλλη, έχει διαπιστωθεί ότι η ανθεκτικότητα του μύκητα Alternaria 

kikuchiana στη πολυοξίνη-Β, ήταν το αποτέλεσμα μειωμένης μεταφοράς του 
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αντιβιοτικού στο βιοχημικό στόχο. Αυτό συνέβαινε λόγο μειωμένης δραστικότητας 

μιας περμεάσης διπεπτιδίων, η οποία είναι υπεύθυνη για τη μεταφορά των 

πολυοξινών στο εσωτερικό του κυττάρου του μύκητα (Misato και συνεργάτες, 1977 ). 

Ο ίδιος μηχανισμός εξηγεί και για την ανάπτυξη ανθεκτικότητας του μύκητα Candida 

albicans στις νικομυκκίνες (Yadan και συνεργάτες, 1984) ενώ άλλες περμεάσες 

μπορεί να οδηγούν στην ανάπτυξη ανθεκτικότητας σε διάφορες άλλες τοξικές ουσίες 

(Georgopoulos, 1977). 

Μειωμένη είσοδος του τοξικού μορίου στο εσωτερικό του κυττάρου μπορεί να 

εξηγείται και με αλλαγές στο σύστημα που εμπλέκεται στη ενεργό μεταφορά του 

τοξικού μορίου. Ανθεκτικά στο βενζιμιδαζολικό μυκητοκτόνο carbendazim στελέχη 

του Sporobolomyces roseus βρέθηκαν να συσσωρεύουν 5 φορές λιγότερη ποσότητα 

μυκητοκτόνου σε σχέση με τα ευαίσθητα ενώ βρέθηκε η συσσώρευση του 

μυκητοκτόνου στα κύτταρα των στελεχών να εξαρτάται από την κατανάλωση 

ενέργειας. Όπως υποστηρίζουν οι παραπάνω ερευνητές, η διαφορετική απορρόφηση 

του μυκητοκτόνου από τα κύτταρα των ευαίσθητων και των ανθεκτικών στελεχών, 

μπορεί να οφείλεται σε κάποια αλλαγή ενός μηχανισμού ενεργειακά εξαρτώμενου 

που μεταφέρει φυσικά υποστρώματα εντός του κυττάρου τα οποία ομοιάζουν με τη 

δομή των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων (Nachmias και Barash, 1976). 

Η δέσμευση του τοξικού μορίου στο κυτταρικό τοίχωμα είναι ένας απλός μηχανισμός 

που μπορεί να οδηγήσει σε μείωση της εισόδου του τοξικού μορίου στα κύτταρα του 

παθογόνου όπως έχει διαπιστωθεί στη περίπτωση των SBIs (Μαρκόγλου, 1997; 

Wellmann και Schauz, 1993).  

Αυξημένη απέκκριση 

Σε αρκετές περιπτώσεις, έχει αποδειχτεί ότι η ανθεκτικότητα μπορεί να οφείλεται σε 

διαφορετικό βαθμό απέκκρισης των τοξικών μορίων από τα κύτταρα των ευαίσθητων 

και ανθεκτικών στελεχών του παθογόνου. Στη περίπτωση αυτή, η υψηλή ικανότητα 

απέκκρισης του τοξικού παράγοντα από τα ανθεκτικά στελέχη, έχει ως αποτέλεσμα 

να διατηρούνται υποτοξικά επίπεδα συγκεντρώσεων των τοξικών μορίων αμέσως μετά 

την απορρόφηση τους από τα κύτταρα, μη επιτρέποντας έτσι τα μόρια του 

μυκητοκτόνου να προσεγγίσουν το βιοχημικό τους στόχο και να επιτευχθούν 

συγκεντρώσεις τέτοιες που να είναι τοξικές για το κύτταρο (de Waard και Fuchs, 

1982).  
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Μέχρι τώρα, έχουν αναγνωριστεί δύο κύριες οικογένειες διαμεμβρανικών 

μεταφορέων που συμβάλλουν στην αυξημένη απέκκριση των μυκητοκτόνων και των 

αντιβιοτικών. Πρόκειται για τους ABC μεταφορείς (ABC transporters) και τους MFS 

μεταφορείς (MFS transporters) (Sorbo και συνεργάτες, 2000). Οι ABC μεταφορείς 

(στη βιβλιογραφία περιγράφονται και σαν P-glycoproteins) για τη λειτουργία τους 

απαιτούν την παροχή ενέργειας με υδρόλυση ATP επιτρέποντας έτσι να επιτευχθεί η 

μεταφορά των τοξικών μορίων από περιοχές χαμηλής συγκέντρωσης (ενδοκυττάριος 

χώρος) προς περιοχές υψηλότερης συγκέντρωσης (εξωκυττάριος χώρος). Οι ABC 

μεταφορείς αποτελούν την πολυπληθέστερη και σημαντικότερη ομάδα μεταφορέων 

που προστατεύουν του μύκητες από τα διάφορα τοξικά μόρια (Stergiopoulos et al, 

2002). Η εμπλοκή τέτοιου είδους μεταφορέων έχει αποδειχθεί σε περιπτώσεις 

ανθεκτικότητας στα μυκητοκτόνα με τους μύκητες S. cerevisiae, A., B. cinerea, M. 

graminicola, Candida sp. και πιθανόν με τον P. digitatum (de Waard, 2006) και στα 

αντιβιοτικά με το βακτήριο  Lactococcus lactis (Kumar και Schweizer, 2005). 

Αντίθετα με τους ABC μεταφορείς, οι λειτουργία των MFS δεν γίνεται μέσω ATP αλλά 

τα τοξικά μόρια μεταφέρονται μέσω της διαφοράς ηλεκτροχημικού δυναμικού που 

υπάρχει στις μεμβράνες (Sorbo et al, 2000). Η εμπλοκή αυτών των μεταφορέων έχει 

αποδειχθεί σε περιπτώσεις ανθεκτικότητας στα μυκητοκτόνα με τους μύκητες B. 

cinerea, S. cerevisiae, C. albicans (Sorbo et al, 2000) και στα αντιβιοτικά με διάφορα 

είδη αρνητικών και θετικών κατά Gram βακτηρίων (Kumar και Schweizer, 2005).  

Λόγω της ιδιότητας των δύο αυτών ειδών μεταφορέων να απεκκρίνουν από τα 

ανθεκτικά κύτταρα του παθογόνου διάφορες ομάδες τοξικών χημικών ενώσεων, το 

φαινόμενο αυτό καλείται πολλαπλή  (MultiDrug Resistance, MDR) ή αλλιώς 

πλειοτροπική (PDR) ανθεκτικότητα (Sorbo et al, 2000). Αυτό μπορεί να γίνει με δύο 

κύριους τρόπους: α) με υπερέκφραση των γονιδίων που ελέγχουν τους μεταφορείς 

αυτούς ή β) με αυξημένη δραστηριότητα των μεταφορέων αυτών (Hollomon και 

συνεργάτες, 1997). Από τους διάφορους μηχανισμούς ανθεκτικότητας των παθογόνων 

στα τοξικά μόρια, ο μηχανισμός της πολλαπλής ανθεκτικότητας είναι αυτός που 

μέχρι σήμερα έχει απασχολείσει περισσότερο την επιστημονική κοινότητα τόσο στο 

χώρο της γεωργικής όσο και της ιατρικής φαρμακολογίας. Ένα από τα κυριότερα 

ζητήματα που φαίνεται να έχει απασχολήσει του περισσότερους ερευνητές είναι το 

πώς αυτές οι διαμεμβρανικές πρωτεΐνες-μεταφορείς μπορούν να επιλέγουν και να 

απεκκρίνουν στο περιβάλλον του παθογόνου μόνο τα τοξικά μόρια όχι όμως τα 
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ενδοκυτταρικά μόρια. Μία από τις πιο επικρατέστερες θεωρίες είναι αυτή που 

βασίζεται σε διαφορές που υπάρχουν στις φυσικοχημικές ιδιότητες μεταξύ τοξικών 

και ενδογενών μορίων του κυττάρου (Lewis, 1999). 

 

3.3. Η σημασία μελέτης του μηχανισμού ανάπτυξης ανθεκτικότητας των 

μυκητοκτόνων 

Όσο περισσότερο εμβαθύνουμε τη γνώση μας σε θέματα που αφορούν τη 

γενετική, βιοχημική και φυσιολογική μελέτη της ανθεκτικότητας, τόσο περισσότερο 

κατανοούμε τον μηχανισμό με τον οποίο αυτή ελέγχεται  άρα και το τρόπο με τον 

οποίο μπορούμε να διαχειριστούμε ορθά υπάρχοντα ή μελλοντικά προβλήματα 

ανθεκτικότητας στη γεωργική πράξη. Η κύρια προσέγγιση που υπάρχει μέχρι σήμερα 

για τη διαχείριση του προβλήματος της ανθεκτικότητας στα μυκητοκτόνα είναι  η 

πρόληψη. Αυτό γίνεται μέσω κατάλληλων στρατηγικών εφαρμογής των μυκητοκτόνων, 

καλλιεργητικών τεχνικών και ενημέρωσης σχετικά με θέματα που αφορούν την 

ανθεκτικότητα των μυκητοκτόνων, εκτίμησης του κινδύνου εμφάνισης νέων 

ανθεκτικών στελεχών στο εργαστήριο καθώς και μέσω παρακολούθησης (monitoring) 

του φυσικού πληθυσμού του παθογόνου στον αγρό (Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2007). 

Υπάρχουν όμως και περιπτώσεις όπου δύναται να αντιμετωπιστούν προβλήματα 

ανθεκτικότητας των παθογόνων στα τοξικά μόρια. Ελπιδοφόρες προσπάθειες από τη 

σκοπιά αυτή, γίνονται σήμερα για την αναζήτηση ενώσεων φυσικής κυρίως 

προέλευσης που θα δρουν ανασταλτικά στο μηχανισμό της πολλαπλής 

ανθεκτικότητας η οποία οδηγεί σε αυξημένη απέκκριση των τοξικών μορίων από τα 

κύτταρα των παθογόνων. Πρόκειται για ουσίες οι οποίες άρουν την δραστηριότητα των 

υπεύθυνων πρωτεϊνικών μεταφορέων που ευθύνονται για την αυξημένη απέκκριση 

των τοξικών μορίων από τα κύτταρα των ανθεκτικών παθογόνων.  

Η γνώση που αποκτούμε στο τρόπο με τον οποίο μπορούμε να διαχειριστούμε 

το πρόβλημα της ανθεκτικότητας μας οδηγεί παράλληλα στο να παρατείνουμε τη 

διάρκεια ζωής των «καλών» διασυστηματικών μυκητοκτόνων που έχουμε στη διάθεση 

μας αλλά και να αυξήσουμε την αποτελεσματικότητα τους μέσω ορθότερης  

εφαρμογής τους στα προγράμματα χημικής φυτοπροστασίας (Georgopoulos, 1977). 
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Πέρα της πρακτικής σημασίας της, η ανθεκτικότητα των μικροοργανισμών στα 

τοξικά μόρια έχει εγείρει ερωτήματα σε σημαντικές πτυχές της γενετικής αλλά και 

μοριακής βιολογίας (Georgopoulos, 1977). Η διερεύνηση για παράδειγμα του 

μηχανισμού της αλλαγής στη θέση δράσης  έχει δώσει σημαντικές πληροφορίες  για 

τους μηχανισμούς εκλεκτικής τοξικότητας των παρασιτοκτόνων. Δεν είναι τυχαίο 

άλλωστε που η μελέτη του μηχανισμού της ανθεκτικότητας σε μία τοξική ένωση 

συμβάδισε πολλές φορές και με το μηχανισμό με τον οποίο αυτή δρα σε 

υποκυτταρικό επίπεδο, όπως για παράδειγμα με τους SDHIs και τα βενζιμιδαζολικά 

μυκητοκτόνα. Για παράδειγμα χρήσιμες πληροφορίες μπορούν να αποκτηθούν για 

τον άγνωστο μηχανισμό της βιοχημικής δράσης του μυκητοκτόνου μέσω πειραμάτων 

διασταυρωτής ανθεκτικότητας με ενώσεις που έχουν παρόμοιες χημικές ιδιότητες. 

Αλλαγή των αμινοξέων πάνω σε κάποιο ένζυμο ή πρωτεΐνη με  εκείνα που 

προέρχονται από φυσικές ή τεχνητές μεταλλάξεις ανθεκτικότητας μας έχει δώσει 

χρήσιμες πληροφορίες για τη σπουδαιότητα τους στις θέσεις  προσκόλλησης των 

τοξικών μορίων πάνω σε αυτά.  Αυτό κατ’επέκταση μας ανοίγει νέους ορίζοντες για την 

σχεδίαση νέων τοξικών μορίων που θα δρουν αποτελεσματικά σε παρόμοιες 

λειτουργικές βιοχημικές θέσεις αποφεύγοντας παράλληλα εκείνες που μπορεί να 

οδηγήσουν σε προβλήματα ανθεκτικότητας (Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2005).  
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4. Η ανθεκτικότητα στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα 

 

 Η ομάδα των βενζιμιδαζολικών (MBC) μυκητοκτόνων περιλαμβάνει ενώσεις με 

εξειδικευμένο μηχανισμό δράσης σε υποκυτταρικό επίπεδο, γιαυτό και ο κίνδυνος 

εμφάνισης ανθεκτικότητας τους στον αγρό είναι πολύ υψηλός (FRAC, 2007). Μετά 

από μόλις 1-2 χρόνια εφαρμογής τους στην πράξη εμφανίστηκαν τα πρώτα 

προβλήματα ανθεκτικότητας (Peteson, 1969). Τα περιστατικά που ακολούθησαν τα 

επόμενα χρόνια έγιναν πιο συχνά και ακόμη και σήμερα εξακολουθούν να 

αναφέρονται περιπτώσεις εμφάνισης ανθεκτικών στελεχών στα μυκητοκτόνα αυτά. 

Σήμερα τουλάχιστον 100 είδη μυκήτων έχουν αναπτύξει ανθεκτικότητα στην ομάδα 

των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων (FRAC, 2011). Στη περίπτωση όμως του μύκητα 

F. graminearum οι πρώτες αναφορές για εμφάνιση ανθεκτικών στελεχών 

διαπιστώθηκαν το 1992 στη Κίνα (Zhou et al 1994), σχεδόν τρεις δεκαετίες μετά από 

την εισαγωγή του στα σιτηρά. Τα επόμενα χρόνια που ακολούθησαν, οι περιπτώσεις 

εμφάνισης ανθεκτικών στελεχών αυξήθηκαν κατά πολύ (Wang et al., 2002). Σήμερα 

έχει πλέον εξακριβωθεί, από διάφορες εργαστηριακές μελέτες, ότι  οι περιπτώσεις 

ανθεκτικότητας για την ομάδα αυτή οφείλονται κυρίως σε αλλαγές αμινοξέων της β-

τουμπουλίνης (Qiu et al., 2010). Μία μεταλλαγή ενός γόνου που θα προκύψει θα 

οδηγήσει σε αλλαγή της τρισδιάστατης δομής του μορίου με αποτέλεσμα το 

μυκητοκτόνο να αδυνατεί να προσκολληθεί στη θέση δράσης και έτσι να μειώνεται η 

αποτελεσματικότητα του.  

Γενετικές μελέτες με στελέχη του μύκητα F. graminearum ανθεκτικά στο 

carbendazim έδειξαν την ύπαρξη ολιγογονικού χαρακτήρα της ανθεκτικότητας με 

μεταλλαγές σε ένα κυρίαρχο γονίδιο. Η χρήση  της γενετικής μέσω 

αναδιασταυρώσεων και ειδικών δεικτών (markers) στο μύκητα F. graminearum έχει 

εξηγήσει τη κληρονομούμενη μεταφορά της ανθεκτικότητας στους απογόνους κατά 

τρόπο μενδελιακό ((Yuan and Zhou, 2005). Η ανάπτυξη μοριακών διαγνωστικών έχει 

δώσει σημαντικό έναυσμα από την δεκαετία του ‘90 στην ανίχνευση διαφόρων  

τέτοιων μεταλλαγών στα ανθεκτικά στελέχη των διαφόρων μυκήτων. 

Oι μεταλλαγές που έχουν συνδεθεί με ανθεκτικότητα στα βενζιμιδαζολικά σε 

διάφορα είδη μυκήτων είναι κατά μειούμενη σειρά σημαντικότητας στις θέσεις 198, 

200, 167, 240, 6, 73, 50, 134, 165, 241 και 257 των αμινοξέων (Μa and 

Michailides, 2005; Thomas et al.1985; Yan and Dickman, 1996). Ωστόσο οι 
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μεταλλαγές αυτές (Πίνακας 1.6) δεν έχουν όλες παρουσιαστεί σε στελέχη αγρού αλλά 

και μετά από πρόκληση μεταλλάξεων in vitro. Οι μεταλλαγές σε κάθε μία περίπτωση 

από τις παραπάνω, δίνουν και διαφορετικό επίπεδο ανθεκτικότητας στους διάφορους 

μύκητες. Από ορισμένους ερευνητές υποστηρίζεται ότι συνήθως τα ανθεκτικά στελέχη 

του F. graminearum παρουσιάζουν χαμηλότερα επίπεδα ανθεκτικότητας (Rf= 16.21) 

στα βενζιμιδαζολικά, σε σχέση με  άλλους μύκητες (Rf > 1000) όπως B. cinereα, S. 

homoeocarpa, V. nashicola (Chen et al .,2007; Faretra και Pollastro, 1991; Ishii και 

Davidse, 1986).  

Η πιο συχνή μεταλλαγή που έχει βρεθεί σε στελέχη μυκήτων ανθεκτικά στα  

βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα είναι στην θέση 198 (Koenraadt et al .,1992) (Πίνακας 

1.3). Συνήθως η μεταλλαγή E198A, στην οποία υπάρχει αντικατάσταση της γλυκίνης 

με αλανίνη,  δίνει υψηλού επιπέδου ανθεκτικότητα στους διάφορους μύκητες. Όμως 

το επίπεδο της ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά που προκύπτει δεν εξαρτάται 

μόνο από τον οργανισμό αλλά και από την εκάστοτε μεταλλαγή που προκύπτει 

(Μichailides et al.; 2005). Κατά κανόνα η μετατροπή του γλουταμικού οξέος σε 

αλανίνη, γλυκίνη ή γλουταμίνη στη θέση 198, δίνει αρνητική διασταυρωτή 

ανθεκτικότητα με τα φαινυλοκαρβαμιδικά μυκητοκτόνα (Yurden and Katan ,1993; 

Malandrakis et al., 2010; Koendraadt et al., 1992; Albertini et al., 1999; Fujimura 

et al., 1994;Wheeler et al., 1994). Από έρευνες που έγιναν  στον μύκητα F. 

graminearum, βρέθηκε ότι στελέχη ανθεκτικά  με μεταλλαγή στη θέση 198, που είχε 

μετατραπεί το γλουταμικό οξύ σε λευκίνη , παρουσίαζαν πολύ υψηλού επιπέδου 

ανθεκτικότητα στο carbendazim (Chen et al.;2009).  

Μία ακόμη συνήθης μεταλλαγή για ανθεκτικότητα είναι η 200, η οποία 

οφείλεται στην αντικατάσταση του αμινοξέος της φαινυλανίνης από τυροσίνη. Η 

μεταλλαγή στην θέση 200 έχει εμφανιστεί  τόσο σε στελέχη αγρού όσο και σε στελέχη 

εργαστηρίου του μύκητα F. graminearum (Chen et al .,2009, Liu et al., 2010; Qiu et 

al., 2010). Συνήθως δίνει μετρίου επιπέδου ανθεκτικότητα στα βενζιμιδαζολικά 

μυκητοκτόνα (Chen et al .,2009; Qiu et al., 2010). 
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Εικόνα 1.7. Οι θέσεις στη 

δομή της β-τουμπουλίνης που 

εμπλέκονται με ανθεκτικότητα 

στα βενζιμιδαζολικά 

μυκητοκτόνα (προσαρμογή 

από Li and Yang, 2007). 

 

 

 

  

 

 

 

 

Μία τελευταία σημαντική μεταλλαγή για ανθεκτικότητα, είναι η περίπτωση της 

αντικατάστασης της φαινυλανίνης από τυροσίνη στην θέση 167. Η μεταλλαγή αυτή  

βρέθηκε αρχικά στον μύκητα Neurospora crassa, ενώ σήμερα έχει βρεθεί και σε 

διάφορους άλλους μύκητες (βλέπε Πίνακας 1.3.). H μεταλλαγή αυτή στο μύκητα F. 

graminearum έχει εμφανίσει μετρίου έως υψηλού επιπέδου ανθεκτικότητα τόσο σε 

στελέχη αγρού, όσο και σε στελέχη εργαστηρίου (Liu et al, 2010; Chen et al., 2009; 

Qiu et al, 2010). Λιγότερο συχνές και μικρότερης σημασίας θεωρούνται οι 

μεταλλαγές στις θέσεις 6, 73, 50, 165, 241 και 257.  
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ΠΙΝΑΚΑΣ 1.3. 

Διαπιστωμένες ανθεκτικότητες  σε διάφορους μύκητες  στα  βενζιμιδαζολικά 

μυκητοκτόνα. 

 

Θέση αλλαγής Αντικατάσταση Oργανισμός Πηγή 

    

198 Glu σε Ala B. cinerea 
Helminthosporium             
solani 
M. fruticola 
P. aurantiogriseum   

* 

  P. expansum 
T. yallundae                            
T. acuformis 
V. inaequalis 
V. pyrina 

* 

198 Glu σε Gln T. acuformis 
T. yallundae 
H. solani 

* 

  F. graminearum Qiu et al, 2010; Liu 
et al, 2010 

198 Glu σε Gly T. acuformis 
T. yallundae 
V. inaequalis 

* 

  Rhynchosporium 
secalis 

Buters και 
Hollomon;1999 

  N. crassa Fujimura et al;1991 
198 Glu σε Lys M. fruticola 

P. aurantiogriseum 
P. digitatum 
S. homoecarpa 
V. inaequalis 
P. expansum 
T. yallundae 
T. aquformis 

* 

  F. graminearum Qiu et al, 2010 
  B. cinerea Malandrakis et al; 

2010 
198 Glu σε Val P. expansum  
198 Glu σε Leu F. graminearum Chen et al, 2009 
200 Phe σε Tyr P. aurantiogriseum 

P. italicum 
V. inaequalis 
V. pirina 
T. yallundae 

* 

  P. digitatum Schmidt et al;2006 
  R. secalis Butters και 

Hollomon;1999 
  F. graminearum Chen et al, 2009; Liu 
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et al, 2010; Qiu et 
al, 2010 

167 Phe σε Tyr Cochliobolus 
heterostrophus 

* 

  P. expansum  
  N. crassa Orback et al.;1986 
  F. graminearum Chen et al, 2009; Liu 

et al, 2010; Zhang et 
al, 2009; Qiu et al, 
2010 

6 His σε Tyr M. fruticola * 
50 Τyr σε Cys Cladobotryum 

dendroides 
 

  F. graminearum Qiu et al, 2010 
240 Leu σε Phe M. laxa 

Tapesia yallundae 
* 

241 Arg σε His F. graminearum Qiu et al, 2010 
165 Val  σε Ala A. nidulans Κatherine και 

Oakley;1990 
 Ala σε Val F. graminearum Qiu et al, 2010 
250 Leu σε Phe Ν. crassa Fujimura et al.;1994 
237 Thr  σε Ala N. crassa Fujimura et al.;1994 
73 Gln σε Arg F. graminearum Chen et al, 2009 

    

Πηγή: *Michailides et al. 2005. 

 
 
 
Η επίδραση των μεταλλαγών ανθεκτικότητας στις παραμέτρους προσαρμοστικότητας των 

στελεχών 

 

Η ανθεκτικότητα στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα, χαρακτηρίζεται συνήθως από την 

επικράτηση μεταλλαγμένων στελεχών με ελάχιστα ή καθόλου μειωμένη 

φυτοπαθογόνο προσαρμοστικότητα έναντι των αγρίων στελεχών (Chen et al, 2007a; 

Chen and Zhou, 2009; Zhang et al.,2009).  

Στα ανθεκτικά στα βενζιμιδαζολικά στελέχη μπορεί να εμφανίζονται  

φαινόμενα  πλειοτροπισμού (επιδράσεις ενός γονιδίου σε περισσότερα του ενός 

φαινοτυπικά χαρακτηριστικά). Για παράδειγμα, σε ανθεκτικά στελέχη  των μυκήτων  

S. cerevisiae και Α. nidulans  οι μεταλλαγές στην β-τουμπουλίνη τους οδήγησαν σε 

ευαισθησία τους σε υψηλές και χαμηλές θερμοκρασίες (Davidse, 1986; Thomas et al 

,1985). Άγρια στελέχη  που έχουν στην θέση 200 τη φαινυλανίνη χαρακτηρίζονται με 

ανθεκτική την τουμπουλίνη τους σε χαμηλές θερμοκρασίες. Η ανθεκτικότητα όμως 

με μεταλλαγή Phe200Tyr συνήθως προσδίδει στα στελέχη ανθεκτικότητα της 

τουμπουλίνης τους σε υψηλές θερμοκρασίες (Paluh et al .,2004). Στελέχη του 
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μύκητα M. fruticola με υψηλό επίπεδο ανθεκτικότητας, μετά την επίδραση υψηλών 

θερμοκρασιών (>31οC), έχασαν την ανθεκτικότητα τους στα βενζιμιδαζολικά, ενώ 

άλλα που παρουσίαζαν χαμηλό επίπεδο ανθεκτικότητας την έχασαν σε χαμηλές 

θερμοκρασίες (<15ο C). Επίσης, έχει καταγραφεί  και η περίπτωση ενός ανθεκτικού 

στελέχους του μύκητα F.moniliforme, με μεταλλαγή στην  θέση 50 της β-

τουμπουλίνης, που παρουσίαζε ευαισθησία σε χαμηλές θερμοκρασίες (Yan and 

Dickman,1996). Μέχρι τώρα δεν έχουν ανιχνευτεί μεταλλαγές ανθεκτικότητας σε 

στελέχη του μύκητα F.  graminearum που να επηρεάζουν την ευαισθησία του μύκητα  

στις ακραίες διακυμάνσεις της θερμοκρασίας. 

 Αρκετές μελέτες με ανθεκτικά στα βενζιμιδαζολικά στελέχη μυκήτων που 

φέρνουν  τη μεταλλαγή Ε198Α εμφανίζουν αρνητική διασταυρωτή ανθεκτικότητα με 

τα φαινυλοκαρβαμιδικά. Αν και η τελευταία ομάδα περιέχει μόρια με ζιζανιοκτόνο 

δράση, το παραπάνω φαινόμενο οδήγησε στην δημιουργία ενός μείγματος φαρμάκου 

(benomyl- diethofencarb)  από την εταιρία Sumitomo το 1987 με σκοπό την λύση 

του προβλήματος την ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά. Αργότερα όμως, 

εμφανίστηκαν στελέχη αγρού και εργαστηρίου που δεν παρουσίαζαν ευαισθησία και 

στην παρουσία του μυκητοκτόνου αυτού (Ζιώγας, 2000). Μία άλλη περίπτωση, είναι 

η εμφάνιση μεταλλαγμένων στελεχών του μύκητα Botrytis cinerea που έφεραν την 

μεταλλαγή Ε198Α τα οποία παρουσίαζαν αρνητική διασταυρωτή ανθεκτικότητα με το 

zoxamide (βενζαμίδια) ενώ άλλα με τη μεταλλαγή Ε198Κ  παρουσίαζαν θετική. 

Σχετικά με τον μύκητα F. graminearum, πρόσφατες μελέτες στη Κίνα, δείχνουν 

προβλήματα εμφάνισης θετικής διασταυρωτής ανθεκτικότητας μεταξύ των 

βενζιμιδαζολικών και μίας νέας ομάδας μυκητοκτόνων, των κυανοκρυολικών (Chen 

and Zhou, 2009). 

 Η ανθεκτικότητα σε μία και μόνο ένωση της ομάδας των βενζιμιδαζολικών 

κατά κανόνα οδηγεί και σε απώλεια της αποτελεσματικότητας και των άλλων ενώσεων 

εντός της ομάδας αυτής. Έχουν αναφερθεί όμως και περιπτώσεις εμφάνισης  

αρνητικής διασταυρωτής ανθεκτικότητας στον μύκητα Aspergillus nidulans, μεταξύ 

του thiabendazole και τον υπολοίπων βενζιμιδαζολικών (Κatherine and Oakley,1990) 

ή η περίπτωση στελεχών του γένους Penicillium spp που  παρουσίαζαν ανθεκτικότητα 

μόνο στη μία ένωση από τις thiophanate-methyl και thiabendazole (Scholberg et 

al.,2005). 
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5. ΣΚΟΠΟΣ 

Η ανθεκτικότητα των παθογόνων στα διάφορα τοξικά μόρια, αποτελεί ζήτημα 

βαρύνουσας σημασίας, εξίσου σημαντικό σε γεωργικό και ιατρικό τομέα. Η 

ανθεκτικότητα των φυτοπαθογόνων μυκήτων στα μυκητοκτόνα είναι ένα από τα 

μεγαλύτερα προβλήματα που δυσχεραίνουν την αποτελεσματική άσκηση της χημικής 

φυτοπροστασίας λόγω μειωμένης ευαισθησίας των φυτοπαθογόνων στα μυκητοκτόνα 

εξειδικευμένης δράσης. Στη περίπτωση των μυκοτοξικογόνων μυκήτων, το πρόβλημα 

της ανθεκτικότητας δεν εντοπίζεται μόνο στην απώλεια της παραγωγής αλλά και στον 

αυξημένο κίνδυνο κατανάλωσης των αγροτικών προϊόντων από την εσωτερική ή 

διεθνή αγορά μολυσμένων με μυκοτοξίνες. 

Ο μύκητας F. graminearum με τον οποίο ασχοληθήκαμε στη παρούσα μελέτη, 

αποτελεί ένα από τα σπουδαιότερα μυκοτοξικγόνα είδη φυτοπαθογόνων μυκήτων των 

σιτηρών που οδηγεί ετησίως σε τεράστιες οικονομικές ζημιές ύψους εκατοντάδων 

εκατομμυρίων δολαρίων σε όλο το κόσμο. Η αποτελεσματική αντιμετώπιση του και 

των μυκοτοξινών του σε χώρες τις Ευρώπης και ιδίως της Ασίας στηρίζεται κατά κύριο 

λόγο στη χρήση των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων. Η ανάγκη επομένως να 

διατηρήσουμε την αποτελεσματικότητα των ενώσεων αυτών είναι επιτακτική. Το 

πρόβλημα όμως της ανθεκτικότητας σε αυτή την ομάδα μυκητοκτόνων είναι ιδιαίτερα 

αισθητό. Μέχρι σήμερα έχουν καταγραφεί περισσότερες από 100 περιπτώσεις 

ανάπτυξης ανθεκτικών στελεχών σε  διάφορα είδη φυτοπαθογόνων μυκήτων στα 

μυκητοκτόνα αυτά. Στη πράξη, προβλήματα ανθεκτικότητας με τον μύκητα F. 

graminmearum άρχισαν να εμφανίζονται προσφάτως, μετά από 30 χρόνια 

εφαρμογής, ιδίως σε περιοχές της ανατολικής Ασίας. Σε ορισμένες δε περιπτώσεις, 

έχουν εντοπιστεί ανθεκτικά στα βενζιμιδαζολικά στελέχη στα οποία ο μηχανισμός 

ανθεκτικότητας δεν έχει διαλευκανθεί. Η γρήγορη επικράτηση ανθεκτικών στελεχών 

του μύκητα αυτού στις σιτοκαλλιέργειες προκαλεί ιδιαίτερα ανησυχία λόγω του 

περιορισμένου χημικού οπλοστασίου των μυκητοκτόνων που είναι διαθέσιμα για την 

αντιμετώπιση του (Zhou et al, 1994; Yuan και Zhou, 2005; Chen et al, 2007; Chen 

et al, 2008; Chen et al, 2009; Luo et al, 2009; Liu et al, 2010).  

Με σκοπό την απόκτηση γνώσης σχετικά με το μηχανισμό ανθεκτικότητας του 

μύκητα F.graminearum στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα χρησιμοποιήθηκαν 

ανθεκτικά στα βενζιμιδαζολικά στελέχη εργαστηρίου τα οποία είχαν διερευνηθεί σε 

προηγούμενες μελέτες σχετικά με τη φυτοπαθογόνο προσαρμοστικότητα τους 
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προσεγγίζοντας αυτή τη φορά στη διερεύνηση του μηχανισμού ανθεκτικότητας 

μέσω α) μοριακής μελέτης του βιοχημικού στόχου δράσης των 

βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων αλλά και β) βιοχημικής μελέτης άλλων 

μηχανισμών ανθεκτικότητας. Η αναγκαιότητα μιας τέτοιου είδους ερευνητικής 

μελέτης έχει τη πιο πειστική εξήγηση στο γεγονός ότι οι ενώσεις αυτές δεν έχουν μόνο 

αντιμυκοτοξική δράση αλλά έχουν βρεθεί ότι παρουσιάζουν και αντιμυκοτοξικογόνες 

ιδιότητες, πράγμα που σημαίνει ότι για να μπορέσουμε να διατηρήσουμε την 

αποτελεσματικότητα των ενώσεων αυτών θα πρέπει να διαχειριστούμε φαινόμενα 

ανθεκτικότητας που συνδέονται με αυτές, και παράλληλα να κατανοήσουμε 

περισσότερο τη φυσιολογία και τη βιοχημεία του φαινομένου που την ελέγχει.  
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 ΜΕΡΟΣ II 

 

                      ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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ΥΛΙΚΑ 

12. Βιολογικό υλικό 

Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν ευαίσθητα και ανθεκτικά στελέχη του 

μύκητα F. graminearum. Ως  ευαίσθητο στέλεχος χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος CBS 

110261 της  Ολλανδικής τράπεζας γενετικού υλικού Entraalbureau voor Schimmel 

cultures (CBS).  Μερικοί άλλοι κωδικοί με τους οποίους φυλάσσεται και σε άλλες 

τράπεζες βιολογικού υλικού είναι ATTC 46779 και MAFF 237812. Το στέλεχος αυτό 

απομονώθηκε από καλλιέργεια καλαμποκιού από την περιοχή Οχάιο των Η.Π.Α. Τα 

6 ανθεκτικά στελέχη που εξετάστηκαν (FG-1, FG-2, FG-3, FG-4, FG-5, FG-6) 

πάρθηκαν από το ευαίσθητο στέλεχος μετά από μεταλαξιγένεση και επιλογή σε 

θρεπτικό υλικό που περιείχε 10 μg/mL carbendazim. Τα στελέχη αυτά είχαν 

χαρακτηριστεί φυτοπαθολογικά σε προηγούμενη δημοσιευμένη μελέτη «Διερεύνηση 

της ανθεκτικότητας του μύκητα F. graminearum στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα 

(Sevastos A.A., Malandrakis A.και Markoglou A.N, 2013) η οποία εκπονήθηκε στο 

εργαστήριο Γεωργικής Φαρμακολογίας του Γ.Π.Α (2011-12). Στο παρακάτω πίνακα 

δίνονται ορισμένα χαρακτηριστικά από τα σελέχη αυτά. 

στελέχη RFMBC RFTBZ 
Μυκηλιακή 

ανάπτυξη 

Παραγωγή 

κονιδίων 

Βλαστική 

ικανότητα 

Ευαισθησία 

στο ψύχος 

w.t. 1 1 - - - Όχι 

FG-1 174,6 1,76 -  - Όχι 

FG-2 42,09 7,42 +  - Όχι 

FG-3 16,83 6,01    Ναι 

FG-4 13,35 9,15 -  - Ναι 

FG-5 13,9 54,82 -  - Όχι 

FG-6 21,24 13,7 -  - όχι 

 RF=EC50 mutant/EC50 wild-type : αρνητική επίδραση 
+  : θετική επίδραση 

 

13. Θρεπτικά υποστρώματα καλλιέργειας 

Για την καλλιέργεια, διατήρηση και ανανέωση του αγρίου και των ανθεκτικών 

στελεχών του μύκητα F. graminearum χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό υπόστρωμα 

PDA (Potato-Dextrose-Agar), η σύσταση του οποίου δίνεται παρακάτω: 

Για την παρασκευή ενός λίτρου: 
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Πατάτα  200 g 

Dextrose  20  g             

Agar  20   g 

Νερό 1    lt 

 

Επίσης για την απόκτηση μυκηλιακής μάζας χρησιμοποιήθηκε το υγρό θρεπτικό 

υλικό PDB (Potato Dextrose-Broth) στο οποίο έγινε η προσθήκη των ίδιων υλικών 

όπως και στο PDA εκτός του άγαρ. Η αποστείρωση του υλικού γινόταν σε κλίβανο 

υγρής θερμότητας στους 120 oC για 20 λεπτά. Το υλικό PDA χρησιμοποιήθηκε για 

όλα τα πειράματα μυκητοτοξικότητας των ανθεκτικών στελεχών.  

 

14. Καλλιέργεια, διατήρηση και ανανέωση των στελεχών του μύκητα F. 

graminearum 

Η διατήρηση του αγρίου και των ανθεκτικών στελεχών του μύκητα γινόταν σε σωλήνες 

και τρυβλία που περιείχαν θρεπτικό υλικό PDA και ανανεωνόταν κάθε 30-60 ημέρες 

με την τεχνική της μονόσπορης καλλιέργειας. Για το σκοπό αυτό αιώρημα κονιδίων 

απλωνόταν σε τρυβλίο με θρεπτικό υλικό PDA και ακολουθούσε η επώαση του. H 

πυκνότητα του αιωρήματος ήταν τέτοια που να επιτρέπει την επιτυχή εκτέλεση 

μονόσπορων απομονώσεων. Τα σπόρια αφήνονταν να βλαστήσουν στον επωαστικό 

κλίβανο και την επόμενη μέρα ένα κομμάτι υλικού που περιείχε μία αποικία, 

μεταφέρονταν σε σωλήνες ή τρυβλία με θρεπτικό υλικό PDA . 

Η επώαση των καλλιεργειών του μύκητα πραγματοποιούνταν σε επωαστικούς 

θαλάμους ελεγχόμενων συνθηκών με θερμοκρασία 25 οC και απουσία φωτισμού.  

 

15. Χημικές ουσίες 

ΠΑΡΕΜΠΟΔΙΣΤΕΣ 

Τα δύο μυκητοκτόνα που χρησιμοποιήθηκαν στα διάφορα βιοχημικά πειράματα 

ήταν τα βενζιμιδαζολικά carbendazim (Bayer, 99%) thiabendazole (TECTO, 99%). 

Επίσης στα διάφορα πειράματα in vivo και κινητικής εισόδου-απέκκρισης 

χρησιμοποιήθηκε μυκητοκτόνο carbendazim από εμπορικό σκεύασμα (Image 50 % 

WP). Η χημική τους δομή δίνονται παρακάτω. 
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carbendazim, 

 

 

 

thiabendazole, 

 

ΣΥΝΕΡΓΙΣΤΕΣ 

Οι συνεργιστές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν το piperonyl butoxide (PBO), 

 

 

η ένωση diethyl malate (DEM), 
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και η ένωση s,s,s-tributyl phosphorotrithioate (Tirbufos, DEF) 

 

Και οι τρείς παραπάνω ενώσεις που χρησιμοποιήθηκαν ήταν αναλυτικής 

καθαρότητας (>99%). 

ΧΗΜΙΚΕΣ ΟΥΣΙΕΣ 

Στα πειράματα των ενζυμικών δοκιμών χρησιμοποιήθηκαν οι εξής χημικές ενώσεις: 

για τη μέθοδο Bradford χρησιμοποιήθηκαν η αλβουμίνη από ορρό μόσχου και η 

χρωστική Coomasie Brilliant Blue G-250. Για τη εκτίμηση την ενζυμικής 

δραστικότητας των ενζύμων της μεταφοράσης της γλουταθειόνης και της 

υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης χρησιμοποιήθηκαν οι ενώσεις 1-chloro-2,4-

dinitrobenzene (CDNB, ), coumen peroxide (99%, Fluka), glutathione-reduced 

(99%, Aldrich), glutathione reductase (Aldrich) και NADPH (Aldrich). 

ΜΕΘΟΔΟΙ 

16. Επίδραση του carbendazim στη μορφολογία των κυττάρων 

 

Για τη παρατήρηση μέσω οπτικού μικροσκοπίου της επιδράσεως του carbendazim 

στη μορφολογία των κονιδίων ακολουθήθηκε η μέθοδος που είναι γνωστή στη 

βιβλιογραφία ως “cellophane/sandwich culture technique”. Σύμφωνα με τους  Bi 

και συνεργάτες (2009) η τεχνική αυτή είχε ως εξής: 

Αρχικά τοποθετήθηκαν πάνω σε καλυπτρίδες μικροσκοπίου σταγόνες των 20 

μL από κάθε αιώρημα κονιδίων του κάθε στελέχους. Οι καλυπτρίδες καλύφτηκαν με 

μονή στρώση τεμαχίου σελοφάν και από πάνω τοποθετήθηκαν κομμάτια 2x2 cm PDA 

στα οποία είχε ενσωματωθεί carbendazim με τελικές συγκεντρώσεις 0, 2 και 10 
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μg/Ml (Εικόνα 1.1.). Οι δύο συγκεντρώσεις του παρεμποδιστή επιλέχθηκαν με το 

εξής σκεπτικό: η μεν συγκέντρωση των 2 μg/mL αποτελεί συγκέντρωση υποτοξική για 

άγριο στέλεχος ενώ ελάχιστη είναι η επίδραση της στα ανθεκτικά στελέχη. Επομένως 

θα αναμενόταν οι τυχόν μορφολογικές αλλαγές που θα παρατηρούσαμε στο άγριο 

στέλεχος να οφειλόταν στην επίδραση του carbendazim στο μηχανισμό της μίτωσης. 

Η συγκέντρωση των 10 μg/mL είναι τοξική για το άγριο στέλεχος και σε ελάχιστο έως 

μικρό βαθμό στα ανθεκτικά στελέχη, πράγμα που σημαίνει ότι σε αυτή τη 

συγκέντρωση τα στελέχη αναμενόταν να εκφράσουν της ανθεκτικότητα τους στο 

παρεμποδιστή σε σχέση με το ευαίσθητο στέλεχος.  

Οι καλυπτρίδες στη συνέχεια τοποθετήθηκαν πάνω σε αντικειμενοφόρες 

πλάκες που βρίσκονταν μέσα σε τρυβλία petri. Τα τρυβλία σκεπάστηκαν και 

εισήχθησαν σε επωαστικούς θαλάμους σταθερών συνθηκών θερμοκρασίας (25 OC) και 

υγρασίας (75 %). Οι αντικειμενοφόρες πλάκες με τα κονίδια αφέθηκαν στη συνέχεια 

να επωαστούν για διάστημα 8 ωρών. Ο χρόνος αυτός επώασης επιλέχτηκε διότι από 

προηγούμενα πειράματα είχε διαπιστωθεί ότι η βλάστηση των κονιδίων του μύκητα 

συμβαίνει από τις 4,5 ώρες και μετά. Θελήσαμε να εξασφαλίσουμε έτσι ότι θα έχει 

επέλθει ήδη η βλάστηση, καθώς από πειράματα μας αλλά και άλλων ερευνητών έχει 

βρεθεί ότι το carbendazim επιδρά κυρίως μετά το στάδιο της βλάστησης- στην 

επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα των κονιδίων. 

Μετά την παρέλευση του χρόνου επώασης αφαιρέθηκαν με ιδιαίτερη προσοχή 

το σελοφάν μαζί με το κομμάτι PDA και για κάθε καλυπτρίδα ακολουθήθηκε 

κατευθείαν προσήλωση σε αντικειμενοφόρο πλάκα και παρατήρηση στο οπτικό 

μικροσκόπιο.Οι παρατηρήσεις έγιναν σε μεγενθύσεις φακών 10Χ και 40Χ  με το 

οπτικό μικροσκόπιο OLYMPUS BX40 ενώ η φωτογράφηση μέσω φωτογραφικού 

συστήματος OLYMPUS U-TVO.5XC-3. 
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Εικόνα 1.1. Η τεχνική “cellophane/sandwich culture technique” για τη μελέτη της 

επιδράσεως του carbendazim στη μορφολογία τον κονιδίων (οι αριθμοί της εικόνας 

αντιστοιχούν στην σειρά των υλικών με την οποία τοποθετήθηκαν πάνω στη καλυπτρίδα). 

 

17. Αποτελεσματικότητα καταπολέμησης των ανθεκτικών στελεχών με 

βενζιμιδαζολικά in vivo. 

 

Για τον έλεγχο της έκφρασης της ανθεκτικότητας των ανθεκτικών στελεχών, έγιναν 

πειράματα  σε σπάδικες καλαμποκιού που είχαν εμβαπτιστεί προηγουμένως με 

διάφορες συγκεντρώσεις του carbendazim και οι οποίοι εμβολιάστηκαν με το 

ευαίσθητο και τα ανθεκτικά στελέχη. Συγκεκριμένα η μέθοδος που ακολουθήθηκε 

ήταν η εξής:  

Αρχικά έγινε επιλογή όσο το δυνατόν  ομοιόμορφων σπαδίκων γλυκού 

καλαμποκιού εγχώριας ποικιλίας. Οι σπάδικες απολυμάνθηκαν με διάλυμα 

υποχλωριώδους νατρίου (εμπορική χλωρίνη) 10 % για 10 λεπτά και κατόπιν 

εκπλύθηκαν με χρήση απιονισμένου και αποστειρωμένου νερού. Εν  συνεχεία 

ακολούθησε εμβάπτιση των σπαδίκων για διάστημα 45 λεπτών σε πλαστικά δοχεία  

που περιείχαν διάλυμα μυκητοκτόνου carbendazim τελικών συγκεντρώσεων 250 και  

500 μg/mL. Οι συγκεντρώσεις αυτές επιλέχθηκαν με κριτήριο την συνιστώμενη δόση 

(0.5g/L) και την διπλάσια της. Επίσης χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες σπάδικες που 

δεν εμβαπτίστηκαν σε διάλυμα μυκητοκτόνου αλλά σε απιονισμένο νερό. Μετά την 

σελοφάν 

3 

PDA με ενσωματωμένο μυκητοκτόνο 

κονίδια 

2 
1 

4 
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ολοκλήρωση του χρόνου εμβάπτισης, οι σπάδικες αφέθηκαν να στεγνώσουν υπό την 

επίδραση θερμοκρασίας δωματίου. 

Για την μόλυνση των σπαδίκων χρησιμοποιήθηκαν δίσκοι διαμέτρου 6 mm οι 

οποίοι αποκόπτονταν από την περιφέρεια των καλλιεργειών PDA του αγρίου 

στελέχους και των ανθεκτικών στελεχών και εμβολιάζονταν σε δύο σημεία του κάθε 

σπάδικα με τη βοήθεια αποστειρωμένης οδοντογλυφίδας. Οι εμβολισμένοι με τα 

στελέχη σπάδικες τοποθετήθηκαν κατόπιν μέσα στα ίδια πλαστικά δοχεία που 

χρησιμοποιήθηκαν και για την απολύμανση στα οποία είχαν τοποθετηθεί διπλές 

στρώσεις ενυδατωμένου διηθητικού χαρτιού. Μεταξύ των σπαδίκων τοποθετήθηκαν 

χάρτινα αποστειρωμένα πλαίσια με τέτοιο τρόπο ώστε να απομονώνουν τους σπάδικες 

μεταξύ τους και να αποτρέπουν ανεπιθύμητες επιμολύνσεις μεταξύ των στελεχών. 

Όλη η πορεία εκτέλεσης των πειραμάτων αυτών πραγματοποιήθηκε σε ειδικούς 

χώρους (Laminar) υπό ασηπτικές συνθήκες  όπου και ακολούθησε η επώαση των 

σπαδίκων.  

Η εκτίμηση της παθογόνου δύναμης των στελεχών παρουσία και απουσία του 

μυκητοκτόνου έγινε με καταγραφή του αριθμού των μολυσμένων σπόρων κάθε 

σπάδικα στις 28 και 38 ημέρες καθώς ο ανομοιόμορφος τρόπος εξελίξεως των 

μολύνσεων, επί της επιφάνειας των σπαδίκων, δεν έδωσε τη δυνατότητα για μέτρηση 

της γραμμικής αύξησής  τους. 

 

 

 

18. Μοριακός χαρακτηρισμός του γονιδίου της β2 και β1-τουμπουλίνης 

18.1. Απομόνωση ολικού γονιδιακού DNA και RNA 

Για την απομόνωση ολικού DNA και RNA από το άγριο και τα μεταλλαγμένα στελέχη, 

χρησιμοποιήθηκαν αποικίες οι οποίες αναπτύχθηκαν σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα 

PDA παρουσία ή όχι μυκητοκτόνου. Το μυκήλιο των αποικιών αποξέονταν από την 

επιφάνεια της καλλιέργειας των στελεχών με αποστειρωμένο νυστέρι και 

μεταφέρονταν σε αποστειρωμένα  eppendorfs των 1.5 mL. Σε αυτή τη φάση, το 

μυκήλιο  μπορούσε να αποθηκευτεί σε συνθήκες υπερκατάψυξης (-80 οC) για μεγάλα 

χρονικά διαστήματα, ανάλογα με τις ανάγκες του πειράματος. Για τη διάσπαση των 
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κυτταρικών τοιχωμάτων του μυκηλίου έγινε χρήση υγρού αζώτου μέχρις ότου 

καταστεί υπό μορφή κονιορτοποιημένης σκόνης. 

Παραλαβή ολικού DNA. Η παραλαβή ολικού DNA από τα στελέχη του μύκητα έγινε 

με τη χρήση εμπορικού Kit της Qiagen (DNeasy Plant Mini Kit 50).  

Για κάθε 100 mg κονιορτοποιημένης σκόνης μυκηλίου προστίθονταν σε eppendorf 

tubes 400 μL buffer AP1 και 4 μL ενζύμου RNase A και ακολούθησε ισχυρή 

ανάδευση των δειγμάτων σε συσκευή vortex έως ότου να μην διακρίνονται 

υπολείμματα του μυκηλιακού ιστού. 

Τα δείγματα στη συνέχεια τοποθετήθηκαν για 10 λεπτά στους 65 οC και γινόταν  

ανάμειξη τους ανά 2-3 λεπτά με απλή ανάδευση των tubes έτσι ώστε να επιταχυνθεί 

στο σημείο αυτό η λύση των κυττάρων. 

Στα δείγματα, προστέθηκαν 130 μL buffer AP2 και οι σωλήνες τοποθετήθηκαν σε 

παγόλουτρο για 5 λεπτά. Ακολούθησε φυγοκέντρηση των δειγμάτων για 5 λεπτά στις 

14,000 rpm. 

Εν συνεχεία, συλλέχτηκε με προσοχή, χωρίς να διαταραχθεί το ίζημα που είχε 

προκύψει στον πυθμένα, το υπερκείμενο διάλυμα και μεταφέρθηκε σε ειδικές στήλες 

QIAshreder Mini spin columns. Οι στήλες τοποθετήθηκαν σε ειδικά tubes συλλογής 

των 2 mL και φυγοκεντρεντρήθικαν για 2 λεπτά στις 14,000 rpm. Μέσα στο διάλυμα 

προστέθηκαν 1,5 όγκοι buffer AP3/E και αναμείχτηκε το μίγμα μέσω πιπέτας. Το 

μίγμα που προέκυψε, μεταφέρθηκε σε στήλες DNeasy Mini spin columns 

προσαρμοσμένες σε tubes συλλογής του Kit και ακολούθησε φυγοκέντριση των 

δειγμάτων για 1 λεπτό στις 8000 rpm. Σε αυτό το στάδιο έγινε η πρόσδεση του DNA 

από τις ειδικές μεμβράνες των στηλών ενώ το απορρέον διάλυμα που συλλέχτηκε 

απορρίφθηκε.  

Έπειτα ακολούθησε η έκπλυση των ειδικών μεμβρανών και η παραλαβή του DNA. Οι 

στήλες με το προσροφημένο DNA τοποθετήθηκαν σε ίδια tubes συλλογής που 

χρησιμοποιήθηκαν προηγουμένως, ακολούθησε προσθήκη 500 μL buffer AW και 

φυγοκέντρηση τους για 1 λεπτό στις 8000 rpm. Το απορρέον διάλυμα που 

συλλέχτηκε απορρίφθηκε. Το προηγούμενο βήμα επαναλήφτηκε για άλλη μία φορά 

αλλά η φυγοκέντρηση έγινε για 2 λεπτά στις 14000 rpm έτσι ώστε να στεγνώσει 
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πλήρως η μεμβράνη και να απομακρυνθούν τα υπολείμματα αιθανόλης που 

εμπεριέχονταν στο buffer AW. 

Οι στήλες τοποθετήθηκαν σε καινούρια tubes και ακολούθησε η προσθήκη 100 

buffer AE μέσω του οποίου θα γινόταν η έκλουση του DNA. Τα δείγματα παρέμειναν 

σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά και έγινε μία τελευταία φυγοκέντρηση για 1 

λεπτό στις 8000 rpm έτσι ώστε να παραληφθεί το DNA στα tubes. Τα tubes μέσα στα 

οποία εμπεριέχονταν το γενωμικό DNA,αποθηκεύτηκαν σε κατάψυξη στους -20 οC 

μέχρι την χρησιμοποίηση τους.  

Παραλαβή ολικού RNA. Η παραλαβή ολικού RNA από τα στελέχη του μύκητα F. 

graminearum έγινε με τη χρήση εμπορικού Kit της Qiagen (RNAase Plant Mini Kit). 

Σύμφωνα με το πρωτόκολλο η διαδικασία είχε ως εξής: 

Αρχικά προστήθονταν  για κάθε 100 mg κονιορτοποιημένου μυκηλίου  450 μl 

ρυθμιστικού διαλύματος RLC και στη συνέχεια ακολουθούσε ανατάραξη σε συσκευή 

vortex. Στη συνέχεια γινόταν μεταφορά του δείγματος σε ειδικές στήλες της εταιρίας 

που τοποθετούνταν σε tubes των 2 ml για παραλαβή του υπερκειμένου. Ακολουθούσε 

φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 10000 g. Το υπερκείμενο από το υγρό που προέκυπτε 

από τη φυγοκέντρηση μεταφερόταν σε καινούριο tube συλλογής χωρίς να 

διαταραχθεί το ίζημα από τα κυτταρικά υλικά. Σε κάθε στήλη προστέθηκαν 0.5  

όγκοι του συνολικού διαλύματος σε  αιθανόλη και κατόπιν ακολούθησε ανάδευση με 

πιπέτα.  

Μεταφέρθηκε στη συνέχεια το μίγμα σε στήλη RNeasy Mini spin μαζί με ένα 

tube συλλογής και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 8000 g, ενώ το 

εκλούμενο διάλυμα απομακρύνθηκε. Ακολουθούσαν ακόμη 3  φυγοκέντρησεις με 

προσθήκη κατά σειρά buffer RW1 700  μl τη,  buffer RPE 500 μl και  και buffer 

RPE 500 μL, για 15 λεπτά εκτός της τέταρτης για 2 λεπτά, στα 8000 g, ενώ κάθε 

φορά το  εκλούμενο υγρό απομακρυνόταν. 

Στη στήλη RNAeasy με το δείγμα RNA προστέθηκαν 30 μl RNase-free water και 

μεταφέρθηκε σε καινούριο tube συλλογής των 1.5 mL. Ακολούθησε μια τελευταία 

φυγοκέντρηση της στήλης για 1 λεπτό στα 8000 g όπου και έγινε παραλαβή του RNA. 

 

18.2. Σύνθεση μονόκλωνου συμπληρωματικού DNA (cDNA) 
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Με βάση το ολικό RNA που αποκτήθηκε με την παραπάνω διαδικασία, έγινε η 

σύνθεση μονόκλωνου συμπληρωματικού DNA (cDNA) χρησιμοποιώντας το ένζυμο της 

αντίστροφης μεταγραφάσης Superscript II RNase H-(GIBGO) και τον εκκινητή 

προσαρμογέα oligodT [5’-GACTCGAGTCGACATCGA (-dT)17  -3’] ο οποίος υβριδίζει 

με την 3’ πολύ-αδενοσύνο ουρά του mRNA κατά την Εικόνα 1.2. 

 

Εικόνα 1.2. Σχηματική απεικόνιση της τεχνικής συνθέσεως συμπληρωματικού DNA (cDNA). 

Αρχικά η μακριά αμινοξική ουρά στο άκρο 3’  του μεταφορικού RNA (mRNA) υβριδίζει με τον 

προσαρμογέα oligo (dT) του εκκινητή και έτσι προκύπτει η πρώτη μονόκλωνη αλυσίδα cDNA. 

Στη συνέχεια το ένζυμο της αντίστροφης μεταγραφάσης μεταγράφει το συμπληρωματικό cDNA 

αρχίζοντας από το άκρο του εκκινητή. Η αποδιάταξη του cDNA από το RNA γίνεται με αύξηση 

της ιοντικής ισχύος του διαλύματος της αντίδρασης και για αυτό το σκοπό χρησιμοποιείται η 

ένωση dithiothreitol (DDT). 

Ακολούθησε μια αντίδραση για τη σύνθεση του  cDNA για την οποία έγινε η 

προσθήκη κατά σειρά των ακόλουθων: 

1. 5 μg ολικού RNA 

2. 1 μL oligo dT-17 

3. DEPC-dd H20 μέχρι τα 20 mL 

DDT 
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Συνθήκες PCR. Η αντίδραση ξεκίνησε με επώαση των δειγμάτων στο κυκλοπιητή σε 

θερμοκρασία 70 οC για χρόνο 10 λεπτά ώστε να διαλυθεί η δευτεροταγής δομή του 

RNA και να καταστεί γραμμικό και να επιτραπεί έτσι ο υβριδισμός του με τον 

εκκινητή. Τα δείγματα στη συνέχεια μεταφέρθηκαν γρήγορα σε πάγο και ακολούθησε 

η προσθήκη κατά σειρά των ακόλουθων αντιδραστηρίων: 

1. 4 μL 5x ρυθμιστικού διαλύματος First –Stand Buffer (GIBGO-BRL) 

2. 2 μL 0.1 M DTT (dithiothreitol) ως παράγοντας αποδιάταξης 

3. 1 μL 10  mM dNTP Mix (10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

Ακολούθησε επώαση των δειγμάτων στο κυκλοποιητή σε θερμοκρασία 42 οC για 

χρόνο 2 λεπτά. Στο σημείο αυτό έγινε διακοπή της αντίδρασης και προσθήκη μέσα 

στον κυκλοποιητή γρήγορα 1 μL Superscript II RNAse H, ένζυμο το οποίο καταλύει 

την αντίστροφη μεταγραφή του συμπληρωματικού DNA. Η αντίδραση συνεχίστηκε με 

επώαση των δειγμάτων σε θερμοκρασία 50 οC  για μία ώρα και τέλος στους 70 οC για 

15 λεπτά με σκοπό την απενεργοποίηση του ενζύμου αυτού. 

18.3. Σχεδιασμός  εκκινητών  

Ο σχεδιασμός των εξειδικευμένων εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν σε δοκιμές PCR 

με σκοπό την ανάκτηση και ενίσχυση των γονιδίων β2 και β1-τουμπουλίνης στο άγριο 

και στα μεταλλαγμένα στελέχη, πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του λογισμικού 

primer3 Output software το οποίο βρίσκεται διαθέσιμο στο διαδίκτυο στη διεύθυνση 

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3_www.chi.c .  

Η επιλογή και η σχεδίαση των εκκινητών έγινε σύμφωνα με τα δημοσιευμένα 

δεδομένα του Liu  και των συνεργατών του (2010) για το μύκητα F. graminearum. 

Έτσι σχεδιάστηκαν και προμηθεύτηκαν από την εταιρεία MWG οι εξής εκκινητές: 

 

 Χρησιμοποιήθηκαν τρία ζεύγη εκκινητών για ανάκτηση και ενίσχυση 

τμημάτων των γονιδίων της β2-και β1-τουμπουλίνης, ένα ζεύγος για την β2-

τουμπουλίνη και δύο ζεύγη για τη β1-τουμπουλίνη (με σκοπό την ανάκτηση όσο το 

δυνατόν μεγαλύτερου μέρους του γονιδίου) : 

 

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3_www.chi.c
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Ονομασία Αλληλουχία (5’-3’) 

Αναμενόμενο 

μέγεθος στη PCR 

(σε bp) 

β2-

τουμπουλίνη 

Tub2-seq-

F 
ACAAACGCACACACACACACA 

1,306 

 Tub2-seq-

R 
TCGCTTGTTCCGCCATCTT 

β1-

τουμπουλίνη 

FGtub1F1 TTGTTCACCTTCAGACCGGT 
637 

FGtub1R1 AGCTGTCCAACCCCTCTTAC 

FGtub1F2 GGCGACCTGAACTACCTTGT 
674 

FGtub1R2 AGAGGAGTACGAGGAGGAGC 

 

 Εξειδικευμένοι εκκινητές για την ανίχνευση σημειακών μεταλλαγών στη β2-

τουμπουλίνη των ανθεκτικών στελεχών 

Οι εκκινητές του πίνακα χρησημοποιήθηκαν σύμφωνα με την εργασία των Liu  et al 

(2010) με σκοπό να εφαρμοστούν μοριακά διαγνωστικά που ανηχνεύουν τις 

μεταλλαγές ανθεκτικότητας F167Y, E198A και F200Y στις αντίστοιχες θέσεις του 

γονιδίου της β2-τουμπουλίνης. 

 

Ονομασία Αλληλουχία (5’-3’) 
Αναμενόμενο μέγεθος 

στη PCR (σε bp) 

Tub-F TTGTAATTGCAAATTTCAACGTG  

167-RB AATCCGTTATGCCCTCGC 398 

198-RB CTGACCTTCTGTATCGATAACG 494 

200-RB AATGTATCGATAACGAGGC 498 

 

 

18.4.  Αντιδράσεις και συνθήκες PCR  

Για την ενίσχυση των τμημάτων των γονιδίων  β2 και β1-τουμπουλίνης 

πραγματοποιήθηκαν αντιδράσεις PCR με δείγματα gDNA του ευαίσθητου και των 
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μεταλλαγμένων στελεχών του μύκητα F.graminearum με χρήση του αντίστοιχου 

ζεύγους εξειδικευμένων εκκινητών.  

Συγκεκριμένα, η κάθε αντίδραση συνολικού όγκου  25 μL περιείχε:  

 1μL cDNA (template), 

 2,5 μL 10x buffer (Qiagen)10 mM,  

 2 μL MgCl2 (25 mM),  

 1μL dNTPs (10 mM),  

 1μL Tub2-seq-Forward εκκινητής (10 mM),  

 1μL Tub2-seq-Reverse εκκινητής (10 mM),  

 0,3 μL   Hotstart Taq plus DNA Polymerase( Qiagen), 

  16,2 μL dd H2O. 

Καθόλη τη διαδικασία προετοιμασίας των αντιδράσεων , τα αντιδραστήρια και τα 

δείγματα με το gDNA παρέμειναν σε πάγο. Επίσης πραγματοποιούνταν και η 

παρασκευή ενός μίγματος ως αρνητικός μάρτυρας, που περιελάμβανε όλα τα 

επιμέρους αντιδραστήρια της PCR πλην της μήτρας DNA η οποία είχε αντικατασταθεί 

με αντίστοιχο όγκο υπερκάθαρου νερού (dd-H20). 

Οι σωλήνες με τα μίγματα των αντιδράσεων τοποθετούνταν σε συσκευή PCR 

PTC-200 (MJ Rsearch) (θέρμοκυκλοποιητής) με σκοπό την ενίσχυση των 

επιλεγμένων τμημάτων του γονιδίου  β2 και β1-τουμπουλίνης. Οι συνθήκες της PCR 

ήταν 95 οC για 3 λεπτά, 35 κύκλοι με 95 οC για 30 sec, 58 οC για 40 sec, 72 οC για 

1,5 min και μια τελική φάση επέκτασης 5 min στους 72 οC.  

 

18.5. Ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR σε πηκτή αγαρόζης 

Για την παρασκευή της πηκτής αγαρόζης για την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων DNA 

χρειάστηκαν τα εξής αντιδραστήρια: 

 10 mg/mL διάλυμα EtBr (Ethidium Bromide) 

 Ρυθμιστικό διάλυμα 1x TΑE, για την παρασκευή 1 L: 242 g Trizma base, 

57,1 mL glacial acetic acid, 100 mL 0,5- M EDTA (pH 8) και συμπλήρωση μέχρι  1 

L με Miliqwater. 

 Αγαρόζη 
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Η διαδικασία παρασκευής της πηκτής ξεκίνησε με την παρασκευή 1% πηκτώματος 

αγαρόζης με προσθήκη 0.5 g αγαρόζης σε 50 mL ρυμθιστικού διαλύματος 1x TΑE. 

Βράστηκε το περιεχόμενο έτσι ώστε η αγαρόζη να διαλυθεί πλήρως και όταν το 

περιεχόμενο κρύωσε στους 50 οC προστέθηκε τέτοια ποσότητα EtBr έτσι ώστε η 

τελική συγκέντρωση του στην πήκτη να είναι 4 %. Ενώ η αγαρόζη ήταν ακόμη ζεστή, 

τοποθετήθηκε η κτένα δημιουργίας των πηγαδιών. Αφού είχε πήξει, η πηκτή 

τοποθετήθηκε στην υποδοχή της οριζόντιας ηλεκτροφορητικής συσκευής. Μέσα στα 

πηγάδια που είχαν διαμορφωθεί από τη χτένα φορτώθηκαν  κατά σειρά η κλίμακα 

(ladder- ακολουθίες DNA γνωστών μοριακών βαρών) DNA (Fermentas 0’Gene Ruler 

50 bp DNA) και τα δείγματα των προϊόντων της PCR. Τέλος, εφαρμόστηκε κατάλληλη 

τάση (55-60 V) προκειμένου να διαχωριστούν τα διάφορα τμήματα DNA και κατόπιν 

ακολούθησε η ηλεκτροφόρηση. 

Η οπτικοποίηση της ηλεκτροφόρησης πραγματοποιήθηκε με έκθεση της πηκτής 

σε κατάλληλη συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας (UVITEC) ενώ ακολούθησε η 

φωτογράφηση μέσω συστήματος Kodak EDAS 290. Το μήκος των προϊόντων της PCR 

αξιολογήθηκε μετά από σύγκριση με τα αντίστοιχα γνωστά τμήματα ladder.  

18.6. Καθαρισμός προϊόντων 

Τα προϊόντα της PCR με το αναμενόμενο μέγεθος, αποκόπηκαν από την πηκτή και 

ακολούθησε καθαρισμός του ενισχυμένου DNA με τη χρήση κατάλληλου για τον 

σκοπό αυτό εμπορικού Kit (Fermentas, GenJET PCR Purification Kit).  

Σύμφωνα με το πρωτόκολλο της εταιρίας, αρχικά προστέθηκε ένα μέρος όγκου 

Binding Buffer για κάθε όγκο προϊόντος PCR. Από το μίγμα που προέκυψε, 

πάρθηκαν 800 μL και μεταφέρθηκαν σε ειδικές κολόνες GeneJT Purification 

columns και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 1 λεπτό. Το 

εκλουόμενο υγρό απορρίφτηκε και κατόπιν προστέθηκαν στις κολώνες GeneJT 

Purification columns 700 μL από το Wash Buffer. Οι κολόνες φυγοκεντρήθηκαν 

ξανά στις 13.000 rpm για 1 λεπτό και το εκλουόμενο υγρό που προέκυψε 

απορρίφθηκε. Στο στάδιο αυτό έγινε μια ακόμη φυγοκέντρηση χωρίς την προσθήκη 

κάποιου διαλύματος με στόχο την απομάκρυνση τυχόν υπολείμματος αιθανόλης που 

περιέχεται στον Wash Buffer. 
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Τέλος, οι κολόνες μεταφέρθηκαν σε καινούριο σωλήνα συλλογής του 1.5 mL και 

ακολούθησε παραλαβή του προσδεμένου στη κολόνα DNA προσθέτοντας 50 μL 

Elution Buffer και φυγοκεντρώντας για 1 λεπτό στις 13.000 rpm. Τα tubes με τα 

καθαρισμένα δείγματα DNA φυλάχτηκαν για παραπέρα  ανάλυση σε συνθήκες 

κατάψυξης (-20 C). 

18.7.   Αληλλούχιση προϊόντων PCR 

Τα δείγματα cDNA και DNA, από τις διάφορες δοκιμές PCR απεστάλησαν στα 

εργαστήρια της εταιρείας VbCbioTECH της Βιέννης όπου αλληλουχήθικαν με χρήση 

της τεχνικής ABI Prism 3100 και ABI Prism 3730XL capillary sequencer.  Ο έλεγχος 

και η επεξεργασία των αποτελεσμάτων της αλληλούχισης έγιναν με χρήση του 

προγράμματος DNA STAR (LASER GENE INC). 

Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που προέκυψαν από την επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων της αλληλούχισης σαρώθηκαν με τη βοήθεια του λογισμικού BLAST-

X (Basic Local Alignment Search Tool) που χρησιμοποιεί κατάλληλο ευρεστικό 

αλγόριθμο για την αναζήτηση και σύγκριση ομόλογων αλληλουχιών καταχωρημένων 

στις βάσεις δεδομένων με βάση τις πρωτεΐνες που κωδικοποιούν. 

Η διερεύνηση ύπαρξης σημειακών μεταλλαγών έγινε με σύγκριση των 

αλληλουχιών του αγρίου στελέχους με τα ανθεκτικά με τη βοήθεια του προγράμματος 

Clastal-w. 

 

19. Ομόλογη μοντελοποίηση της β2-τουμπουλίνης 

Οι νουκλεοτιδική αλληλουχία της β2-τουμπουλίνης του μύκητα F. graminearum 

αποκτήθηκε από τη βάση δεδομένων NCBI GenBank υπό μορφή FASTA.  

Ακολούθησε  ομόλογη μοντελοποίηση της αλληλουχίας αυτής η οποία έγινε μέσω του 

λογισμικού SWISS MODEL το οποίο υπάρχει διαθέσιμο στο διαδίκτυο στην 

ηλεκτρονική διεύθυνση http://www.expasy.ch/swissmod/.  Ως μήτρα 

χρησιμοποιήθηκε η κρυσταλογραφημένη δομή της β-τουμπουλίνης του χοίρου η 

οποία βρίσκεται καταχωρημένη στη βάση δεδομένων NCBI με το κωδικό PDB: 4ihjB. 

Η  μήτρα αυτή έδειξε ένα ικανοποιητικό ποσοστό ομολογίας 74.065% με την 

αλληλουχία της β2-τουμπουλίνης του F. graminearum. Στη συνέχεια οι αντίστοιχες 

τρισδιάστατες δομές της β2-τουμπουλίνης των μεταλλαγμένων στελεχών 

προετοιμάσθηκαν τροποποιώντας την αρχική δομή της πρωτεΐνης του αγρίου 

http://www.expasy.ch/swissmod/
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στελέχους, με αντικατάσταση των αμινοξέων στις θέσεις που βρέθηκαν οι αντίστοιχες 

μεταλλαγές, διορθώνοντας παράλληλα τη δομή τους και ελαχιστοποιώντας την 

ενέργεια τους. Η διαδικασία και η ανάλυση έγινε σύμφωνα με τις αναφορές των 

Arnold  et al (2006), Schwaebe et al (2003) και Guex και Peitsch (1997). Οι 

προκύπτουσες τρισδιάστατες δομές της πρωτεΐνης του αγρίου στελέχους και των 

ανθεκτικών στελεχών απεικονίστηκαν εν συνεχεία μέσω του προγράμματος PyMOL. Η 

απεικόνιση των κοιλοτήτων των μεταλλαγμένων αμινοξέων έγινε μέσω του λογισμικού 

CASTp σύμφωνα με τη διαδικασία που περιγράφεται από τους Dundas et al (2006). 

   

20. Μελέτη του μηχανισμού υπερέκφρασης των γονιδίων β1 και  β2-

τουμπουλίνης  

20.1. Σχεδιασμός  εκκινητών  

Οι εκκινητές  που χρησιμοποιήθηκαν για την διερεύνηση της έκφρασης των γονιδίων 

β1 και  β2- τουμπουλίνης είναι αυτοί που δίνονται στον κάτωθι πίνακα οι οποίοι 

αποκτήθηκαν από την εργασία των Liu  et al (2010). Συγκεκριμένα, τα  αντίστοιχα 

τμήματα του κάθε γονιδίου ενισχύθηκαν με τη βοήθεια της ποσοτικής PCR (RT-PCR) 

αληθούς χρόνου και συγκρίνονταν ποσοτικά με το αντίστοιχο γονίδιο αναφοράς 

(ακτίνης) το οποίο είχε ενισχυθεί στις ίδιες συνθήκες για κάθε στέλεχος.  

Ονομασία 
Αλληλουχία βάσεων (5’-3’) 

 

F-actin-F CGCAACATGAAGACTTTCCA 

F-actin-R CAAATGTGGATCTCCAAGCA 

Tub2-RT-F ATCCACGTCACCACTTTCAA 

Tub2-RT-R AACAACGTCCAAACTTCCGT 

Tub1-RT-F TTTCTGGCAGACCATCTCTG 

Tub1-RT-R TTTTCCGACCCGACAACT 

 

 

20.2. Προετοιμασία δειγμάτων 

Αρχικά έγινε απομόνωση και μέτρηση της συγκέντρωσης cDNA από υγρές 

καλλιέργειες των στελεχών που αναπτύχθηκαν παρουσία ή απουσία του 
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μυκητοκτόνου carbendazim με τη χρήση φασματοφωτομέτρου NanoDropTM 1000 

(Thermo Scientific). Συγκεκριμένα επιλέξαμε τη συγκέντρωση των 10 μg/mL στην 

οποία υφίσταται ολική παρεμπόδιση του αγρίου στελέχους.  

20.3.  Αντιδράσεις και συνθήκες RT-PCR  

Οι διαδοχικές αραιώσεις του δείγματος cDNA από το άγριο στέλεχος που 

αναφέρθηκαν στην προηγούμενη παράγραφο χρησιμοποιήθηκαν ως βάση ενίσχυσης 

ενώ πραγματοποιήθηκαν και τριών ειδών ακόμη αντιδράσεις σε PCR tubes 

χρησιμοποιώντας cDNA ίσης συγκέντρωσης από το άγριο και τα μεταλλαγμένα 

στελέχη. Συγκεκριμένα, στην πρώτη αντίδραση χρησιμοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών 

Tub2-RT-F/ Tub2-RT-R με σκοπό την ενίσχυση του μελετώμενου γονιδίου της β2-

τουμπουλίνης, στη δεύτερη αντίδραση το ζεύγος εκκινητών Tub1-RT-F/Tub1RT-R, 

για την ενίσχυση της β1-τουμπουλίνης και στη τρίτη αντίδραση το ζεύγος των 

εκκινητών F-actin-F/ F-actin-R για την ενίσχυση του γονιδίου αναφοράς (β-ακτίνη). 

Η ενίσχυση των τμημάτων του γονιδίου έγινε με χρήση του συστήματος Mini Opticon 

(BioRad) ενώ γα τη σήμανση των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε η ειδική φθορίζουσα 

χρωστική SYBR-Green χρησιμοποιώντας το αντίστοιχο SYBR-Green I PCR kit 

(Qiagen).  

Η κάθε μία αντίδραση για τα δύο ζεύγη εκκινητών περιείχε τα εξής:                

 cDNA 3 μL 

 2 x SYBR 7,5 μL 

 Tub1-RT-F/ F-actin-F 0,6 μL 

 Tub1-RT-R/F-actin-R 0,6 μL 

 dd H2O 3,3 μL 

Συνολικός όγκος 15 μL 

 

Οι συνθήκες της RT-PCR ήταν 95 oC για 15 min και 35 κύκλοι με 94 oC για sec, 52 

oC για sec και 72 oC  για sec ενώ ακολούθησε η φάση της αποδιάταξης με σταδιακή 

αύξηση της θερμοκρασίας από 60 σε 95 oC. Η κάθε μία αντίδραση καθενός δείγματος 

πραγματοποιήθηκε εις τριπλούν. 
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20.4. Υπολογισμός της σχετικής έκφρασης του γονιδίου της β2 και β1-τουμπουλίνης 

στα δείγματα cDNA 

Η σχετική έκφραση της ενίσχυσης του γονιδίου της β2 και β1-τουμπουλίνης μεταξύ 

αγρίου στελέχους και ανθεκτικών στελεχών με τον συνδυασμό του ζεύγους εκκινητών 

Tub2-RT-F/ Tub2-RT-R έγινε με βάση τη μέθοδο        (Livak and Schmittgen, 

2001) εκτιμώντας την σχετική ποσοτική ενίσχυση μεταξύ του γονιδίου της β2-

τουμπουλίνης και του γονιδίου αναφοράς (F-ακτίνη). Συγκεκριμένα, η σχετική 

ποσοτικοποίηση εκτιμήθηκε με βάση τον ακόλουθο τύπο: 

ΔΔCT= 
   

   
, 

όπου ΔΔCT είναι η σχετική ποσοτική έκφραση του γονιδίου της β-τουμπουλίνης σε 

σχέση με το γονίδιο της F-ακτίνης, CT οι κύκλοι στους οποίους η ενίσχυση της β-

τουμπουλίνης ξεπερνά το κατώφλι ανίχνευσης, CR οι κύκλοι στους οποίους η 

ενίσχυση της F-ακτίνης ξεπερνά το κατώφλι ανίχνευσης. 

 

21. Διερεύνηση του μηχανισμού της αποτοξικοπίησης  

21.1.  In vitro αποτοξικοποίηση με τη χρήση συνεργιστών 

 

Αρχικά διερευνήθηκε η ευαισθησία του αγρίου στελέχους σε διάφορες συγκεντρώσεις 

των συνεργιστών. Για το σκοπό αυτό έγιναν πειράματα βιοδοκιμών σε τρυβλία petri 

που περιείχαν στερεό θρεπτικό υλικό μαζί με διάφορες συγκεντρώσεις των 

συνεργιστών.  Συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκαν οι συγκεντρώσεις των 5, 20, 50 και 

100 μg/mL. Η προσθήκη του κάθε συνεργιστή γινόταν από πρότυπα διαλύματα 

γνωστής συγκέντρωσης (stocks) φροντίζοντας ο όγκος του διαλύτη να μην ξεπερνά το 

1% του όγκου του θρεπτικού υλικού.  

Η επώαση των τρυβλίων γινόταν για διάστημα 5 ημερών σε θερμοκρασία 25 OC 

και έπειτα εκτιμούνταν η τοξική δράση μετρώντας την γραμμική ανάπτυξη της 

καλλιέργειας και εκφράζοντας την ως ποσοστό επί τοις % του μάρτυρα (χωρίς 

προσθήκη συνεργιστού). Κάθε μέτρηση προέρχονταν από τον μέσο όρο δυο 

επαναλήψεων. Από τα ζεύγη τιμών (συγκεντρώσεις και ανάπτυξη) προέκυπτε σε 

καρτεσιανό σύστημα αξόνων η καμπύλη ευαισθησίας του αγρίου στελέχους στο 

συνεργιστή. 
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Με βάση τα αποτελέσματα των πειραμάτων ευαισθησίας του στελέχους στους 

συνεργιστές, η συγκέντρωση των συνεργιστών που επιλέχθηκε ήταν στην περίπτωση 

του PBO 100 μg/mL, 50 μg/mL για το DEM και 30 μg/mL για τον DEF. Σε όλες τις 

παραπάνω περιπτώσεις βρέθηκε ότι η τοξική επίδραση του κάθε ενός συνεργιστή στο 

άγριο στέλεχος δεν ξεπερνούσε το 10% σε σχέση με τον μάρτυρα. Οι συνθήκες 

ανάπτυξης και επώασης είναι όμοιες με αυτές που περιγράφηκαν και στην 

προηγούμενη παράγραφο. Επίσης υπήρχαν μάρτυρες με τρυβλία που περιείχαν τον 

παρεμποδιστή και άλλα μόνο τον συνεργιστή. 

Η επιλογή των συγκεντρώσεων των δύο βενζιμιδαζολικών ενώσεων έγινε με βάση την 

ευαισθησία του αγρίου στελέχους στις ενώσεις αυτές. Πιο συγκεκριμένα επιλέχθηκε 

μια υποτοξική συγκέντρωση των 2 μg/mL, μια συγκέντρωση πολλαπλάσια της EC50 

των 5 μg/mL (στην οποία αναμένεται πλήρης παρεμπόδιση του αγρίου στελέχους) 

και μια συγκέντρωση των 10 μg/mL (για το carbendazim) και 8 μg/mL (για το 

thiabendazole).  

Η εκτίμηση της συνεργιστικής δράσης του συνεργιστή έγινε με βάση το 

συντελεστή συνεργισμού Synergism Index (SI), διαιρώντας την LD20 για την 

περίπτωση παρουσίας μόνο του παρεμποδιστή (μυκητοκτόνο) με την αντίστοιχη LD20 

παρουσίας του παρεμποδιστή και του συνεργιστή, σύμφωνα με τον ακόλουθο τύπο: 

 

                    SI=
                ή 

                ή               ή  
          (Raffa και Priester, 1984) 

 

,όπου SI ο συντελεστής συνεργισμού και LD20 (Lethal Dose) η συγκέντρωση εκείνη 

στην οποία επέρχεται 20 % παρεμπόδιση της γραμμικής ανάπτυξης του στελέχους σε 

σχέση με τον μάρτυρα. Στη ουσία, ο συντελεστής αυτός εκφράζει κατά πόσες φορές η 

προσθήκη του συνεργιστή στο υλικό καλλιέργειας αυξάνει την τοξική επίδραση του 

παρεμποδιστή. Κάθε μέτρηση προέρχονταν από τον μέσο ωρών δυο βιολογικών 

επαναλήψεων.  

 

 

21.2.  Εκτίμησης ενεργότητας των ενζύμων αποτοξικοποίησης 

21.3. Λύση των κυττάρων και παραλαβή του ενζυμικού εκχυλίσματος (cell free 

extract) 
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Σε πρώτη φάση αναπτύχθηκαν υγρές καλλιέργειες των 6 ανθεκτικών στελεχών και του 

αγρίου στελέχους του μύκητα F. graminearum σε κωνικές φιάλες των 500 mL που 

περιείχαν υγρό θρεπτικό υπόστρωμα PDB. Επίσης αναπτύχθηκαν υγρές καλλιέργειες 

των στελεχών που αυτή τη φορά είχε προστεθεί μια συγκεκριμένη συγκέντρωση του 

παρεμποδιστού carbendazim. Η δημιουργία των υγρών καλλιεργειών έγινε 

εμβολιάζοντας εντός του υγρού υποστρώματος PDB υπό ασηπτικές πάντοτε συνθήκες 

αιώρημα κονιδίων των στελεχών τέτοιου όγκου έτσι ώστε να προκύψει αιώρημα 

κονιδίων τελικής συγκέντρωσης 105 κονίδια/mL. Οι καλλιέργειες αφέθηκαν να 

επωαστούν για διάστημα περίπου 15 ημερών έως ότου αναπτυχθεί ικανή μυκηλιακή 

μάζα. 

Στο στάδιο αυτό ακολούθησε φιλτράρισμα του μυκηλίου υπό κενό με χρήση φίλτρου 

τύπου Buchner. Η μυκηλιακή μάζα που συγκεντρώθηκε αφυδατώθηκε υπό πίεση 

διαμέσω διηθητικών χαρτιών και στη συνέχεια φυλάχθηκε μέσα σε σωλήνες τύπου 

Falcon σε συνθήκες ψύξης -20 OC έως ότου γίνουν οι ενζυμικές αναλύσεις. 

Για τη λήψη του ελευθέρου-κυττάρων εκχυλίσματος, ζυγίστηκαν 200 mg 

αφυδατωμένου μυκηλίου και λύθηκε με την προσθήκη τετραπλάσιου όγκου  

ρυθμιστικό διαλύματος 0,1-M φωσφορικών (pH 7). Η λύση των κυττάρων έγινε με την 

επίδραση υπερήχων επί τέσσερις φορές για διάστημα 30 sec η κάθε μία με 

μεσοδιάστημα 1 min σε παγόλουτρο (προκειμένου να αποτραπεί η μετουσίωση των 

πρωτεϊνών λόγω παραγόμενης θερμότητας από τους υπερήχους). 

Στη συνέχεια, το αιώρημα μυκηλίου φυγοκεντρίθηκε σε 10.000 g επί 10 min. Τέλος, 

το υπερκείμενο που προέκυψε παραλήφθηκε και χρησιμοποιήθηκε για την μέτρηση 

της ενζυμικής δραστικότητας. 

 

 

21.3.1. Προσδιορισμός ολικής πρωτεΐνης  

 

Η μέτρηση της ολικής πρωτεΐνης στο δείγμα έγινε με τη μέθοδο Bradford. Η μέθοδος 

αυτή βασίζεται στην ιδιότητα της χρωστικής Coomasie Brilliant Blue G-250 να 

παρουσιάζει χρωματική αλλαγή λόγω επίδρασης της με πρωτεΐνες σε όξινο 

περιβάλλον. Η ελεύθερη χρωστική είναι καστανής απόχρωσης και παρουσιάζει 

μέγιστο απορρόφησης στα 465 nm, ενώ το σύμπλοκο χρωστική-πρωτεΐνη είναι κυανό 

με μέγιστο απορρόφησης 595 nm. Η ευαισθησία της μεθόδου εντοπίζεται σε 

πρωτεϊνικά δείγματα με όρια συγκεντρώσεων 0,04-0,2 mg/mL.  
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Μέσα σε αδιαφανές γυάλινο δοχείο (amber glass) διαλύθηκαν 100 mg της 

χρωστικής σε 100 mL μεθανόλης 50 %.Στο διάλυμα προστέθηκαν 100 mL 

φωσφορικού οξέος 85%. Το τελικό διάλυμα Bradford που προέκυψε διατηρούνταν 

κατά την διάρκεια των πειραμάτων στους 25 ΟC. Μέσα σε κυβέτες του ενός ml έγινε 

προσθήκη 950 μL διαλύματος Bradford που αραιώθηκε με αποσταγμένο νερό σε 

αναλογία ¼ (το διάλυμα αυτό μπορούσε να διατηρηθεί σε θερμοκρασία δωματίου έως 

και 24 ώρες εντός σκούρου δοχείου. Ακολούθησε η προσθήκη 10 μL από το 

εκχύλισμα ελεύθερο κυττάρων και συμπληρώθηκε μέχρι τον όγκο του 1 ml με 

απεσταγμένο νερό. Ως διάλυμα αναφοράς (blank) χρησιμοποιήθηκαν 50 μL 

απεσταγμένου νερού. Οι κυβέτες με τo μείγμα αντίδρασης στη συνέχεια αναδεύονταν 

καλά και τοποθετούνταν σε θερμοκρασία δωματίου εντός σκοτεινού θαλάμου για 

διάστημα τουλάχιστον 20 λεπτών.  

Η εκτίμηση της ποσότητας της ολικής πρωτεΐνης κατόπιν έγινε μετρώντας την 

απορρόφηση του φωτός σε φωτόμετρο μονής δέσμης στα 595 nm. 

Οι τιμές της απορρόφησης των δειγμάτων ανάχθηκαν σε συγκέντρωσης 

πρωτεΐνης με βάση τη πρότυπη καμπύλη αναφοράς, από την οποία υπολογίστηκε ο 

συντελεστής απόσβεσης. Δόθηκε προσοχή ώστε η απορρόφηση στο φωτόμετρο κάθε 

μέτρησης να μην ξεπερνά το 0.6-0.8. Σε διαφορετική περίπτωση που η απορρόφηση 

ξεπερνούσε το παραπάνω όριο, απαιτούνταν  δεκαδική αραίωση του εκχυλίσματος σε 

νερό, προσέχοντας πάντοτε ο συνολικό όγκος της αντίδρασης να είναι 1 mL. 

Η πρότυπη καμπύλη αναφοράς σχεδιάστηκε έχοντας ως πρότυπο γνωστές 

συγκεντρώσεις (2-10 μg/mL) αλβουμίνης από ορό μόσχου (Bovine Serum 

Albumine/BSA), διαλυμένη σε απεσταγμένο νερό (πίνακας). 

Στη συνέχεια έγινε μέτρηση της απορρόφησης για κάθε συγκέντρωση στα 595 

nm σύμφωνα με την μέθοδο που περιγράφτηκε προηγουμένως. Σχηματίστηκε έτσι η 

καμπύλη της συσχέτισης της ποσότητας πρωτεΐνης και απορρόφησης στα 595 nm, 

από την οποία βρέθηκε η κλίση της. Η συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης στα 

δείγματα υπολογίστηκε με βάση τον τύπο: 

 

c1= 
   

   
 
    

    
  d, mg/mL 

 

όπου ABS η απορρόφηση της ολικής πρωτεΐνης στα 595 nm, ε  η κλίση της 

πρότυπης καμπύλης η οποία αντιστοιχεί στον συντελεστή απόσβεσης, L το μήκος της 
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κυβέτας (1 cm, Vτελ ο συνολικός όγκος της αντίδρασης, Vενζ ο όγκος του 

εκχυλίσματος που προστίθεται και d ο παράγοντας της αραίωσης (αν 

χρησιμοποιηθεί). 

  

21.3.2.  Εκτίμηση της ενεργότητας της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης 

 

Αρχή της μεθόδου 

 

Η μέθοδο εκτίμησης της δραστικότητας του ενζύμου της τρανσφεράσης της 

γλουταθειόνης που εφαρμόστηκε είναι η μέθοδος η οποία βασίζεται στην καταλυτική 

δράση της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης έχοντας ως υπόστρωμα την ένωση 1-

chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB)κατά την αντίδραση: 

 

GSH + CDNB → GS-DNB + HCl 

 

 

Το υπόστρωμα αυτό πλεονεκτεί καθώς είναι κατάλληλο για ένα αρκετά μεγάλο εύρος 

GST ισοενζύμων. Η εκτίμηση έτσι της ενεργότητας έγινε μετρώντας 

φασματοφωτομετρικά στα 340 nm λόγω αύξησης της απορρόφησης του παραγόμενου 

συμπλόκου GS-DNB.  

 

Αντιδραστήρια 

 

a. Φωσφορικό διάλυμα KH2PO4, 0,1 M (PH 6,5) σε 37 OC 

b. Αναγόμενη γλουταθειόνη (GSH), 75 mM σε απεσταγμένο νερό 

c. CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzene), 30 mM σε αιθανόλη 

d.  Απεσταγμενο νερό 

 

Πορεία της μεθόδου 

 

Φωτομετρικός προσδιορισμός της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης 

 

Για κάθε μείγμα αντίδρασης 1 mL γινόταν προσθήκη σε κυβέτες του 1 mL κατά σειρά 

των ακόλουθων αντιδραστηρίων: 914 μL 0,1 M KH2PO4 διαλύματος, 33 μL 75 mM 
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GSH, 33 μL 30 mM CDNB και στο τέλος προστήθονταν 20 μL του εκχυλίσματος 

ελεύθερο κυττάρων (δείγμα). Για τον προσδιορισμό του πλέον κατάλληλου όγκου 

δείγματος (εκχύλισμα) στην αντίδραση, πραγματοποιήθηκαν αρχικά δοκιμές με 

διάφορες συγκεντρώσεις του δείγματος και γινόταν αντίστοιχες αναγωγές στον όγκο 

του φωσφορικού διαλύματος. Επίσης φτιάχνονταν και η κυβέτα αναφοράς στην οποία 

προστίθονταν  934 μL 0,1 από M KH2PO4 διαλύματος, 33 μL από 75 mM GSH, 33 

μL από 30 mM CDNB.  

Αμέσως μετά την προσθήκη του δείγματος γινόταν ανάδευση και ακολουθούσε 

μέτρηση της απορρόφησης στα 340 nm ανά 6 δευτερόλεπτα για συνολικό χρόνο 2 

λεπτών. Παρακολουθούνταν η κινητική της ενζυμικής αντίδρασης στο φωτόμετρο έτσι 

ώστε η μεταβολή της απορρόφησης να είναι γραμμική και να παρουσιάζει θετική 

κλίση. Οι μετρήσεις της δραστικότητας του ενζύμου γίνονταν σε θερμοκρασία 25 οC 

με φασματοφωτόμετρο. 

 

Υπολογισμός της ειδικής ενεργότητας του ενζύμου τρανσφεράσης της γλουταθειόνης 

 

Λαμβάνουμε ως μονάδα (unit) ενζύμου, την ποσότητα του ενζύμου που καταλύει τον 

μετασχηματισμό 1 μmole υποστρώματος CDNB στο αντίστοιχο προϊόν του στη 

διάρκεια ενός λεπτού, υπό τις περιγραφείσες συνθήκες του πειράματος.  

Για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης του παραγόμενου προϊόντος GS-DNB 

χρησιμοποιήθηκε ο εξής τύπος: 

 

C2= 
     

  
* 

    

   ί  
* 1/9,6*df, units/mL 

 

όπου: 

C2 η ποσότητα του ενζύμου σε units/mL, dA340/dt ο ρυθμός αλλαγής της 

απορρόφησης του δείγματος στα 340 στο γραμμικό κομμάτι της καμπύλης απόπου 

έχει αφαιρεθεί η αντίστοιχη απορρόφηση για τον μάρτυρα, Vτελ ο συνολικός όγκος 

της αντίδρασης (1mL),  

Vδείγμ ο όγκος του δείγματος στη αντίδραση, 1 αντιστοιχεί στο μήκος της διαδρομής 

του φωτός (cm), 9,6 αντιστοιχεί στον μοριακό συντελεστή της απορρόφησης e 

(molecular extinction coefficient) του CDNB (mM-1) και df o παράγοντας αραίωσης 

του αρχικού δείγματος. 
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Η ειδική ενεργότητα του ενζύμου (specific activity) προέκυψε διαιρώντας τη 

συγκέντρωση C2 του ενζύμου με τη συγκέντρωση C1 της ολικής πρωτεΐνης και 

εκφράζεται τελικά σε μονάδες ενζύμου (units) ανά mg πρωτεΐνης του εκχυλίσματος. 

 

21.3.3.  Ενεργότητα του ενζύμου της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης 

 

Αρχή της μεθόδου 

 

Η μέθοδος η οποία εφαρμόστηκε στην παρούσα μελέτη για τον έμμεσο προσδιορισμό 

της ενεργότητας του ενζύμου της γλουταθειόνης της υπεροξειδάσης βασίζεται στην 

οξείδωση της γλουταθειόνης (GSH) στο οξειδωμένο παράγωγο της (GSSG) μέσω 

κατάλυσης από τη γλουταθειόνη του υπεροξειδίου ( ή τρανσφεράση της 

γλουταθειόνης) χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα υπεροξείδιο του κουμενίου.  

Στη συνέχεια το προϊόν GSSG χρησιμοποιείται ως υπόστρωμα για την σύνθεση 

αναδρομικά της γλουταθειόνης (GSH). Η δεύτερη αντίδραση καταλύεται από την 

αναγωγάση της γλουταθειόνης (GR) ενώ απαιτείται και η παρουσία του συνενζύμου 

NADPH ως δότης ηλεκτρονίων. Οι δύο αυτές αντιδράσεις που περιγράφτηκαν δίνονται 

στο παρακάτω σχήμα. 

Η συνολική αντίδραση έχει ως αποτέλεσμα την μείωση της απορρόφησης στα 

340 nm λόγω αναγωγής του NADPH σε NADP+.  Ο ρυθμός μείωσης της απορρόφησης 

αυτής χρησιμοποιείται ως μέσω προσδιορισμού της ενεργότητας της γλουταθειόνης 

του υπεροξειδίου. 

 

Αντιδραστήρια 

 

0,1-M KH2PO4 + 1 mM EDTA, pH 7.5, 37 OC 

1 mM αναγόμενη γλουταθειόνη (GSH) σε νερό 

1,5 mM CuOOH σε αιθανόλη 

0,2 mM NADPH σε νερό 

Glutathione reductase 

 

Πορεία της μεθόδου 

 

Φωτομετρικός προσδιορισμός της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης 
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Για κάθε μείγμα αντίδρασης 1 mL γινόταν προσθήκη σε κυβέτες του 1 mL κατά σειρά 

των ακόλουθων αντιδραστηρίων: 500 μL 0,1 M KH2PO4 +1 mM EDTA διαλύματος, 8 

μL 1 mM GSH, 30 μL 1,4 mM CuOOH, 12 μL 0,2 mM NADPH, 1 μL Glutathione 

reductase και στο τέλος προστήθονται 50 μL του εκχυλίσματος ελευθέρων κυττάρων 

(δείγμα). Για τον προσδιορισμό του πλέον κατάλληλου όγκου δείγματος στην 

αντίδραση, πραγματοποιήθηκαν δοκιμές με διάφορες συγκεντρώσεις του δείγματος 

με αντίστοιχες αναγωγές στον όγκο του φωσφορικού διαλύματος. Επίσης φτιαχνόταν 

και η κυβέτα αναφοράς στην οποία προστήθονταν  549 μL από 0,1 M KH2PO4 +1 

mM EDTA διαλύματος, 8 μL από 1 mM GSH, 30 μL από 1,4 mM CuOOH, 12 μL 

από 0,2 mM NADPH και 1 μL Glutathione reductase. Κατά την διάρκεια τον 

δοκιμών οι φιάλες Elpendorf με τα εκχυλίσματα των κυττάρων των στελεχών 

βρισκόταν μέσα σε παγόλουτρο. 

Αμέσως μετά την προσθήκη του δείγματος γινόταν γρήγορη ανάδευση και 

ακολουθούσε μέτρηση της οπτικής απορρόφησης στα 340 nm ανά 6 δευτερόλεπτα 

για συνολικό χρόνο 5 λεπτών. Παρακολουθούσαμε την κινητική της ενζυμικής 

αντιδράσεως στο φωτόμετρο έτσι ώστε η μεταβολή της απορρόφησης να είναι 

γραμμική και να παρουσιάζει αρνητική κλίση, λόγω αναγωγής του NADPH. Οι 

μετρήσεις της δραστικότητας του ενζύμου γινόταν σε θερμοκρασία δωματίου (25 OC) 

με φασματοφωτόμετρο. 

 

Υπολογισμός της ενζυμικής δραστικότητας του ενζύμου υπεροξειδάση της γλουταθειόνης 

 

Λαμβάνουμε ως μονάδα (unit) ενζύμου, την ποσότητα του ενζύμου που καταλύει τον 

σχηματισμό 1 μmol NADP+ από NADPH στη διάρκεια ενός λεπτού, υπό τις 

περιγραφείσες συνθήκες του πειράματος.  

Για τον υπολογισμό της συγκέντρωσης του ενζύμου της υπεροξειδάσης της 

γλουταθειόνης  χρησιμοποιήθηκε ο εξής τύπος 

 

 

C3= 
     

  
* 

    

   ί  
 *d /6,2*(1/df), units/mL 
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όπου:  

C3 η ποσότητα του ενζύμου σε units/mL, dA340/dt ο ρυθμός αλλαγής της 

απορρόφησης του δείγματος στα 340 στο γραμμικό κομμάτι της καμπύλης απόπου 

έχει αφερεθεί η αντίστοιχη απορρόφηση για τον μάρτυρα, Vtel ο συνολικός όγκος της 

αντίδρασης (1mL), Vδείγμ ο όγκος του δείγματος στη αντίδραση, d (=1) είναι το μήκος 

της διαδρομής του φωτός (cm),6,2 ο μοριακός συντελεστής απορρόφησης ε 

(molecular extinction coefficient) του NADPH (mM-1) και df o παράγοντας αραίωσης 

του αρχικού δείγματος. 

Η ειδική ενεργότητα του ενζύμου (specific activity) προέκυψε διαιρώντας τη 

συγκέντρωση C3 του ενζύμου της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης με τη 

συγκέντρωση C1 της ολικής πρωτείνης και εκφράστηκε τελικά σε μονάδες ενζύμου 

(units) ανά mg ολικής πρωτεΐνης του εκχυλίσματος. 

 

21.3.4. Έλεγχος δράσης των βενζιμιδαζολικών ως αναστολείς του ενζύμου GST 

 

Για τον σκοπό αυτό έγιναν ενζυμικές δοκιμές παρουσίας διαφόρων συγκεντρώσεων  

των δύο βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων carbendazim και thiabendazole μέσα στο 

μίγμα αντίδρασης. Η πορεία της μεθόδου που ακολούθησε αναφέρεται στην 

παράγραφο 2.1.2.2. Οι διάφοροι συνδυασμοί μιγμάτων της αντίδρασης που 

δοκιμάστηκαν φαίνονται στον Πίνακα 1.1. 

 

Πίνακας 1.1. 

  Αντιδράσεις που πραγματοποιήθηκαν στις δοκιμές των GST με διάφορες 

συγκεντρώσεις των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων (carbendazim, thiabendazole) 

στο μίγμα αντίδρασης. 

αντίδραση Buffer (0,1 

M KH2PO4) 

GSH (75 

mM) 

CDNB (30 

mM) 

βενζιμιδαζόλη 

(μg/mL) 

Δείγμα 

μL 

1 934 33 33 - - 

2 914 33 33 0 5 

3 904 33 33 10 5 

4 924 33 33 20 5 

5 894 33 33 40 5 

6 854 33 33 80 5 

Οι τιμές αντιστοιχούν σε μL/1 mL όγκου αντίδρασης 
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22.  Διερεύνηση της κινητικής εισόδου-απέκκρισης 

 

Απόκτηση μυκηλιακής μάζας. Στην μελέτη αυτή χρησιμοποιήθηκαν το άγριο στέλεχος 

(w.t.) και τα δύο ανθεκτικά στελέχη FG-1 και FG-2 για τα οποία δεν βρέθηκε από τα 

μέχρι τώρα πειράματα ο μηχανισμός ανθεκτικότητας. Με σκοπό την απόκτηση 

ικανής μυκηλιακής μάζας, ώστε να χρησιμοποιηθεί για τα μετέπειτα πειράματα 

κινητικής, τα στελέχη αναπτύχθηκαν κάτω από σταθερές συνθήκες των 25 OC και 

συνεχή ανάδευση σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα PDB σε κωνικές φιάλες τύπου 

Erlenmeyer των 50 mL για 10 περίπου ημέρες.   

Μετά την ανάπτυξη της μυκηλιακής μάζας, οι καλλιέργειες που βρίσκονταν σε 

εκθετική πλέον φάση ανάπτυξης φιλτραρίστηκαν με τη χρήση φίλτρου τύπου 

Buchner υπό κενό και τοποθετήθηκαν  μεταξύ δύο διηθητικών χαρτιών και πιέσθηκε 

έτσι ώστε να πετύχουμε τη μέγιστη δυνατή αφυδάτωση. Η μυκηλιακή πάστα που 

προέκυψε εκπλύθηκε στη συνέχεια με κρύο ρυθμιστικό διάλυμα 0,1-M KH2PO4 (ph 

7). Με το τρόπο αυτό γινόταν ανάκτηση περίπου 1 g νωπής μυκηλιακής μάζας ανά 

κωνική φιάλη. 

Πειράματα απορρόφησης του carbendazim. Οι χρόνοι επώασης των στελεχών 

παρουσία του μυκητοκτόνου επιδέχθηκαν με βάση αποτελεσμάτων από παρόμοιες 

μελέτες άλλων ερευνητών για το μυκητοκτόνο αυτό σε διάφορα άλλα είδη μυκήτων.  

Για τα πειράματα κινητικής εισόδου-απέκκρισης χρησιμοποιήθηκε carbendazim από 

εμπορικό σκεύασμα (Image 50% W/V WP). Σε σωλήνες τύπου falcon των 50 mL που 

περιείχαν 20 mL ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (ph 7) τοποθετήθηκε 

ποσότητα της νωπής μυκηλιακής πάστας των στελεχών ίση περίπου με 1.2 g. Με 

σκοπό την εξισορρόπηση των συνθηκών οι φιάλες με τη μυκηλιακή μάζα παρέμειναν 

για 30 λεπτά υπό συνεχή ανάδευση στους 25 OC οπότε και ακολούθησε προσθήκη  

γρήγορα του carbendazim, τέτοιου όγκου έτσι ώστε προκύψει διάλυμα τελικής 

συγκέντρωσης 20 μg/mL.   

Ακολούθησε επώαση των σωλήνων falcon για χρονικές περιόδους 10, 20, 40, 80 και 

120 λεπτών, όπου κάθε φορά η επώαση διακόπτονταν με φυγοκέντριση στις 5000 

rpm για 5 λεπτά. Ο χρόνος της φυγοκέντρησης θεωρούνταν νεκρός για την εκτίμηση 

της κινητικής εισόδου απέκκρισης του μυκητοκτόνου. Οι παραπάνω χρόνοι επώασης 
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επιλέχτηκαν λαμβάνοντας υπ’ όψη μας αποτελέσματα από παρόμοιες μελέτες άλλων 

ερευνητών για το μυκητοκτόνο αυτό σε διάφορα άλλα είδη μυκήτων (Nachmias και 

Barash, 1975).  

Από τα υπερκείμενα διαλύματα γινόταν αφαίρεση 3 mL και ακολουθούσε εκτίμηση 

της συγκέντρωσης του διαλύματος σε carbendazim με καταγραφή της απορρόφησης 

μέσω φασματοφωτόμετρου UVIKON (SPECTROPHOTOMETER 922) στα 285 nm και 

συσχέτιση της με βάση πρότυπη καμπύλη. Για τη κατασκευή της πρότυπης 

καμπύλης έγινε συσχέτιση μεταξύ των συγκεντρώσεων 0,625, 1.25, 2.5, 5, 10, 15 και 

20 μg/mL του carbendazim και των αντίστοιχων απορροφήσεων στα 285 nm. Για 

κάθε δείγμα στελέχους υπήρχαν τρεις επαναλήψεις.  
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7. Επίδραση του carbendazim στη μορφολογία των κυττάρων 

 

Έγιναν πειράματα παρατήρησης της επιδράσεως του carbendazim στη μορφολογία 

των βλαστημένων κονιδίων του αγρίου στελέχους και των ανθεκτικών στελεχών με τη 

χρήση του οπτικού μικροσκοπίου. Τα αποτελέσματα των παρατηρήσεων μέσω του 

οπτικού μικροσκοπίου φαίνονται στις παρακάτω εικόνες. Στο πείραμα αυτό 

χρησιμοποιήθηκαν αντιπροσωπευτικά στελέχη FG-1, FG-2, FG-3 και FG-5 από κάθε 

κατηγορία μηχανισμού ανθεκτικότητας. 

Όταν τα κονίδια του ευαίσθητου στελέχους του μύκητα F. graminearum 

αναπτύσσονται απουσία carbendazim, παρατηρείται ότι εξελίσσεται κανονικά η 

διαδικασία βλαστήσεως των κονιδίων με βλαστική υφή που ξεπερνά κατά πολύ το 

μήκος του κονιδίου (Εικόνα 1.:Α-Ε-1). Τον ίδιο τρόπο βλάστησης ακολουθούν και τα 

κονίδια των ανθεκτικών στελεχών. Αντιθέτως, όταν τα κονίδια του ευαίσθητου 

στελέχους αναπτύσσονται παρουσία 2 μg/mL carbendazim φαίνεται ξεκάθαρα η 

επίδραση του παρεμποδιστού στη μορφολογία των κυττάρων (Εικόνα 1.:Α-ΣΤ-2). Τα 

κονίδια παρατηρούνται με ανώμαλες διακλαδώσεις με έντονες παχύνσεις και 

εμφανώς μειομένο μήκος της βλαστικής υφής. Όταν τα κονίδια του ευαίσθητου 

στελέχους αναπτύχθηκαν παρουσία 10 μg/mL carbendazim η εικόνα της 

παραμόρφωσης τους ήταν ακόμα πιο έντονη (Εικόνα 1:Α-Ε-3). Τα κονίδια φαίνονται 

σε μεγάλο βαθμό διογκωμένα ενώ η βλάστηση τους είχει μειωθεί σε αρκετά μεγάλο 

βαθμό. Σε αντίθεση με το ευαίσθητο στέλεχος, τα κονίδια όλων των ανθεκτικών 

στελεχών δεν έδειξαν καμία ανωμαλία στην διαδικασία της βλαστήσεως τους ακόμη 

και στη συγκέντρωση των 10 μg/mL carbendazim.  
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8. Αποτελεσματικότητα καταπολέμησης των ανθεκτικών στελεχών με 

βενζιμιδαζολικά in vivo. 

 

Μέσω των πειραμάτων αυτών θελήσαμε να διερευνήσουμε την αποτελεσματικότητα 

του carbendazim στην καταπολέμηση των στελεχών του μύκητα F. graminearum σε 

σπάδικες καλαμποκιού. Με τη μέθοδο αυτή θελήσαμε να διερευνήσουμε την 

έκφραση της ανθεκτικότητας των στελεχών σε ιδανικά για την ανάπτυξη του μύκητα 

βιολογικά υποστρώματα.  

Στο Πίνακα 1.1. παρατηρούμε ότι στις 28 ημέρες , απουσία μυκητοκτόνου, 

όλα τα ανθεκτικά στελέχη παρουσιάζουν μικρότερη παθογόνο δύναμη σε σχέση με το 

άγριο στέλεχος, εκτός από το στέλεχος FG-6 το οποίο δείχνει λίγο μεγαλύτερη 

μολυσματική ικανότητα (1.3 φορές περισσότερη). Τη μικρότερη μολυσματική 

ικανότητα δείχνουν τα στελέχη FG-1και FG-3, γεγονός που συμπίπτει με 

αποτελέσματα προηγούμενων μελετών που έγιναν για τη διερεύνηση των παραμέτρων 

προσαρμοστικότητας των ανθεκτικών στελεχών in vivo. Η συγκέντρωση των 0.5 g/L 

(συνιστώμενη δόση) παρουσιάζεται να παρεμποδίζει πλήρως την εμφάνιση 

συμπτωμάτων (μυκοστατική επίδραση), όπως άλλωστε ήταν αναμενόμενο, για το 

άγριο στέλεχος  ενώ αυτό δεν συμβαίνει με κανένα ανθεκτικό στέλεχος (Πίνακας 1.2). 

Το μικρότερο βαθμό παρεμπόδισης σε αυτή τη δόση εμφανίζουν το υψηλού επιπέδου 

ανθεκτικότητας στέλεχος FG-1 και το μετρίου επιπέδου FG-3. Στη συγκέντρωση 1 

g/L (500 μg/mL) φαίνεται ότι υπάρχει μία σημαντική παρεμπόδιση κυρίως στο 

στέλεχος FG-6 ενώ όλα τα άλλα στελέχη παρουσιάζουν σε ένα γενικό βαθμό 

παρόμοια παρεμπόδιση όπως αυτή εμφανίζεται και στη προτεινόμενη δόση.  

 

 

 

 

Εικόνα 1.  Επίδραση του carbendazim στα κονίδια των στελεχών του μύκητα F. graminearum μετά από 8 ώρες επώαση 

στους 25 C. Τα κεφαλαια γράμματα αντιστοιχούν στα διάφορα στελέχη: A-w.t., Β-FG-1, Γ-FG-2, Δ-FG-3, Ε-FG-6. 

Φωτογραφίες 1: ανάπτυξη των βλαστημένων κονιδίων υπό κανονικές συνθήκες (απουσίας μυκητοκτόνου), 2: ανάπτυξη 

των βλαστημένων κονιδίων παρουσίας 2 μg/mL carbendazim, 3: ανάπτυξη των βλαστημένων κονιδίων παρουσίας 10 

μg/mL carbendazim. Στο άγριο στέλεχος η παρουσία carbendazim προκαλεί ανώμαλες παχύνσεις και ανάπτυξη στα 

κονίδια και στις βλαστάνουσες υφές τους. Στα ανθεκτικά στελέχη (Β-Ε) τα κονίδια που αναπτύχτηκαν παρουσία ή όχι 

carbendazim δεν φαίνεται να εμφανίζουν αλλαγές στη μορφολογία τους και στη διαδικασία της βλάστησης. Όλες οι 

φωτογραφίες τραβήχτηκαν με οπτικό μικροσκόπιο με μεγέθυνση φακού 40Χ. 



98 
 

Πίνακας1. 

Αξιολόγηση της παθογόνου ικανότητας των στελεχών του μύκητα F. graminearum σε σπάδικες 

γλυκοκαλάμποκου. Οι τιμές του πίνακα αντιστοιχούν σε ποσοστά % του ευαίσθητου 

στελέχους (w.t.) τα οποία υπολογίστηκαν από το μέσο όρο του αριθμού των μολυσμένων 

σπόρων που πάρθηκαν από δύο σημεία του σπάδικα στις 28 και 34 ημέρες. Επίσης δίνονται 

οι τιμές του παράγοντα ανθεκτικότητας RF (Resistant Factor )των στελεχών για το 

carbendazim. 

 RF 28 ημέρες  34 ημέρες 

w.t. 1 100  100 

FG-1 174.62 37.2  59.4 

FG-2 42.09 67.4  75.4 

FG-3 16.83 25.5  80.1 

FG-4 16.35 58.1  78.3 

FG-5 13.9 46.5  100 

FG-6 21.24 139.5  83 

                    *RF= 
              

           
 

Πίνακας 2. 

Αξιολόγηση της ευαισθησίας των στελεχών του μύκητα F. graminearum στο carbendazim 

(Image 50% WP) κατόπιν διαφόρων επεμβάσεων σε σπάδικες γλυκοκαλάμποκου. Οι τιμές του 

πίνακα αντιστοιχούν στα ποσοστά % του μάρτυρα (χωρίς μυκητοκτόνο) τα οποία 

υπολογίστηκαν από το μέσο όρο του αριθμού των μολυσμένων σπόρων που πάρθηκαν από 

δύο σημεία του σπάδικα. Η πρώτη επέμβαση αντιστοιχεί στην προτεινόμενη δόση που αφορά 

επεμβάσεις σε σπόρους καλαμποκιού. 

 
Συγκέντρωση carbendazim (g/L) 

  0.5    1  

 28 ημέρες 34 ημέρες  28 ημέρες 34 ημέρες 

w.t. 97,6  88.6   100  100  

FG-1 37.5  73   75  76.1  

FG-2 58.6  48.7   51.7  38.7  

FG-3 36.3  54.1   81.8  80  

FG-4 68  44.5   72  36.1  

FG-5 70  44.3   80  84.9  

FG-6 91.6  82.9   91.6  80.6  
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Εικόνα 2. Εμφάνιση 

σήψεων στους σπόρους 

καλαμποκιού 38 ημέρες 

μετά τη μόλυνση των 

σπαδίκων με το άγριο 

στέλεχος (πάνω σειρά) 

και τα ανθεκτικά στελέχη 

FG-1 και FG-2 (μεσαία 

και κάτω σειρά 

αντίστοιχα) του μύκητα 

F. graminearum. Από 

αριστερά προς τα δεξιά: 

σήψεις σε σπάδικες 

χωρίς εμβάπτιση σε 

carbendazim (μάρτυρας), 

σήψεις σε σπάδικες που 

εμβαπτίστηκαν σε 

διάλυμα carbendazim 

0.5 g/L και 1 g/L. 
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Εικόνα 3. Εμφάνιση 

σήψεων στους σπόρους 

καλαμποκιού 38 ημέρες 

μετά τη μόλυνση των 

σπαδίκων με το άγριο 

στέλεχος (πάνω σειρά) 

και τα ανθεκτικά στελέχη 

FG-3 και FG-4 (μεσαία 

και κάτω σειρά 

αντίστοιχα) του μύκητα 

F. graminearum. Από 

αριστερά προς τα δεξιά: 

σήψεις σε σπάδικες 

χωρίς εμβάπτιση σε 

carbendazim (μάρτυρας), 

σήψεις σε σπάδικες που 

εμβαπτίστηκαν σε 

διάλυμα carbendazim 

0.5 g/L και 1 g/L. 
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Εικόνα 4. Εμφάνιση 

σήψεων στους σπόρους 

καλαμποκιού 38 ημέρες 

μετά τη μόλυνση των 

σπαδίκων με το άγριο 

στέλεχος (πάνω σειρά) 

και τα ανθεκτικά στελέχη 

FG-1 και FG-2 (μεσαία 

και κάτω σειρά 

αντίστοιχα) του μύκητα 

F. graminearum. Από 

αριστερά προς τα δεξιά: 

σήψεις σε σπάδικες 

χωρίς εμβάπτιση σε 

carbendazim (μάρτυρας), 

σήψεις σε σπάδικες που 

εμβαπτίστηκαν σε 

διάλυμα carbendazim 

0.5 g/L και 1 g/L. 
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Στις 38 ημέρες , φαίνεται ότι η παρεμποδιστική ικανότητα του carbendazim 

και στις δύο συγκεντρώσεις μειώθηκε σε όλα τα στελέχη παρομοίως με αυτή που 

σημειώθηκε στις 28 ημέρες. Τα αποτελέσματα αυτά σε συνδυασμό με το γεγονός ότι 

το άγριο φαίνεται να ανακάμπτει ελαφρώς (10 %) σε σχέση με τον μάρτυρα (χωρίς 

μυκητοκτόνο), δείχνουν ότι πιθανώς ένα μέρος της αρχικής ποσότητας του 

carbendazim αποδομήθηκε κατά τη διάρκεια των 38 ημερών επώασης. 

Ένα ενδιαφέρον αποτέλεσμα που προέκυψε από τα πειράματα αυτά είναι το 

γεγονός ότι στους σπάδικες που είχαν δεχτεί επέμβαση με το μυκητοκτόνο 

παρατηρήθηκε μεγάλη βλαστική ικανότητα των σπόρων τους. Αυτή η εικόνα φαίνεται 

περισσότερο έντονη στη συγκέντρωση του 1 g/L (Εικόνες 2.,3.,4.). 
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9. Μοριακός χαρακτηρισμός των γονιδίων  β1 και β2-τουμπουλίνης 

9.1.  Εισαγωγή 

 Έχοντας σε προηγούμενες μελέτες χαρακτηρίσει τα ανθεκτικά στο carbendazim 

στελέχη του μύκητα F. graminearum ως προς την επίδραση της ανθεκτικότητας στις 

παραμέτρους προσαρμοστικότητας τους σε σχέση με τις αντίστοιχες του αγρίου 

στελέχους, στη παρούσα εργασία προχωρήσαμε στην μελέτη του μηχανισμού 

ανθεκτικότητας των ανθεκτικών στελεχών. Συγκεκριμένα οι μελέτες αυτές αφορούσαν 

δύο προσεγγίσεις : α) τη μοριακή και β) τη βιοχημική διερεύνηση της ανθεκτικότητας 

των ανθεκτικών στελεχών του μύκητα F. graminearum στα βενζιμιδαζολικά 

μυκητοκτόνα.  

Η πορεία μελέτης του μηχανισμού ανθεκτικότητας  ξεκίνησε με την διερεύνηση 

ύπαρξης γνωστών μεταλλαγών  των ανθεκτικών στελεχών στο γονίδιο της β-

τουμπουλίνης που είναι υπεύθυνο για την κωδικοποίηση της θέσης δράσης του 

παρεμποδιστού carbendazim. Η κατεύθυνση της πορείας αυτής δόθηκε από 

αποτελέσματα προηγούμενων πειραμάτων στα πλαίσια μελέτης που εκπονήθηκε στο 

εργαστήριο της γεωργικής φαρμακολογίας του Γ.Π.Α. και, τα οποία δείχνουν ότι τα 

ανθεκτικά στο carbendazim στελέχη να παρουσιάζουν μετρίως έως πολύ  επίπεδα 

ανθεκτικότητας σε σχέση με του αγρίου στελέχους, γεγονός που δημιουργεί την 

υπόθεση για ύπαρξη του μηχανισμού αλλαγή στη θέση δράσης. Επίσης, ισχυρή 

ένδειξη για αυτή την υπόθεση υπήρξε το γεγονός ότι τα ανθεκτικά στελέχη δεν 

παρουσίαζαν διασταυρωτή ανθεκτικότητα με ενώσεις άλλων ομάδων μυκητοκτόνων, 

πέραν των βενζιμιδαζολικών ενώσεων (carbendazim, thiabendazole, benomyl). Ήτοι, 

φαίνεται ότι υπάρχει κάποιος μηχανισμός εξειδικευμένος που να οδηγεί σε απώλεια 

της ευαισθησίας των μεταλλαγμένων στελεχών στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα. 

 

9.2. Διαγνωστική PCR  

Αρχικά πραγματοποιήθηκε έλεγχος της ύπαρξης γνωστών μεταλλαγών για το γονίδιο 

της β2-τουμπουλίνης στα ανθεκτικά στελέχη μέσω της χρήσης της τεχνικής Allele 

Specific PCR. Η επιλεκτική ενίσχυση των πιθανών μεταλλαγών στις θέσεις 167 

(αντικατάσταση της φαινυλανίνης με τυροσίνη) 198 (αντικατάσταση του 

γλουταμινικού οξέος με γλουταμίνη) και 200 (αντικατάσταση της φαινυλανίνης  με 

τυροσίνη) ελέγχθηκε μέσω της χρήσης εξειδικευμένων εκκινητών αντίστροφης 
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ενίσχυσης, 167-RB, 198-RB 200-RB και του κοινού εκκινητή πρόσθιας ενίσχυσης, 

Tub2-F. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 5, η μεταλλαγή F200Y ανιχνεύτηκε στη 

περίπτωση των στελεχών FG-5 και FG-6 όπου παρατηρήθηκε προϊόν της PCR με το 

αναμενόμενο μέγεθος 498-bp. Δεν ανιχνεύτηκε καμία από τις υπόλοιπες μεταλλαγές 

(F167Υ και E198A, 398 και 494-bp αντίστοιχα)σε κανένα από τα ανθεκτικά στελέχη. 

 

 

Εικόνα 5. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1% προϊόντων PCR με ενίσχυση 

συγκεκριμένων κωδικονίων 167, 198 και 200 του γονιδίου της β2-τουμπουλίνης του αγρίου 

στελέχους και των ανθεκτικών στελεχών, χρησιμοποιώντας τα ζεύγη εκκινητών 167-RB/Tub2-

F, 198-RB/Tub2-F 200-RB/Tub2-F αντιστοίχως. Μ: 50 bp Ladder. 

 

9.3.  Aληλλούχιση  του γονιδίου της β1 και β2-τουμπουλίνης 

Προκειμένου να διερευνήσουμε τη πιθανότητα ύπαρξης άλλων μεταλλαγών 

ανθεκτικότητας, επιχειρήθηκε σε πρώτο στάδιο η απομόνωση και η ταυτοποίηση 

μέρους του γονιδίου της β1 και β2-τουμπουλίνης του αγρίου καθώς και των 

ανθεκτικών στελεχών. Για τον σκοπό αυτό έγινε ενίσχυση του γονιδίου με τη βοήθεια 

της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR), η αλληλούχιση των προϊόντων της 

PCR και η σύγκριση των αμινοξικών αλληλουχιών μεταξύ του ευαίσθητου και των 

ανθεκτικών στελεχών. 

M         (-)       w.t.     FG-1     FG-2     FG-3   FG-4       FG-5    FG-6    
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Η ενίσχυση μέρους του γονιδίου της β2-τουμπουλίνης του αγρίου στελέχους με τη 

χρήση δοκιμών αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης μέσω των εξειδικευμένων 

εκκινητών Tub2-seq-F και  Tub2-seq-R έδωσε το αναμενόμενο κομμάτι μεγέθους 

1,306-bp (Εικόνα 6.).  

  

 

 

 

Εικόνα 6. Ηλεκτροφόρηση αγαρόζης 1% 

προϊόντων PCR με ενίσχυση τμήματος του 

γονιδίου της β2-τουμπουλίνης δειγμάτων cDNA 

του αγρίου στελέχους του μύκητα F. 

graminearum. 

 

 

 

 

 

Τα προιόντα της αλληλούχισης των γονιδίων της β1 και β2-τουμπουλίνης του 

ευαίσθητου και των ανθεκτικών στελεχών φαίνονται στις Εικόνες 9, 10). Το συνολικό 

μέγεθος του γονιδίου του αγρίου στελέχους που αλληουχήθηκε ήταν πάνω από 1200 

ζεύγη βάσεων (>92% ανακτησιμότητα) (Εικόνες 7, 8). Η σάρωση της αλληλουχίας 

αυτής σε γνωστή βάση δεδομένων του NCBI στο διαδίκτυο εμφάνισε ότι υπήρχε 

ομολογία άνω του 95% της μεταφραζόμενης αμινοξικής αλληλουχίας των δειγμάτων 

μας με το αντίστοιχο τμήμα της β2-τουμπουλίνης για τον μύκητα F. graminearum 

που είναι καταχωρημένη στη βάση δεδομένων (Acession number: ABE68208.1) . 

Υψηλά ποσοστά ομολογίας φάνηκαν και σε όλα τα ανθεκτικά στελέχη (95-99%). 

 

 

  M                        w.t  



106 
 

 

Ε
ικ

ό
ν
α
 7

. 
Α

λ
λ
η
λ
ο
υ
χ
ία

 ν
ο
υ
κ
λ
εο

τι
δ
ικ

ο
ύ
 τ

μ
ή
μ

α
το

ς
 τ

ο
υ
 γ

ο
ν
ιδ

ίο
υ
 β

1
-τ

ο
υ
μ

π
ο
υ
λ
ίν

η
ς
 τ

ο
υ
 μ

ύ
κ
η
τα

 F
. 
g
ra

m
in

e
a

ru
m

 ό
π

ω
ς
 

π
ρ
ο
έ
κ
υ
ψ

ε
 α

π
ό
 τ

ο
 σ

υ
ν
δ
υ
α
σ
μ

ό
 τ

ω
ν
 τ

μ
η

μ
ά
τω

ν
 π

ο
υ
 α

ν
α
κ
τή

θ
η

κ
α
ν
 α

π
ό
 τ

α
 δ

ύ
ο
 ζ

ε
ύ
γ
η

 ε
κ
κ
ιν

η
τώ

ν
 F

G
tu

b
1
F

1
/
 F

G
tu

b
1
R

1
 κ

α
ι 

F
G

tu
b
1
F

2
/
 F

G
tu

b
1
R

2
. 
Ο

ι 
θ
έ
σ
ε
ις

 τ
ω

ν
 ε

κ
κ
ιν

η
τώ

ν
 π

ο
υ
 χ

ρ
η

σ
η
μ

ο
π

ο
ιή

θ
η

κ
α
ν
 σ

τη
 μ

ελ
έ
τη

 σ
η
μ

ε
ιώ

ν
ο
ν
τα

ι 
μ

ε
 β

έ
λ
η

. 
 



107 
 

 

 

 

 

 

Ε
ικ

ό
ν
α
 8

. 
Α

λ
λ
η
λ
ο
υ
χ
ία

 ν
ο
υ
κ
λ
εο

τι
δ
ικ

ο
ύ
 τ

μ
ή
μ

α
το

ς
 τ

ο
υ
 γ

ο
ν
ιδ

ίο
υ
 β

2
-τ

ο
υ
μ

π
ο
υ
λ
ίν

η
ς
 τ

ο
υ
 μ

ύ
κ
η
τα

 F
. 
g
ra

m
in

e
a

ru
m

 

ό
π

ω
ς
 π

ρ
ο
έ
κ
υ
ψ

ε
 α

π
ό
 τ

ο
 σ

υ
ν
δ
υ
α
σ
μ

ό
 τ

ω
ν
 τ

μ
η

μ
ά
τω

ν
 π

ο
υ
 α

ν
α
κ
τή

θ
η

κ
α
ν
 α

π
ό
 τ

ο
 ζ

ε
ύ
γ
ο
ς
 ε

κ
κ
ιν

η
τώ

ν
 T

u
b
2
-s

e
q
-

F
/
T
u

b
2
-s

e
q
-R

. 
Ο

ι 
θ
έ
σ
ε
ις

 τ
ω

ν
 ε

κ
κ
ιν

η
τώ

ν
 π

ο
υ
 χ

ρ
η

σ
η
μ

ο
π

ο
ιή

θ
η

κ
α
ν
 σ

τη
 μ

ελ
έ
τη

 σ
η

μ
ε
ιώ

ν
ο
ν
τα

ι 
μ

ε
 β

έλ
η

. 
 

 



108 
 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1% προϊόντων PCR με ενίσχυση τμήματος 

του γονιδίου της β2-τουμπουλίνης δειγμάτων gDNA του αγρίου στελέχους και των 6 

ανθεκτικών στελεχών του μύκητα F. graminearum. 

 

Εικόνα 10. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 1% προϊόντων PCR με ενίσχυση 

τμήματος του γονιδίου της β1-τουμπουλίνης δειγμάτων cDNA του αγρίου στελέχους και 

ανθεκτικών στελεχών FG-1, FG-2 και FG-3 (από αριστερά προς τα δεξιά) του μύκητα F. 

graminearum με τα ζεύγη εκκινητών FGtub1-F1/ FGtub1-R1 (Α) και FGtub1-F2/ 

FGtub1-R2 (Β). 

 

 

  M       (-)      w.t.     FG-1     FG-2  FG-3   FG-4   FG-5   FG-6                M 

M      ( -)     w.t.  FG-1  FG-2 FG-3       M     ( -)    w.t.  FG-1  FG-2    FG-3  

(A)                                                             (B) 
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Στη συνέχεια οι  αμινοξικές αλληλουχίες του προϊόντος της αλληλούχισης των 

ανθεκτικών στελεχών, μεταφράστηκαν σε νουκλεοτιδική αλληλουχία και κατόπιν 

συγκρίθηκαν με αυτή του αγρίου στελέχους. Η στοίχιση των αλληλουχιών έγινε μέσω 

του προγράμματος clustalW. Η σύγκριση αυτή απεκάλυψε συνολικά δύο 

διαφορετικές υποκαταστάσεις αμινοξέων με τα αντίστοιχα τους κωδικόνια (Πίνακας 3 

). Και στις δύο περιπτώσεις μεταλλαγών, υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδομένα που 

μαρτυρούν την συσχέτιση τους με ανθεκτικότητα διαφόρων φυτοπαθογόνων μυκήτων 

καθώς και άλλων οργανισμών στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα. Συγκεκριμένα, η 

πρώτη μεταλλαγή βρέθηκε στα στελέχη μετρίου επιπέδου ανθεκτικότητας FG-3 και 

FG-4 που είχε ως αποτέλεσμα την αντικατάσταση του αμινοξέος ιστιδίνη σε τυροσίνη 

στη θέση του κωδικονίου 6 της β2-τουμπουλίνης. Στη δεύτερη περίπτωση 

παρουσιάστηκε για τα στελέχη μετρίου επιπέδου ανθεκτικότητας FG-5 και FG-6 η 

αντικατάσταση της φαινυλανίνης με τυροσίνη στη θέση του κωδικόνιου 200, γεγονός 

που επιβεβαίωσε την ανίχνευση της σημειακής αυτής  μεταλλαγής με τη διαγνωστική  

PCR. 

  

Πίνακας 2. 

 Μεταλλαγές  που εντοπίστηκαν στην αλληλουχία των γονιδίων που κωδικοποιούν τη β2 και 
β1-τουμπουλίνη στα ανθεκτικά στο carbendazim στελέχη του μύκητα F. graminearum. 

στέλεχος Επίπεδο ανθεκτικότητας 

Υποκατάσταση αμινοξέος 

6 200 

β2 β1 β2 β1 

W.T. S His His Phe Phe 

FG-1 HR His His Phe Phe 

FG-2 HR His His Phe Phe 

FG-3 MR Asp His Phe Phe 

FG-4 MR Asp His Phe Phe 

FG-5 MR His His Tyr Phe 

FG-6 MR His His Tyr Phe 

 

1S: ευαίσθητο, HR:Υψηλού επιπέδου , MR:Μετρίου επιπέδου ανθεκτικότητας 

2Η αρίθμηση των αμινοξέων έγινε με βάση τη μετάφραση του γονιδίου που κωδικοποιεί 

της β-τουμπουλίνης στο μύκητα F. graminearum. 
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Εικόνα 11. Στοίχιση αμινοξέων της πρωτεΐνης της β2-τουμπουλίνης με τη χρήση του 

λογισμικού Clustal W. Οι θέσεις που εμφανίζονται με αστερίσκο υποδηλώνουν ταύτιση των 

αμινοξέων. Οι θέσεις των μεταλλαγών που ανιχνεύτηκαν σημειώνονται στα μαύρα πλαίσια. Οι 

αριθμοί καταχώρησης στη βάση δεδομένων των μυκήτων που χρησιμοποιήθηκαν για τη 

στοίχιση είναι: F. graminearum ABE68208.1, F. verticillioides AGL95857.1, F. culmorum 

ACA66198.1, B. cinerea ADW78883.1. 

 

 

Καμία μεταλλαγή στο τμήμα του γονιδίου της β2-τουμπουλίνης των υψηλού 

επιπέδου ανθεκτικών στελεχών FG-1 και FG-2 που αλληλουχίθηκε δεν ανηχνεύτηκε 

(Πίνακας 3). Στην Εικόνα 11 φαίνεται τμήμα της πρωτοταγούς δομής του γονιδίου της 

β2-τουμπουλίνης σε στοίχιση με το αντίστοιχο γονίδιο σε άλλους φυτοπαθογόνους 

μύκητες.  

Υψηλά ποσοστά ανακτησημότητας φάνηκαν και με το γονίδιο της β1-

τουμπουλίνης. Η σάρωση της αλληλουχίας των γονιδίων του αγρίου στελέχους και των 

ανθεκτικών στελεχών σε γνωστή βάση δεδομένων στο διαδίκτυο εμφάνισε ότι υπήρχε 

F. graminearum 

F. verticillioides 

F. culmorum 

B. cinerea 

 

 

 

F. graminearum 

F. verticillioides 

F. culmorum 

B. cinerea 

 

 

 

F. graminearum 

F. verticillioides 

F. cumorum 

B. cinerea 

 

 

 

F. graminearum 

F. verticillioides 

F. culmorum 

B. cinerea 

 

 

 

MREIVHLQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDSNGVYNGTSELQLERMSVY 50 

MREIVHLQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDSNGVYNGTSELQLERMSVY 50 

----VHLQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDSNGVYNGTSELQLERMSVY 46 

----VHLQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDGSGVYNGTSDLQLERMNVY 46 

                                     

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

 

FNEASGNKYVPRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFGQLFRPDNFVFGQSGAGNN 100 

FNEASGNKYVPRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFGQLFRPDNFVFGQSGAGNN 100 

FNEASGNKYVPRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFGQLFRPDNFVFGQSGAGNN 96 

FNEASGNKYVPRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFGQLFRPDNFVFGQSGAGNN 96 

                                 

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

 

WAKGHYTEGAELVDQVLDVVRREAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGAGMGTL 150 

WAKGHYTEGAELVDQVLDVVRREAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGAGMGTL 150 

WAKGHYTEGAELVDQVLDVVRREAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGAGMGTL 146 

WAKGHYTEGAELVDQVLDVVRREAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGAGMGTL 146 

                                 

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

 

LISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDETF 200 

LISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDETF 200 

LISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDETF 196 

LISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVVEPYNATLSVHQLVENSDETF 196 

                                 

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

 

 

 

Σχήμα 1. Στοίχιση αμινοξέων της πρωτείνης της β2-τουμπουλίνης με τη χρήση του λογισμικού Clustal W. 

Οι θέσεις που εμφανίζονται με αστερίσκο υποδυλώνουν ταύτιση των αμινοξέων. Οι θέσεις των 

μεταλλαγών που ανηχνεύτικαν σημειώνονται με μαύρα βέλη. Οι αριθμοί καταχώρησης στη βάση 

δεδομένων των μυκήτων που χρησημοποιήθικαν για τη στίχηση είναι: F. graminearum ABE68208.1, 

F. verticillioides AGL95857.1, F. culmorum ACA66198.1, B. cinerea 

ADW78883.1. 

 

His 6 

Phe 200 
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ομολογία άνω του 95% της μεταφραζόμενης αμινοξικής ακολουθίας για όλα τα 

στελέχη με το αντίστοιχο τμήμα της β1-τουμπουλίνης για τον μύκητα F. graminearum 

που είναι καταχωρημένη στη βάση δεδομένων.  

Η σύγκριση των νουκλειτιδικών αλληλουχιών των ανθεκτικών στελεχών μέσω του 

προγράμματος clustalw δεν έδειξε καμία μεταλλαγή δίνοντας 100% ομολογία με την 

αντίστοιχη αλληλουχία του αγρίου στελέχους. 
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9.4. Μοριακή μοντελοποίηση της θέσης πρόσδεσης του μυκητοκτόνου  

Η αξιοποίηση της μοριακής μοντελοποίησης in silico έχει αποτελέσει ένα αρκετά 

σημαντικό εργαλείο στο χαρακτηρισμό του τρόπου πρόσδεσης των 

βενζιμιδαζολικών ενώσεων στη β-τουμπουλίνη (Robinson και συνεργάτες, 2004) 

καθώς επίσης την παραπέρα εξήγηση του μηχανισμού ανθεκτικότητας λόγο 

αλλαγή στη θέση δράσης στις ενώσεις αυτές (Li και Yang, 2007; Qiu et al, 2010; 

Qiu et al, 2012). Αυτή τη προσέγγιση ακολουθήσαμε και στη παρούσα εργασία σε 

μια προσπάθεια να εξηγήσουμε την επίδραση των δύο μεταλλαγών ανθεκτικότητας 

που ανηχνεύθηκαν στα 4 από τα 6 ανθεκτικά στελέχη.  

Το τρισδιάστατο μοντέλο της β2-τουμπουλίνης του ευαίσθητου στελέχους 

του μύκητα F. graminearum φαίνεται στην Εικόνα 12.Α Στη πρωτεΐνη διακρίνονται 

δύο β-λωρίδες (φούξια) οι οποίες περιβάλλονται από 15 α-έλικες (τυρκουάζ). Πάνω 

στη δομή έχουν σημανθεί τα αμινοξέα 6 και 200 στα οποία βρέθηκαν οι 

μεταλλαγές ανθεκτικότητας στα 4 στελέχη του μύκητα F. graminearum. Επίσης 

διακρίνεται και το υπόστρωμα GTP όπως αυτό έχει συγκρυσταλλωθεί πάνω στη 

δομή της πρωτεΐνης. Στη δομή έχουν σημανθεί και  δύο άλλα αμινοξέα στις θέσεις 

198 και 167 τα οποία αποτελούν συνήθη εμπλεκόμενα σε αρκετές περιπτώσεις 

ανθεκτικών μυκήτων στα βενζιμιδαζολικά. Παρατούμε μεταξύ των αμινοξέων στις 

θέσεις 167, 198 και 200 να δομείται μία κοιλότητα η οποία είναι αρκετά πιθανό, 

όπως υποστηρίζεται (Qiu και συνεργάτες, 2010), να αποτελεί κατάλληλη θέση για 

την προσάραξη του carbendazim (Εικόνα 12.Β.). Αντιθέτως, το αμινοξύ στη θέση 6 

που βρέθηκε η μεταλλαγή ανθεκτικότητας στα στελέχη FG-3 FG-3 εντοπίζεται σε 

μια κοιλότητα πλησίον αυτής που σχηματίζεται από τα παραπάνω τρία αμινοξέα. Η 

ιστιδίνη στη θέση 6 φαίνεται να ασκεί άμεση επίδραση με το φυσικό υπόστρωμα 

GTP της β-τουμπουλίνης, καθώς εντοπίζεται πλησίον της πτυχωτής επιφάνειας 

όπου υπάρχει και το υπόστρωμα. Από την άλλη, αλληλεπίδραση με το GTP 

υπάρχει και με το αμινοξύ στη θέση 200 ωστόσο γίνεται έμμεσα λόγω 

μακρινότερης απόστασης μεταξύ τους. Το ενδιαφέρον που παρατηρείται στην 

Εικόνα 12.Γ. είναι ότι η αντικατάσταση της ιστιδίνης 6 με την ασπαραγίνη στη 

θέση 6  επιφέρει μια δομική αλλαγή η οποία φαίνεται να επιδρά  σημαντικά με τα 

υπόλοιπα 3 αμινοξέα, μέσω της δημιουργίας  
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Εικόνα 12. Α) χωροδιαταξικό μοντέλο της β2-τουμπουλίνης του μύκητα F. graminearum, Β) 

στεροδιάταξη των κύριων αμινοξέων (πράσινο) που συμβάλλουν στη διαμόρωση της εικαζόμενης 

θέσης προσάραξης των βενζιμιδαζολικών πάνω στη δομή της β-τουμπουλίνης, Γ) στερεοδιάταξη των 

μεταλλαγμένων θέσεων πρόσδεσης της β2-τουμπουλίνης των ανθεκτικών στελεχών: α) H6N και β) 

F200N, Δ) τρισδιάστατη δομή του carbendazim. Οι κόκκινες και οι μπλέ περιοχές αντιστοιχούν στα 

σημεία με τα οποία μπορεί το μόριο να αλληλεπιδρά μέσω δεσμών υδρογόνου με τα διάφορα 

αμινοξέα της β-τουμπουλίνης. 

Γ-α Γ-β 

H6N

 

F167 
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E198 
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Εικόνα 13. Χωροδιαταξικό μοντέλο της β2-

τουμπουλίνης του μύκητα F. graminearum 

όπου απεικονίζονται οι θήκες (=κοιλότητες) 

που διαμορφώνονται από τα αμινοξέα 

ιστιδίνη στη θέση 6 (κίτρινο), φαινυλανίνη 

στη θέση 167 (μπλέ), γλυκίνη στη θέση 198 

(καφέ) και φαινυλανίνη στη θέση 200 

(μπλέ) της πρωτείνης. Οι θήκες 

απεικονίζονται ως ένα σύνολο σφαιρών που 

δημιουργούνται στο εσωτερικό της θέσης 

των αμινοξέων και αντιστοιχούν στον 

θεωρητικό όγκο που μπορεί να καταληφθεί 

από τα μόρια του υποστρώματος. Α) οι 

θήκες των τεσσάρων αμινοξέων του αγρίου 

στελέχους του μύκητα F. graminearum. Οι 

δύο φαινυλανίνες των θέσεων 167 και 200 

απεικονίζονται σε μια ενιαία μπλέ θήκη, Β) 

οι θήκες της μεταλλαγμένης πρωτείνης με 

τη μεταλλαγή F200Y. Με πράσινο χρώμα  

απεικονίζεται  η ιστιδίνη στη θέση 6. Τα 

αμινοξέα στις θέσεις 167, 200 

απεικονίζονται σε μία ενιαία μπλέ θήκη η 

οποία βρίσκεται πλησίον της γλυκίνης 

(καφέ) στη θέση 198, Γ) οι θήκες της 

μεταλλαγμένης πρωτείνης με τη μεταλλαγή 

H6N. Με μπορντό χρώμα απεικονίζεται η 

ασπαραγίνη  στη θέση 6 ενώ τα υπόλοιπα 

τρια αμινοξέα στις θέσεις 167, 198 και 200 

εγλωβίζονται σε μια ξεχωριστή και ενιαία 

κίτρινη θήκη. 

Α 

Β 

Γ 
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ενός είδους φραγμού πλησίον αυτών. Τέτοιου είδους αλληλεπιδράσεις βλέπουμε 

πάλι να επέρχονται όταν υπάρχει η αντικατάσταση της φαινυλαλίνης με την 

τυροσίνη στη θέση 200. Σε αυτή τη περίπτωση η κύρια επίδραση φαίνεται να 

γίνεται με τη γειτονική θέση 167 που υπάρχει η φαινυλανίνη. Εν συνεχεία οι 

μεταλλαγές αυτές στις θέσεις 6, 198, 167 και 200 υποβλήθηκαν σε μελέτες με τη 

χρήση του λογισμικού CASTp το οποίο απεικονίζει τις κοιλότητες πρόσδεσης που 

υπάρχουν στις θέσεις αυτές (Εικόνα 13.) Μέσω αυτής της ανάλυσης βλέπουμε ότι 

η μεταλλαγή στη θέση 200 οδηγεί στη δημιουργίας μιας ευρύτερης και ενιαίας 

κοιλότητας (Εικόνα 13.Β) η οποία εγκλωβίζει τις κοιλότητες των γειτονικών 

αμινοξέων που αλληλεπιδρούν με τα μόρια του βενζιμιδαζολικού, όπως αυτά στις 

θέσεις 167, 165 και 198. Αυτό δείχνει ότι η μεταλλαγή F200Y αυξάνει την 

ικανότητα της υδρόφιλης τυροσίνης να αλληλεπιδρά με τα γύρω αμινοξέα 

περισσότερο εκτεταμένα από ότι η φαινυλανίνη.  
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4. Έκφραση των γονιδίων  β2 και β1-τουμπουλίνης  

Το επίπεδο έκφρασης του γονιδίου της β1 και β2-τουμπουλίνης των ανθεκτικών 

στελεχών σε σύγκριση με το ευαίσθητο στέλεχος του μύκητα F. graminearum 

εκτιμήθηκε με βάση τη τεχνική Real Time PCR εκτιμώντας την διαφορά στους 

κύκλους έναρξης της ενίσχυσης  επιλεγμένου τμήματος του γονιδίου και ενός 

γονιδίου αναφοράς κάνοντας χρήση κατάλληλου συνδυασμού γενικών εκκινητών 

Tub2-RT-F και Tub2-RT-R. 

Στα Γραφήματα 1 και 2 βλέπουμε τα επίπεδα έκφρασης της β1 και β2 

τουμπουλίνης των 4 αντιπροσωπευτικών στελεχών σε σύγκριση με του αγρίου 

στελέχους μετά από επίδραση ή όχι MBC. Παρατηρούμε ότι απουσία 

παρεμποδιστού, όλα τα ανθεκτικά στελέχη παρουσιάζουν υψηλότερα επίπεδα 

έκφρασης του γονιδίου της β2-τουμπουλίνης σε σχέση με του αγρίου στελέχους, 

με επίπεδα να κυμαίνονται από 2.47- 4.6. Τα αντίστοιχα επίπεδα της β1-

τουμπουλίνης παρατηρούμε ότι βρίσκονται σε επίπεδα μικρότερα ή λίγο 

μεγαλύτερα με εκείνα του αγρίου στελέχους.  

Συγκεκριμένα, με τη β2-τουμπουλίνη, το μετρίου επιπέδου ανθεκτικό στέλεχος 

FG-3 παρουσίασε τα υψηλότερα επίπεδα σε σχέση με τα υπόλοιπα ανθεκτικά 

στελέχη, ενώ ακολουθούσαν κατά μειούμενη σειρά FG-5, FG-2 και FG-1. 

Αντίστοιχα, τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης στη β1- τουμπουλίνη φάνηκαν με το 

στέλεχος FG-5. Όταν τα ανθεκτικά στελέχη αναπτύσσονται παρουσία 10 μg/mL 

MBC, παρατηρούμε να εκφράζουν σε μικρότερα επίπεδα τη β2-τουμπουλίνη σε 

σύγκριση με τους μάρτυρες (απουσία MBC). Συγκεκριμένα, στη περίπτωση της β2-

τουμπουλίνης, τα μικρότερα επίπεδα εμφανίζονται με τα δύο στελέχη FG-1 και 

FG-2 με ποσοστά 0.45 και 0.29 %, αντίστοιχα, σε σχέση με του αγρίου στελέχους. 

Η β1-τουμπουλίνη, παρουσία του MBC, εμφανίζει παράμοια επίπεδα έκφρασης με 

την β2-τουμπουλίνη. Το MBC δεν βλέπουμε να επηρρεάζει σημαντικά την 

έκφραση της β1-τουμπουλίνης, καθώς παρατηρούμε να  κυμαίνεται σε παρόμοιες 

τιμές με τη αντίστοιχη στους μάρτυρες, με εξαίρεση ίσως το στέλεχος FG-5 το 

οποίο έδειξε περίπου 4.6 φορές λιγότερη έκφραση από ότι στη β2-τουμπουλίνη. 
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Γράφημα 1. Επίπεδα έκφρασης του γονιδίου της β1-τουμπουλίνης αντιπροσωπευτικών 

ανθεκτικών στελεχών σε σχέση με του αγρίου στελέχους μετά την επίδραση (λευκές 

μπάρες) ή όχι 10 μg/mL MBC. Οι τιμές που απεικονίζονται αντιστοιχούν στους μέσους 

όρους τριών επαναλήψεων. 

 

 

 Γράφημα 2. Επίπεδα έκφρασης του γονιδίου της β2-τουμπουλίνης αντιπροσωπευτικών 

ανθεκτικών στελεχών σε σχέση με του αγρίου στελέχους μετά την επίδραση (λευκές 

μπάρες) ή όχι 10 μg/mL MBC. Οι τιμές που απεικονίζονται αντιστοιχούν στους μέσους 

όρους τριών επαναλήψεων. 
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11. Διερεύνηση του μηχανισμού της αποτοξικοποίησης  

11.1. Εισαγωγή 

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η απώλεια της ευαισθησίας ενός παθογόνου σε ένα 

μυκητοκτόνο μπορεί να προκληθεί μεταξύ των άλλων και από μειωμένη 

συσσώρευση του μορίου σε τοξικά επίπεδα συγκεντρώσεων είτε μέσω της 

αποτοξικοποίησης του μορίου σε λιγότερο έως καθόλου τοξικά για το κύτταρο 

μόρια είτε μέσω της μειωμένης εισόδου ή αυξημένης απέκκρισης του τοξικού 

μορίου στον υποκυτταρικό στόχο.  

Δεδομένου ότι με τις προηγούμενες προσπάθειες των μοριακών αναλύσεων, 

σε ορισμένα στελέχη δεν ανιχνεύτηκαν μεταλλαγές του γονιδίου στόχου (β2-

τουμπουλίνης) που να εμπλέκονται στην μείωση της ευαισθησίας του μύκητα F. 

graminearum στο παρεμποδιστή, προχωρήσαμε στη διερεύνηση της 

αποτοξικοποίησης και της μειωμένης εισόδου/αυξημένης απέκκρισης του τοξικού 

μορίου ως πιθανούς εμπλεκόμενους μηχανισμούς ανθεκτικότητας των ανθεκτικών 

αυτών στελεχών στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα. 

Με σκοπό να μελετηθεί ο μηχανισμός της αποτοξικοποίησης, έγιναν αρχικά 

μελέτες που βασίζονταν στη χρήση παρεμποδιστών των ενζύμων αποτοξικοποίησης 

και σε μετρήσεις της ενζυμικής δραστικότητας από εκχυλίσματα κυττάρων. Η 

συνδυασμένη μελέτη των παραπάνω δύο μεθόδων, όπως άλλωστε υποστηρίζεται 

(Oppenoorth and Wellining, 1976) για την περίπτωση των εντομοκτόνων, θα 

αποτελούσε ένα σημαντικό βήμα προς την διερεύνηση ενδεχόμενης εμπλοκής του 

μηχανισμού αποτοξικοπόίησης στο μηχανισμό της ανθεκτικότητας των στελεχών 

του μύκητα F. graminearum.  

Αναφορικά με τη πρώτη προσέγγιση, η μελέτη του μηχανισμού 

αποτοξικοποίησης βασίστηκε στη χρήση ενώσεων που παρεμβαίνουν στη 

λειτουργία των ενζύμων αποτοξικοποίησης διαφόρων οργανισμών. Τέτοιες ουσίες, 

που βρίσκουν εφαρμογή κατά κόρον σε περιπτώσεις μελέτης του μηχανισμού 

ανθεκτικότητας και αύξηση της αποτελεσματικότητας των εντομοκτόνων, 

ονομάζονται συνεργιστές (synergists). Η χρήση των συνεργιστών αποτελεί μια 

άμεση  μέθοδο αντιμετώπισης της ανθεκτικότητας στη περίπτωση που αυτή 

οφείλεται σε αποτοξικοποίηση, λόγο της άμεσης παρεμπόδισης του ίδιου του 

μηχανισμού της ανθεκτικότητας από τον συνεργιστή (Raffa και Priester, 1984). 
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Δηλαδή ο συνεργιστής από μόνος του δεν επιτελεί κάποια τοξική δράση, 

τουλάχιστον μέχρις ενός ορίου συγκεντρώσεων, αλλά δρα στα ένζυμα που 

αποτοξικοποιούν το τοξικό μόριο αυξάνοντας έτσι την αποτελεσματικότητα του 

τοξικού μορίου. Το αποτέλεσμα της συνδιαστικής δράσης λόγο του συνεργιστή 

καλείται με τον όρο δυναμοποίηση (potentiation) (Raffa and Priester, 1984). Για 

να υπάρχει δυναμοποίηση μεταξύ μιας τοξικής ένωσης Α και ενός συνεριστή Β θα 

πρέπει η συνδυασμένη απόκριση (Α+Β) των δύο αυτών ενώσεων να είναι 

μεγαλύτερη της αποκρίσεως εξαιτίας της ένωσης Α (Α) (Moshkovsky, 1943). 

Οι συνεργιστές οι οποίοι χρησιμοποιήθηκαν στη παρούσα μελέτη, είναι το 

piperonyl butoxide με δράση στις μονοξυξενάσεις του κυτοχρώματος P-450 [οι 

οποίες ανήκουν στις οξειδάσες μεικτής λειτουργίας-Mixed Function Oxidases 

(MFOs)], το  diethyl malate (DEM) με δράση στις τρανσφεράσες της γλουταθειόνης 

και το s,s,s-tributyl phosphorotrithioate (DEF) στις εστεράσες (Παράγραφος 4. 

Υλικά και Μέθοδοι). Τα ένζυμα στα οποία αυτές οι ενώσεις δρουν είναι τα πιο 

συνήθη που φαίνεται να εμπλέκονται στην αποτοξικοποίηση διαφόρων 

φυτοφαρμάκων, κυρίως εντομοκτόνων (Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2007).  

Θα πρέπει να τονιστεί το γεγονός ότι η παραπάνω μέθοδος από μόνη της 

δεν μπορεί να οδηγήσει σε βέβαια συμπεράσματα. Η ένδειξη παρουσίας 

δυναμοποίησης δεν αποτελεί επιβεβαίωση για την εμπλοκή των συγκεκριμένων 

ενζύμων αποτοξικοποίησης. Αυτό σημαίνει ότι η δράση των συνεργιστών σε κάθε 

οργανισμό δεν είναι και απαραιτήτως εκλεκτική με τα συγκεκριμένα ένζυμα 

(Oppenooth and Welling, 1976). Ένα άλλο πρόβλημα που πρέπει να επισημανθεί 

είναι η ενδεχόμενη πρόκληση ανεπιθύμητης τοξικότητας είτε λόγω εφαρμογής 

υψηλών συγκεντρώσεων των συνεργιστών, είτε εξαιτίας έμμεσης δυναμοποίησης 

λόγω του ότι ο συνεργιστής μπορεί να βελτιώνει την μετακίνηση του παρεμποδιστή 

στον στόχο δράσης (Oppenooth and Welling, 1976; Raffa and Piester, 1984). 

Αλλά και η απουσία συνεργιστικής δράσης δεν μπορεί να αποκλείσει την 

περίπτωση αποτοξικοποίησης- και αυτό διότι σε ορισμένες περιπτώσεις ένα μέρος 

του συνεργιστή μπορεί να αδρανοποιείται μέσα στον οργανισμό πριν προλάβει να 

ασκήσει τη δράση του ή επειδή μπορεί να διαπερνά τα κύτταρα του οργανισμού με 

μικρότερο ρυθμό από ότι ο παρεμποδιστής (Raffa and Piester, 1984). 

Πολλά από τα μειονεκτήματα της προηγούμενης μεθόδου μπορούν να 

αντιμετωπιστούν μέσω των ενζυμικών δοκιμών. Επομένως, προκειμένου να 
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πάρουμε επιπρόσθετες πληροφορίες για το μηχανισμό της αποτοξικοποίησης των 

ανθεκτικών στελεχών πραγματοποιήθηκαν πειράματα μέτρησης της ενζυμικής 

δραστικότητας των ενζύμων αποτοξικοποίησης σε εκχυλίσματα κυττάρων των 

στελεχών. Ορισμένες αδυναμίες της δεύτερης μεθόδου είναι ότι ορισμένες φορές η 

εκτίμηση της ενεργότητας κάποιου ενζύμου μπορεί να υποεκτιμηθεί είτε λόγω  της 

παρουσίας στο εκχύλισμα των κυττάρων διαφόρων αναστολέων της δράσης των 

ενζύμων αποτοξικοποίησης  είτε λόγω καταστροφής ή απώλειας μέρους των 

ενζύμων κατά την πορεία λήψης του εκχυλίσματος (Oppenooth and Welling, 

1976). 

 

11.2.  Μυκοτοξική δράση βενζιμιδαζολικών παρουσία συνεργιστών 

 

Τα πειράματα αυτά διενεργήθηκαν σε τρυβλία με στερεό θρεπτικό υλικό στα οποία 

περιείχαν διάφορες συγκεντρώσεις του παρεμποδιστή μαζί με μια καθορισμένη 

συγκέντρωση ενός εκ των τριών συνεργιστών. Τα αποτελέσματα της επίδρασης των 

συνεργιστών PBO, DEM και DEF στη ευαισθησία των 6 ανθεκτικών στελεχών στα 

μυκητοκτόνα carbendazim και thiabendazole δίνονται στα κάτωθι Γραφήματα 3,4 

και 5. 

Οι καμπύλες συνεργιστικής δράσης του PBO (Γράφημα 3) δείχνουν ότι σε 

μερικά στελέχη εμφανίζεται ένα μικρό ποσοστό συνεργιστικής δράσης καθώς η 

καμπύλη ευαισθησίας παρουσίας του συνεργιστή βρίσκεται μετατοπισμένη προς 

τα κάτω σε σχέση με την αντίστοιχη καμπύλη που υπάρχει μόνο ο παρεμποδιστής. 

Δηλαδή υπάρχει μετατόπιση της καμπύλης σε τιμές μεγαλύτερης ευαισθησίας. 

Αντιθέτως, σε άλλες περιπτώσεις δεν διαφαίνεται η ύπαρξη συνεργιστικής δράσης 

καθώς οι δύο καμπύλες συμπίπτουν σε αρκετό βαθμό. Επίσης, απουσία 

συνεργιστικής δράσης διαφαίνεται ακόμη και σε εκείνες τις περιπτώσεις που 

προσθήκη του συνεργιστή δείχνει αντίθετα αποτελέσματα, δηλαδή μειώνει την 

ευαισθησία των στελεχών στον παρεμποδιστή. Έτσι, εν συνεχεία, προχωρήσαμε 

στην εκτίμηση του βαθμού συνεργισμού του PBO με τους δύο παρεμποδιστές. Η 

συνεργιστική δράση εκτιμήθηκε για κάθε στέλεχος μέσω του συντελεστή 

συνεργισμού SI βασισμένος στην LD20, συγκέντρωση στην οποία τα μετρίου και 

υψηλού επιπέδου ανθεκτικά στελέχη εμφάνισαν μικρή ευαισθησία στους δύο 

παρεμποδιστές carbendazim και thiabendazole. 
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Γράφημα 3. Μυκοτοξική δράση του carbendazim (A) και thiabendazole (B)  παρουσίας 

100 μg/mL piperonyl-butixide στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξης. Τα σημεία προέρχονται 

από το μέσο όρο δύο μετρήσεων που πάρθηκαν μετά από επώαση 6 ημερών στους 25 OC. 
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Γράφημα 4.  Μυκοτοξική δράση του carbendazim (A) και thiabendazole (B)  παρουσίας 

50 μg/mL diethyl malate στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξης. Τα σημεία προέρχονται από το 

μέσο όρο δύο μετρήσεων που πάρθηκαν μετά από επώαση 6 ημερών στους 25 OC. 
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Γράφημα 5. Μυκοτοξική δράση του carbendazim (A) και thiabendazole (B)  παρουσίας 

100 μg/mL DEF στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξης. Τα σημεία προέρχονται από το μέσο όρο 

δύο μετρήσεων που πάρθηκαν μετά από επώαση 6 ημερών στους 25 OC. 
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Στον πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 3) αναγράφονται οι τιμές του SI των 6 

ανθεκτικών στελεχών όπως αυτός προέκυψε από τις τιμές των LD20 (δες 

παράγραφο Υλικά και Μέθοδοι 8.1.1.1.). Στο άγριο στέλεχος, λόγω του εύρους 

ευαισθησίας του (MIC< 3 μg/mL) η συνεργιστική επίδραση του PBO καθώς και 

των υπολοίπων συνεργιστών εκφράστηκε ως λόγος του ποσοστού αύξησης του 

(Total growth) στα 2 μg/mL carbendazim προς το ποσοστό αύξησης στα 2 μg/mL 

carbendazim παρουσία του συνεργιστού. Στις περιπτώσεις που περιγράφηκαν 

ανωτέρω και που δεν υφίσταται φαινόμενο συνεργισμού ο συντελεστής SI είναι 

μικρότερος ή ίσος του 1.  

Για την περίπτωση του παρεμποδιστή carbendazim (MBC) σε κανένα 

ανθεκτικό στέλεχος δεν διαφαίνεται η ύπαρξη σημαντικής συνεργιστικής δράσης 

με το PBO (SI1), (στο βαθμό τουλάχιστον που είναι εφικτό να μετρηθεί με την 

παρούσα μέθοδο).  Παρόμοια αποτελέσματα φαίνονται και στα πειράματα 

συνεργισμού με τον παρεμποδιστή thiabendazole (ΤΒΖ) εκτός του υψηλού 

επιπέδου ανθεκτικότητας στελέχους FG-1, όπου παρατηρείται μια συνεργιστική 

δράση επιπέδου περίπου στο 3,07. 

 

Πίνακας 3. 

 Εκτίμηση της συνεργιστικής δράσης του PBO στην τοξικότητα του carbendazim (MBC) και 

thiabendazole (TBZ) βάση του συντελεστή συνεργισμού (Selectivity Index, SI) στα 

ανθεκτικά στελέχη του μύκητα F. graminearum. 

στέλεχος 
MBC  TBZ 

LD20MBC LD20PBO SI  LD20TBZ LD20PBO SI 

W.T.   0,66*    0,75* 

FG-1 - - ≤1  9,26 3,01 3,07 

FG-2 6,22 - ≤1  9,8 11,8 0,83 

FG-3 2,89 2,87 1  - - <1 

FG-4 3,62 3,22 1,12  3,2 5,74 0,55 

FG-5 12,76 10,72 1,19  - - ≤1 

FG-6 - - ≤1  - - ≤1 

*Τιμή που αναφέρεται στον λόγο TG2/TG2+synergist (όπου TG: Total Growth;συνολική 

αύξηση), ** οι παύλες υποδηλώνουν την αδυναμία υπολογισμού της τιμής LD20 
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Στα πειράματα συνεργιστικής δράσης με το DEM (Γράφημα 3), διαφαίνεται 

ότι σε μερικά στελέχη υπάρχει συνεργιστική δράση, σε κάποια και στους δύο 

παρεμποδιστές και σε άλλα μόνο στον έναν εκ των δύο. Τον υψηλότερο συντελεστή 

συνεργισμού με τον παρεμποδιστή carbendazim παρουσιάζει το στέλεχος FG-5 

(SI=8,6) και ακολουθεί το στέλεχος FG-6 (SI=4,2), ενώ τα ίδια στελέχη δεν 

δείχνουν φαινόμενο συνεργισμού στην περίπτωση του παρεμποδιστή 

thiabendazole.  Αντιθέτως, στα στελέχη FG-2 και FG-3 φαίνεται ότι υπάρχει 

συνεργιστική δράση του DEM σε βαθμό παρόμοιο και με τους δύο παρεμποδιστές, 

carbendazim και  thiabendazole, με συντελεστές 3.2, 1,2 και 2.7, 1,3 αντιστοίχως 

(Πίνακας 4).  

 

Πίνακας 4. 

 Εκτίμηση της συνεργιστικής δράσης του DEM στην τοξικότητα του carbendazim (MBC) 

και thiabendazole (TBZ) βάση του συντελεστή συνεργισμού (Selectivity Index, SI) στα 

ανθεκτικά στελέχη του μύκητα F. graminearum. 

στέλεχος 
MBC  TBZ 

LD20MBC LD20PBO SI  LD20TBZ LD20PBO SI 

W.T.   1,24    0,69 

FG-1 13,32 10,38 1,28  3,23 3,31 0,97 

FG-2 9,16 2,81 3,25  5,02 1,82 2,75 

FG-3 3,7 2,98 1,24  3,91 2,83 1,38 

FG-4 4,13 3,78 1,09  9,87 9,87 1 

FG-5 18,54 2,14 8,66  - - ≤1 

FG-6 44,9 10,5 4,27  - - ≤1 

*Τιμή που αναφέρεται στον λόγο TG2/TG2+synergist(όπου TG: Total Growth;συνολική 

αύξηση), ** οι παύλες υποδηλώνουν την αδυναμία υπολογισμού της τιμής LD20 

 

 

Τέλος, στην περίπτωση με τον συνεργιστή DEF, δεν φαίνεται ότι υπάρχει 

κάποια σημαντική συνεργιστική δράση στα ανθεκτικά στελέχη με κανέναν εκ 

των δύο παρεμποδιστών (Γράφημα 4 και Πίνακας 5).  
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Πίνακας 5. 

 Εκτίμηση της συνεργιστικής δράσης του DEF στην τοξικότητα του carbendazim (MBC) και 

thiabendazole (TBZ) βάση του συντελεστή συνεργισμού (Selectivity Index, SI) στα 

ανθεκτικά στελέχη του μύκητα F. graminearum. 

στέλεχος 
MBC  TBZ 

LD20MBC LD20PBO SI  LD20TBZ LD20PBO SI 

W.T.   1,2    0,83 

FG-1 - - ≤1  3,22 5,1 0,63 

FG-2 - - <1  5,02 4,26 1,17 

FG-3 6,8 4,82 1,41  3,89 3,52 1,1 

FG-4 3,78 5,52 0,68  1,95 4,8 0,4 

FG-5 - - <1  12 25,25 0,47 

FG-6 15,19 13,36 1,13  - - <1 

*Τιμή που αναφέρεται στον λόγο TG2/TG2+synergist(όπου TG: Total Growth;συνολική 

αύξηση), ** οι παύλες υποδηλώνουν την αδυναμία υπολογισμού της τιμής LD20 

 

11.3.  Εκτίμησης ενεργότητας των ενζύμων αποτοξικοποίησης  

11.3.1.  Ενεργότητα του ενζύμου της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης 

 

Σε πρώτο στάδιο ελέγχτηκε η επίδραση του όγκου του δείγματος (εκχύλισμα 

ελευθέρων κυττάρων) στην ενζυμική δραστικότητα του ενζύμου της τρανσφεράσης 

της γλουταθειόνης του αγρίου στελέχους του μύκητα F. graminearum (Γράφημα 6). 

Για το σκοπό αυτό έγινε προσδιορισμός της ενζυμικής δραστικότητας του ενζύμου 

παρουσίας 10, 20, 50 και 100 μL δείγματος στο μείγμα αντίδρασης που 

περιγράφεται στη παράγραφο 10.2.3. Η ειδική ενζυμική δραστικότητα εκφράστηκε 

ως λόγος της συγκέντρωσης του ενζύμου προς την συγκέντρωση της ολικής 

πρωτεΐνης. Η πρότυπη καμπύλη της ολικής πρωτεΐνης σύμφωνα με τη μέθοδο 

Bradford φαίνεται στο Γράφημα 5. Όπως δείχνουν τα αποτελέσματα του 

διαγράμματος (Εικόνα. 1), η μέγιστη ενζυμική δραστικότητα παρατηρήθηκε στα 10 

μL ενώ φαίνεται αυτή να μηδενίζεται σε όγκους 100 μL και άνω.  
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Γράφημα 6. Σχέση  απορροφήσεως στα 595 nm και συγκέντρωσης αλβουμίνης από ορό 

μόσχου σύμφωνα με τη μέθοδο Bradford. (κλίση ευθείας e=0,01). 

 

 

 

 

Γράφημα 7. Επίδραση του όγκου του δείγματος στην ενεργότητα των τρανσφερασών της 

γλουταθειόνης στο άγριο στέλεχος του μύκητα F. graminearum. 
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Τα αποτελέσματα των προηγούμενων πειραμάτων αποτοξικοποίησης παρουσίας 

των συνεργιστών έδειξαν ότι σε μερικά στελέχη πιθανώς να εμπλέκεται η δράση των 

ενζύμων αποτοξικοποίησης και αυτό οδήγησε στην ιδέα να εξετάσουμε με την 

βοήθεια ενζυμικών μεθόδων αναλυτικότερα την ενζυμική δραστικότητα των 

πιθανολογούμενων ενζύμων αυτών.  

Η δραστικότητα του ενζύμου της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης παρουσία 

και απουσία του παρεμποδιστή εκτιμήθηκε από εκχυλίσματα ελευθέρων κυττάρων 

των ανθεκτικών στελεχών και του αγρίου στελέχους με τη μέθοδο που 

περιγράφεται στην παράγραφο 10.2.5. Στη μέθοδο αυτή χρησιμοποιήθηκε το 

CDNB ως υπόστρωμα και μετρήθηκε ο σχηματισμός από αυτό του παραγόμενου 

συμπλόκου GS-CDN. 

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών φαίνονται στο Γράφημα 7.  

 

 

 

 

Γράφημα 8. Επίδραση διαφόρων συγκεντρώσεων του βενζιμιδαζολικού μυκητοκτόνου 

carbendazim (MBC) στην ενζυμική δραστικότητα των τρανσφερασών της γλουταθειόνης 

(GST)του ευαίσθητου και των ανθεκτικών στελεχών του μύκητα F. graminearum. 
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Στα αποτελέσματα του Γραφήματος 2. βλέπουμε ότι απουσία του παρεμποδιστή 

carbendazim, το μετρίου επιπέδου ανθεκτικότητας στέλεχος FG-5 παρουσιάζει εξ 

συστάσεως την υψηλότερη ενζυμική δραστικότητα των ενζύμων τρανσφερασών της 

γλουταθειόνης σε βαθμό έως  2.1 φορές από την αντίστοιχη του αγρίου στελέχους. 

Όλα τα  υπόλοιπα στελέχη φαίνονται να εκφράζουν χαμηλότερα επίπεδα 

δραστικότητας του ενζύμου σε σχέση με το άγριο στέλεχος. Συγκεκριμένα, το 

στέλεχος FG-4 φαίνεται να έχει την μικρότερη ενζυμική δραστικότητα σε βαθμό 

έως 0.6 φορές σε σχέση με την αντίστοιχη του αγρίου στελέχους. 

Όταν τα στελέχη αναπτύσσονταν παρουσία του παρεμποδιστού 

carbendazim, η δραστικότητα του ενζύμου παρουσίαζε αυξητική τάση σε σχέση με 

την αντίστοιχη απουσία του παρεμποδιστού. Η αύξηση της ενεργότητας του 

ενζύμου παρουσία 2 μg/mL carbendazim κυμαίνεται από 1.8 φορές (FG-6) έως 

4.3 φορές (FG-1) σε σχέση με την δραστικότητα του ενζύμου απουσία του 

παρεμποδιστού. Τα υψηλότερα επίπεδα δραστικότητας των ενζύμου για την 

συγκέντρωση των 2 μg/mL carbendazim παρουσιάζουν το υψηλού επιπέδου 

ανθεκτικότητας στέλεχος FG-1 (x 1.79) και το μετρίου επιπέδου ανθεκτικότητας 

στέλεχος FG-5 (x 1.6) σε σχέση με την αντίστοιχη δραστικότητα του αγρίου 

στελέχους. Όλα τα άλλα ανθεκτικά στελέχη φαίνεται να παρουσιάζουν είτε ίδια 

επίπεδα ενζυμικής δραστικότητας (FG-3, FG-4) είτε μικρότερα (FG-2, FG-6) σε 

σχέση με το άγριο στέλεχος. 

Αυξητική τάση της δραστικότητας του ενζύμου επίσης φαίνεται και στη 

περίπτωση ανάπτυξης των στελεχών παρουσίας 10  μg/mL carbendazim. Το 

ενδιαφέρον που παρατηρείται στη συγκέντρωση των 10 μg/mL, είναι η 

δραστικότητα του ενζύμου στο άγριο στέλεχος αυξάνεται έως και 6,6 φορές σε 

σχέση με την αντίστοιχη απουσία του παρεμποδιστού. Τα μετρίου επιπέδου 

ανθεκτικά στελέχη FG-3, FG-4 παρουσιάζουν αυξημένα επίπεδα δραστικότητας 

έως 5.7 και 6.7 φορές αντιστοίχως, σε σχέση με τα αντίστοιχα τους επίπεδα 

απουσία του παρεμποδιστού. Ακολουθούν τα στελέχη FG-2, FG-6 με τιμές έως και 

3,5, 4,1 φορές αντιστοίχως. Αντιθέτως, φαίνεται ότι το στέλεχος  FG-5 παρουσιάζει 

σταθεροποίηση της ενζυμικής του δραστικότητας σε επίπεδα παρόμοια με τη  

συγκέντρωση των 2 μg/mL. Όσον αναφορά τη σχετική δραστικότητα των ενζύμων 

μεταξύ των στελεχών για την συγκέντρωση των 10 μg/mL carbendazim, από το 
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διάγραμμα βλέπουμε ότι όλα τα ανθεκτικά στελέχη υστερούν σε σχέση με το άγριο 

στέλεχος. Συγκεκριμένα παρουσιάζουν δραστικότητες που κυμαίνονται από 0.47 

έως 0.7 φορές σε σύγκριση με την αντίστοιχη του αγρίου στελέχους. 

 

 

11.3.2.  Ενεργότητα του ενζύμου της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης 

 

Η δραστικότητα της υπεροξειδάσης της γλουταθειόνης παρουσία και απουσία του 

παρεμποδιστή εκτιμήθηκε από εκχυλίσματα ελευθέρων κυττάρων των ανθεκτικών 

στελεχών και του αγρίου στελέχους με τη μέθοδο που περιγράφεται στην 

παράγραφο 8.1.1.2.4. του κεφαλαίου Υλικά και Μέθοδοι. Η μέτρηση έγινε με 

καταγραφή στα 340 μέσω φωτομέτρου του αναγόμενου NADP+. 

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων αυτών φαίνονται στο παρακάτω Γράφημα 

8. Βλέπουμε ότι απουσία του παρεμποδιστού, η ενζυμική δραστικότητα των 

ανθεκτικών στελεχών βρίσκεται περίπου σε ίδια ή και μικρότερα επίπεδα σε σχέση 

με του αγρίου στελέχους. Μικρότερη ενζυμική δραστικότητα παρουσίασαν τα 

στελέχη FG-2 και FG-3. 

Όταν τα στελέχη αναπτύσσονται παρουσία του παρεμποδιστού 

carbendazim, στο υγρό θρεπτικό καλλιέργειας, η ενζυμική δραστικότητα πέφτει 

κοντά σε μηδενικά επίπεδα.  Όσον αναφορά την ενζυμική δραστικότητα παρουσίας 

2 μg/mL carbendazim, την μεγαλύτερη πτωτική τάση παρουσιάζει το στέλεχος 

FG-5 η οποία μειώνεται έως και 97 % σε σχέση με την αντίστοιχη δραστικότητα 

απουσίας του παρεμποδιστή. Μεταξύ των στελεχών, φαίνεται όλα τα ανθεκτικά 

στελέχη να δείχνουν μειωμένα επίπεδα ενζυμικής δραστικότητας σε σχέση με του 

αγρίου στελέχους. 
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Γράφημα 9. Επίδραση διαφόρων συγκεντρώσεων του βενζιμιδαζολικού μυκητοκτόνου 

carbendazim (MBC) στην ενζυμική δραστικότητα της υποροξειδάσης της γλουταθειόνης 

(GSPO) του ευαίσθητου και των ανθεκτικών στελεχών του μύκητα F. graminearum. 

 

 

Η πτωτική τάση της ενζυμικής δραστικότητας των στελεχών FF-3, FG-4 και FG-5 

φαίνεται ακόμη πιο έντονη στην περίπτωση παρουσίας 10 μg/mL carbendazim. 

Πιο έντονη παρουσιάζεται η μείωση της ενζυμικής δραστικότητας του μετρίου 

επιπέδου ανθεκτικότητας στελέχους FG-5. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός, ότι στη 

συγκέντρωση των 10 μg/mL το άγριο στέλεχος παρουσίασε 3.5 φορές περισσότερη 

ενζυμική δραστικότητα σε σύγκριση με την αντίστοιχη παρουσίας 2 μg/mL  

παρεμποδιστού. Όλα τα ανθεκτικά στελέχη, όπως και στην περίπτωση των 2 

μg/mL δείχνουν μικρότερα επίπεδα ενζυμικής δραστικότητας σε σχέση με το 

άγριο στέλεχος. Τα μικρότερα επίπεδα παρουσιάζονται στο στέλεχος FG-5. 

 

11.3.3. Έλεγχος δράσης των βενζιμιδαζολικών ως αναστολείς του ενζύμου 

GST 
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Γράφημα 10. Ενζυμική δραστικότητα των τρανσφερασών της γλουταθειόνης του αγρίου 

στελέχους του μύκητα F. graminearum παρουσίας διαφόρων συγκεντρώσεων carbendazim 

ως ανταγωνιστικού υποστρώματος στο μίγμα αντίδρασης.  

 

Γράφημα 11.  Ενζυμική δραστικότητα των τρανσφερασών της γλουταθειόνης του αγρίου 

στελέχους του μύκητα F. graminearum παρουσίας διαφόρων συγκεντρώσεων thiabendazole 

ως ανταγωνιστικού υποστρώματος στο μίγμα αντίδρασης. 

 

Στη περίπτωση που πράγματι η βενζιμιδαζόλη αποτελούσε αναστολέας για την 

τρανσφεράση της γλουταθειόνης τότε θα υπήρχε ανταγωνιστική δράση με το 
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τεχνητό υπόστρωμα CDNB. Επομένως, αντί για αύξηση της απορρόφησης στα 340 

nm λόγω δημιουργίας του συμπλόκου GS-DNB, θα παρατηρούνταν μείωση της 

απορρόφησης στο ίδιο μήκος κύματος. Με βάση αυτή την παρατήρηση θα 

προέκυπτε η καμπύλη συσχέτισης της απορρόφησης στα 340 και της 

συγκέντρωσης του αναστολέα (MBC, TBZ). Από την καμπύλη αυτή στη συνέχεια 

μέσα από την εξίσωση της γραμμής τάσης θα μπορέσουμε να υπολογίσουμε τη 

IC50, η συγκέντρωση δηλαδή του αναστολέα στην οποία επέρχεται 50 % 

παρεμπόδιση πρόσδεσης της GST με το τεχνητό υπόστρωμα CDNB.  

Από τα πειράματα αυτά διαφαίνεται ότι τα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα που 

εξετάστηκαν ενδέχεται να μην αλληλεπιδρούν με το ένζυμο GST από το γεγονός ότι 

δεν προκαλούν μείωση (inhibition) της απορρόφησης στα 340 nm. Αντιθέτως, το 

thiabendazole φαίνεται να προκαλεί κάποια αύξηση στην ειδική δραστικότητα του 

ενζύμου (Γράφημα 10). Λόγω των αποτελεσμάτων αυτών δεν δόθηκε η δυνατότητα 

για υπολογισμό της IC50. 
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12.  Διερεύνηση της κινητικής εισόδου-απέκκρισης 

12.1. Εισαγωγή 

 

Η μελέτη αυτή αποσκοπεί να φανερώσει τυχόν υπάρχουσες διαφορές σε βιοχημικό 

επίπεδο που να εξηγούν και να ερμηνεύουν το φαινόμενο της εξειδικευμένης 

ανθεκτικότητας των ανθεκτικών στα βενζιμιδαζολικά στελεχών, έναντι του 

ευαίσθητου στελέχους, ως αποτέλεσμα αυξημένης λειτουργίας στα στελέχη αυτά 

του μηχανισμού απέκκρισης του τοξικού παράγοντα ή κάποιου άλλου μηχανισμού 

που να συνδέεται στενά με το φαινόμενο αυτό. 

Ένα πρόβλημα που είχαμε να αντιμετωπίσουμε ήταν η τεχνική της 

ανάλυσης του μυκητοκτόνου η οποία θα μπορούσε να δώσει έγκυρα και 

ικανοποιητικά κατώτατα όρια ανιχνευσιμότητας των συγκεντρώσεων του 

μυκητοκτόνου στα διάφορα βιολογικά διαλύματα των στελεχών. Η προσέγγιση μιας 

τέτοιας μελέτης μπορεί να γίνει με φασματοφωτομετρία, ραδιοχημική ανάλυση ή 

με τη χρήση σύγχρονων μικροαναλυτικών τεχνικών (Richmond, 1977). Στη 

βιβλιογραφία συναντάται συχνά η μέθοδος της ραδιοανάλυσης, η οποία 

περιλαμβάνει τη χρήση σημασμένων με διάφορα ραδιενεργά ισότοπα 

μυκητοκτόνων μέσω της οποίας δύναται να ανιχνεύονται με αρκετά υψηλή 

ακρίβεια απειροελάχιστες ποσότητες των ριαδισημασμένων μορίων.  

Καθώς μια τέτοια τεχνική δεν ήταν δυνατό να εφαρμοστεί στα πλαίσια των 

δυνατοτήτων του εργαστηρίου μας, επικεντρώσαμε αρχικά τις μελέτες μας με τη 

βοήθεια της υγρής χρωματογραφίας (LS, Liquid Spectrometry) με χρήση UV- 

ανιχνευτή. Πραγματοποιώντας διάφορες δοκιμές, παρόλα αυτά δεν κατορθώσαμε 

να αναπτύξουμε μια μέθοδο που να μας παρέχει αρκετά υψηλή ανακτησιμότητα 

του μυκητοκτόνου από τα διάφορα βιολογικά υλικά. Έτσι επικεντρώσαμε την 

ανάλυση μας με τη χρήση φασματοφωτομετρίας όπου η απορρόφηση του 

carbendazim από τα διάφορα στελέχη εκτιμήθηκε έμμεσα μετρώντας την 

συγκέντρωση του μυκητοκτόνου που παρέμενε στο υπερκείμενο διάλυμα μετά από 

διάφορες χρονικές περιόδους. Εξάλλου, η μέθοδος αυτή έχει εφαρμοστεί από 

πολύ παλιά με επιτυχία και σε αντίστοιχες μελέτες εκτίμησης της απορρόφησης 
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διαφόρων βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων από υγρές καλλιέργειες μυκήτων 

(Stutzenberger και Parle, 1972). 

12.2.  Πειράματα κινητικής απορρόφησης του carbendazim 

 

Το φάσμα απορρόφησης του carbendazim (Εικόνα 11) μεταξύ 250- 400 nm, 

παρουσίασε το αναμενόμενο μήκος κύματος διέγερσης (λex) στα 256 nm και 

μέγιστο απορρόφησης (λmax) στα 285 nm λόγω απορροφήσεως του 

βενζιμιδαζολικού δακτυλίου στη περιοχή αυτή του φάσματος.  Για τον 

προσδιορισμό της συγκέντρωσης του υγρού καλλιέργειας σε carbendazim 

χρησιμοποιήθηκε η πρότυπη καμπύλη (Γράφημα 11) που προέκυψε από τη 

συσχέτιση της συγκέντρωσης διαλυμάτων σε carbendazim (σε μg/mL) και της 

απορρόφησης στα 285 nm. Η καμπύλη έδειξε μεγάλο επίπεδο συσχέτισης μεταξύ 

συγκεντρώσεων  0,625-20 μg/mL.  

 

Εικόνα 14. Φάσμα UV 20 μg/mL του μυκητοκτόνου carbendazim (σε φωσφορικό buffer 
pH 7). 
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Γράφημα 12. Πρότυπη καμπύλη συσχέτισης της συγκέντρωσης διαλυμάτων carbendazim 

(0,1-M KH2PO4, ph 7) και της απορρόφησης στα 285 nm. 

Από την εξίσωση της πρότυπης καμπύλης που προέκυψε υπολογίστηκαν στη 

συνέχεια η συγκέντρωση των υπερκείμενων  διαλυμάτων των καλλιεργειών σε 

carbendazim. Τα αποτελέσματα της συσχέτισης μεταξύ της συγκέντρωσης του 

carbendazim και του χρόνου παραμονής των μυκηλιακών κυττάρων των στελεχών 

στο διάλυμα με το μυκητοκτόνο φαίνονται στο παρακάτω Γράφημα 12.  

 

 

Γράφημα 13. Κινητική μείωσης της συγκέντρωσης του carbendazim (μg/mL) από 

μυκηλιακή μάζα του αγρίου στελέχους (w.t.) και των δύο ανθεκτικών στελεχών (FG-1 και 

FG-2). Κάθε σημείο αντιστοιχεί στο μέσο άθροισμα τριών βιολογικών επαναλήψεων. Η 

επώαση των μυκηλιακών μαζών έγινε μέσα σε διαλύματα buffer φωσφορικών pH 7 που 

περιείχαν 20 μg/mL carbendazim. 

 

Φαίνεται ότι η απορρόφηση του φαρμάκου σε όλα τα στελέχη είναι ταχεία αφού 

από την αρχική συγκέντρωση του carbendazim των 20 μg/ mL μετά από τα πρώτα 

δέκα μόλις  λεπτά το 7- 15 % είχε παραμείνει στο υπερκείμενο διάλυμα επώασης 
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των στελεχών. Μετά από 20 λεπτά  επώασης, η συγκέντρωση στο υπερκείμενο 

διάλυμα άρχισε να αυξάνεται μέχρι και το χρόνο των 60 λεπτών όπου από εκεί και 

έπειτα παρουσιάζονταν να μένει σε σχετικά σταθερά επίπεδα. 

Τα αποτελέσματα αυτά στη συνέχεια εκφράστηκαν ως θεωρητικές απορροφήσεις-

προσροφήσεις ανά mg μυκηλιακής μάζας αφαιρώντας από την αρχική 

συγκέντρωση (20 μg/mL) την συγκέντρωση που παρέμεινε στο υπερκείμενο 

διάλυμα μετά το χρόνο επώασης και πολλαπλασιάζοντας τη διαφορά με τον ολικό 

όγκο του υπερκειμένου (30 mL) (Πίνακας 7). 

 

Πίνακας 7. 

Συγκεντρώσεις στα υπερκείμενα διαλύματα  (ci),  και θεωρητικές τιμές απορρόφησης- 

προσρόφησης (Θ.Τ.Α.-Π.) από τις μυκηλιακές μάζες (w) του carbendazim μετά από σε 

διάλυμα με αρχικής συγκέντρωσης carbendazim (c0) 20 μg/mL. 

στέλεχος χρόνος (min) 

συγκέντρωσ

η στο 

υπερκείμενο 

(μg/mL) 

συγκέντρωσ

η % του c0 

Θ.Τ.Α.-Π.* 

(μg/mg 

ξηρού 

μυκηλίου) 

 

SDEV 

w.t. 

10 2,8 14,3 2,9 0,279 

40 4,8 24,1 2,6 1,149 

60 6,3 31,6 2,3 0,241 

120 5,8 29,1 2,4 0,583 

     
 

FG-1 

10 0,9 4,5 4,7 0,917 

40 2,4 11,9 4,3 0,333 

60 3,6 18,1 4,1 0,269 

120 2,5 12,5 4,3 0,577 

     
 

FG-2 

10 1,2 6,3 3,1 0,384 

40 2,1 10,4 2,9 0,419 

60 3,7 18,5 2,6 0,536 

120 2,7 13,7 2,8 0,625 

     
 

Θ.Τ.Α.-Π.=[(c0-ci)×30]/w 
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Το πείραμα της κινητικής εισόδου-απέκκρισης επαναλήφτηκε ακόμη μία φορά 

και παρουσίασε παρόμοια αποτελέσματα. Στη τελευταία περίπτωση 

χρησιμοποιήθηκε η υποδιπλάσια μάζα μυκηλιακής πάστας και φάνηκε το 

μυκητοκτόνο να παραμένει σε υψηλότερες συγκεντρώσεις στο υπερκείμενο 

διάλυμα. 
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ΜΕΡΟΣ IV 

  ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
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Σε προηγούμενη μελέτη (Sevastos και συνεργάτες, 2013) 

πραγματοποιήθηκε αξιολόγηση του κινδύνου εμφάνισης ανθεκτικότητας στα 

βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα στο μύκητα F. graminearum. Μετά από 

μεταλαξιγένεση και επιλογή σε θρεπτικό υλικό που περιείχε carbendazim 

προέκυψαν 6 ανθεκτικά στελέχη (FG-1, FG-2, FG-3, FG-4, FG-5 και FG-6). Τα 

αποτελέσματα της αξιολόγησης αυτής, έδειξαν τα εξής: 

 

 μέτρια συχνότητα ανθεκτικότητας  

 στελέχη δύο φαινοτυπικών κατηγοριών με μέσο (Rf: 10-20) και υψηλό (Rf: 40-

170) επίπεδο ανθεκτικότητας  

 παρουσία εξειδικευμένης ανθεκτικότητας που εντοπίζονταν μόνο στα 

βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα  

 απουσία σημαντικών επιδράσεων των μεταλλαγών ανθεκτικότητας στη 

παραγωγή κονιδίων, μυκηλιακή ανάπτυξη, βλαστική ικανότητα και στη 

μυκοτοξικόνο ικανότητα των στελεχών αυτών έναντι του αγρίου στελέχους. 

 

Στη παρούσα εργασία, πραγματοποιήθηκαν πειράματα έκφρασης της 

ανθεκτικότητας των στελεχών αυτών in vivo έχοντας ως βιολογικό υπόστρωμα 

σπάδικες καλαμποκιού. Οι μετρήσεις αφορούσαν τη καταγραφή των μολυσμένων 

σπόρων των σπαδίκων στις 28 και 34 ημέρες. Και στα πειράματα αυτά 

επιβεβαιώθηκε ότι οι μεταλλαγές για ανθεκτικότητα να επηρέασαν σε ορισμένο 

βαθμό αρνητικά την φυτοπαθογόνο ικανότητα των ανθεκτικών στελεχών. Μάλιστα, 

το στέλεχος FG-1 το οποίο έχει εμφανίσει το υψηλότερο επίπεδο ανθεκτικότητας, 

υπολείπονταν σημαντικά σε μολυσματική ικανότητα έναντι του αγρίου στελέχους. 

Τόσο στη προτεινόμενη (250 μg/mL) όσο και στη διπλάσια δόση (500 μg/mL), 

φάνηκε να εκφράζεται η ανθεκτικότητα των στελεχών, αφού μόνο το άγριο 

παρεμποδίζονταν πλήρως στη συγκέντρωση αυτή. Με βάση τα παραπάνω, ο 

κίνδυνος ανάπτυξης ανθεκτικότητας από την εμφάνιση τέτοιων στελεχών θα 

μπορούσε να θεωρηθεί υπαρκτός.  

Βασικός όμως άξονας της παρούσας εργασίας ήταν η μοριακή και βιοχημική 

διερεύνηση του υπεύθυνου μηχανισμού ανθεκτικότητας των 6 αυτών ανθεκτικών 

στελεχών. Για το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκε μοριακή μελέτη του 

βιοχημικού στόχου δράσης των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων αλλά και 
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βιοχημική μελέτη άλλων μηχανισμών ανθεκτικότητας πέραν της αλλαγής 

στη θέση δράσης. 

Ο κύριος μηχανισμός ανάπτυξης  ανθεκτικότητας του μύκητα F. 

graminearum καθώς και αρκετών άλλων φυτοπαθογόνων μυκήτων στα 

βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα είναι η αλλαγή στη θέση δράσης (Ma και 

Michailides, 2005). Λαμβάνοντας υπόψη τα μετρίως έως πολύ  υψηλά επίπεδα 

ανθεκτικότητας και την απουσία διασταυρωτής ανθεκτικότητας σε ενώσεις άλλων 

ομάδων μυκητοκτόνων, πλην των βενζιμιδαζολικών ενώσεων, οδηγηθήκαμε στην 

υπόθεση ότι ο πιθανότερος μηχανισμός ανθεκτικότητας στα 6 αυτά στελέχη είναι 

να υπάρχει μεταλλαγή στη θέση δράσης.  

Οι κύριες σημειακές μεταλλαγές υψηλού κινδύνου όπως προκύπτουν από τα 

μέχρι τώρα δεδομένα στο μύκητα αυτό καθώς και σε διάφορα άλλα παθογόνα είναι 

οι E198A, F200Y και F167Y (Ma και Michaelides, 2005) οι οποίες εντοπίζονται 

στο γονίδιο της β2-τουμπουλίνης. Με σκοπό την ανίχνευση των μεταλλαγών αυτών 

εφαρμόσθηκε κατάλληλο μοριακό διαγνωστικό (Liu και συνεργάτες, 2010) με 

βάση τη τεχνική Allele Specific PCR. Από αυτές, η μόνη μεταλλαγή που 

ανιχνεύτηκε ήταν αυτή στη θέση 200 της β2-τουμπουλίνης που αφορούσε στην 

αντικατάσταση του αμινοξέος φαινυλανίνη από τη τυροσίνη (F200Y) και η οποία 

βρέθηκε στα μετρίου ανθεκτικότητας στελέχη FG-5 και FG-6. Η ύπαρξη αυτής της 

μεταλλαγής επιβεβαιώθηκε στη συνέχεια και με αλληλούχιση του γονιδίου της β2-

τουμπουλίνης και σύγκριση των αλληλουχιών με την αντίστοιχη του αγρίου 

στελέχους. Η F200Y μεταλλαγή έχει εμφανίσει παρόμοια επίπεδα ανθεκτικότητας 

και σε στελέχη αγρού του μύκητα F. graminearum (Chen και συνεργάτες, 2009; Qiu 

και συνεργάτες, 2010). Η ίδια μεταλλαγή έχει οδηγήσει σε παρόμοιους φαινοτύπους 

στελεχών αγρού επίσης στους μύκητες P. aurantiogriseum,  P. italicum, V. inaequalis, V. 

pirina, T. yallundae (Koenraadt και συνεργάτες, 1992), P. digitatum (Schmidt και 

συνεργάτες, 2006) , R. secallis (Butters και Hollomon, 1999) και Botrytis cinerea (Yarden 

και Katan, 1993). Ακόμα έχει επιβεβαιωθεί από στοχευόμενες μεταλλάξεις ότι η 

συγκεκριμένη μεταλλαγή συνδέεται πράγματι με την ανθεκτικότητα των μυκήτων 

στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα (Li και συνεργάτες, 1996).  

Αλληλούχιση και κατόπιν σύγκριση των αλληλουχιών του γονιδίου της β2 

τουμπουλίνης των στελεχών FG-1 και FG-2 με αυτή του αγρίου στελέχους 
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απεκάλυψε ότι υπήρχε απόλυτη ομολογία μεταξύ τους χωρίς την ύπαρξη 

σημειακών μεταλλαγών. Η δεύτερη μεταλλαγή η οποία εντοπίστηκε με 

αλληλούχιση τμήματος της β2-τουμπουλίνης στα δύο μέτριας ανθεκτικότητας 

στελέχη FG-3 και FG-4  ήταν στη θέση 6. Πρόκειται για την υποκατάσταση της 

ιστιδίνης από ασπαραγίνη (H6N) στο γονίδιο της β2-τουμπουλίνης. Από όσο είναι 

δυνατόν να γνωρίζουμε αυτού του είδους η μεταλλαγή στη συγκεκριμένη θέση της 

β2-τουμπουλίνης ανιχνεύεται για πρώτη φορά σε κάποιο οργανισμό. Η απόκτηση 

αυτής της μεταλλαγής επιβεβαίωσε την αρχική μας υπόθεση ότι τα στελέχη αυτά 

μπορεί να έχουν την ίδια μεταλλαγή ανθεκτικότητας λόγω δύο βασικών ενδείξεων: 

ίδια επίπεδα ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά και απώλεια της ανθεκτικότητας 

τους στις χαμηλές θερμοκρασίες (15 οC). Στη βιβλιογραφία η μοναδική ίσως 

περίπτωση τέτοιας πλειοτροπικής μεταλλαγής στη θέση 6 έχει αναφερθεί για τη 

περίπτωση ανθεκτικότητας του μύκητα M. fruticola (Ma και συνεργάτες, 2003) 

στην οποία υπήρχε αντικατάσταση της ιστιδίνης σε τυροσίνη (H6Y). Αναφέρεται 

πως κάθε μεταλλαγή που βρίσκεται πλησίον της επιφάνειας στην οποία συμβαίνει 

ο πολυμερισμός της β-τουμπουλίνης, όπως και η παραπάνω στη θέση 6, οδηγούν 

σε απώλεια της ανθεκτικότητας των ανθεκτικών στελεχών στις χαμηλές 

θερμοκρασίες (Richards και συνεργάτες, 2000). Η πληροφόρηση σχετικά με την 

ύπαρξη τέτοιων ανθεκτικών στελεχών στον αγρό θα μπορούσε να αποτελέσει μια 

σημαντική στρατηγική για την διαχείριση της ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά, 

εφαρμόζοντας ψεκασμούς σε δροσερές ημέρες (Ma και Michailides, 2005).  

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε ομόλογη μοντελοποίηση της β-

τουμπουλίνης προκειμένου να εξηγήσουμε την επίδραση των δύο μεταλλαγών H6N 

και F200Y, στην πρόκληση ανθεκτικότητας. Αμφότερες οι παραπάνω μεταλλαγές 

εντοπίζονται σε μία κοιλότητα που σχηματίζεται στη περιοχή των αμινοξέων 

Phe167, Glu198 και  Phe200, στις οποίες υποστηρίζεται ότι γίνεται η πρόσδεση 

των βενζιμιδαζολικών στη β-τουμπουλίνη (Qiu και συνεργάτες, 2010). Μετά από 

ανάλυση των μοριακών επιφανειών των θέσεων πρόσδεσης 198, 200 και 167 

είδαμε ότι η μεταλλαγή F200Y οδηγούσε στη δημιουργία μια μεγάλης και ενιαίας 

κοιλότητας πρόσδεσης σε αντίθεση με την αντίστοιχη κοιλότητα στη περίπτωση της 

β-τουμπουλίνης του ευαίσθητου στελέχους. Κάτι τέτοιο πιθανώς να σημαίνει ότι η 

ύπαρξη τυροσίνης στη θέση  200 οδηγεί σε αύξηση της ικανότητα της να 

δημιουργεί δεσμούς υδρογόνου με τα γειτονικά αμινοξέα λόγω του υδρόφιλου 



144 
 

χαρακτήρα της σε αντίθεση με την περίπτωση που στην ίδια θέση υπάρχει η 

υδρόφοβη φαινυλανίνη. Αν κάτι τέτοιο πράγματι ισχύει τότε αυτό θα έχει ως 

αποτέλεσμα να μειώνεται η ικανότητα της θέσης 200 να αλληλεπιδρά με τα μόρια 

του βενζιμιδαζολικού και να παρατηρείται έτσι η ανάπτυξη ανθεκτικότητας στα 

στελέχη FG-5 και FG-6. Η παραπάνω υπόθεση υποστηρίζεται άλλωστε και από  

τους Robinson  et al (2004), Aguayo-Ortiz  et al (2013). Στη περίπτωση της 

μεταλλαγής H6N παρατηρείται ότι η αντικατάσταση της ιστιδίνης από ασπαραγίνη 

προκαλεί μια εμφανή αλλαγή της στερεοχημικής δομής της β2-τουμπουλίνης. 

Αυτή η δομική αλλαγή θα μπορούσε να υποτεθεί ότι δρα ως ένα είδος φραγμού για 

την προσπέλαση του μορίου από τη θέση 6 προς τη κοιλότητα των θέσεων 167, 

198 και 167 όπου συμβαίνει η εικαζόμενη πρόσδεση των βενζιμιδαζολικών. 

Ωστόσο τα παραπάνω σχετικά με το τρόπο πρόσδεσης των βενζιμδαζολικών στη β2-

τουμπουλίνη πρέπει να εξετασθούν με μία μικρή επιφυλακτικότητα. Μόνο 

πειράματα κρυσταλλογράφησης  της β2-τουμπουλίνης του μύκητα F. graminearum 

θα μπορούσαν να διευκρινίσουν το σημείο αυτό (Qiu et al, 2012). Τέλος, αξίζει να 

σημειωθεί, ότι αν και η μεταλλαγή F200Y ανιχνεύθηκε και στα δύο στελέχη FG-5 

και FG-6, παρόλα αυτά το επίπεδο ανθεκτικότητας του στελέχους FG-5 ήταν 

αρκετά υψηλότερο από του δεύτερου. Ικανοποιητική εξήγηση αυτής της 

παρατήρησης θα μπορούσε να δώσει η παραδοχή ύπαρξης ενός επιπλέον 

μηχανισμού ανθεκτικότητας πέραν την αλλαγής στη θέση δράσης στο στέλεχος FG-

5. 

Από ότι αναφέρεται, στο μύκητα F. graminearum υπάρχουν δύο ομόλογα 

γονίδια β-τουμπουλίνης, η β1 και η β2-τουμπουλίνη, τα οποία παρουσιάζουν 

μεταξύ τους αρκετή ομολογία (84%). Ωστόσο, με εξαίρεση τη θέση 240, οι κύριες 

περιοχές των αμινοξέων που έχουν εμφανίσει μέχρι τώρα ανθεκτικότητα φαίνεται 

να είναι ταυτόσημες και στις δύο ισομορφές της β-τουμπουλίνης (Qiu και 

συνεργάτες, 2012). Σκεφτήκαμε έτσι ότι θα ήταν σκόπιμο να διερευνήσουμε τη 

πιθανότητα ύπαρξης μεταλλαγών στη β1-τουμπουλίνη των δύο στελεχών FG-1 και 

FG-2 τα οποία δεν εμφάνισαν μέχρι τώρα κάποια μεταλλαγή ανθεκτικότητας στη 

β2-τουμπουλίνη. Όμως η σύγκριση των αλληλουχίων της β1-τουμπουλίνης μεταξύ 

των δύο αυτών ανθεκτικών στελεχών και του αγρίου στελέχους δεν απεκάλυψε για 

μία ακόμη φορά καμία σημειακή μεταλλαγή στο γονίδιο αυτό. Είναι επομένως 

πολύ πιθανόν η ανθεκτικότητα των FG-1 και FG-2 στελεχών να οφείλεται σε 
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κάποιο άλλο βιοχημικό μηχανισμό ανθεκτικότητας πέραν της αλλαγής στη 

θέση δράσης. 

Δομικές και ποσοτικές μεταβολές στο επίπεδο μεταγραφής του γονιδίου που 

κωδικοποιεί το βιοχημικό στόχο δράσης των μυκητοκτόνων, μπορεί να οδηγήσουν 

σε υπερέκφραση του βιοχημικού στόχου οδηγώντας κατά αυτό το τρόπο σε 

ανάπτυξη ανθεκτικότητας (Ma και Michaelides, 2005). Στην ύπαρξη ενός τέτοιου 

μηχανισμού έχουν αποδοθεί ορισμένες περιπτώσεις ανθεκτικότητας με τα 

μυκητοκτόνα της ομάδας των DMIs (Hamamoto et al, 2000; Kontoyiannis, 1999; 

White, 1997; Schnabel και Jones, 2001). Στο μύκητα F. graminearum έχει βρεθεί 

τα επίπεδα σχετικής έκφρασης των γονιδίων της β1 και β2- τουμπουλίνης ότι 

μπορούν να επηρεαστούν μεταξύ τους και να οδηγήσουν σε υψηλά επίπεδα 

ανθεκτικότητας (Qiu et al, 2012), στη περίπτωση που κάποιο από αυτά απολεσθεί. 

Δεν έχουμε ωστόσο ενδείξεις ότι κάτι τέτοιο μπορεί να συμβεί κάτω από 

πραγματικές συνθήκες αγρού. Θέλοντας να ελέγξουμε την ύπαρξη μιας τέτοιας 

ενδεχόμενης υπερέκφρασης των γονιδίων της β1 και β2 τουμπουλίνης  

διενεργήσαμε πειράματα RT-PCR με στελέχη τα οποία είχαν προηγουμένως 

αναπτυχθεί παρουσία ή όχι carbendazim. Όταν τα στελέχη αναπτύσσονταν 

απουσία του μυκητοκτόνου φάνηκε η έκφραση της β2-τουμπουλίνης να βρίσκεται 

σε σημαντικά μεγαλύτερα επίπεδα (έως και 460%) σε σχέση με το άγριο στέλεχος. 

Όσο αναφορά τα στελέχη FG-1 και FG-2 δεν φάνηκε να εκφράζουν τη β2-

τουμπουλίνη τους σε βαθμό που να δικαιολογεί το μηχανισμό της υπερέκφρασης 

καθώς και τα υπόλοιπά στελέχη στα οποία βρέθηκαν προηγουμένως οι μεταλλαγές 

F200Y, H6N παρουσίαζαν ίδια ή και μεγαλύτερα επίπεδα σε σχέση με αυτά. Όταν 

όμως τα ανθεκτικά στελέχη αναπτύσσονταν παρουσία μυκητοκτόνου η έκφραση 

της β2-τουμπουλίνης παρουσιάζονταν αρκετά μειωμένη σε σχέση με την αντίστοιχη 

απουσία του μυκητοκτόνου. Τα μικρότερη επίπεδα έδειξαν τα στελέχη FG-1 και 

FG-2 σε βαθμό 45 και 30 % του αγρίου στελέχους. Η μείωση του επιπέδου 

έκφρασης της β2-τουμπουλίνης που παρατηρήθηκε όταν τα στελέχη 

αναπτύσσονταν παρουσία του μυκητοκτόνου μπορεί να σημαίνει ότι κάτω από τις 

συνθήκες αυτές ο μύκητας δεν απαιτεί τη παραγωγή υψηλών επιπέδων β2-

τουμπουλίνης. Δεν μπορούμε να γνωρίζουμε αν η έντονη μείωση της έκφρασης 

που παρατηρήθηκε με τα στελέχη FG-1 και FG-2, δύναται να συνδέεται έμμεσα 

με τον μηχανισμό ανθεκτικότητας των στελεχών αυτών. Στη περίπτωση με τη β1-
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τουμπουλίνη τα επίπεδα έκφρασης των ανθεκτικών στελεχών έδειξαν κάτι ανάλογο 

να συμβαίνει όπως και με τη β2-τουμπουλίνη. Η έκφραση της β1-τουμπουλίνης 

των FG-1 και FG-2 κυμάνθηκε σε επίπεδα μικρότερα ή και ίδια με του αγρίου 

στελέχους. Από τα παραπάνω συμπεραίνεται ότι ο μηχανισμός 

ανθεκτικότητας των στελεχών FG1 και FG-2 δεν φαίνεται να οφείλεται 

στην υπερέκφραση των γονιδίων της β1 και β2-τουμπουλίνης.  

Ορισμένες φορές η ανθεκτικότητα των μυκήτων στα μυκητοκτόνα μπορεί να 

εξηγηθεί με έναν τρίτο κατά σειρά σπουδαιότητας μηχανισμό ανθεκτικότητας’ 

αυτόν της αποτοξικοποίησης του τοξικού μορίου από τα ανθεκτικά στελέχη 

σε σχέση με τα ευαίσθητα.  Ένζυμα όπως οι τρανσφεράσες της γλουταθειόνης 

(GSTs, Glutathione-S-transferases), οι υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης (GSPOs, 

Glutathione peroxidase), οι οξειδάσεις του κυτοχρώματος P450 (cytochrome P-

450s) και οι υδρολάσες (hydrolases), αποτελούν τις σημαντικότερες ομάδες 

ενζύμων που έχουν μέχρι τώρα βρεθεί αποδεδειγμένως να εμπλέκονται στην 

αποτοξικοποίηση των διαφόρων φυτοφαρμάκων, κυρίως εντομοκτόνων και 

ζιζανιοκτόνων (Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2007). Σε ορισμένες περιπτώσεις τέτοιες 

ομάδες ενζύμων αποτοξικοποίησης μπορεί να εμπλέκονται και στο μηχανισμό 

ανθεκτικότητας των μυκήτων στα διάφορα τοξικά μόρια. Για παράδειγμα η 

ανθεκτικότητα διαφόρων μυκήτων και ζυμών στις ενώσεις captan, chlorothalonil, 

μετάλλων χαλκού, καδμίου και θείου έχει αποδειχθεί ότι οφείλεται στην αυξημένη 

δραστικότητα  ενζύμων GST (Barak και Edgington, 1984; Shin et al, 2003; 

Gallori και συνεργάτες, 1988; Macreadie et al, 1994). Επίσης, περιπτώσεις 

ανθεκτικότητας λόγο P-450s έχουν αναφερθεί στα μυκητοκτόνα fenhexamid 

(Leroux et al, 2001), και kitazin-P (Uesugi και Sisler, 1978) και σε διάφορα 

αντιβιοτικά (Wright,  2005) ενώ σε άλλες όπως η ασκοχιτίνη (Nakanishi και Oku, 

1969) και η kresoxim-methyl (Jabs et al, 2001) υποστηρίζεται ότι οφείλεται στη 

λειτουργία κάποιων εστερασών. 

Για το σκοπό αυτό σε πρώτη φάση μελετήθηκε η επίδραση των 

συνεργιστών (synergists) PBO,  DEM και DEF στην μυκητοτοξικότητα των 

βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων, προσπαθώντας έτσι να δώσουμε μία απάντηση 

για τον μηχανισμό ανθεκτικότητας στα δύο στελέχη FG-1 και FG-2. Όσο αναφορά 

το συνεργιστή PBO (με δράση στις οξειδάσες του P-450), από τα αποτελέσματα 

διαπιστώθηκε ότι δεν υπάρχει σημαντική συνεργιστική δράση με τα δύο 



147 
 

βενζιμιδαζολικά MBC και TBZ στα ανθεκτικά στελέχη με εξαίρεση ίσως στο 

στέλεχος FG-1 όπου φάνηκε να αυξάνεται η ευαισθησία του στο TBZ παρουσία του 

συνεργιστή στο υλικό καλλιέργειας. Παρομοίως, δεν παρουσιάστηκε συνεργιστική 

επίδραση του DEF (με δράση στις εστεράσες) στα ανθεκτικά στελέχη με τα δύο 

βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα. Από τα αποτελέσματα με τον συνεργιστή DEM (με 

δράση στις τρανσφεράσες της γλουταθειόνης) σε ορισμένα στελέχη και κυρίως στο 

FG-5, διαφαίνεται ότι υπάρχει μία σημαντική συνεργιστική δράση με την ένωση 

MBC.  

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων αποτοξικοποίησης παρουσία του 

συνεργιστή DEM έδειξαν ότι σε μερικά στελέχη πιθανώς να εμπλέκεται η δράση 

των ενζύμων αποτοξικοποίησης και αυτό οδήγησε στην ιδέα να εξετάσουμε με την 

βοήθεια ενζυμικών μεθόδων αναλυτικότερα την δραστικότητα των ενζύμων 

αυτών. Με αυτό το σκεπτικό αποφασίσαμε λοιπόν να μελετήσουμε, την επίδραση 

των ενζύμων της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST) και της υπεροξειδάσης 

της γλουταθειόνης (GSPO) του ευαίσθητου και των ανθεκτικών στελεχών του 

μύκητα F.graminearum στην αποτοξικοποίηση των βενζιμιδαζολικών 

μυκητοκτόνων. Μετρήσεις από εκχυλίσματα ελεύθερα κυττάρων έδειξαν ότι η 

δραστικότητα της GST των ανθεκτικών στελεχών ήταν ίδια ή και χαμηλότερη με 

αυτή του αγρίου στελέχους με εξαίρεση τη περίπτωση του FG-5 που σημείωσε 

διπλάσια δραστικότητα. Παρόλα αυτά, όταν τα στελέχη αναπτύσσονταν παρουσία 2 

μg/mL MBC, η ενζυμική δραστικότητα της GST σημείωσε αρκετά σημαντική 

αύξηση σε βαθμό έως και 430 % σε σύγκριση με την αντίστοιχη απουσίας 

μυκητοκτόνου. Σε αυτή τη συγκέντρωση τη μεγαλύτερη δραστικότητα σε σχέση με 

το άγριο παρουσίασε το υψηλής ανθεκτικότητας FG-1 στέλεχος και το FG-5 

στέλεχος. Ακόμη μεγαλύτερη επαγωγή της GST σημειώθηκε σε ορισμένα 

ανθεκτικά στελέχη όταν αναπτύσσονταν σε συγκέντρωση 10 μg/mL MBC. 

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι σε αυτή τη συγκέντρωση η υψηλότερη 

δραστικότητα σημειώθηκε από το άγριο στέλεχος η οποία φάνηκε να είναι έως και 

660 % περισσότερη σε σχέση με την αντίστοιχη απουσία του παρεμποδιστή. Η 

αυξημένη δραστηριότητα των GSTs που παρατηρήθηκε στα στελέχη του μύκητα F. 

graminearum πιθανώς να ερμηνεύεται από το ότι η παρουσία τοξικών 

συγκεντρώσεων του παρεμποδιστού στο υλικό ανάπτυξης του μύκητα να προκαλεί 
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στα κύτταρα του αγρίου στελέχους ένα είδος στρες επάγοντας την δραστηριότητα 

των GSTs.  

Στη περίπτωση του ενζύμου GPO φάνηκαν ακριβώς τα αντίθετα 

αποτελέσματα. Σε όλα τα στελέχη δεν παρουσιάστηκαν σημαντικές διαφορές της 

δραστικότητας σε σχέση με του άγριου στελέχους όταν αυτά αναπτύσσονταν 

απουσία του μυκητοκτόνου. Αξίζει όμως να σημειωθεί ότι τα επίπεδα 

δραστικότητας της GPO που παρουσίασε ο μύκητας F. graminearum είναι 

ιδιαιτέρως υψηλά σε σύγκριση με αυτά που μετρούνται σε άλλους ευκαριωτικούς 

οργανισμούς (Λάμπρου, προσωπική επικοινωνία). Παρουσία όμως του 

μυκητοκτόνου η δραστικότητα φάνηκε να ακολουθεί πτωτική τάση, η οποία έφτανε 

έως μηδενικά επίπεδα. Ιδιαίτερα το FG-5 παρουσίασε έντονα αυτή την αρνητική 

συσχέτιση μεταξύ συγκέντρωσης μυκητοκτόνου και ενζυμικής δαστικότητας. Μία 

απάντηση σε αυτό θα ήταν ότι ο μύκητας κάτω από αυτές τις συνθήκες δεν 

χρειάζεται την παραγωγή GPO. Δεν αποκλείεται βέβαια η περίπτωση να 

χρησιμοποιεί την γλουταθειόνη που έχει στη διάθεση του για την σύνθεση της 

GST, η οποία από τα προηγούμενα πειράματα φάνηκε να ακολουθεί αντίστροφή 

πορεία. Η δεύτερη υπόθεση είναι και η πιο πιθανή και αυτό διότι θα μπορούσε να 

εξηγήσει την περίπτωση του στέλεχους FG-5, το οποίο αν και είχε την ίδια 

μεταλλαγή με το FG-6,  ωστόσο τα επίπεδα ανθεκτικότητας του πρώτου στελέχους 

ήταν πολλαπλάσια του δευτέρου. Μέχρι στιγμής δε υπάρχουν στη βιβλιογραφία 

μαρτυρίες για το ρόλο των GSTs στην ανθεκτικότητα των μυκήτων στα 

βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα. Ωστόσο έχουν εμφανιστεί περιπτώσεις 

ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά με τα παράσιτα Fasciola hepatica και 

Haemonchus contortus (Scarcella et al, 2012;  Kerboeuf και Aycardi, 1999; 

Kawalek et al, 1984) οι οποίες οφείλονταν στην εμπλοκή των GSTs. Πειράματα 

ελέγχου για τη πιθανότητα δράσης των βενζιμιδαζολικών ως αναστολείς του 

ενζύμου GST που ακολούθησαν με το μύκητα F. graminearum δεν έδειξαν τα 

βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα να αποτελούν υποστρώματα για τις GSTs. 

Αναφέρεται όμως ότι πέραν της καταλυτικής τους δράσης τα ένζυμα αυτά μπορεί 

να συμπεριφέρονται και ως ενδοκυτταρικοί μεταφορείς  (Axarli και συνεργάτες, 

2004) και κάτι τέτοιο ίσως να δικαιολογεί την αυξημένη δραστικότητα των GSTs 

που παρατηρήθηκε στα στελέχη όταν αυτά αναπτύσσονταν παρουσία MBC. 

Σύμφωνα με τα ανωτέρω θα μπορούσαμε να ισχυριστούμε ότι η δραστικότητα των 
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GST συμβάλει εν μέρη στην ανθεκτικότητα του στελέχους FG-5. Καμία πάντως 

σημαντική διαφορά στα επίπεδα δραστικότητας των GST και GPO δεν 

παρατηρήθηκε μεταξύ των FG-1 και FG-2 στελεχών και του αγρίου 

στελέχους παρουσίας ή όχι MBC στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξης που να 

δικαιολογεί και το μηχανισμό ανθεκτικότητας σε αυτά τα στελέχη.  

Οι τελευταίοι μηχανισμοί κατά σειρά σπουδαιότητας στην ανθεκτικότητα 

των μυκήτων στα μυκητοκτόνα είναι η μειωμένη είσοδος και η αυξημένη 

απέκκριση. Μελέτες με τους μύκητες P. digitatum (Greenaway et al, 1978) και S. 

roseus (Nachmias και Barash, 1976) έδειξαν να υφίστανται τέτοιοι μηχανισμοί με 

τα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα. Από τα αποτελέσματα της φασματοφωτομετρικής 

ανάλυσης που πραγματοποιήσαμε, φάνηκε ότι η συγκέντρωση του μυκητοκτόνου 

που υπήρχε στο υλικό καλλιέργειας των στελεχών μειώνεται έως 93% κατά τα 

πρώτα μόλις 10 λεπτά, κατόπιν να αυξάνεται μέχρι και το χρόνο των 30 λεπτών 

όπου από εκεί και έπειτα παρέμενε σταθερή. Σε παρόμοια συμπεράσματα 

καταλήγουν και οι ερευνητές με το μύκητα Pithomyces chartarum (Stutzenberger 

και Parle, 1972). Η απέκκριση του μυκητοκτόνου που παρατηρήθηκε  από τα 

κύτταρα των στελεχών σύμφωνα με άλλες εργασίες μπορεί να συνδέεται με την 

ύπαρξη  κάποιου ενεργοβόρου μηχανισμού (Greenaway et al, 1978).  Όσον αφορά 

τον ρυθμό απέκκρισης φάνηκε τα δύο ανθεκτικά στελέχη να οδηγούν σε 

εντονότερη μείωση της συγκέντρωσης του carbendazim από το υλικό καλλιέργειας 

σε σχέση με το άγριο στέλεχος. Τα αποτελέσματα αυτά δείχνουν ότι είναι μάλλον 

απίθανο να υφίσταται ο μηχανισμός της αυξημένης απέκκρισης του μυκητοκτόνου 

από τα ανθεκτικά αυτά στελέχη. Θα ήταν όμως δυνατόν να συμβαίνει το ακριβώς 

αντίθετο: η ύπαρξη ενός μηχανισμού που να συνδέεται με  τη αυξημένη ικανότητα 

προσρόφησης του φαρμάκου από τα κυτταρικά περιβλήματα των στελεχών, 

μειώνοντας κατά αυτό το τρόπο δε την ποσότητα του φαρμάκου που εισέρχεται 

εντός των κυττάρων. Οι περιπτώσεις ανθεκτικότητας στο μύκητα U. maydis στα 

μορφολινικά μυκητοκτόνα (Μαρκόγλου, 1997; Wellmann και Schauz, 1993), 

ήταν το αποτέλεσμα ενός παρόμοιου μηχανισμού. Μόνο πειράματα με τη 

συγκριτική ευαισθησία των πρωτοπλαστών από ευαίσθητα και ανθεκτικά στελέχη 

θα μπορούσαν να διευκρινίσουν το σημείο αυτό. 

Υποστηρίζεται από άλλους ερευνητές ότι η υψηλή ανθεκτικότητα που έχει 

καταγραφεί σε στελέχη του ίδιου μύκητα είναι δυνατόν να οφείλεται σε κάποιο 
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άλλο μηχανισμό πέραν της αλλαγής της θέσης δράσης (Li και συνεργάτες, 2003; 

Chen και συνεργάτες, 2007; Bi και συνεργάτες, 2009). Ειδικότερα στελέχη του 

ίδιου μύκητα τα οποία παρουσίαζαν υψηλή ανθεκτικότητα και δεν είχαν καμία 

μεταλλαγή στο γονίδιο της β-τουμπουλίνης, βρέθηκαν να παρουσιάζουν έντονες 

μορφολογικές ανωμαλίες όταν αναπτύσσονταν υπό συγκεντρώσεις 10 μg/mL MBC 

σε αντίθεση με ανθεκτικά στελέχη άλλων μυκήτων (Bi και συνεργάτες, 2009). 

Προκειμένου να διερευνήσουμε το σημείο αυτό πραγματοποιήσαμε αντίστοιχα 

πειράματα με κονίδια των ανθεκτικών στελεχών και είδαμε ότι ακόμα και 

συγκεντρώσεις των 10 μg/mL MBC δεν παρουσίαζαν καμία τέτοια μορφολογική 

επίδραση στη βλάστηση των κονιδίων τους. Είναι φανερό ότι ο μηχανισμός της 

μίτωσης στα ανθεκτικά αυτά στελέχη παραμένει ανεπηρέαστος κατά την 

διαδικασία επώασης των κονιδίων με MBC. Πρόσθετες μαρτυρίες για την ύπαρξη 

ενός άγνωστου μηχανισμού ανθεκτικότητας στα βενζιμιδαζολικά υπάρχουν και με 

διάφορους άλλους μύκητες όπως το Giberella pulicaris (Kawchuk και συνεργάτες, 

2002), το B. cinerea (Ziogas και συνεργάτες, 2009) και το Trichoderma virens 

(Mukherjee και συνεργάτες, 2003). Αν και πρέπει να τονιστεί ότι σε καμία από τις 

άνωθι περιπτώσεις δεν αναφέρεται από τους συγγραφείς αν μελετήθηκε ή όχι 

κάποιος άλλος μηχανισμός πέραν της αλλαγής στη θέση δράσης. 

 

Συνοψίζοντας, υπάρχει έκφραση της ανθεκτικότητας των στελεχών in vivo, η 

οποία είναι εξειδικευμένη και συνδέεται με την ύπαρξη των σημειακών μεταλλαγών 

H6N και F200Y στη β2-τουμπουλίνη των  στελεχών FG-3, FG-4 και FG-5, FG-6, 

αντιστοίχως. Η μεταλλαγή H6N, φαίνεται να  συνδέεται με απώλεια της 

ανθεκτικότητας στις χαμηλές θερμοκρασίες. Δευτερεύοντες μηχανισμοί δεν φαίνεται 

να εμπλέκονται στην ανθεκτικότητα στα περισσότερα από τα ανθεκτικά στελέχη. 

Εξαίρεση ίσως αποτελεί η περίπτωση του FG-5 όπου ενδεχομένως να εμπλέκεται  εν 

μέρει και ο μηχανισμός της αποτοξικοποίησης. Η μειωμένη ευαισθησία στα 

βενζιμιδαζολικά των υψηλής ανθεκτικότητας στελεχών FG-1 και FG-2 δεν δείχνει να 

συνδέεται με μηχανισμούς όπως η αλλαγή στη θέση δράσης, η υπερέκφραση του 

βιοχημικού στόχου δράσης, η αποτοξικοποίηση και η αυξημένη απέκκριση.  

Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας έδειξαν ότι πέραν των γνωστών 

μεταλλαγών ανθεκτικότητας στη β2-τουμπουλίνη, προβλήματα ανθεκτικότητας 

μπορούν να προκύψουν και από στελέχη με υψηλό επίπεδο ανθεκτικότητας το 
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οποίο οφείλεται σε μηχανισμούς πέραν των κύριων βιοχημικών μηχανισμών 

ανθεκτικότητας. Ευελπιστούμε δε να αποτελέσουν εφαλτήριο για μετέπειτα 

σχετικές εργασίες, ώστε να διαλευκανθεί ο υπεύθυνος μηχανισμός ανθεκτικότητας 

τέτοιων στελεχών γεγονός που θα συμβάλει στη κατάρτιση κατάλληλων 

στρατηγικών καταπολέμησης τέτοιων φαινοτύπων στον αγρό. 
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