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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Από προηγούμενες εργασίες ήταν γνωστό ότι οι παρεμποδιστές βιοσύνθεσης 

εργοστερόλης (EBIs), οι αρωματικοί υδρογονάνθρακες και τα δικαρβοξιμιδικά 

(AHDs), τα φθαλιμίδια και τέλος τα βενζιμιδαζολικά αυξάνουν τη συχνότητα 

μιτωτικών ανασυνδυασμών σε διπλοειδή στελέχη του Aspergillus nidulans. Με 

εξαίρεση την τελευταία κατηγορία μυκητοκτόνων, δεν υπήρχε μέχρι σήμερα 

επαρκής γνώση του μηχανισμού αυτής της αντιμιτωτικής δράσης. Επιχειρήσαμε 

γι' αυτό μια διερεύνηση της γενετικής δραστικότητας με μελέτες: α) Γενετικής 

ανάλυσης των μιτωτικών ανασυνδυασμών που προκαλούνται σε ένα διπλοειδές 

στέλεχος του Α. nidulans , από την παρουσία αυτών των παρεμτίοδιστών. β) 

Οπτικής και ηλεκτρονικής μικροσκοπίας κονιδίων του Α. nidulans που βλάστησαν 

παρουσία των μυκητοκτόνων. Οι μελέτες μας αυτές επικεντρώθηκαν ιδιαίτερα 

στη διαδικασία της πυρηνικής διαίρεσης, γ) Στην περίπτωση των EBIs 

προχωρήσαμε σε διερεύνηση της αντιμιτωτικής δράσης σε κύτταρα του 

θηλαστικού Crìcetulus grìseus (Chinese hamster). 

Οι παρεμποδιστές" βιοσύνθεσης εργοστερόλης'ίβπΗΠΓηοΙ και clotrimazole 

αυξάνουν τη συχνότητα των μιτωτικών ανασυνδυασμών στο διπλοειδές στέλεχος 

H.A. του Α. nidulans . Για να διαπιστωθεί όμως σαφής γενετική δραστικότητα, 

πρέπει να χρησιμοποιηθούν συγκεντρώσεις μυκητοκτόνου, που προκαλούν πάνω 

από 90% παρεμπόδιση της αύξησης του μύκητα. Δεδομένου ότι το benomyl, που 

δρα απ' ευθείας στη λειτουργία της μίτωσης, αυξάνει τη συχνότητα της μιτωτικής 

διάσχισης ακόμα και σε συγκεντρώσεις, που προκαλούν μικρή παρεμπόδιση της 

αύξησης, συμπεραίνει κανείς ότι η γενετική δραστικότητα του fenarimol και του 

clotrimazole είναι αποτέλεσμα δευτερογενούς επίδρασης. Η ανάλυση των 

προϊόντων μιτωτικής διάσχισης φανερώνει ότι τα δύο μυκητοκτόνα όπως και άλλα 

μυκητοκτόνα της κατηγορίας των παρεμποδιστών βιοσύνθεσης εργοστερόλης 

μπορεί να προκαλούν μη διαχωρισμό των χρωματοσωμάτων (non - disjunction)« 

Παρατηρείται αύξηση τόσο των απλοειδών όσο και των διπλοειδών προϊόντων 

μιτωτικού ανασυνδυασμού, αλλά τα διπλοειδή που παράγονται με μιτωτικό 

διασκελισμό δεν είναι περισσότερα απ' ότι σε κονίδια, που βλάστησαν απουσία 

μυκητοκτόνου. Εξέταση κονιδίων, που βλάστησαν παρουσία μη θανατηφόρων 

δόσεων fenarimol και clotrimazole, στο επίπεδο της οπτικής μικροσκοπίας 

διαπίστωσε αξιόλογες επιδράσεις στη δομή και τη διαίρεση των πυρήνων. Μετά 

από επίδραση των μυκητοκτόνων αυτών ποτέ δεν διαπιστώθηκε η ύπαρξη 

κεντροσωματίων αλλά ούτε και τα τυπικά στάδια της μιτωτικής διεργασίας στον 

μύκητα Α. nidulans. Παρατηρούνται άνισες και ανόμοιες μάζες χρωματοσωματικού 

- υλικού, γεγονός που φανερώνει το σχηματισμό ανευπλοειδών πυρήνων. Με την 

ηλεκτρονική μικροσκοπία παρατηρείται σημαντική επίδραση του fenarimol και 

clotrimazole στην πυρηνική διαίρεση. Αντί του τυπικού τρόπου διαίρεσης που 

βασίζεται σε επιμήκυνση και διαχωρισμό του πυρήνα σε δύο όμοιους λοβούς, 
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παρατηρείται σχηματισμός μιας διπλής διαχωριστικής μεμβράνης που τον χωρίζει 
σε δύο άνισους θυγατρικούς πυρήνες με ανόμοια περιεκτικότητα χρωματίνης. 
Φαίνεται ότι αυτή η ανώμαλη διαίρεση είναι υπεύθυνη για τον σχηματισμό 
ανευπλοειδών πυρήνων, από τους οποίους μπορεί στη συνέχεια να παραχθούν 
απλοειδείς ή διπλοειδείς με νέους συνδυασμούς γόνων. Η προσθήκη fenarimo! ή 
clotrimazole σε κυτταροκαλλιέργεια Cricetulus griseus (Chinese hamster), 
προκάλεσε μεγάλη αύξηση του μιτωτικού. δείκτη και της συχνότητας των 
μιτωτικών ανωμαλιών. Οι ανωμαλίες αφορούν κυρίως σχηματισμό συμπλεγμάτων 
από χρωματοσώματα στη μετάφαση και δημιουργία πολυπολικών αναφάσεων. Με 
βάση τα δεδομένα αυτά, μπορεί να εξαχθεί το συμπέρασμα ότι το fenarimoi, το 
clotrimazole αλλά και γενικότερα οι EBIs παρεμβάλλονται άμεσα μάλλον παρά 
έμμεσα σε λειτουργίες που σχετίζονται με τη δόμηση και το ρόλο της μιτωτικής 
ατράκτου. Πιθανόν οι λειτουργίες αυτές αφορούν στα κεντροσωμάτια και έχουν 
σχέση με τη ρυθμιστική δράση των στερολών. 

Το δικαρβοξιμιδικό μυκητοκτόνο iprodione αυξάνει σημαντικά τα προϊόντα 
διαχωρισμού στον Α. hidulans και η αύξηση αυτή είναι ανάλογη της 
συγκέντρωσης του φαρμάκου. Η ανάλυση των προϊόντων μιτωτικού 
ανασυνδυασμού, που προκλήθηκε από τη δράση του iprodione έδειξε αύξηση 
τόσο στα απλοειδή όσο και στα διπλοειδή προϊόντα διαχωρισμού. Τα διπλοειδή 
όμως φαίνεται να προέρχονται μάλλον από το μηχανισμό του μιτωτικού 
διασκελισμού (crossing-over) και όχι από το μηχανισμό του μη αποχωρισμού των 
χρωματίδων (non-disjunction). Με το οπτικό μικροσκόπιο παρατηρήθηκαν 
κανονικά τα στάδια της μιτωτικής διεργασίας παρουσία iprodione όπως είχαν 
παρατηρηθεί σε κονίδια που επωάσθηκαν σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. Με το 
ηλεκτρονικό μικροσκόπιο παρατηρήθηκαν θυγατρικοί πυρήνες με ομοιόμορφη 
ηλεκτρονική πυκνότητα αλλά και με σημαντικά ανοίγματα της πυρηνικής 
μεμβράνης. Τα δεδομένα αυτά συμφωνούν με τα · αποτελέσματα της γενετικής 
ανάλυσης, διότι ανώμαλος διαχωρισμός χρωματοσωμάτων και παραγωγή 
ανευπλοειδών πυρήνων δεν αναμένεται στην περίπτωση επαγωγής μιτωτικού 
διασκελισμού. Φαίνεται λοιπόν ότι οι αρωματικοί υδρογονάνθρακες και τα 
δικαρβοξιμιδικό δρουν πάνω στα ίδια τα χρωματοσώματα με αποτέλεσμα να 
προκαλούνται θραύσεις και ελλείψεις, όπως είχαν εισηγηθεί προηγούμενες 
εργασίες. Μια τέτοια άποψη θα συμφωνούσε με την πρόσφατα διατυπωθείσα 
υπόθεση της υπεροξείδωσης των λιπιδίων σαν αιτίας της τοξικής δράσης των 
δικαρβοξιμιδικών (228). Οπωσδήποτε, και τα ανοίγματα της πυρηνικής 
μεμβράνης, που παρατηρήσαμε, φαίνεται ότι συμβάλλουν στη γενετική 
δραστικότητα αυτών των μυκητοκτόνων. 

Το captafol, σε συγκεντρώσεις ελάχιστα τοξικές στον Α. nidulans , αυξάνει 
σημαντικά τον αριθμό των διπλοειδών ανασυνδυασμών που προέρχονται από 
μιτωτικό διασκελισμό. Με οπτική και ηλεκτρονική μικροσκοπία, διαπιστώθηκε ότι 
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τα στάδια της μίτωσης δεν επηρεάζονται από το captafol. Τα αποτελέσματα αυτά 
ενισχύουν οπωσδήποτε τα δεδομένα της γενετικής ανάλυσης, ότι δηλαδή η 
γενετική δραστικότητα του captafol, στις μικρές συγκεντρώσεις, οφείλεται στην 
επαγωγή μιτωτικού διασκελισμού. Σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις του captafol, 
που προκαλούν μεγάλη παρεμπόδιση της αύξησης, η γενετική'ανάλυση 
διαπίστωσε αύξηση των απλοέιδών ανασυνδυασμών, που προέρχονται από το 

. μηχανισμό του μη αποχωρισμού των χρωματίδων. Αυτή η άποψη ενισχύθηκε και 
από παρατηρήσεις στο επίπεδο της οπτικής και ηλεκτρονικής μικροσκοπίας. 
Κύτταρα που βρίσκονται στο ίδιο στάδιο ανάπτυξης, μετά την επίδραση υψηλών 
συγκεντρώσεων captafol εμφανίζουν πυρήνες με διαφορετική ποσότητα και 
πυκνότητα χρωματοσωματικού υλικού (οπτική μικροσκοπία) όπως και με 
διαφορετική ηλεκτρονική πυκνότητα (ηλεκτρονική μικροσκοπία). Στην τελευταία 
περίπτωση η διαίρεση του πυρήνα πραγματοποιείται με σχηματισμό λοβού που 
φαίνεται να έχει διαφορετική ποσότητα χρωματοσωματικού υλικού. Με βάση τα 
δεδομένα αυτά φαίνεται ότι το captafol, σε συγκεντρώσεις, που προκαλούν 
μεγάλη παρεμπόδιση της αύξησης, επηρεάζει τη δομή ή λειτουργία της μιτωτικής 
ατράκτου. 

Εξέταση κονιδίων, που βλάστησαν παρουσία μη θανατηφόρων δόσεων του 
βενζιμιδαζολικού μυκητοκτόνου benomyl, με το οπτικό μικροσκόπιο διαπίστωσε 
έντονη επίδραση στη μιτωτική διεργασία, κάτι που αναμενόταν, αφού ήταν 
γνωστή η δράση του μυκητοκτόνου αυτού στην μιτωτική άτρακτο, δράση που 
προκαλεί μη αποχωρισμό χρωματοσωμάτων. Δεν ήταν δυνατό να διακρίνουμε τα 
τυπικά στάδια της μίτωσης σε κύτταρα του Α. nidulans, που υποβλήθηκαν στην 
επίδραση του benomyl. Αντίθετα, παρατηρήθηκαν ανώμαλοι πυρήνες, με άνισες 
μάζες χρωματοσωματικού υλικού κατά μήκος των υφών. Στο επίπεδο της 
ηλεκτρονικής μικροσκο'πίας,η πυρηνική διαίρεση φαίνεται να συντελείται με το 
σχηματισμό δύο λοβών με διάφορη ηλεκτρονική πυκνότητα. Οι παρατηρήσεις 
αυτές φανερώνουν ότι το benomyl προκαλεί το σχηματισμό ανευπλοειδών 
πυρήνων, που μεταπίπτουν σε νέους ευπλοειδείς γονότυπους. 

Από τα πειραματικά δεδομένα αυτής της εργασίας προκύπτει ότι η έντονη 
γενετική δραστικότητα των παραπάνω μυκητοκτόνων αποτελεί σαφή ένδειξη για 
να τα θεωρήσουμε υποψήφια πρόκλησης δυσμενών επιδράσεων στον άνθρωπο 
και το περιβάλλον γενικότερα. Ιδιαίτερα μάλιστα για τα fenarimol και clotrimazole, 
που προκαλούν μιτωτικές ανωμαλίες και σε κυτταροκαλλιέργεια θηλαστικού, 
οργανισμού που η κυτταροβιολογία του προσεγγίζει περισσότερο αυτής του 
ανθρώπου, ο κίνδυνος πρόκλησης τέτοιων δυσμενών επιδράσεων φαίνεται να 
είναι ακόμα μεγαλύτερος. Η ασφαλής όμως εκτίμηση των πραγματικών κινδύνων 
που θα καθορίσουν τελικά και την απομάκρυνση ή. μη του προϊόντος από την 
κυκλοφορία, απαιτεί εκτενέστερες ερευνητικές προσπάθειες που αφορούν 
κυρίως πειράματα εμβρυοτοξικότητας, τερατογένεσης, ιστοπαθολογικές 
εξετάσεις κ.ά. 
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SUMMARY 

It was known from previous studies, that sterol biosynthesis inhibitors (SBIs), 
aromatic hydrocarbons and dicarboximides (AHDs), phthalimides and finally 
benzimidazoles increase the frequency of mitotic recombination in diploid strains of 
Aspergillus nidulans. With the exception of the benzimidazoles, no sufficient 

. information was available about the mechanism of genetic activity of the above 
fungicides. For this reason, we undertook a study of the genetic activity by:, a) 
analysis of fungicide - induced mitotic recombinants of a diploid strain of A. nidulans, 
b) light and electron microscopy of conidia of A. nidulans allowed to germinate 
grown in the presence of the toxicants. These studies mainly focused on the 
process of nuclear division, c) in the case of SBIs we proceeded to study-effects on 
mitosis in mammalian cells (Chinese hamster). 

The ergosterol biosynthesis inhibitors fenarimol and clotrimazole increase the 
frequency of mitotic segregation in the diploid strain H.A. of A. nidulans , but only 
when inocula, were exposed to concentrations, causing more than 90% inhibition of 
growth in the fungus, was there a high increase in the amount of sectoring. 
Concidering that benomyl which acts directly on mitosis, increases the frequency of 
mitotic segregation even at concetrations causing little growth inhibition, one may 
conclude that the genetic activity of fenarimol and clotrimazole seems to be a 
secondary effect. The analysis of the products of mitotic segregation for their ploidy 
and their nutritional requirements suggested that ergosterol biosynthesis inhibitors 
may cause chromosome non - disjunction. There was a high increase of haploid and 
of chromosomal diploid segregants, but the diploids derived from mitotic crossing -
over remained at the same level as with untreated conidia. Light microscopy of 
com'dia germinating in* the presence of sublethal concetrations of fenarimol or 
'clotrimazole revealed a remarkable effect on the structure and the division of nuclei. 
The spindle pole bodies in the periphery of the nucleus and the normal stages of the' 
mitotic process in the fungus A. nidulans were never observed following treatment 
with fenarimol or clotrimazole. Unequal and dissimilar masses.of chromatin were 
observed indicating formation of aneuploid nuclei. By means of electron microscopy 
a striking effect of fenarimol and clotrimazole on nuclear division was observed. 
Instead of the normal procedure of elongation and separation in two equal lobes, the 
nucleus devided by the formation of a double cross membrane into two unequal 
daughter nuclei with dissimilar chromatin content. It seems that this irregular division 
leads to the formation of aneuloid nuclei from which haploid and/ or diploid nuclei 
may then be produced , carrying mew combinations of genes. The addition of 
fenarimol or clotrimazole in cell cultures of Cricetulus griseus (Chinese hamster), 
caused a high increase of the mitotic index and of the frequency of mitotic 
abnormalities. The disturbances mainly concern the formation of clusters of 
chromosomes at metaphase and of multi - polar mitoses. On the basis of this in-
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formation , it can be concluded that EBIs interfere directly rather than indirectly with 
the build up or the function of the mitotic apparatus. An interference with the 
replication of the spindle organizing centra and with the regulatory action of sterols is 
suggested. . · 

The dicarboximide fungicide iprodione increases significantly the frequency of 
mitotic segregation in A. ntdulans and this increase is dose - depended. The 
analysis of iprodione induced mitotic recombinants showed an increase of haploid 
and diploid segregante, but the diploid ones seemed to result from mitotic crossing -
over rather than from non - disjunction. At the light microscope level, the normal 
stages of the mitotic process were observed in presence of iprodione, as in the case 
of conidia germinating in fungicide - free medium. By means of electron microscopy, 
daughter nuclei with a uniform electron density, but frequently with large openings in 
the nuciear membrane were observed. This information fits well with the results of 
the analysis of induced recombinants because disturbance in chromosome 
separation and formation of aneuploid nuclei is not to be expected in case of 
induction of mitotic crossing - over. It appears that aromatic hydrocarbons and 
dicarboximides act on the chromosomes themselves and this results in breakage -
deletions, as suggested by previous studies. Such a mechanism would support the 
recently expressed view that the toxic action of dicarboximides depends on lipid 
peroxidation. The openings in the nuciear membrane, also seem to contribute jo the 
genetic activity of these fungicides. 

Captafol, at concentrations slightly inhibitory to A. ntdulans increases significantly 
the frequency of diploid recombinants as a result of mitotic crossing - over. By 
means of light and electron microscopy it was found that the normal stages of 
mitosis are not affected by low concentrations of captafol. These results certainly 
support the data from the analysis of induced recombinants according to which the 
genetic activity of the captafol at low concentrations is due to induction of mitotic 
crossing - over. At higher concentrations, causing high lethality, the analysis showed 
that captafol can also cause an increase in the frequency of haploid recombinants, 
resulting from non - disjunction of the chromatids. This view was -supported by light 
and electron microscopical observations. Nuclei with a different quantity and density 
of chromatin (light microscopy) as well with a different electron density (electron 
microscopy) were observed in captafol - treated A. nidulans. The*nuclear division 
was observed to take place by formation of a lobe which seems to have a different 
quantity of chromatin than the remaining part of the nucleus. On the basis of these 
observations, it appears that captafol at concetrations, which cause high growth 
inhibition affects the strusture or the function of the mitotic spindle. 

Light microscopy of conidia of A. nidulans germinating in the presence of 
sublethal concentrations of the benzimidazole fungicide benomyl revealed a striking 
effect on the mitotic process which was to be expected to result from its known 
action on the structure of the mitotic apparatus, leading to chromosome non -
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disjunction. It was impossible to observe the normal stages of mitosis in benomyl -
treated A. nidulans. Abnormal nuclei with unequal masses of chromosomal material 
were observed along the hyphae. At the electron microscopy level, the nuclear 
division seemed to take place by the formation of lobes having different electron 
density. These observations indicate the formation of aneuploid nuclei from which 
haploid or diploid with new combinations of genes may eventually be produced. 

The information obtained in the prersent work indicates that the genetic activity 
of the fungicides studied on A. nidulans may be a good enough reason to suspect 
adverse effects on humans and other non-target higher organisms.In particular 
fenarimol and clotrimazole which were found to cause mitotic abnormalities also in 
mammalian cells, are more likely to have similar effects on man. It must be 
stated.however, that risk assess ment requires additional studies on embryotoxicity, 
teratogenesis etc. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 





1.Γενικά 

Με την ανάπτυξη της χημικής βιομηχανίας, η παραγωγή και χρησιμοποίηση 

συνθετικών χημικών ουσιών, έχει πάρει τεράστια έκταση σε όλους τους τομείς 

της ζωής μας. Χιλιάδες χημικά παρασκευάσματα παράγονται και 

χρησιμοποιούνται, χωρίς να είναι γνωστές οι επιπτώσεις που έχουν πολλά από 

αυτά στους οργανισμούς διαφόρων κατηγοριών και ιδιαίτερα στο γενετικό υλικό 

των οργανισμών(47,114,203, 216,333). 

Η ρύπανσητου περιβάλλοντος με γενετικά δραστικές ουσίες αναφέρεται σαν 

"περιβαλλοντική μεταλλαξιγένεση" ή " γενετική τοξικολογία"(178). Τα 

προβλήματα από τη μόλυνση αυτή συνέχεια μεγαλώνουν εξ' αιτίας της 

χρησιμοποίησης ολοένα και περισσότερων χημικών προϊόντων, μερικά από τα 

οποία φαίνεται να έχουν άμεση επίδραση στην κληρονομικότητα των 

οργανισμών, αφού προκαλούν αλλαγές στη δομή του γενετικού υλικού (11, 199, 

204). 

Μεταλλαγή είναι κάθε αλλαγή στη δομή του γενετικού υλικού που μπορεί να 

κληρονομηθεί(80). Τα διάφορα είδη των μεταλλαγών κατατάσσονται συνήθως σε 

τρεις κατηγορίες(80, 214). Η πρώτη περιλαμβάνει τις μικρής έκτασης (ένα έως 

δύο ζευγάρια βάσεων στο DNA) αλλαγές ενός γονιδίου από τη μια αλληλόμορφη 

κατάσταση στην άλλη, δηλαδή τις γονιδιακές ή σημειακές μεταλλαγές. Η 

δεύτερη περιλαμβάνει τις χρωματοσωματικές μεταλλαγές, δηλαδή τις 

χρωματοσωματικές αναδιατάξεις εξ' αιτίας θραύσεων, ελλείψεων, 

διπλοποιήσεων, μετατοπίσεων και αναστροφών των χρωματίδων. Τέλος η τρίτη 

κατηγορία περιλαμβάνει τις γονιδιωματικές μεταλλαγές, που οφείλονται σε 

αλλαγές στην ποσότητα του χρωματοσωματικού υλικού που αναφέρονται σε 

ολόκληρα χρωματοσώματα ή σε ολόκληρα γονδιώματα (80). 

Στη φύση παρατηρούνται τέτοιες αλλαγές με πολύ μικρή συχνότητα. Η 

•χρησιμοποίηση όμως ορισμένων χημικών προϊόντων, όπως φάρμακα, 

συντηρητικά τροφίμων, απορρυπαντικά, καλλυντικά κ.ά. φαίνεται να μεγαλώνει το 

ρυθμό δημιουργίας διαφόρων τύπων μεταλλαγών και ιδιαίτερα επιβλαβών 

μεταλλαγών (112, 213, 221, 358). Οι υποψίες αυτές ανάγκασαν πολλούς 

ερευνητές να στρέψουν την προσοχή τους σ' αυτά τα χημικά παρασκευάσματα με 

καθημερινή χρήση και παρατήρησαν ότι πράγματι πολλά από αυτά έχουν 

μεταλλοξογόνο δράση, ανάλογη με εκείνη που προκαλούν οι ακτινοβολίες(7, 75, 

171,217,255,342). 

Από αυτή την άποψη σημαντικό ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα φυτοφάρμακα, 

εξ' αιτίας της ευρείας και, πολλές φορές, εντατικής χρήσης τους στη 

γεωργία(224,225, 347). Σήμερα, πολλά από τα έμβια όντα του πλανήτη μας 
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εκτίθενται καθημερινά σε μικρές ποσότητες φυτοφαρμάκων ή μεταβολιτών τους. 

Οι έρευνες έδειξαν ότι, σε όλες τις κύριες κατηγορίες φυτοφαρμάκων 

(εντομοκτόνα, μυκητοκτόνα, ζιζανιοκτόνα) υπάρχουν ενώσεις με μεταλλαξογόνο 

δράση(172, 245, 255). Στις περισσότερες, πάντως, περιπτώσεις οι κίνδυνοι δεν 

έχουν προς το παρόν θεωρηθεί αρκετά σοβαροί ώστε να επιβάλλεται η 

απαγόρευση της χρήσης τέτοιων προ*Γόντων(30). 

Τα μυκητοκτόνα, στα οποία ειδικότερα αναφέρεται αυτή η μελέτη, ενώ 

εμφανίζουν μάλλον μικρά προβλήματα οξείας τοξικότητας, φαίνεται να 

παρουσιάζουν σοβαρά προβλήματα χρόνιας τοξικότητας, και ιδιαίτερα από 

άποψη γενετικής δραστικότητας(82, 111, 365). Για παράδειγμα τα 

βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα benomyl, thiophanate-methyl.TO προϊόν της 

υδρολυσεώς τους carbendazim και το thiabendazole παρουσιάζουν αντιμιτωτική 

δράση(85, 1S3). To carbendazim που είναι και το δραστικό συστατικό στις 

περισσότερες περιπτώσεις, ενώνεται με τις β-υπομονάδες της σωληνίνης των 

μικροσωληνίσκων και παρεμποδίζει έτσι το σχηματισμό1 της ατράκτου στους 

ευαίσθητους μύκητες(89).Όλα τα μυκητοκτόνα της ομάδας αυτής προκαλούν την 

εμφάνιση εγχρώμων ^écov(sectors) σε καλλιέργειες διπλοειδών στελεχών του 

Aspergillus nidulans, που οφείλονται σε μη κανονικό αποχωρισμό των 

θυγατρικών χρωματοσωμάτων(133). Τα μυκητοκτόνα της ομάδας των 

αρωματικών υδρογονανθράκων και δικαρβοξιμιδικών φαίνεται ότι αυξάνουν τη 

συχνότητα του μιτωτικού ανασυνδυασμού στον Α. nidulans (133). Δεν είναι όμως 

ακόμα ξεκαθαρισμένη η πρωταρχική τους επίδραση στο υποκυτταριχό επίπεδο. 

Παρεμπόδιση της βιοσυνθέσεως του DNA έχει παρατηρηθεί για τα chioroneb, 

vinclozolin, procymidone και dicloran(52, 79, 136). Οι παρεμποδιστές 

βιοσύνθεσης εργοστερόλης.-ίπΗπηηοΙ, fenarimoi, triadimeriol, bitertano! και 

imazalii παρουσιάζουν επίσης αντιμιτωτική δράση στον παραπάνω μύκητα (133). 

Υποστηρίζεται ότι οι ενώσεις αυτές, προκαλούν βλάβες στην πυρηνική μεμβράνη 

που οδηγούν σε ανωμαλίες στην οργάνωση της ατράκτου και την κατανομή των 

θυγατρικών χρωματοσωμάτων με αποτέλεσμα την αύξηση της συχνότητας της 

μιτωτικής διάσχισης(23). 

Το γεγονός ότι η μεταλλαξιγένεση, δηλαδή η αλλαγή στη δομή του DNA, στη 

δομή ή στον αριθμό των χρωματοσωμάτων ή στον ανασυνδυασμό του γενετικού 

υλικού που γίνεται στην κυτταρική διαίρεση, σχετίζεται ^άμεσα με την 

καρκινογένεση, έκανε ακόμα πιο ενδιαφέρουσα την έρευνα γύρω από το θέμα 

της γενετικής τοξικολογίας(4, 309). Σχετικές μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί 

στο Berkeley της Καλιφόρνιας από ομάδες επιστημόνων με επικεφαλής τον Β. 

Ames, που εξέτασε πάνω από 300 καρκινογόνες ουσίες και έδειξε ότι το 90% 

από αυτές είναι πολύ δραστικά μεταλλαξιγόνα(4). Έτσι, πολλοί ερευνητές 

πιστεύουν ότι οι καρκινογόνες ουσίες προκαλούν καρκίνο με ένα μηχανισμό που 

έχει άμεση σχέση με την πρόκληση σωματικών μεταλλαγών και επομένως η 

μεταλλαξογόνος δράση μιας χημικής ένωσης, πρέπει να μας προβληματίζεΐ'για 
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μια πιθανή καρκινογόνο δράση της(4,19). 

Ένα από τα συστήματα που χρησιμοποιούνται σήμερα για την αναγνώριση 

χημικών ουσιών με μεταλλαξογόνο δράση και που. χρησιμοποιήσαμε και εμείς 

στην εργασία μας, είναι ο παραφυλετικός κύκλος κατάλληλων διπλοειδών 

στελεχών του ασκομύκητα Α. nidulans, δεδομένου ότι ο Α. nidulans είναι 

ευκαρυωτικός οργανισμός(175, 176, 308). Τα διπλοειδή αυτά στελέχη, είναι 

ετεροζυγωτικά για το άσπρο και κίτρινο χρώμα των κονιδίων και για ορισμένες 

βιοχημικές απαιτήσεις (135). Στις αποικίες αυτών των στελεχών, οι σωματικοί 

(μιτωτικοί) διαχωρισμοί αναγνωρίζονται από την εμφάνιση τομέων με άσπρο ή 

κίτρινο χρώμα(141, 271, 272). 

Οπωσδήποτε η αντιμιτωτική ή μη δράση μιας χημικής ουσίας στον Α. nidulans 

δεν συνεπάγεται αντίστοιχη δράση στα ζωϊκά κύτταρα και τον άνθρωπο. 

Χρειάζεται εκτεταμένη έρευνα για συσχέτιση της αντιμιτωτικής δράσης στους 

μύκητες με αντιμιτωτική δράση στον άνθρωπο. Το τεστ όμως αυτό θα μπορούσε 

να αποδειχθεί πολύτιμο για μια γρήγορη δ\ερεύνηση των χημικών ουσιών και για 

υπόδειξη των υπόπτων να έχουν γενετική επίδραση στον άνθρωπο(177, 179). 
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2. Παρεμττοδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης (EBIs) 

Οι παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης, είναι ή σημαντικότερη σήμερα 

ομάδα διασυστηματικών μυκητοκτόνων και σε πολλές περιπτώσεις εξασφαλίζουν 

την καλύτερη δυνατή καταπολέμηση πολύ σημαντικών ασθενειών των φυτών που 

προκαλούνται από φυτοπαθογόνους Ασκομύκητες, Βασιδιομύκητες και 

•Αδηλομύκητες(306). Οπωσδήποτε το φάσμα δράσης ποικίλλει για το καθένα από 

τα μέλη της ομάδας. Τα περισσότερα είναι κατάλληλα για την καταπολέμηση 

ωϊδίων και σκωριάσεων. Πολλά, όμως από αυτά είναι κατάλληλα και για 

αντιμετώπιση ασθενειών που προκαλούνται από είδη των γενών Monilinia, 

Septoria, Venturia, Colletotrichum, Fusarium, Aspergillus, Pénicillium, 
Verticillium, Cercospora, Thielaviopsis, Helminthosporium, Rhizoctonia και 

Botrytis, (94, 120, 191, 322). Μέλη της ομάδας χρησιμοποιούνται εξ' άλλου με 

μεγάλη αποτελεσματικότητα από την φαρμακευτική και κτηνιατρική στην 

αντιμετώπιση μυκητιάσεων σε ανθρώπους και ζώα(33,41, 51,122). 

Η ταξινόμηση τους γίνεται με βάση τον κοινό μηχανισμό δράσης που είναι η 

παρεμβολή τους, σε διάφορες, θέσεις στην οδό βιοσύνθεσης της 

εργοστερόλης(101, 196). Η ομάδα των EBIs είναι ετερογενής, αλλά οι χημικές 

ενώσεις που την αποτελούν έχουν τρία κοινά χαρακτηριστικά: 

α.- Είναι ετεροκυκλικές ενώσεις με ένα τουλάχιστον άτομο αζώτου (Μ) 

στο δακτύλιο, 

β.- Με μερικές εξαιρέσεις (buthiobate, clotrimazole, dodecylimidazole, 

fluotrimazole, prochloraz) περιέχουν ένα τουλάχιστον ασύμμετρο 

άτομο άνθρακα (*C). 

γ.- Με εξαίρεση τα μορφολινικά, όλοι οι EBIs έχουν σαν κύρια θέση 

δράσης την παρεμπόδιση απομεθυλίωσης του άνθρακα -14 στο μόριο 

της 24- μεθυλενο-διυδρολανοστερόλης. 

Στον πίνακα 1, περιλαμβάνονται τα σημαντικότερα μυκητοκτόνα αυτής της 

ομάδας, με τα κοινά και εμπορικά τους ονόματα (178,228). 

Ειδικότερα για τις ενώσεις που διαπραγματεύεται αυτή η μελέτη, το fenarimo! 

είναι αποτελεσματικό εναντίον ωϊδίων σε πολλές καλλιέργειες, φουζικλαδίων και 

σκωριάσεων στη δενδροκομία και τη λαχανοκομία. Ιδιαίτερα χρησιμοποιείται 

προστατευτικά και θεραπευτικά για τον έλεγχο του φουζικλάδιου (Venturia 

inaequalis)KQi του ωϊδίου (Podosphaera leucotricha) των μηλοειδών, επίσης 

εναντίον ωϊδίων σε αμπέλια, ροδάκινα , κολοκυνθοειδή, τομάτες, πιπεριές και 

τέλος εναντίον της κερκοσπορίωσης στα σακχαρότευτλα (228). To clotrimazole 

ανήκει στη χημική ομάδα των ιμιδαζολικών και έχει εμπορικό όνομα Canestan. 

Βρίσκει εφαρμογή στη δημόσια υγεία για αντιμετώπιση μυκητιάσεων του 

ανθρώπινου οργανισμού (28, 56, 228). 
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Οι EBls διακρίνονται από δύο βασικά πλεονεκτήματα που τους δίνουν σήμερα 
μια κυριαρχία μεταξύ των διασυστηματικών μυκητοκτόνων.Ήτοι: 

α.-Έχουν ευρύ φάσμα δράσης στους μύκητες με μοναδική εξαίρεση τους 
ωομύκητες(68, 126, 207, 208). 

β.- Την έλλειψη ιδιαίτερα σοβαρού προβλήματος ανθεκτικότητας, παρ' όλο 
που οι ενώσεις αυτές έχουν εξειδικευμένη θέση δράσης(59, 67,12'4,157,335). 

ΠΙΝΑΚΑΣ 1 : Κυριότερα μυκητοκτόνα της ομάδας των παρεμποδιστών 
βιοσύνθεσης εργοστερόλης. 

Χημική ομάδα 

Πιπεραζίνες 

Μορφολινικά 

Πυριδίνες 

Πυριμιδίνες 

Ιμιδαζόλες 

Τριαζόλες 

Κοινό όνομα 

trif orine 

dodemorph _..••--" 
fenpropimorph 
tridemorph 
aIdimoφh 
trimorphamide 

buthiobate 
pyrifenox 

•fenarimol 
nuarimol 
triarimol 

imazalil 
prochloraz 
triflumizole 
miconazole 
econazole 
clotrimazole 
isoconazole 
ketoconazole 

fluotrimazole 
triadimefon 
triadimenol 
bitertanol 
diclobutrazole 
propiconazole 
etaconazole 
flutriafol 
flusilazol 
myclobutanii 
tebuconazole 

Εμπορικές ονομασίες 

Saprol, Funginex 

Meltatox 
Corbel 
Calixin 
Faiimorph 
Fademorf 

Denmert ' 
Dorado 

Ridimin, Bloc, Rubigan 
Trimidal.Trimunol 
EL-273 

Fungaflor, Fecundal 
Sportac, Sporgon 
Triüosol, Trifludol, Trifmine 
Dactar, Dactarin 
Pevaryl 
Canestan 
Travocort 
Nizoral 

Persulon 
Bayleton 
Baytan, Bayfidan 
Baycor, Sibutol 
Vigil 
Tilt, Desmei 
Vangard, Sonax 
Impact, Ferrax 
Nustar, Punch 
Systhane 
Folicur 
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2α. Μηχανισμός 5ράσης 

Προκειμένου να κατανοηθεί ο τρόπος δράσης των EBJs, χρειάζεται να γίνει 

αναφορά στη μεταβολική οδό βιοσύνθεσης της εργοστερόλης και για το ρόλο 

που έχει αυτή η ένωση στη δομή και λειτουργία του κυττάρου. 

Οι στερόλες χημικά υπάγονται στην κατηγορία των στεροειδών που μαζί με 

τα καροτινοειδή, τα τερπενοειδή και τις λιποδιαλυτές βιταμίνες αποτελούν την 

ομάδα των ισοπρενοειδών ενώσεων(2). Αυτές με τη σειρά τους ανήκουν στη 

μεγάλη κατηγορία χημίκών ουσιών, τα λιποειδή. Τα στεροειδή είναι παράγωγα του 

στερανίου ή γονανίου και είναι πολύ διαδεδομένα στη φύση μια και αποτελούν 

απαραίτητα συστατικά όλων των οργανισμών. 

Στους ζωϊκούς οργανισμούς η σπουδαιότερη στερόλη είναι η χοληστερόλη 

που χρησιμεύει και σαν πρόδρομη ένωση για τη βιοσύνθεση άλλων στεροειδών(2). 

Στα φυτά σπουδαιότερες στερόλες είναι η σιτοστερόλη (sitosterol), η 

στιγμαστερόλη^ίιςιτιαείβΓοΙ) και η 24-methyIcho!est-5-en-3b~ol (63). Τέλος στις 

ζύμες και στους μύκητες, με εξαίρεση τους ωομύκητες, σπουδαιότερη στερόλη 

είναι η εργοστερόλη που αποτελεί δομικό συστατικό των κυτταρικών 

μεμβρανών(35, 119). Λαμβάνει μέρος στη ρύθμιση της περατότητας της 

μεμβράνης που έχει σχέση με την ενεργό μεταφορά ουσιών εντός ή εκτός του 

κυττάρου, του πυρήνα και των μιτοχονδρίων(265, 364). 

Οι στερόλες απαιτούνται σε μεγάλα σχετικά ποσά για τη δόμηση των μεμβρα

νών, και συμβάλλουν ουσιαστικά στη ρύθμιση των φυσικοχημικών ιδιοτήτων αυτών 

(102, 267). Πρόσφατες δημοσιεύσεις (150, 266, 299) διαπίστωσαν ότι σε ελάχιστα 

ποσά, που συγκρίνονται μ' αυτά των ορμονών-βιταμινών, οι χημικές αυτές ενώσεις 

έχουν και ρόλο ρυθμιστικό που σχετίζεται με τη διαίρεση ή τον πολλαπλασιασμό 

γενικότερα κυττάρων ζωικών, φυτικών και ζυμομυκήτων. Έτσι στους ζυμομύκητες 

και τα φυτά, η εργοστερόλη ή άλλες 24-αλκυλο- στερόλες έχουν κάποια ρυθμιστική 

λειτουργία που έχει σχέση με τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Αλλά και στα 

θηλαστικά, η βιοσύνθεση χοληστερόλης φαίνεται ότι παίζει σημαντικό ρόλο στην 

κυτταρική διαίρεση (13, 63). 

Σε γενικές γραμμές η μεταβολική οδός παραγωγής της εργοστερόλης 

αρχίζει από το σκουαλένιο το οποίο κυκλοποιείται και μετατρέπεται σε 

λανοστερόλη (265, 307). Στην περίπτωση των μυκήτων το πρώτο βήμα μετά τη 

σύνθεση της λανοστερόλης, είναι η απομεθυλίωση του άνθρακα-14(0-14) με τη 

βοήθεια ενζυμικών συστημάτων κυριότερο συστατικό των οποίων είναι το 

κυτόχρωμα Ρ-450(9, 37, 148, 201, 236). Το κυτόχρωμα Ρ-450 αποτελεί επίσης 

κύριο συστατικό ενζυμικών συστημάτων που λαμβάνουν μέρος σε λειτουργίες 

βιοσύνθεσης στερολών σε ανώτερα φυτά και θηλαστικά(24δ, 283, 296, 344, 354, 

360). Μετά την απομεθυλίωση αρχίζει νέο μεταβολικό στάδιο που καταλήγει στη 

βιοσύνθεση της επιστερόλης από την οποία συντίθεται η εργοστερόλη(24, 137, 
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Οι παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης με εξαίρεση τη χημική ομάδα 

των μορφολινικών, δρουν παρεμποδίζοντας την απομεθυλίωση του C-14 στο 

μόριο της λανοστερόλης (σχήμαΐ, θέση Ι) (10,39; 188, 212, 261). Η παρεμπόδιση 

απομεθυλίωσης του C-14 από τα παραπάνω μυκητοκτόνα είναι αποτέλεσμα 

δέσμευσης του αιμικού σιδήρου του κυτοχρώματος Ρ-450 από το ετεροκυκλικό 

άτομο αζώτου που διαθέτουν στο μόριο τους αυτές οι ενώσεις(109, 151, 229, 

235). Παρουσία αυτών των ενώσεων σταματάει ο σχηματισμός της εργοστερόλης, 

ενώ συγκεντρώνονται στερόλες που στη θέση του άνθρακα-14 του μορίου τους 

περιέχουν μεθυλική ομάδα(34, 153, 343). Τέτοιες ενώσεις για παράδειγμα είναι η 

eburicol, obtusifoliol και 14a-methy!fecosterol {128, 137, 356).Έτσι π.χ. το 

μυκητοκτόνο triarimoi στα σπορίδια του μύκητα-Ustilago maydis παρεμποδίζει το 

σχηματισμό της 4,4- dimethylergosta-8, 14, 24(28)-trienol με συνέπεια να 

συσσωρεύονται οι στερόλες 14-methylfecosterol, eburicol και obtusifoliol(26, 279, 

281). Παρόμοια συμπεριφέρονται τα buthiobate (38), triforinet305, 314, 330), 

fenarimol(103, 104, 105, 169), nuarimol(28), imaza!ii(142, 323) triadimefon(53, 58, 

130), dotrimazole(56, 238), miconazo!e(40, 152, 359), etaconazole(116, 304), 

propiconazoie(153, 304, 355). 

Οι C-14 μεθυλοστερόλες που συσσωρεύονται στα κύτταρα μετά την επίδραση 

αυτών των ενώσεων, θεωρούνται ακατάλληλες για τη διατήρηση της 

βιωσιμότητας, ιδιαίτερα στους μυκηλιακούς μύκητες π.χ Monilinia, Pyriqularia, 

Aspergillus (106, 206, 238, 332). Παρ' όλα αυτά όμως υπάρχουν και ορισμένοι 

μύκητες που μπορούν να χρησιμοποιήσουν μεθυλοστερόλες για τη δόμηση των 

μεμβρανών τους, οι οποίες κατά κάποιο τρόπο μπορούν και συμπεριφέρονται 

κανονικά (353). Για παράδειγμα, ο μύκητας Saprolegnia ferax όταν υποστεί την 

επίδραση του triarimoi, συνεχίζει να διατηρεί κανονική την ανάπτυξη του, παρ' 

όλο που η μόνη στερόλη που ανευρέθηκε ήταν η λανοστερόλη (25, 27). 

Για τα μυκητοκτόνα της υποομάδας των μορφολινικών έχουν προταθεί δύο 

θέσεις δράσης στη μεταβολική οδό βιοσύνθεσης της εργοστερόλης (14,192,195, 

269). Η μία αφορά την παρεμπόδιση του ενζύμου Δ 1 4 - αναγωγάση ( Δ 1 4 -

reductase) που είναι υπεύθυνο για την αναγωγή του διπλού δεσμού C-14 (15), με 

αποτέλεσμα τη συσσώρευση ιγνοστερόλης (ignosterol) (σχήμαΐ, θέση II) ( 16, 43, 

197). Η δεύτερη αφορά την παρεμπόδιση του ενζύμου Δ8- Δ 7 - ισομεράση (Δ8-

A^isomerase) που είναι υπεύθυνο για τη μετατόπιση του διπλού δεσμού από τον 

C-8 (9) στον C-7 (8) με αποτέλεσμα την συσσώρευση fecosterol, ergosta-8, 22, 24 

(28)- trien- 3b-ol και egosta- 8, 22- dien- 3b- ol (σχήμα 1, θέση 111) (14, 189). 
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Squalene 

HO C<*O HO 

[στί] HO G"*] 

ίζΐ H O ^ ^ (ft 

Σχ. 1.- Πορεία βιοσύνθεσης της εργοστερόλης και οι θέσεις δράσης των παρεμποοιστών με τις avo 

πτυσόμενες πλευρικές οδούς: 

α) lanosterol, β) eburicol, β1) obtusifoliol, β2) 14α - meîhylfecosterol, γ) 4,4 - dim ethyl erg osta -

8 -14,24 (28) - trien - 3b - ol, γί) 4a - m ethyl erg osta - 8,14, 24 (28) trien - 3b - ol, γ2) ignosterol, 

δ) 4,4 - dimethyl - 8,24 (28) - dien - 3b - ol, e) 4α - methylergosta - 8, 24 (28) - dien - 3b - ol, στ) 

4α - fecosterol, erri) ergosta - 8, 22-, 24 (28) trien - 3b- oì, στ2) ergosta- 8, 22 - dien - 3b - ol, z) 

episterol, n) ergosterol. _ _ 
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2β. Επίδραση των EBIs στην ανάπτυξη , μορφολογία και 
κυτταρική δομή του μύκητα Α. nidulans. 

Τα αποτελέσματα των επιδράσεων των EBIs στην ανάπτυξη, εμφανίζονται 

πολύ γρήγορα και συχνά μέσα σε διάστημα δύο ωρών από την εφαρμογή του 

μυκητοκτόνου (87, 90, 187, 239). Η βλάστηση των σπορίων κατά κανόνα δεν 

επηρεάζεται αλλά οι βλαστικοί σωλήνες και οι υφές διογκώνονται και 

παραμορφώνονται (193,274,326). 

Σε μελέτες της λεπτής δομής, διαπιστώθηκε ότι οι EBIs προκαλούν 

εκφυλιστικές αλλοιώσεις στο κυτταρικό τοίχωμα και το πλασμάλημμα, όπως 

επίσης και σημαντική αύξηση των μεμβρανωδών συστατικών του κυττάρου (81, 

159,297). 

Ειδικότερα έχουν περιγραφεί οι παρακάτω αλλοιώσεις παρουσία των 

παρεμποδιστών βιοσύνθεσης εργοστερόλης: 

Τα bifonazole και miconazole εμποδίζουν τον αποχωρισμό των 

βλαστοκυττάρων του μύκητα Candida albicans με αποτέλεσμα το σχηματισμό 

αλυσίδων (20, 36, 74, 170)'. Το τελευταίο μυκητοκτόνο σε συγκεντρώσεις 10"6Μ 

και 10"^Μ προκαλεί επί πλέον την προοδευτική φθορά του πλασμαλήμματος και 

των κυτταροπλασματικών οργανιδίων (99, 253).Το κατεστραμμένο υλικό τελικά 

απομακρύνεται από το πρωτόπλασμα και εισέρχεται στο κεντρικό χυμοτόπιο ( 98). 

Το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σαρώσεως ( scanning electron microscope) έδειξε 

ότι οι μυκητοστατικές δόσεις του micanozole ( 10"^Μ και 10' ^Μ), προκαλούν 

ανωμαλίες στην επιφάνεια των κυττάρων και διεγείρουν το σχηματισμό μεγάλου 

αριθμού αποπροσανατολισμένων βλαστικών διογκώσεων (buds) και βλαστικών 

ουλών ( bud scars) (99). Αντίθετα, στη μυκητοκτόνο συγκέντρωση 10'4Μ οι 

κυτταρικές επιφάνειες παραμένουν λείες, καλύπτονται όμως'από πολυάριθμες 

φλυκτενώδεις κατασκευές, που κατά πάσα πιθανότητα αντιπροσωπεύουν 

κυτταροπλασματικά υπολείμματα εκφυλισμένων κυττάρων (99). 

Τα κονίδια του μύκητα Botrytis allii παρουσία του triadimefon βλαστάνουν , 

αλλά οι βλαστικοί σωλήνες είναι βραχείς και διογκωμένοι (288). Το κυτταρικό 

τοίχωμα εμφανίζει έντονη πάχυνση και στο εσωτερικό του κυττάρου 

παρατηρούνται πολλά λιποσωματίδια και χυμοτόπια. Τα εγκάρσια διαφράγματα 

των υφών (septa) παραμένουν ημιτελή και σε αρκετές περιπτώσεις δεν 

σχηματίζονται καθόλου. Οπωσδήποτε αυτού του είδους αλλοιώσεις δείχνουν 

επέμβαση της συγκεκριμένης ένωσης στο μηχανισμό κατασκευής του τοιχώματος 

της υφής και των εγκαρσίων διαφραγμάτων (161, 288). 

Το ίδιο μυκητοκτόνο σε συγκεντρώσεις 62.5μΜ - 125μΜ μειώνει σημαντικά τη 

μυκηλιακή ανάπτυξη και το σχηματισμό σκληρωτίων του μήκυτα Sclerotinia 

sclerotiorum (339). Επί πλέον, παρατηρείται αύξηση του ενδοπλασματικού 

δικτύου , που κατανέμεται τυχαία στο κυτταρόπλασμα με τη μορφή σωρών ή 

συμπλεγμάτων μεμβρανών (339). Τέλος στο διάστημα που παρεμβάλλεται μεταξύ 
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του πλασμαλήμματος και του κυτταρικού τοιχώματος, παρατηρούνται πολυάριθμα 
κυστίδια, που περιβάλλονται από απλή μεμβράνη (276, 339). 

Το κυτταρικό τοίχωμα του μύκητα Ustilago avenae παρουσία nuarimol 
εμφανίζει σημαντική πάχυνση. Στην κυτταροπλασματική μεμβράνη 
δημιουργούνται ενθυλακώσεις (invaginations) και στο εσωτερικό του κυττάρου 
παρατηρείται αυξημένος αριθμός λιποσωματιδίων και χυμοτοπίων (154,155). 

Το imazaüi προκαλεί πς ίδιες αλλοιώσεις με το προηγούμενο μυκητοκτόνο, σε 
μικρότερη όμως ένταση. Τα εγκάρσια διαφράγματα των υφών του U. avenae 
παραμορφώνονται, ενώ ο αριθμός των μιτοχονδρίων αυξάνει και μειώνεται η 
διάμετρος τους (158, 160). 

Η παρουσία των buthiobatë και tridemorph αναστέλλει επίσης την ανάπτυξη 
του Β. cinerea και προκαλεί το σχηματισμό περισσοτέρων του ενός βλαστικών 
σωλήνων ανά κονίδιο, ενώ και οι υφές παρουσιάζουν αυξημένες διακλαδώσεις 
(61,189). 

Τέλος το μυκητοκτόνο fenpropimorph αποδιοργανώνει τα εγκάρσια 
διαφράγματα >των υφώ,ν του μύκητα Pénicillium italicum ενώ και το κυτταρικό 
τοίχωμα παραμορφώνεται εξ' αιτίας της ακανόνιστης εναπόθεσης χιτίνης σ'αυτό 
(107, 194). 

2γ. Γενετική δραστικότητα των EBIs 

Οι-παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης προκαλούν αύξηση στη 

συχνότητα της μιτωτικής διάσχισης ( mitotic segregation) σε διπλοειδή στελέχη 

του μύκητα Α. nidulans (133). Για να διαπιστωθεί όμως σαφής γενετική 

δραστικότητα, πρέπει να χρησιμοποιηθούν συγκεντρώσεις, που προκαλούν υψηλή 

παρεμπόδιση της αυξήσεως του μύκητα (133). Η ανάλυση των προϊόντων 

μιτωτικής διάσχισης, έδειξε ότι οι EBIs αυξάνουν τόσο τα· απλοειδή όσο και τα 

διπλοειδή προϊόντα μιτωτικού ανασυνδυασμού. Τα διπλοειδή-όμως προϊόντα 

προέρχονται όχι από το μηχανισμό του μιτωτικού διασκελισμού αλλά από το 

μηχανισμό του μη αποχωρισμού των χρωματίδων που φαίνεται τελικά να είναι ο 

μηχανισμός ο υπεύθυνος για τη γενετική δραστικότητα των παρεμποδιστών 

βιοσύνθεσης εργοστερόλης. 

Ο Bellincampi και οι συνεργάτες του διατύπωσαν την άποψη ότι στους 

Ασκομύκητες επειδή η μίτωση είναι ενδοπυρηνική, δηλαδή στη διάρκεια της 

κυτταρικής διαίρεσης παραμένει ανέπαφη η πυρηνική μεμβράνη, ο μη 

διαχωρισμός των χρωματοσωμάτων φαίνεται να είναι αποτέλεσμα βλάβης της 

πυρηνικής μεμβράνης που οφείλεται στην παρεμπόδιση βιοσύνθεσης 

εργοστερόλης (23). 
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3. Δικαρβοξιμιδικά 

: Τα δικαρβοξιμιδικά μυκητοκτόνα εμφανίσθηκαν στη δεκαετία του 1970 και 

ταξινομούνται σήμερα σε μία κοινή ομάδα με τους αρωματικούς 

υδρογονάνθρακες, στην ομάδα των " αρωματικών υδρογονανθράκων και 

δικαρβοξιμιδικών (AHDs) ", εξ' αιτίας της θετικής συσχέτισης από άποψη 

διασταυρωτής ανθεκτικότητας που παρουσιάζουν (cross-resistance) (219, 231), 

αλλά και επειδή αυξάνουν τη συχνότητα της μιτωτικής διάσχισης στις αποικίες 

του διπλοειδούς στελέχους του μύκητα Α. nidulans (136} 

Η ανάπτυξη των δικαρβοξιμιδικών ευνοήθηκε σημαντικά απο τέσσερις κυρίως 

παράγοντες: 

α.- Τη χαμηλή τοξικότητα που εμφανίζουν στα θηλαστικά. 

β.- Το χαμηλό κόστος παραγωγής. 

γ.- Την καλή μυκττΓοτοξικότητα. 

δ.- Από την εμφάνιση ανθεκτικότητας, του μύκητα 

Β. cinerea στα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα. 

Τα μυκητοκτόνα αυτής της ομάδας χρησιμοποιούνται σε επεμβάσεις σπόρου 

αλλά και για ψεκασμούς υπέργειων οργάνων, είναι δε πολύ σημαντικά για την 

καταπολέμηση των μετασυλλεκτικών σήψεων (228). Οπωσδήποτε στο σύνολο 

τους δεν μπορεί να θεωρηθεί ότι έχουν ευρύ φάσμα δράσης. Είναι ιδιαίτερα 

αποτελεσματικά εναντίον μυκήτων που ανήκουν στα γένη : Rhizoctonia, 

Sclerotinia, Botrytis, Monilinia, Alternaria, Sclerotium, Phoma, Tilletia και Pénicillium 
(222,228,303). · 

Στον πίνακα 2, περιλαμβάνονται τα σημαντικότερα μέλη της υποομάδας των 

δικαρβοξιμιδικών με εφαρμογή στη γεωργική, πράξη, 

Ειδικότερα για το iprodione που διαπραγματεύεται.η παρούσα εργασία, 

χρησιμοποιείται στη καταπολέμηση μυκήτων που ανήκουν· στα γένη Botrytis, 

Monilinia, Sclerotium, Alternaria, Pénicillium, Helminthosporium, Rhizoctonia, 
Corticium, Typhula, Fusarium σε αμπέλια, οπωροφόρα, λαχανικά, καλλωπιστικά 

και δημητριακά (21, 218). 

32 



ΠΙΝΑΚΑΣ 2: Κυριώτερα μυκητοκτόνα της ομάδας των δικαρβοξιμιδικών. 

Κοινό όνομα 

procymidone 

vinclozolin 

iprodione 

metomeclan 

chlozolinate 

Εμπορικές ονομασίες 

Sumisclex, Sumüex 

Ronilan 

Rovral 

Drawifol 

Serina! 

3α. Μηχανισμός δράσης 

Παρά τις έρευνες που έχουν πραγματοποιηθεί από τα πρώτα χρόνια της 

δεκαετίας του 1960 μέχρι σήμερα, εν τούτοις ο μηχανισμός (ή οι μηχανισμοί) 

τοξικότητας των αρωματικών υδρογονανθράκων και δικαρβοξιμιδικών συνεχίζει 

να παραμένει αδιευκρίνιστος. Η ομοιότητα στη χημική δομή, οι παρόμοιες 

επιδράσεις που έχουν στους μύκητες και τέλος η διασταυρωτή ανθεκτικότητα, 

στηρίζουν την άποψη ότι όλες αυτές οι ενώσεις έχουν κοινό μηχανισμό δράσης 

(22, 231, 346). 

Σε-μέλη της ομάδας έχουν αποδοθεί παρεμπόδιση της πρωτεϊνοσύνθεσης 

(228), αλλαγή της συστάσεως των κυτταρικών τοιχωμάτων (234, 345), μεταβολές 

στις ημιπερατές ιδιότητες της κυτταροπλασματικής μεμβράνης (228),. παρεμβολή 

σε ένα σύστημα με το οπσ.ίο επιτυγχάνεται τοπικά πλαστικοποίηση του 

κυτταρικού τοιχώματος που επιτρέπει εκβλαστήσεις (228), και τελευταία ' 

παρεμβολή στο σχηματισμό των μικροϊνιδίων του κυττάρου (186). Σε ερευνητική 

εργασία των Pappas και Fisher (263), υποστηρίχθηκε ότι το μυκητοκτόνο 

iprodione προκαλεί συσσώρευση 4,4 dimethyl-stero!, πράγμα που θα μπορούσε να 

οφείλεται σε παρεμπόδιση βιοσύνθεσης εργοστερόλης. Πειράματα όμως που 

πραγματοποιήθηκαν με το μύκητα Cladosporium cucumerinurn, φανέρωσαν την 

ύπαρξη χαμηλών επιπέδων διασταυρωτής ανθεκτικότητας δύο στελεχών του 

ανωτέρω μύκητα που ήταν ανθεκτικά στο fenarimol, με τα iprodione-vinclozolin 

ενώ δεν υπήρχε διασταυρωτή ανθεκτικότητα στο procymidone (124). Παρόμοια 

ερευνητικά δεδομένα διαπιστώθηκαν και για τους'μύκητες Α. nidulans και Ρ. 

italicum (124). 

Τα αποτελέσματα πρόσφατων ερευνητικών εργασιών πάνω στη δράση των 

33 



δικαρβοξιμιδικών σε ευαίσθητους μύκητες όπως οι M. mucedo 

και Β. cinerea, (117, 143, 163), υποστηρίζουν την άποψη ότι οι ενώσεις αυτές 

συμπεριφέρονται ανάλογα με τους αρωματικούς υδρογονάνθρακες (232) και 

προκαλούν υπεροξείδωση των λιπιδίων. Οι κυριότερες θέσεις πραγματοποίησης 

αυτής της αντίδρασης είναι η εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη, το 

ενδοπλασματικό δίκτυο και. πολύ πιθανόν, σε μικρότερο βαθμό, η 

κυτταροπλασματική μεμβράνη. Τα μυκητοκτόνα αυτά υποστηρίζεται ότι αντιδρούν 

με τα φλαβινικά ένζυμα όπως π.χ. η αναγωγάση του κυτοχρώματος e ή παρόμοιες 

μονοοξυγονάσες, με αποτέλεσμα να εμποδίζεται η μεταφορά ηλεκτρονίων από 

τη φλαβίνη στο υπόστρωμα και να προκαλείται με την παραγωγή ελευθέρων 

ριζών, υπεροξείδωση των φωσφολιπιδίων (228). 

Φαίνεται ότι αυτός ο μηχανισμός δράσης, μπορεί να εξηγήσει τις επιδράσεις 

των δικαρβοξιμιδικών που έχουν περιγραφεί μέχρι τώρα/Ετσι μια τέτοια οξείδωση 

των λιπιδίων μέσα στα μιτοχόνδρια, πρέπει κατά πάσα πιθανότητα να 

καταστρέφει τη δομή του συστήματος της εσωτερικής μεμβράνης και μ' αυτόν τον 

τρόπο μειώνεται η κυτταρική αναπνοή, χωρίς εξειδικευμένη παρεμπόδιση της 

αναπνευστικής αλυσίδας (228). Παράλληλα, η παραγωγή των ελευθέρων ριζών 

και η λιπιδιακή υπεροξείδωση μέσα στην πυρηνική μεμβράνη, όχι μόνο βλάπτει τη 

λειτουργία της και τη μεταφορά του RNA αλλά μπορεί να επιδράσει και στο ίδιο το 

DNA με αποτέλεσμα ρήξεις αλυσίδων και χρωματοσωματικές ανωμαλίες (6, 46). 

Αυτό οφείλεται στο ότι τα δεοξυριβονουκλεοτίδια είναι πολύ ευαίσθητα τόσο στο 

μονοατομικό οξυγόνο όσο και στις ρίζες υδροξυλίου. Η συγκεκριμένη δράση στο 

DNA μπορεί να εξηγήσει τις γενετικές επιδράσεις αυτών των μυκητοκτόνων που 

παρατηρήθηκαν από τον Georgopoulos και τους συνεργάτες του (136) και στις 

οποίες θα αναφερθούμε παρακάτω. 

3β. Επίδραση στην κυτταρική δομή, ανάπτυξη και 
μορφολογία του μύκητα Α. n/du/ans. 

Σε αντίθεση με πολλά προστατευτικά μυκητοκτόνα, τα δικαρβοξιμιδικά 

επηρεάζουν τη βλάστηση σπορίων λιγότερο απ' ότι την ανάπτυξη μυκηλίου (52, 

263, 286). Διάφορες ερευνητικές εργασίες κατά καιρούς έχουν αναφέρει τις 

παρακάτω μεταβολές στη μορφολογία και τη λεπτή δομή των μυκήτων, παρουσία 

ενώσεων αυτής της κατηγορίας. Η επιμήκυνση των βλαστικών υφών του 

Β.cinerea σε διάλυμα σακχαρόζης διεγείρεται από πολύ χαμηλές συγκντρώσεις 

του vinclozolin (0.143mg/ It) ενώ σε συγκεντρώσεις υψηλότερες από 0.i43mg/ It η 

επιμήκυνση περιορίζεται και οι βλαστικές υφές διογκώνονται και 

παραμορφώνονται (223, 264). Πάντως ακόμα και σε συγκέντωση 143mg/ It το 26% 

των κονιδίων βλαστάνουν. Εάν η βλάστηση λάβει χώρα σε υδατικό διάλυμα που 
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περιέχει το μυκητοκτόνο procymidone, τότε οι περισσότερες από τις βλαστικές 

υφές τελικά. διαρρηγνύονται(162). Το ίδιο είχε παρατηρηθεί και παλιότερα με 

επίδραση αρωματικών υδρογονανθράκων. Διάρρηξη κυττάρων υφών, 

εκτεθειμένων σε vinclozolin και irpodione, έχει αναφερθεί και από άλλους 

ερευνητές (295). 

Οπωσδήποτε, οι επιδράσεις αυτές αποδεικνύουν μια διατάραξη της 

κανονικής σύνθεσης κυτταρικού τοιχώματος, μπορούν όμως να προκληθούν και 

από άλλες χημικές ενώσεις με διαφορετικούς μηχανισμούς δράσης. Τέτοιες είναι 

για παράδειγμα το κϋκλοεξιμίδιο που παρεμποδίζει την πρωτέινοσύνθεση (338), 

το carbendazim που παρεμποδίζει τον πολυμερισμό της τουμπουλίνης και το 

σχηματισμό των μικροσωληνίσκων (166) και τέλος οι EBIs (282) για τους οποίους 

αναφερθήκαμε νωρίτερα. Συνεπώς, αυτές οι μορφολογικές επιδράσεις από 

μόνες τους δίνουν μόνο μια μικρή ιδέα,σχετικά με τον τρόπο δράσης των 

δικαρβοξιμιδικών μυκητοκτόνων. 

Οι παρατηρήσεις σε υποκυτταρικό επίπεδο έδειξαν τα δικαρβοξιμιδικά να 

προκαλούν λύση των εσωτερικών μιτοχονδριακών μεμβρανών καθώς επίσης και 

των μεμβρανών του ενδοπλασματικού δικτύου (162, 233). Το κυτταρικό τοίχωμα 

από μορφολογική άποψη φαίνεται να μην επηρεάζεται από τα δικαρβοξιμιδικά, σε 

αντίθεση με τη συγγενή υποομάδα των αρωματικών υδρογονανθράκων που 

φαίνεται να προκαλούν σημαντική πάχυνση (230). 

3γ. Γενετική δραστικότητα των δικαρβοξιμιδικών 

Τα δικαρβοξιμιδικά μυκητοκτόνα διαπιστώθηκε ότι αυξάνουν σημαντικά τη 

συχνότητα μιτωτικής διάσχισης στα διπλοειδή στελέχη του μύκητα Α. nidulans, η 

ικανότητα τους δε αυτή αποτέλεσε ένα επιπλέον κριτήριο για την ομαδοποίηση 

τους με τους αρωματικούς υδρογονάνθρακες (135, 180). Η προσθήκη αυτών των 

ενώσεων στο θρεπτικό υλικό όπου αναπτύσσεται ο ανωτέρω" μύκητας, έχει σαν 

αποτέλεσμα την αύξηση της συχνότητας των παραγόμενων κίτρινων και λευκών 

τομέων (135). Από τον Georgopoulos και τους συνεργάτες του υποστηρίχθηκε ότι 

ίσως η επίδραση τους στα χρωματοσώματα και πιθανόν στη μιτωτική άτρακτο 

είναι μια κύρια αιτία της μυκητοτοξικότητας των δικαρβοξιμιδικών (136). 

Σήμερα υπάρχουν δύο απόψεις σχετικά με τη γενετική δραστικότητα των 

χημικών αυτών ουσιών. Η πρώτη προέρχεται απ' τα δεδομένα ερευνητικής 

εργασίας του Kappas (180) και υποστηρίζει ότι οι αρωματικοί υδρογονάνθρακες 

και τα δικαρβοξιμιδικά προκαλούν στους μύκητες θραύση χρωματοσωμάτων, ενώ' 

εκείνη (η άποψη ) του Azevedo και των συνεργατών του (12) ότι εμποδίζουν τον 

αποχωρισμό των θυγατρικών χρωματοσωμάτων. Οπωσδήποτε , προσπάθεια να 

αποσαφηνισθεί ο μηχανισμός της γενετικής δραστικότητας θα συνέβαλε 
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οπωσδήποτε και στην κατανόηση γενικότερα της δράσης αυτών των 

μυκητοκτόνων σε υποκυτταρικό επίπεδο. 

» 

• 
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4. Φθαλιμίδια και άλλα συγγενή μυκητοκτόνα 

Τα προστατευτικά αυτά μυκητοκτόνα από χημική άποψη είναι ετεροκυκλικές 

ενώσεις αζώτου, που χαρακτηρίζονται από ένα πολυαλογονωμένο αλκύλιο 

ενωμένο με θείο. Το πολυαλογονωμένο αυτό αλκύλιο είναι και υπεύθυνο για τη 

μυκητοτοξικότητα (132). Τα τελευταία χρόνια έχουν αναγνωριστεί 

μεταλλαξιγόνες και τερατογόνες ιδιότητες των φθαλμιδίων σε πολλούς 

οργανισμούς, γεγονός που έ χ ε ι προκαλέσει μείωση της γεωργικής 

χρησιμοποιήσεως τους (77). 

Στον πίνακα 3 περιλαμβάνονται οι ενώσεις της ομάδας αυτής, με τα 

αντίστοιχα εμπορικά τους ονόματα, που βρίσκουν εφαρμογή στη γεωργική πράξη. 

To captafol, που διαπραγματεύεται η παρούσα εργασία, έχει ευρύ φάσμα 

δράσης με μεγάλη σταθερότητα. Η χρήση του έχει απαγορευθεί σε πολλές 

χώρες εξ' αιτίας των μεταλλαξιγόνων ιδιοτήτων που εμφανίζει. Είναι 

προστατευτικό κατάλληλο για εφαρμογές στο φύλλωμα. Ελέγχει το φουζικλάδιο 

των μηλοειδών {Venturja inaequalis), το κορύνεο των πυρηνοκάρπων {Stigmina 

carpophila), τον εξώασκο της ροδακινιάς (Taphrina deformans), τον 

περονόσπορο {Plasmopara viticola) και τη τεφρά σήψη της αμπέλου {Botrytis 

cinerea), τις προσβολές από Alternarla spp και Phytcphthora infestans στην 

πατάτα, τη σεπτορίωση του σέλινου {Septoria spp) και του σίτου {Septoria tritici) 

καθώς και πλήθος άλλων ασθενειών στις τομάτες, εσπεριδοειδή, κρεμμύδια, 

κολοκύθια, αραβόσιτο, σόργο κ.λ.π. Χρησιμοποιείται επίσης σε επεμβάσεις στο 

σπόρο για τον έλεγχο μυκήτων του γένους Pythium και Phoma σε 

σακχαρότευτλα, βαμβάκι και ρύζι. 

ΠΙΝΑΚΑΣ 3: Φθαλιμίδια και άλλα συγγενή μυκητοκτόνα 
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D i f o l a t a n 

O r t h o c i d e t M e r p a n 

P h a i t a n 

E u p a r e n , E I v a r o n 

Euparen M. 
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4α. Μηχανισμός δράσης 

Τα μυκητοκτόνα αυτής της ομάδας έχουν μη εξειδικευμένη δράση, με 

αποτέλεσμα να αντιδρούν με περισσότερα από ένα κυτταρικά συστατικά, όταν 

βρεθούν στο εσωτερικό του κυττάρου, παρεμποδίζοντας έτσι περισσότερες από 

μία κυτταρικές διεργασίες (108, 252, 310). Όσον αφορά το μηχανισμό δράσης, τα 

φθαλιμίδια αντιδρούν τόσο με τις διαλυτές όσο και με τις αδιάλυτες θειόλες, με 

συνέπεια να αναστέλλεται ένας σημαντικός αριθμός μεταβολικών λειτουργιών 

του κυττάρου (293, 319).Έτσι π.χ. το captan αντιδρά με τη σουλφυδριλική ομάδα 

του συνενζύμου Α παρεμποδίζοντας τη σύνθεση του κιτρικού οξέος από το 

οξεϊκό οξύ (258, 292). Για τον ίδιο ακριβώς λόγο η αφυδρογονάση της 3-

φωσφορικής γλυκεριναλδεύδης που είναι ένα σημαντικό ένζυμο για τη ζύμωση 

της γλυκόζης στα κύτταρα των ζυμομυκήτων, παρεμποδίζεται από το captan και 

το folpet (164, 242). Στους ευαίσθητους μύκητες η αναπνοή παρεμποδίζεται 

πιθανότατα από αντίδραση των μυκητοκτόνων αυτής της ομάδας με ένζυμα που 

έχουν σουλφυδριλική ομάδα στο ενεργό κέντρο και ακόμα με το συνένζυμο Q 

που έχει επίσης τέτοια ομάδα(294, 321). Η τοξικότητα των φθαλιμιδίων μειώνεται 

σημαντικά αν πριν την προσθήκη του μυκητοκτόνου, αυξηθεί η ποσότητα των 

σουλφυδριλικών ομάδων (-SH) στο υλικό καλλιέργειας (320). 

Κατά την αποικοδόμηση των φθαλιμιδίων ή κατά την αλληλοεπίδραση τους με 

τα κυτταρικά συστατικά παράγονται διάφορες ενώσεις όπως θειοφωσγένιο, 

διθειοφωσγένιο, τριχλωρομεθυλθειομάδες, τετραϋδροφθαλιμίδιο, υδρόθειο και 

τέλος μονοξείδιο του θείου (320, 324). Το θειοφωσγένιο και οι 

τριχλωρομεθυλθειομάδες που απελευθερώνονται μπορούν και αλληλοεπιδρούν 

με αμινοομάδες, υδροξυλομάδες, σουλφυδριλομάδες και ίσως και με άλλες 

ομάδες με αποτέλεσμα να δημιουργούνται επί πλέον χημικές αντιδράσεις που 

συμβάλλουν στην εμφάνιση της μυκητοτοξικότητας αυτών των ενώσεων (227, 

325). 

46. Γενετική δραστικότητα των φθαλιμιδίων 

Τα captan, folpet αποτέλεσαν τα δύο πρώτα μυκητοκτόνα της'κατηγορίας των 

φθαλιμιδίων για τα οποία διαπιστώθηκε μεταλλαξι γόνος δράση (49). Οι έρευνες 

των Legator (215), Clarke (69), Bridges (48, 49) και Shirasu (317), έδειξαν ότι οι 

δύο αυτές ενώσεις είναι υπεύθυνες για την πρόκληση μεταλλαγών σε διάφορα 

μικροβιακά συστήματα, κυρίως βακτήρια, ενώ ο Kappas (177) σε άλλη ερευνητική 

εργασία διαπίστωσε ότι ή παρουσία αυτών των ενώσεων αυξάνει σημαντικά τα 

"έγχρωμα προϊόντα διάσχισης" σε διπλοειδή στελέχη του μύκητα Aspergillus 

nidulans. 
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Τελευταία οι Ziogas και Georgopoulos (363) διερεύνησαν τον μηχανισμό 
πρόκλησης του μιτωτικού ανασυνδυασμού στον Α. nidulans και διαπίστωσαν ότι οι 
μικρές συγκεντρώσεις των φθαλιμιδίων είναι υπεύθυνες για την αύξηση της 
συχνότητας των μιτωτικών διασκελισμών (crossing-over) ενώ οι μεγάλες για την 
αύξηση της συχνότητας του μη αποχωρισμού των χρωματίδων. Κατάλληλα 
πειράματα από τους ίδιους ερευνητές έδειξαν ότι πτητικό παράγωγο ή 

• παράγωγα των φθαλιμιδίων είναι κατά πάσα πιθανότητα υπεύθυνα για την αύξηση 
των μιτωτικών διασκελισμών στις μικρές συγκεντρώσεις (363). Οι Couch και 
Siegel (77, 78) διαπίστωσαν ότι τα μυκητοκτόνα αυτά μπορούν να δεσμεύονται 
στις ιστόνες. Η ικανότητα τους αυτή φαίνεται ότι οδηγεί σε αποσταθεροποίηση 
της δομής του DNA και σε αύξηση της συχνότητας των θραύσεων από την δράση 
των κυτταρικών ενζύμων. Με το μηχανισμό αυτό εξηγείται οπωσδήποτε η αύξηση 
της συχνότητας του μιτωτικού διασκελισμού όχι όμως και του απλοειδισμού. 

Με βάση τα αποτελέσματα προηγούμενων εργασιών της Käfer (176), οι 
Ziogas και Georgopoulos (363) συμπέραναν ότι τα φθαλιμίδια πρέπει να 
θεωρηθούν γενικά με/ταλλαξιγόνα εξ' αιτίας των επιδράσεων που έχουν. Πιο 
συγκεκριμένα, είναι ενώσεις που προκαλούν την εμφάνιση ευπλοειδικών 
προϊόντων διάσχισης όλων των τύπων αυξάνοντας τη συχνότητα των 
μεταλλαγών, των ανωμάλων χρωματοσωματικών διαχωρισμών και των μιτωτικών 
διασκελισμών. 
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5. Βενζιμιδαζολικά 

Η εμφάνιση των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων στα τέλη της δεκαετίας του 

1960, δημιούργησε μια καινούργια εποχή στη φυτοπροστασία. Στην ομάδα αυτή 

ανήκουν τα πρώτα διασυστηματικά φάρμακα, με ευρύ φάσμα προληπτικής και 

θεραπευτικής δράσης, μικρή φυτοτοξικότητα, μικρή τοξικότητα για τα θερμόαιμα 

και μεγάλη υπολειμματική δράση (88, 254). 

Στην ομάδα αυτή των μυκητοκτόνων εμφανίζονται ευαίσθητοι οι περισσότεροι 

από τους ασκομύκητες, τους βασιδομύκητες και τους αδηλομύκητες. Αντίθετα οι 

ωομύκητες δεν παρουσιάζουν καμμία απολύτως ευαισθησία (32,127, 262). 

Στον πίνακα 4 περιλαμβάνονται οι κυριότεροι εκπρόσωποι των 

βενζιμιδαζολικών και των συγγενών μυκητοκτόνων που βρίσκουν εφαρμογή στη 

γεωργική πράξη. 

ΠΙΝΑΚΑΣ 4: Βενζιμιδαζολικά και άλλα συγγενή μυκητοκτόνα. 
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Εμπορικές ονομασίες 

Benlate , Tersan , Fundazol 

Delsene , Bavist in, Derosai 

Neo- Voronit 

Mertect , Tecto 

Cercobin ,Topsin 

Cercobin-M , Topsin-M 

Η εικόνα που εμφανίζεται σήμερα γι' αυτή τη κατηγορία φυτοφαρμάκων είναι 

οπωσδήποτε λιγότερο αισιόδοξη από ότι ήταν στις αρχές της πρακτικής τους 

εφαρμογής, εξ' αιτίας κυρίως δύο βασικών λόγων (96, 97, 348). 

α.- Η γενετική δραστικότητα αυτών των μυκητοκτόνων 

β.- Η ευκολία με την οποία στους ευαίσθητους μύκητες 

δημιουργούνται με μεταλλαγές ανθεκτικά στελέχη. 

5α. Μηχανισμός βράσης 

Το benomyl και το thiophanate-methyl, αποδείχθηκε ότι σε υδατικό διάλυμα 

μετατρέπονται σε μεθυλεστέρα του βενζιμιδαζολοκαρβαμιδικού οξέος (MBC), 
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μάλλον γενικής αποδοχής παραπάνω άποψη δεν συμφωνούν πλήρως τα 

ερευνητικά δεδομένα του Kumari και των συνεργατών του (210). Οι μελέτες στα 

βλαστημένα κονίδια του Fusarium oxysporum, έδειξαν ότι η παρουσία του 

bènomyl (3μΜ και 10μΜ ) συντελεί στην παρεμπόδιση της συνθέσεως του DNA 

προτού τα κύτταρα εισέλθουν στη μίτωση. Έτσι υποστηρίχθηκε ότι το 

μυκητοκτόνο ίσως έχει και άμεση επίδραση στη σύνθεση του DNA, διαφορετική 

από αυτή που παρατηρείται εξ'αιτίας της παρεμπόδισης της μίτωσης από το 

μυκητοκτόνο. \ 

Η αντιμιτωτική δράση του MBC στον Α. nidulans παρουσιάζει μεγάλη 

ομοιότητα με την αντιμιτωτική δραστικότητα της κολχικίνης, η οποία 

παρεμποδίζει τη δημιουργία της ατράκτου εξ' αιτίας της σύνδεσης της με τις 

υπομονάδες πρωτεΐνης των μικροσωληνίσκων της ατράκτου στους ανώτερους 

ζωικούς οργανισμούς (18,148,250). Αποτέλεσμα είναι να διαταραχθεί ένας 

σημαντικός αριθμός κυτταρικών λειτουργιών στις οποίες υπεισέρχονται αυτές οι 

κατασκευές, όπως π.χ. η μίτωση, η μείωση και η ενδοκυττάρια μεταφορά 

οργανιδίων (66,100,228). * 

To MBC δεσμεύεται στις β- υπομονάδες της τουμπουλίνης και παρεμποδίζει 

έτσι τον πολυμερισμό των διμερών αβ και κατά συνέπεια το σχηματισμό των 

μικροσωληνίσκων (91,278). Η Sheir- Neiss και οι συνεργάτες της (316) 

πραγματοποιώντας γενετική ανάλυση 28 μεταλλαγμένων στελεχών ανθεκτικών 

στο benomyl, βρήκαν ότι τα 18 απο αυτά είχαν μεταβολές στους γόνους που 

κωδικοποιούσαν τη β-υπομονάδα της τουμπουλίνης, ενώ κανένα δεν είχε 

μεταβολές για την α-τουμπουλίνη. Οι Davidse και Flach (91) κατάφεραν επίσης να 

απομονώσουν από εκχυλίσματα κυττάρων μυκηλίου του Α. nidulans μια πρωτεΐνη 

που είχε την ικανότητα να δεσμεύει ραδιενεργό carbendazim. Οι βιοχημικές 

ιδιότητες αυτής της πρωτείνης ήταν χαρακτηριστικές της β-τουμπουλίνης. Τα 

ερευνητικά αυτά αποτελέσματα έδειξαν ότι το MBC δεσμεύεται στην υπομονάδα 

της β-τουμπουλίνης και εμποδίζει έτσι τον πολυμερισμό και τον σχηματισμό των 

μικροσωληνίσκων. 

53. Επίδραση των βενζιμιδαζολικών στην κυτταρική δομή, 
μορφολογία και ανάπτυξη του μύκητα Α. nidulans. 

Σε μελέτες οπτικής μικροσκοπίας, διαπιστώθηκε ότι η κυτταρική δομή σε 

διάφορους μύκητες, εμφανίζει σημαντικές μεταβολές μετά από επίδραση των 

βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων (275, 290). 

Έτσι, στα κονίδια του Β. fabae το benomyl προκαλεί το σχηματισμό 

διογκωμένων και παραμορφωμένων βλαστικών σωλήνων με αυξημένες 

διακλαδώσεις των υφών σε σύγκριση με τον μάρτυρα. Παράλληλα τα 

κυτταροπλασματικά οργανίδια στα κορυφαία τμήματα των υφών εμφανίζονται 
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αποδιοργανωμένα (290). 
Το ίδιο μυκητοκτόνο σε συγκέντρωση 5μς/ ml προκαλεί επίσης σημαντικές 

μεταβολές στα βλαστημένα κονίδια του μύκητα F. oxyspórum f. sp. me'.anis, 48 
ώρες μετά τη βλάστηση (64). Το "10% των βλαστανόντων κονιδίων διαρρηγνύεται, 

ενώ μειώνεται σημαντικά στα;υπόλοιπα κύτταρα η ανάπτυξη του βλαστικού 

σωλήνα. Το κυτταρικό τοίχωμα αποκτά ανώμαλη μορφολογία και σε αρκετές 

περιπτώσεις πάχυνση (64, 93). 

Στις παρατηρήσεις ηλεκτρονικού μικροσκοπίου ο πυρήνας φαίνεται να έχει 

υποστεί σημαντικές αλλοιώσεις. Στο εσωτερικό του παρατηρούνται αρκετά συχνά 

" μεμβρανώδη συστατικά", ενώ·η πυρηνική μεμβράνη, παρουσιάζει ενθυλακώσεις. 

Τέλος το ενδοπλασματικό δίκτυο κατακερματίζεται σε πολύ μικρά κυστίδια (290). 

Οι νεότερες ερευνητικές εργασίες των Howard και Aist (166) έδειξαν ότι το 

carbendazim προκαλεί απομάκρυνση των'μιτοχονδρίων από τις κορυφές των 

υφών στο μύκητα F. acuminatum. Τα " μυτερά σωμάτια" (spitzenkorpers) που 

εντοπίζονται,στις κορυφές των υφών και* συμμετέχουν στην ανάπτυξη τους 

εξαφανίζονται. 

Σε άλλη ερευνητική εργασία των ίδιων συγγραφέων μελετήθηκε η λεπτή δομή 

των κορυφών των υφών του μύκητα F. acuminatum με τη μέθοδο της 

ψυκτοαντικατάστασης (freeze-substitute) (167). Αυτή η τεχνική έχει τη 

δυνατότητα να παρατηρήσει κατασκευές και οργανίδια που με τους 

συνηθισμένους τρόπους στερέωσης καταστρέφονται .Έτσι στα κύτταρα του 

μάρτυρα εντοπίζονται πολυάριθμοι μικροσωληνίσκοι και κυστίδια- συκεντρωμένα 

στα άκρα των υφών. Η δεκάλεπτη όμως παρουσία του carbendazim προκαλεί την 

εξαφάνιση των μικροσωληνίσκων από τις κορυφές των υφών, ενώ τα κυστίδια 

κατανέμονται σε όλο το μήκος της υφής. Οι ερευνητές αυτοί κατέληξαν στο 

συμπέρασμα ότι το carbendazim μπλοκάροντας τη συναρμολόγηση των 

μικροσωληνίκων παρεμποδίζει την ενδοκυττάρια μεταφορά υλικών του κυτταρικού ' 

τοιχώματος. 

5γ. Γενετική δραστικότητα των βενζψιδαζολικών 

To benomyl ήταν το πρώτο σε γεωργική χρήση μυκητοκτόνο που βρέθηκε 

ότι αυξάνει σημαντικά τον αριθμό των άσπρων και κίτρινων τομέων στις αποικίες 

διπλοειδών στελεχών του μύκητα Α. niduìans που είναι ετεροζύγωτα για τους 

γόνους , που ελέγχουν το χρώμα των κονιδίων ( y για το κίτρινο και w για το 

λευκό) (146, 289). 

Αυτή η παρατήρηση αποτέλεσε την πρώτη ένδειξη ότι η συγκεκριμένη ένωση 

δρα στη μίτωση. Ακόμα και σε συγκεντρώσεις που προκαλούν μόνο 10% 

παρεμπόδιση στην ανάπτυξη, εμφανίζεται σημαντική αύξηση των εγχρώμων 

τομέων (183). Τα περισσότερα προϊόντα μιτωτικής διάσχισης που προκύπτουν με 
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παρουσία του benomyl, ή άλλων βενζιμιδαζολικών είναι απλοειδή ή διπλοειδή 

που προέρχονται από το μηχανισμό του μη αποχωρισμού των χρωματίδων (non

disjunction) (147, 350). 

To benomyl έχει αναφερθεί ότι προκαλεί σημειακές μεταλλαγές στον μύκητα 

F. oxysporum καθώς επίσης και σε ορισμένα βακτήρια (311, 312, 313, 341). 

Ο Kappas και οι συνεργάτες του (181, 184) έδειξαν ότι το benomyl δρα στα 

βακτήρια προκαλώντας γονιδιακές μεταλλαγές(πλαισιοτροποποιητικές), γιατί 

μπορεί να ενσωματωθεί στο DNA σαν-ανάλογο πουρίνης και να προκαλέσει 

λανθασμένη συγκρότηση του γενετικού μυνήματος. Παρόμοια, το carbendazim 

έχει αναφερθεί ότι προκαλεί σημειακές μεταλλαγές σε στελέχη του Α. nidulans 

και Cladosporium cucumerìnum (334). Η συχνότητα πρόκλησης αυτών των 

μεταλλαγών βρίσκεται σε άμεση εξάρτηση από το pH του μέσου. Έτσι οι 

μεταλλαγές στον Α. nidulans φαίνεται να συμβαίνουν μόνο σε pH 5.2-5.3 ενώ 

στον C. cucumerìnum μόνο σε pH 6.8. Τα αποτελέσματα αυτά*δείχνουν ότι η 

μεταλλαξογόνος ικανότητα του carbendazim εξαρτάται σημαντικά από το pH 'και 

μπορεί να εξηγήσει τυχόν προηγούμενες συγκρουόμενες απόψεις. 

\ 
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I. 6. Σκοπός της μελέτης 

Ο σκοπός αυτής της μελέτης, είναι η διερεύνηση των μηχανισμών γενετικής 

δραστικότητας μερικών μελών από τ ις τέσσερις μεγάλες κατηγορίες 

μυκητοκτόνων: (α) τους παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόληςίΕΒΙε), (β) 

τους αρωματικούς υδρογονάνθρακες με τα δικαρβοξιμιδικά (AHDs), (γ) τα 

φθαλιμίδια και (δ) τα βενζιμιδαζολικά. Στις τέσσερις αυτές ομάδες ανήκει το 

μεγαλύτερο ποσοστό από τα χρησιμοποιούμενα σήμερα μυκητοκτόνα, για 

αντιμετώπιση μυκητολογικών ασθενειών στα φυτά αλλά και στα θηλαστικά. 

Κατανόηση των μηχανισμών γενετικής δραστικότητας είναι, οπωσδήποτε, 

χρήσιμη για την αποτίμηση των κινδύνων που ενδεχομένως συνεπάγεται η χοήση 

γενετικά δραστικών ουσιών για τη δημόσια υγεία. 

Τα βενζιμιδαζολικά, αποτελούν τα μόνα για τα οποία γνωρίζουμε επακριβώς 

το μηχανισμό μυκητοτοξικής δράσης, ο οποίος είναι και υπεύθυνος της γενετικής 

δραστικότητας αυτών των μυκητοκτόνων. Γι' αυτό το λόγο επιλέξαμε το benomyl 

σαν αντιπροσωπευτικό της κατηγορίας , προκειμένου να συγκριθούν οι 

επιδράσεις του σε υποκυτταρικό κυρίως επίπεδο, με εκείνες των υπόλοιπων 

μυκητοκτόνων που σκοπεύαμε να μελετήσουμε. 

Οι παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης (EBls) έχουν γνωστό σε 

λεπτομέρειες μηχανισμό δράσης. Η γενετική τους δραστικότητα που εμφανίζεται 

έντονη μόνο με υψηλές συγκεντρώσεις έχει προταθεί ότι οφείλεται στην 

εκτεταμένη βλάβη της πυρηνικής μεμβράνης, που είναι αποτέλεσμα της 

παρεμπόδισης βιοσύνθεσης εργοστερόλης. Οι βλάβες αυτές οδηγούν σε 

ανωμαλίες στην οργάνωση της ατράκτου και την κατανομή; των θυγατρικών 

χρωματοσωμάτων. Οπωσδήποτε, οι υποθέσεις αυτές δεν έχουν τεκμηριωθεί, ενώ 

υπάρχει το ενδεχόμενο- οι υψηλές συγκεντρώσεις που απαιτούνται για εμφάνιση 

σαφούς γενετικής δραστικότητας να επηρεάζουν και άλλες λειτουργίες 

σημαντικές και για τους ανώτερους οργανισμούς. 

Ο μηχανισμός δράσης των αρωματικών υδρογονανθράκων και 

δικαρβοξιμιδικών δεν είναι ακόμα γνωστός και συνεπώς η γενετική δραστικότητα 

βασίζεται και εδώ σε υποθέσεις. Πιστεύεται ότι είναι αποτέλεσμα της επίδρασης 

των στα χρωματοσώματα και πιθανόν πάνω στη μιτωτική άτρακτο. 

Οι περιορισμένες γνώσεις του μηχανισμού (ή μηχανισμών) δράσης των 

φθαλιμιδίων, έδωσε και σ' αυτή την περίπτωση τη δυνατότητα στους ερευνητές 

να διατυπώσουν διάφορες απόψεις σχετικά με την εμφάνιση της γενετικής 

δραστικότητας. Οι γενετικές επιδράσεις που έχουν στις κυτταρικές διεργασίες 

δεν μπορούν να τις κατατάξουν σε ενώσεις που δρουν μόνο στο DNA ή μόνο στη 

μιτωτική άτρακτο ή τέλος μόνο στην πυρηνική μεμβράνη. Πιστεύεται ότι η 

ικανότητα δέσμευσης των στις ιστόνες οδηγεί σε αποσταθεροποίηση της δομής 

του DNA και αύξηση της συχνότητας των θραύσεων από τη δράση νουκλεασών. 
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Με το μηχανισμό αυτό εξηγείται οπωσδήποτε η αύξηση της συχνότητας του 

μιτωτικού διασκελισμού όχι όμως και του απλοειδισμού. 

. Η παρούσα εργασία προσπαθεί να συμβάλλει στην κατανόηση των 

μηχανισμών γενετικής δραστικότητας των παραπάνω μυκητοκτόνων μετά από 

μελέτη των επιδράσεων τους στην μικροσκοπική και υπομικροσκοπική δομή των 

κυττάρων του ευαίσθητου μύκητα Α. nidulans. 

Το πρώτο στάδιο της εργασίας αφορά την αναγνώριση της γενετικής 

δραστικότητας των διαφόρων υπο μελέτη ουσιών, στον μύκητα Α. nidulans και τον 

προσδιορισμό του υπεύθυνου μηχανισμού. Το δεύτερο στάδιο αφορά τις μελέτες 

της οπτικής μικροσκοπίας, μέσα από τις οποίες 6α διαπιστώσουμε την επίδραση 

αυτών των ενώσεων στη μορφολογία, την ανάπτυξη και τα στάδια της μιτωτικής 

διεργασίας. Στο τρίτο στάδιο θα παρατηρήσουμε σε υποκυτταρικό επίπεδο την 

επίδραση που έχουν αυτά τα μυκητοκτόνα στα διάφορα κυτταρικά οργανίδια, 

επικεντρώνοντας την προσοχή κυρίως σε βλάβες της πυρηνικής μεμβράνης ή σε 

άλλες τυχόν αλλαγές στον πυρήνα και στη διαδικασία της πυρηνικής διαίρεσης. 

Τέλος στο τέταρτο στάδιο θα μελετήσουμε πάλι με τη βοήθεια της οπτικής 

μικροσκοπίας, την επίδραση των EBIs στη λειτουργία της μίτωσης σε. 

κυτταροκαλλιέργεια C. griseus. Επειδή στα θηλαστικά η μίτωση δεν είναι 

ενδοπυρηνική, όπως στους μύκητες και οι μεμβράνες στερούνται εργοστερφλης, 

πιστεύεται ότι η μελέτη της επίδρασης των EBIs στη μίτωση κυττάρων 

θηλαστικών θα βοηθήσει στη διερεύνηση της ορθότητας της υπόθεσης των 

Bellicampi και συνεργατών', ότι η αυξημένη συχνότητα μιτωτικής διάσχισης είναι 

αποτέλεσμα βλαβών στην πυρηνική μεμβράνη. 
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II. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ. 
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Σχ. 3.- Βιολογικός κύκλος του μύκητα Α. niduJans 
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βλαστικών τους σωλήνων. Έτσι πυρήνες διαφορετικών στελεχών του μύκητα 

είναι δυνατόν, μετά από αναστόμωση των υφών να βρεθούν στο ίδιο κύτταρο, το 

οποίο στη συνέχεια διαιρούμενο σχηματίζεt ετεροκαρυωτικό μυκήλιο, που τα 

κύτταρα του φέρουν διαφορετικούς πυρήνες (270). Το γεγονός ότι ο φαινότυπος 

των μυκήτων καθορίζεται από ένα πληθυσμό πυρήνων των οποίων η ποιοτική και 

ποσοτική σύσταση παίζει αποφασιστικό ρόλο στη διαμόρφωση του, δείχνει ότι η 

ετεροκαρύωση αποτελεί ένα πρόσθετο μηχανισμό παραλλακτικότητας στους 

μύκητες, ανεξάρτητο από την εγγενή αναπαραγωγή και παρουσιάζεται ακόμα και 

σε μύκητες που δεν έχουν εγγενή κύκλο αναπαραγωγής, όπως στους 

αδηλομύκητες. 

6. - Σωματικός διπλοειδισμός. Στις ετεροκαρυωτικές υφές μπορεί να γίνει 

ένωση δύο ανόμοιων απλοειδών πυρήνων, δηλαδή πυρήνων διαφορετικού 

γονότυπου, σε μικρή βέβαια συχνότητα και να προκύψουν ετεροζύγωτοι 

διπλοειδείς πυρήνες (301). Αυτοί διαιρούνται στη συνέχεια μ^τωτικώς και δίνουν 

στέλεχος σταθερά διπλοειδςς. Τα διπλοειδή στελέχη αναγνωρίζονται εύκολα, α) 

από τον αγρίου τύπου φαινότυπόν τους ως προς το χρώμα των κονιδίων ( οι 

μεταλλαγμένοι αλληλόμορφοι y και w είναι υπολειπόμενοι ως προς τους μη 

μεταλλαγμένους ) (σχ. 5 ), β) από το ότι αναπτύσσονται σε υλικό ελαχίστων 

απαιτήσεων ( minimal medium ή MM ), δηλαδή είναι πρωτότροφα γιατί έχουν γίνει 

ετεροζύγωτα ως προς τις διάφορες θρεπτικές απαιτήσεις, σε αντίθεση με τα 

απλοειδή που επειδή έχουν θρεπτικές απαιτήσεις ( υπάρχουν και απλοειδή 

στελέχη, που είναι άγρια και αναπτύσσονται σε MM ) δεν αναπτύσσονται. Σ'αυτή 

την περίπτωση θα πρέπει να τονισθεί ότι τα δύο στελέχη που θα δώσουν 

ετεροκαρυωτικό μυκήλιο πρέπει να έχουν διαφορετικές θρεπτικές απαιτήσεις 

γιατί αν έχουν έστω και μία κοινή απαίτηση, τότε τα διπλοειδή κονίδια δεν θα 

δώσουν αποικίες σε MM, γ) από το μέγεθος των κονιδίων που παράγουν και τα 

οποία είναι 1,3 φορές περίπου μεγαλύτερα από τη διάμετρο των απλοειδών (301) 

και δ) από την ποσότητα του DNA, που είναι φυσικά, διπλάσια από ότι στα 

απλοειδή κονίδια, 

γ. - Μιτωτικός διαχωρισμός. Περαιτέρω γενετική παραλλακτικότητα 

προκύπτει κατά τη μιτωτική διαίρεση των ετεροζυγωτών διπλοειδών πυρήνων. Σε 

αποικίες διπλοειδών στελεχών του Α. nidulans που είναι ετεροζύγωτα για το 

χρώμα των κονιδίων, εμφανίζονται τομείς (sectors) ή στίγματα ή κηλίδες άσπρου 

χρώματος ή κίτρινου που σχηματίζονται από κονιδιοφόρους με άσπρο ή κίτρινο 

χρώμα κονιδίων με διαφορετική γονοτυπική σύσταση από το αρχικό στέλεχος. Η 

δημιουργία τους μπορεί να οφείλεται είτε σε μιτωτικό διασκελισμό (mitotic 

crossing-over), είτε σε μη αποχωρισμό των χρωματίδων (non-disjunction) κατά τη 

μιτωτική διαίρεση, είτε ακόμα σε θραύση- έλλειψη χρωματίδων (174). 

Κατά το μιτωτικό διασκελισμό σχηματίζονται νέοι διπλοειδείς γονότυποι που 

προκύπτουν από ανταλλαγή ενός τμήματος χρωματίδος σε ένα χρωματόσωμα 
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H. 1. Βιολογικό υλικό 
Ο μύκητας Α. nidulans ( Eidam G. Wint.) που χρησιμοποιήθηκε στα πειράματα 

μας έχει τέλεια μορφή Emericella nidulans και ανήκει στην τάξη Eurotiales των 
Ασκομυκήτων. Η ατελής του μορφή (imperfect-stage) ανήκει στην οικογένεια 
Moniliaceae της τάξεως Moniliales των Αδηλομυκήτων (122,134,120, 179,248, 
285 α). Κατά τη διάρκεια του βιολογικού κύκλου (σχ. 3) μπορούν και συνυπάρχουν, 
κάτω από ορισμένες συνθήκες, ο εγγενής και ο αγενής αναπαραγωγικός κύκλος. 

Αγενώς, από απλοειδές μονοπύρηνο σπόριο, σχηματίζεται μυκήλιο με 
πολυπύρηνα κύτταρα, μερικά από τα οποία διαφοροποιούμενα δίνουν 
κονιδιοφόρους, που αναπτύσσονται έξω από το υλικό καλλιέργειας. Οι 
κονιδιοφόροι αυτοί αποτελούνται από κορυνοειδή πολυπύρηνα κύτταρα, όπου 
σχηματίζονται τα πρωτογενή μονοπύρηνα στηρίγματα. Οι πυρήνες των 
πρωτογενών στηριγμάτων διαιρούνται και σχηματίζονται δύο ή περισσότερα 
δευτερογενή στηρίγματα. Στο καθένα από αυτά μια πρώτη μίτωση δίνει δύο 
πυρήνες. Από αυτούς ο προς τα έξω θα γίνει ο πυρήνας του πρώτου κονιδίου, 
ενώ αυτός πόυ βρίσκεται προς τη βάση του στηρίγματος διαιρείται και πάλι. Έτσι 
σχηματίζονται μακριές παράλληλες αλυσίδες κονιδίων (μία από κάθε στήριγμα) με 
τα νεότερα κονίδια προς τα μέσα (σχ.2) (122, 302). 

Ως προς την εγγενή αναπαραγωγή, ο μύκητας σχηματίζει ασκοσπόρια 
(εγγενή σπόρια) μέσα σε κλειστοθήκια, είτε μετά από ένωση ομοίων πυρήνων, 
δηλαδή από το μυκήλιο ενός ομοκαρυωπκού στελέχους, είτε μετά από ένωση 
ανόμοιων πυρήνων δηλαδή από ετεροκαρυωακό μυκήλιο ή από διαφορετικά 
ομοκαρυωπκά στελέχη (122, 302). Η τέλεια μορφή του μύκητα είναι κλειστοθήκιο 
ειδικού τύπου, που χαρακτηρίζει και την τάξη. Οι ασκοί σχηματίζονται από 
ασκογόνες υφές διαφορετικού μήκους και έτσι βρίσκονται σε διαφορετικά 
επίπεδα. Κάθε ασκός περιέχει 8 ασκοσπόρια, απλοειδή, διπύρηνα, κόκκινου 
χρώματος (273). Οι ασκοί διαλύονται μέσα στο κλειστοθήκιο και τα ασκοσπόρια , 
ελευθερώνονται μετά τη διάρρηξη των τοιχωμάτων του κλειστοθηκίου. 

Η δημιουργία νέων συνδυασμών γόνων μπορεί να γίνει είτε με την εγγενή 
αναπαραγωγή (φυλετικός κύκλος) είτε με τον παραφυλετικό'κύκλο που είναι 
γνωστό ότι υπάρχει στον Α. nidulans (118, 270) και περιλαμβάνει τα εξής στάδια: 

α. Ετεροκαρύωση . 
β. Σωματική διπλοείδωση ( ένωση ανόμοιων πυρήνων στην ετεροκαρυωτική υφή) 
γ. Μιτωτικό διαχωρισμό. 

α. - Ετεροκαρύωση είναι η κατάσταση που προκύπτει από τη συνύπαρξη στο 
ίδιο μυκήλιο πυρήνων διαφορετικού γονότυπου και είναι συνήθως αποτέλεσμα 
βλαστικών αναστομώσεων των υφών. Ετεροκάρυα μπορούν ακόμα να προκύψουν 
από τυχαία μεταλλαγή ενός από τους πυρήνες του μυκηλίου και με 
πολλαπλασιασμό αυτού ή ακόμα με βλάστηση σπορίων και με αναστόμωση των 
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του μύκητα (271), ενώ κατά το μη αποχωρισμό των χρωματίδων σχηματίζονται 

τόσο απλοειδείς όσο και νέοι διπλοειδείς γονότυποι. Υποστηρίζεται ότι οι νέοι 

γονότυποι προκύπτουν από ανευπλοειδείς κατ' αρχΑ^ πυρήνες μετά από απώλεια 

ενός χρωματοσώματος κάθε φορά σε διαδοχικές φάσεις (174). 

Ο παραφυλετικός κύκλος του μύκητα Α. nidulans φαίνεται στο σχήμα 4 (139). 

ΕΤΕΡΟΚΑΡΥΟ 
ΠΟΥ ΠΕΡΙΕΧΕΙ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΟΥ! ΑΠΛΟΕΙΔΕΙΣ ΠΥΡΗΝΕΣ 

ΣΥΝΕΝΩΣΗ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΩΝ ΠΥΡΗΝΩΝ 

ΕΤΕΡΟΖΥΓΩΤΟΣ ΔΙΠΛΟΕΙΔΗΣ ΠΥΡΗΝΑΣ 

Τ ί 

ΜΙΤΩΤΙΚΟΣ ΔΙΑΣΚΕΛΙΣΜΟΣ 

ΜΗ ΑΠΟΧΩΡΙΣΜΟΣ 
ΧΡΩΜΑΤΙΔΩΝ 

ΑΝΕΥΠΛΟΕΙΔΗΣ 
ΠΥΡΗΝΑΣ (2π+χ) 

ΜΗ ΑΠΟΧΩΡΙΣΜΟΣ 
ΧΡΩΜΑΤΙΔΩΝ 

(crossing - over) ΜΗ ΑΠΟΧΩΡΙΣΜΟΣ 
ΧΡΩΜΑΤΙΔΩΝ 

ΑΝΕΥΠΛΟΕΙΔΗΣ 
ΠΥΡΗΝΑΣ (2π-χ) 

ΜΗ ΑΠΟΧΩΡΙΣΜΟΣ 
ΧΡΩΜΑΤΙΔΩΝ 

ΔΙΠΛΟΕΙΔΗΣ 
1 

ΑΠΛΟΕΙΔΗΣ 

Σχ. 4. Παραφυλετικός κύκλος του μύκητα Α. nidulans 

Από τα παραπάνω φαίνεται ότι η ύπαρξη νέων γονότυπων, που στην περίπτω

ση μυκηλίου ετεροζύγωτου ως προς τό κίτρινο ή το λευκό χρώμα των κονιδίων, 

προσδιορίζεται από την παρουσία διαφορετικού χρώματος περιοχών στις αποικίες 

του μύκητα, δείχνει, ότι κατά την ανάπτυξη του έγιναν γενετικές αλλαγές σε ποσο-
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στό ανάλογο της εμφάνισης περιοχών διαφορετικού χρώματος.Άρα είναι δυνατόν 

με μακροσκοπική εξέταση των αποικιών να πάρουμε πληροφορίες για τη συχνότητα 

των γενετικών αλλαγών που γίνονται στο γονότυπο. Μπορούμε δηλαδή εύκολα να 

μελετήσουμε τη γενετική δράση μιας ουσίας, παρατηρώντας τη συχνότητα εμφάνι

σης εγχρώμων τομέων αλλά και διερευνώντας τον υπεύθυνο μηχανισμό για την 

εμφάνιση των μιτωτικών αυτών ανασυνδυασμών. 

Στην εργασία μας χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος H.A. του Α. nidulans, προερ

χόμενο από τη συλλογή του Εργαστηρίου Φυτοπαθολογίας του Γ.Π. , που είναι 

πρωτότροφο, διπλοειδές, ετεροζύγωτο και παράγει κονίδια πράσινου χρώματος, 

έχει όμως υπολειπόμενους γόνους για κίτρινο και άσπρο χρώμα κονιδίων σε ετερο-

ζύγωτη κατάσταση, όπως και σε ετεροζύγωτη κατάσταση βρίσκονται και οι γόνοι για 

τις διάφορες βιοχημικές απαιτήσεις (173). 

Ο γονότυπος του στελέχους φαίνεται στο σχήμα 5. Το διπλοειδές αυτό στέλε

χος δημιουργήθηκε από δύο απλοειδή στελέχη, από τα οποία το ένα σχηματίζει 

κονίδια άσπρου και το άλλο κίτρινου χρώματος (179). 

Ο γονότυπος του στελέχους που σχηματίζει κίτρινα κονίδια είναι: 

suÂI ad Ε2ο (i), yA2{\), ad Ε20 (Ι), AcrAI (II), gal ΑΙ (ill), pyro Α4 (IV), facA303 

(V), sB3 (VI), nicB8 (Vil), ribo B2 (Vili) (73). 

Ο γονότυπος του στελέχους που σχηματίζει άσπρα κονίδια είναι: 

paba AI(Ι), bi AI (\),wA3(ï\), thiA4 (II), cnxE16 ( Ι ΐ μ α : ^ / (II), cnx Brj^(V\\\). 

( Τα σύμβολα επεξηγούνται στη σελίδα 25. Οι λατινικοί αριθμοί σε παρένθεση, αντι

στοιχούν με τους αριθμούς των χρωματοσωμάτων) (73). 

!!. 2. Θρεπτικά υλικά για την καλλιέργεια του μύκητα 

Χρησιμοποιήθηκαν δύο υλικά, ένα ελαχίστων απαιτήσεων (minimal medium ή 

MM) για τη διατήρηση του ετεροζύγωτου διπλοειδούς στελέχους HA και ένα 

πλήρες θρεπτικό υλικό (complete mediu.m ή CM) στο οποίο μπορούν να 

αναπτυχθούν και στελέχη που έχουν θρεπτικές απαιτήσεις (273). 

α. Το θρεπτικό υλικό ελαχίστων απαιτήσεων έχει την ακόλουθη σύσταση; 

Γλυκόζη ("Serva" a-D- Glucose) 10g 

Διάλυμα αλάτων (salt solution) 250ml 

Απιονισμένο νερό 750ml 

Άγαρ 15g 

β. Το πλήρες θρεπτικό υλικό έχει την ακόλουθη σύσταση: 

Γλυκόζη ("Serva" a-D-Glucose) 10g 
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Σχ. 5. Γονότυπος του διπλοειδούς στελέχους 

3 :κεντρόμερος 

y : κίτρινο χρώμα κονιδίων 
w : άσπρο χρώμα κονιδίων 
paba : απαίτηση παρααμινοβενζοικού οξέος 
bi : απαίτηση βιοτίνης 
thi : απαίτηση θειαμίνης 
cnx : απαίτηση αμμωνιακού αζώτου 
pyro : απαίτηση πυριδοξίνης 

H.A. του μύκητα Α. nidulans. 

s : απαίτηση θείου 
nie : απαίτηση νικοτινικού οξέος 
ad : απαίτηση αδενίνης 
ribo : απαίτηση ριβοφλαβίνης 
suad : αναστολέας της απαίτησης αδενίνης 
Acr : ανθεκτικότητα στην ακριφλαβίνη 
gal : Οχι ανάπτυξη σε υλικό που περιέχει 

γαλακτόζη 
fac : ανθεκτικότητα σε φθορικό οξύ. 
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Νουκλεϊκά οξέα ("Serva" Yeast Nucleic acids) 0.5g 

Καζαμινοξέα ("Serva" Casamino acids) 3g 

Εκχύλισμα ζύμης (" Difco" Yeast Extract) 1 g 

Διάλυμα βιταμινών 1ml 

Διάλυμα αλάτων (salt solution) 250ml 

Απιονισμένο νερό 750ml 

Άγαρ 15g 

Η σύσταση του διαλύματος βιταμινών είναι η ακόλουθη: 

Θειαμίνη[ " Merck" thiaminium dichlorid (vitamin B-j)] 0.02g 

Παντοθενικό ασβέστιο( " Merc" calcium- D(+)- pantothenat) 0.02g 

Βιοτίνη ("Serva" -D(+)- Biotin) « 0.01g 

Πυριδοξίνη [" Serva" pyridoxine.HCI (vitamin B6)] * 0.01g 

Νιασίνη ("Sigma" Nicotinic acid) , 0.02g 

Ινοσιτόλη (" Merck" myo-inosit) 0.20g 

Απιονισμένο νερό 100 ml 

Η σύσταση του διαλύματος αλάτων είναι: 

Νιτρικό αμμώνιο ("Ferak" Ammonium nitrate) 12g 

Δισόξινο Φωσφορικό Κάλιο (" Ferak" Potassium dihydrogen phosphate) 8g 

Θεϊκό νάτριο (" Merc" Sodium Sulphate) 2g 

Χλωριούχο κάλιο (" Merck" Potassium chloride) 4g 

Θειικό Μαγνήσιο (" Merck" Magnessium sulphate) 1 g 

Χλωριούχο ασβέστιο (" Maiiinckrodt" calcium chloride) 0.5g 

Διάλυμα ιχνοστοιχείων (Trace element solution) 1.2ml. 

Απιονισμένο νερό 1000ml 

To διάλυμα ιχνοστοιχείων έχει τη σύσταση: 

στοιχείο άλας 

Μαγγάνιο (Μη) MnS04 • Η20 (" Merc" Manganese Sulfate) 0.559g 

Ψευδάργυρος (Zn) ZnS04 ·7Η20 (" BDH "Zincsulfate) 0.891g 

Χαλκός (Cu) CuS04 · 5 H 2 0 (Maiiinckrodt " Cupric sulfate) 0.826g 

Σίδηρος (Fe) FeS04 · 7H 2 0 (" Merck " Ferais Sulfate) 1.052g 

Μολυβδένιο (Mo). Na 2 Mo0 4 • 2H 2 0 (" Merck " Sodium m.ofybdate) 0.598g 

Απιονισμένο νερό 300ml 

II.3. Μυκητοκτόνα 

Στην εργασία αυτή μελετήθηκε η δράση των παρακάτω μυκητοκτόνων: 
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1. Από τους παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοοτερόλης (EBIs) το 

πυριμιδινικό fenarimol και το ιμιδαζολικό clotrimazole. Και τα δύο 

μυκητοκτόνα ήταν αναλυτικής καθαρότητας δείγματα των εταιρειών ΕΙΠ 

Lilly και Bayer A.G. αντίστοιχα. 

2. Από τα δικαρβοξιμιδικά το iprodione που αποκτήθηκε με ανακρυστάλλωση 

από το εμπορικό σκεύασμαΈονΓαΓ. 

3. Από τα φθαλιμίδια το captafol, αναλυτικής καθαρότητας δείγμα της 

εταιρείας Chevron Chemical Co. 

4. Από τα βενζιμιδαζολικά το benomyl, αναλυτικής καθαρότητας δείγμα της 

εταιρείας Du pont de Nemours and Co. (Ine) (Wilmington, Dei.). 

II.4. Μέτρηση της μυκητοτοξικότητας και της γενετικής 
επίδρασης 

Για τη μέτρηση τ,ης γενετικής δραστικότητας των μυκητοκτόνων, το 

διπλοειδές στέλεχος HA,του Α. nidulans εμβολιάσθηκε σε τρυβλία διαμέτρου 9 

cm, που περιείχαν πλήρες θρεπτικό υλικό (ΰΜ),έτσι ώστε να μην εμποδιστεί η 

ανάπτυξη των προϊόντων μιτωτικού διαχωρισμού, που είχαν θρεπτικές 

απαιτήσεις. Σαν διαλύτης για την παρασκευή των διαλυμάτων όλων των 

μυκητοκτόνων που προαναφέραμε (stock solutions), χρησιμοποιήθηκε η αιθυλική 

αλκοόλη. Η τελική συγκέντρωση της αιθυλικής αλκοόλης στο υλικό ανάπτυξης, 

δεν ξεπερνούσε το 1% και ένα ίσο ποσό αλκοόλης προστίθετο στο μάρτυρα. Με 

εξαίρεση τους EBIs, στα τρυβλία με το CM και μυκητοκτόνο ή χωρίς μυκητοκτόνο 

(μάρτυρας) μεταφέρονταν μπλοκάκια 1mm^ περίπου από τρυβλία που περιείχαν 

υλικό ελαχίστων απαιτήσεων (MM) , στα οποία είχε απλωθεί την προηγούμενη 

ημέρα αιώρημα κονιδίων του.στελέχους HA του Α. nidulans και είχαν επωαστεί 

στους 37°C. Η μεταφορά γινόταν σε τέσσερα σημεία στην επιφάνεια του 

θρεπτικού υλικού σε ίσες αποστάσεις μεταξύ τους, ώστε όλες οι αποικίες να 

έχουν τον ίδιο χώρο για να αναπυχθούν και επομένως τις ίδιες δυνατότητες να 

παρουσιάσουν προϊόντα διαχωρισμού. Μετά τρείς ημέρες επώασης στους 37°C 

που είναι η άριστη θερμοκρασία για την ανάπτυξη του μύκητα, μετρήθηκε η 

διάμετρος των αποικιών για να προσδιοριστεί η μυκητοτοξικότητα της ουσίας, 

που εκφράζεται ως % μείωση της διαμέτρου των αποικιών, σε σύγκριση με τον 

μάρτυρα. Ο αριθμός των κίτρινων και άσπρων περιοχών μετριέται μακροσκοπικά, 

μετά απο επώαση 7-10ημερών, ώστε να πάρουν οι αποικίες τη μεγαλύτερη δυνατή 

ανάπτυξη και να φανούν τα προϊόντα διαχωρισμού. Κατ' αυτό τον τρόπο 

εδοκιμάσθηκαν περίπου 80-100 αποικίες τόσο για το μάρτυρα όσο και για κάθε 

συγκέντρωση της καθεμιάς από τις χρησιμοποιούμενες μυκητοτοξικές ενώσεις. 

Στο μέτρημα δόθηκε προσοχή ώστε να περιληφθούν και οι πιο μικρές κίτρινες και 

57 



άσπρες κηλίδες που διακρίνονταν. Παρ' όλα αυτά είναι σίγουρο ότι υπήρχαν 

περιοχές που δεν μπορούσαν να μετρηθούν μακροσκοπικά και που φαίνονταν με 

τη βοήθεια στερεοσκοπικού μικροσκοπίου. Έτσι ο αριθμός των προϊόντων 

διαχωρισμού που παίρνεται από τη μακροσκοπική μέτρηση είναι μικρότερος από 

τον πραγματικό, δεχόμαστε, όμως ότι αυτό δεν επηρέασε τα συγκριτικά 

αποτελέσματα. 

Για την μέτρηση της δραστικότητας των παρεμποδιστών βιοσύνθεσης 

εργοστερόλης (EBIs), απλώθηκε αιώρημα κονιδίων του διπλοειδούς στελέχους 

HA του Α. nidulans στην επιφάνεια τρυβλίων με μυκητοκτόνο ή χωρίς 

μυκητοκτόνο (μάρτυρας) σε CM (179). Επιδίωξη μας ήταν, η πυκνότητα των 

κονιδίων να είναι τέτοια ώστε οι αποικίες πουπροέκυπταν από αυτά να μπορούν 

να μετρηθούν. 

Το αιώρημα κονιδίων γίνεται κατά τον ακόλουθο τρόπο: 

Από δοκιμαστικούς σωλήνες ή τρυβλία με MM στα οποία διατηρείται το 

διπλοειδές στέλεχος ΗΑ^ου Α. nidulans και με τη βοήθεια στεροσκοπίου 

παραλαμβάνονται μόνο πράσινα ετεροζύγωτα κονίδια και προστίθενται σε 

δοκιμαστικούς σωλήνες που περιέχουν 5ml απεσταγμένο-αποστειρωμένο νερό, 

με 3-4 σταγόνες Tween 60/ 100ml Η2Ο (το Tween 60 χρησιμεύει για να μην 

σχηματίζονται συσσωματώματα κονιδίων). Γίνεται μέτρηση της συγκέντρωσης 

των κονιδίων με αιματοκυτόμετρο. Ακολουθούν κατάλληλες αραιώσεις' του 

αρχικού αιωρήματος, μετά από ισχυρή ανατάραξη, με στόχο κάθε αποικία, που θα 

προκύψει αργότερα να προέρχεται από ένα κονίδιο. Με την τελική αραίωση, 

τοποθετούνται 100-200 κονίδια ανά τρύβλιο. Η μέτρηση της μυκητοτοξικότητας 

γινόταν με την καταμέτρηση των βλαστημένων κονιδίων και των αποικιών που 

αναπτύσσονταν μετά από 6 ώρες και 3 ημέρες αντίστοιχα σΓον μάρτυρα και στις 

διάφορες συγκεντρώσεις του φαρμάκου. Αφού καταμετρήθηκαν οι 

μονοσποριακές αποικίες, μεταφέρθηκε τυχαίο δείγμα σε τρυβλία με πλήρες 

θρεπτικό υλικό (CM) χωρίς παρεμποδιστή. Σε κάθε τρυβλίο τοποθετήθηκαν 26 

αποικίες σε θέσεις που είχαν προσημειωθεί από ειδικό μεταφορέα (replicator). Ο 

μεταφορέας αυτός αποτελείται από επίπεδη επιφάνεια, με 26 βελόνες μήκους 

περίπου 2cm σε 6 συμμετρικές σειρές (5 σειρές χ 5 βελόνες + 1 σειρά χ 1 

βελόνα). Η εκτίμηση της γενετικής δραστικότητας έγινε όπως και προηγουμένως 

με μέτρηση μακροσκοπικά των κίτρινων και άσπρων περιοχών μετά από επώαση 

7-10 ημερών στους 35-37°C. 

Για την καλύτερη αναγνώριση της γενετικής επίδρασης υπολογιζόταν ο 

δείκτης επαγώγιμης διάσχισης (induced segregation-index) για κάθε επέμβαση. Ο 

δείκτης επαγώγιμης διάσχισης υπολογίζεται με τον ακόλουθο τύπο (135). 

Δ.Ε.Δ. O.S.I.): έγγοωμοι τουείς σε 100 αποικίεο επέμβασης 

έγχρωμοι τομείς σε 100 αποικίες μάρτυρα. 
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11.5. Κατάταξη προϊόντων μιτωτικού διαχωρισμού 

Τα αναγνωριζόμενα προϊόντα μιτωτικού διαχωρισμού του ετεροζύγωτου 
διπλοειδούς στελέχους HA του Α. nidulans μπορεί να είναι απλοειδή ή διπλοειδή 
και να παράγουν κονίδια κίτρινου ή άσπρου χρώματος (248). 

α. Ανασυνδυασμοί με κίτρινο χρώμα κονιδίων. 
i) Α π λ ο ε ι δ ή : Θα έχουν οπωσδήποτε το χρωματόσωμα Ι που θα έχει τη 

μεταλλαγή για το κίτρινο χρώμα των κονιδίων, άρα δεν θα απαιτούν αδενίνη, γιατί 
συνυπάρχει στο ίδιο χρωματόσωμα το γονίδιο της απαίτησης αδενίνης με το 
γονίδιο αναστολής της απαίτησης αυτής. Θα απαιτούν όμως ριβοφλαβίνη ή 
αμμωνιακό άζωτο, βιοχημικές απαιτήσεις των οποίων οι γόνοι είναι σε 
ετεροζύγωτη κατάσταση στο χρωματόσωμα VII) (σχ. 5). Τα απλοειδή αυτά 
προϊόντα μιτωτικής διάσχισης μπορεί να έχουν και άλλες θρεπτικές απαιτήσεις 
ανάλογα με τους συνδυασμούς χρωματοσωμάτων που θα προκύψουν. Άρα 
μπορούν να εμφανισθούν απλοειδή κίτρινα στελέχη με τις παρακάτω απαιτήσεις: 

rìbo rìbo · rìbo+nic+meth 
cnx ribo+meth ribo+pyro+nic+meth 
ribo+pyro rìbo+pyro+meth cnx+pyro 
cnx+meth cnx+pyro+nic cnx+pyro+nic+meth 
cnx+pyro+meth cnx+nic+methii 
ϋ ) Δ ι π λ ο ε ι δ ή : Τα διπλοειδή κίτρινου χρώματος, αν προέρχονται από 

μιτωτικό διασκελισμό (crossin g-over) θα απαιτούν μόνο αδενίνη. Η πιθανότητα και 
άλλων^απαιτήσεων από τη ταυτόχρονη ύπαρξη και άλλων μιτωτικών διασκελισμών 
στα.άλλα χρωματοσώματα είναι πολύ μικρή. 

Τα διπλοειδή από μη αποχωρισμό των χρωματίδων, θα είναι πρωτότροφα, δεν 
θα έχουν δηλαδή καμία απαίτηση. 

6. Ανασυνδυασμοί με άσπρο χρώμα κονιδίων 
i) Α π λ ο ε ι δ ή : Αυτοί οι ανασυνδυασμοί θα απαιτούν θειαμίνη και αμμωνιακό 

άζωτο. Συγχρόνως μπορεί να έχουν μία ή περισσότερες επί πλέον απαιτήσεις 
που ελέγχονται από γόνους, που βρίσκονται σε άλλα χοωματοσώματα. 

i i ) Διπλοειδή : Τα διπλοειδή θα είναι πρωτότροφα, δηλαδή δεν θα έχουν 
καμία απαίτηση, αν προέρχονται από μιτωτικό διασκελισμό ή θα απαιτούν θειαμίνη 
και αμμωνιακό άζωτο αν προέρχονται από μη αποχωρισμό των χρωματίδων. 

Η διάκριση των τελευταίων από τα λευκά απλοειδή που απαιτούν θειαμίνη και 
αμμωνιακό άζωτο μόνο, γίνεται με το μέγεθος των κονιδίων.Η διάμετρος των 
διπλοειδών είναι 1.3 φορές μεγαλύτερη από τη διάμετρο των απλοειδών. Εκτός 
από τις παραπάνω περιπτώσεις που αναφέρθηκαν, μπορεί να γίνει διπλός 
μιτωτικός διασκελισμός σε ένα ή περισσότερα χρωματοσώματα, πράγμα που είναι 
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πολύ σπάνιο στην πράξη. Ακόμα μπορεί να υπάρχουν προϊόντα διαχωρισμού με 
πράσινο χρώμα κονιδίων (δεν γίνονται αλλαγές στα Ι και II χρωματοσώματα που 
βρίσκονται οι γόνοι για το χρώμα) με αποτέλεσμα να μην μπορούν να διακριθούν 
από τα υπόλοιπα διπλοειδή και να μην λαμβάνονται υπ' όψη στην τελική μέτρηση 
των αποτελεσμάτων του πειράματος. Εξ' άλλου για κάθε άσπρο ή κίτρινο προϊόν 
διαχωρισμού παράγεται και ένα πράσινο, που επίσης δεν μπορεί να αναγνωρισθεί. 

Για την αναγνώριση της γονοτυπικής σύστασης των προϊόντων διαχωρισμού 
που εμφανίσθηκαν στις αποικίες που καλλιεργήθηκαν παρουσία μυκητοκτόνου και 
επομένως να βρεθεί με ποιο μηχανισμό δρα στο κύτταρο η χημική ένωση 
χρησιμοποιήθηκε η εξής τεχνική: 

Με τη βοήθεια του στερεοσκοπικού μικροσκοπίου και με ασηπτικές συνθήκες 
μεταφέρθηκαν κονίδια από άσπρες και κίτρινες περιοχές των αποικιών που 
μετρήθηκαν, σε τρυβλία με πλήρες θρεπτικό υλικό. Σε κάθε τρυβλίο έγιναν 4 
μεταφορές από 4 διαφορετικές περιοχές σε σταυροειδή διάταξη και σημειώθηκε 
με τον ίδιο αριθμό η περιοχή απ' όπου πάρθηκε και η θέση όπου έγινε η μεταφορά, 
καθώς και το χρώμα των κονιδίων που αναμένεται. Μετά από επώαση για 3-4 
ημέρες εμφανίσθηκε το χρώμα στις γραμμές του σταυρού που είχαμε σχηματίσει. 
Από τις περιοχές που το κίτρινο ή άσπρο χρώμα ήταν καθαρό και σύμφωνα με 
αυτό που αναμενόταν, μεταφέρθηκαν κονίδια σε σωλήνες καλλιέργειας με 
πλήρες θρεπτικό υλικό και επωάσθηκαν ξανά. Με τον τρόπο αυτό επιτεύχθηκε ο 
καθαρισμός των εγχρώμων προϊόντων μιτωτικού ανασυνδυαμού ιδιαίτερα στην 
περίπτωση των πολύ μικρών τομέων. Ακολούθησε όσο το δυνατόν γρηγορότερα 
η γενετική ανάλυση των προϊόντων της μιτωτικής διάσχισης προκειμένου να 
μειωθεί ο κίνδυνος αλλαγής των γονότυπων, δεδομένου ότι μερικά προϊόντα 
διάσχισης είναι ασταθή. Από τους σωλήνες μεταφέρονται κονίδια σε τρυβλία με 
πλήρες θρεπτικό υλικό σε 26 θέσεις, που σημειώθηκαν με τη βοήθεια του 
μεταφορέα που περιγράφτηκε προηγουμένως. Σε κάθε μία θέση από τις 26 του 
τρυβλίου μεταφέρθηκαν τα κονίδια από ένα σωλήνα καλλιέργειας (απομονωμένα 
προϊόντα ανασυνδυασμού). Στην 26η· θέση τοποθετιόταν πάντα το ετεροζύγωτο 
(και αυτότροφο) διπλοειδές στέλεχος HA. 

Μετά επώαση 2 ημερών κονίδια από τις μικρές αποικίες μεταφέρθηκαν με τον 
παραπάνω μεταφορέα σε μια σειρά από τρυβλία με τους παρακάτω συνδυασμούς 
θρεπτικών συστατικών στο υλικό καλλιέργειας: ~ 

1. Πλήρες θρεπτικό υλικό(ΟΜ) 
2. Θρεπτικό υλικό ελαχίστων απαιτήσεων (MM) 
3. MM + όλες τις θρεπτικές απαιτήσεις του γονότυπου του 

χρησιμοποιούμενου στελέχους 
4. MM + όλες τις θρεπτικές απαιτήσεις εκτός από μία κάθε φορά σε 

διάφορους συνδυασμούς, για παράδειγμα: 
α. MM + όλες - αδενίνη 
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β. MM + όλες - θειαμίνη 
γ. MM + όλες - ΝΗ 4 Ν 0 3 

δ. MM + όλες - πυριδοξίνη 
ε. MM + όλες - νικοτινικό οξύ 
οτ. MM + όλες - παρααμινοβενζοίκό οξύ 
ζ. MM + όλες - μεθειονίνη 

Ο συνδυασμός MM + όλες - ριβοφλαβίνη δεν χρησιμοποιήθηκε γιατί η 
μεταλλαγή ribo 2 δ£ν σταματά τελείως τη μεταβολική οδό που οδηγεί στη 
βιοσύνθεση της ριβοφλαβίνης, με αποτέλεσμα να είναι δύσκολος ο διαχωρισμός 
των προϊόντων του ανασυνδυασμού, που έχουν θρεπτική απαίτηση από εκείνα 
που δεν την έχουν. 

Θα πρέπει να τονισθεί ιδιαίτερα ότι τα υλικά που χρησιμοποιούνται για την 
παρασκευή του MM είναι μεγάλης καθαρότητας (analytical grade). Για την 
αποφυγή προσμίξεων, το γυάλινο υλικό (τρυβλία, κωνικές φιάλες) τοποθετείται 
για 24 ώρες σε διάλυμα χρωμοθεύ'κού οξέος. Στη συνέχεια τα τρυβλία και οι 
κωνικές φιάλες πλένονται με άφθονο νερό της βρύσης και μετά με απεσταγμένο 
νερό. 

II.6. Μέθοδοι οπτικής μικροσκοπίας 

Προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση των μυκητοκτόνων στη μιτωτική 
διεργασία με τη βοήθεια της οπτικής μικροσκοπίας, ακολουθήθηκε η παρακάτω 
τεχνική: 

Δίσκος αποστειρωμένος ζελατίνης τοποθετήθηκε σε τρυβλία με στερεό 
θρεπτικό υλικό, στο οποίο είχαν προστεθεί προηγουμένως οι διάφορες 
συγκεντρώσεις των μυκητοκτόνων. Ακολούθησε εμβολιασμός με αιώρημα 
κονιδίων του διπλοειδούς στελέχους H.A. του Α. nidulans και εν συνεχεία επώαση ' 
στους 37°C. Ανά διαστήματα μιας ώρας περίπου, μετά την έναρξη βλάστησης, 
απομακρυνόταν από το υλικό ανάπτυξης κάθε τρυβλίου τμήμα του δίσκου 
ζελατίνης με τα επ' αυτού βλαστημένα κονίδια και εμβαπτιζόταν για 10 λεπτά σε 
τροποποιημένο διάλυμα Helly's (83) (5% χλωριούχος υδράργυρος, 3% διχρωμικό 
κάλιο σε νερό με 6% από ένα 3% διάλυμα φολμαδεύδης που προστίθεται αμέσως 
πριν τη χρήση). Μετά τη στερέωση ακολουθούσε ξέπλυμα του δείγματος με 70% 
αιθυλική αλκοόλη και υδρόλυση για 12 λεπτά σε 1Ν HCl στους 60°C. Ακολούθως 
γινόταν νέο ξέπλυμα με απεσταγμένο νερό και χρώση με εμβάπτιση της 
ζελατίνης σε κυλινδρικό δοχείο που περιείχε Giemsa (2ml Giemsa's Lösung, 
Merck σε 100ml 0.05 M phosphate buffer, pH 7.0)για χρονικό διάστημα μιας ώρας. 
Προκειμένου να γίνει μέτρηση των πυρήνων στους βλαστικούς σωλήνες και να 
συγκριθούν οι επιδράσεις των μυκητοκτόνων στο ρυθμό μιτώσεων στον Α. 
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nidulsns επωάσθηκαν κονίδια σε κωνικές φιάλες με 50ml υγρό πλήρες θρεπτικό 

υλικό (CM) στους 37°C. Αμέσως μετά την έναρξη βλάστησης προστέθηκαν τα 

μυκητοκτόνα σε ποσότητες που να δίνουν τις επιθυμητές συγκεντρώσεις. Ανά 

διαστήματα μιας ώρας περίπου παραλαμβάνονταν από κάθε φιάλη ποσότητα 10 

ml υλικού ανάπτυξης και ακολουθούσε η φυγοκέντρηση για την απομάκρυνση του 

θρεπτικού υλικού. Το υπερκείμενο υγρό θρεπτικό υλικό αφαιρείται με προσοχή και 

προστίθεται στους σωλήνες φυγοκέντρησης, με τα βλαστημένα ή και αβλάστητα 

κονίδια, τροποποιημένο διάλυμα Helly'à για 10 λεπτά προκειμένου να γίνει η 

στερέωση των κονιδίων. Ακολουθεί απομάκρυνση του στερεωτικού, πάλι με τη 

διαδικασία της φυγοκέντρησης, και προσθήκη 70% αιθυλικής αλκοόλης για να 

γίνει ξέπλυμα του δείγματος. Μετά την αφαίρεση της αιθυλικής αλκοόλης 

τοποθετείται στους σωλήνες 1Ν HCl και πραγματοποιείται υδρόλυση στους 60°C 

για 12 λεπτά. Με νέα φυγοκέντρηση αφαιρείται το HCl και πραγματοποιείται 

πλύσιμο με απεσταγμένο νερό. Ακολουθεί η προσθήκη χρωστικής Giemsa για 

χρονικό διάστημα μιας ώρας. Μετά την απομάκρυνση τής χρωστικής, γίνεται 

παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο και μέτρηση του αριθμού των πυρήνων σε 100 

τουλάχιστον βλαστικούς σωλήνες ανά επέμβαση. 

ΙΙ.7. Μέθοδοι ηλεκτρονικής μικροσκοπίας * 

α. Στερέωση (fixation) 

Κονίδια του Α. nidulans επωάζονται μέσα σε κωνικές φιάλες με 50 ml υγρό 

πλήρες θρεπτικό υλικό (CM) η καθεμιά παρουσία και απουσία των διαφόρων 

παρεμποδιστών. Η επώαση γινόταν στους 37°.C σε επωαστικό κλίβανο με 

περιστρεφόμενη βάση (120rpm). Ανά διαστήματα μιας ώρας περίπου μετά την 

έναρξη βλάστησης, παραλαμβανόταν από κάθε φιάλη ποσότητα 10ml υλικού 

ανάπτυξης και ακολουθούσε η φυγοκέντρηση του. Μετά τη φυγοκέντρηση τα 

κονίδια, βλαστημένα και αβλάστητα, βρίσκονται με τη μορφή ιζήματος στον 

πυθμένα των σωλήνων φυγοκέντρησης. Το υγρό θρεπτικό υλικό αφαιρείται με 

προσοχή, και προστίθεται στους σωλήνες 7ml ΚΜηθ4 1%- Ακολουθεί ανακίνηση . 

για να ξαναπροκύψει αιώρημα και εν συνεχεία μεταφορά στους 0-4°C για 10 

περίπου λεπτά, για να ολοκληρωθεί η στερέωση. 

6. Αφυδάτωση (dehydration) 

Μετά την απομάκρυνση του στερεωτικού, πραγματοποιούνται αφυδατώσεις 

με σειρά διαλυμάτων ακετόνης ως εξής: 
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1. Σε 30% διάλυμα ακετόνης για μισή ώρα 

2. Σε 50% διάλυμα ακετόνης για μισή ώρα 

3. Σε 70% διάλυμα ακετόνης + 1% οξεικό ουρανύλιο για 12 ώρες 

4. Σε 90% διάλυμα ακετόνης για μισή ώρα και 

5. Σε 100% διάλυμα ακετόνης για μισή ώρα (2 φορές) 

Μετά από την παραμονή στο κάθε διάλυμα ακετόνης για τον αντίστοιχο 

, χρόνο, γινόταν φυγοκέντρηση, απομάκρυνση του υπερκείμενου, προσθήκη του 

επόμενου διαλύματος κ.ο.κ. 

γ. Εμπότϊση- Έγκλιση (embedding) 

Μετά την ολοκλήρωση της τελευταίας φυγοκέντρησης και της απομάκρυνσης 

του 100% διαλύματος ακετόνης, το υλικό που έχει κατακαθίσει σε μορφή 

ιζήματος στον πυθμένα των σωλήνων φυγοκέντρησης, τοποθετείται μέσα σε 

πλαστικές κάψουλες προκειμένου να γίνει εμπότιση και έγκλιση σε μίγμα ρητινών 

ΕΡΟΝ - ARALDITE, Μετά την προσθήκη των ρητινών οι κάψουλες 

τοποθετούνται για πολυμερισμό σε κλίβανο 60° C για 48 ώρες. 

δ. Τομές 

Λεπτές τομές πάχους περίπου 600-900 Α° επιτεύχθηκαν με τον 

υπερμικροτόμο "REICHERT ΟΜ U3" θερμικής προώθησης. Τα γιάλυνα μαχαιρίδια 

που χρησιμοποιήθηκαν, κατασκευάσθηκαν στο εργαστήριο με'ειδική συσκευή 

κοπής μαχαιριδίων (LKB knife maker). Οι τομείς φέρονται σε μικρολουτρό νερού 

που κατασκευάζεται με τη βοήθεια ειδικής ταινίας. Στη συνέχεια εκτείνονται με τη 

δράση ατμών χλωροφορμίου και τελικά συλλέγονται με ειδικά χάλκινα πλέγματα 

(grids). 

ε. Μεμβράνες υποστήριξης των τομών (supporting films) 

Τα πλέγματα πριν από τη χρησιμοποίηση τους καλύπτονται με μεμβράνη 

κολλωδίου (polyvinyl formvar). Ανάλογα με το επιθυμητό πάχος 

χρησιμοποιήθηκαν διαλύματα 0.5%-1% μέσα σε χλωροφόρμιο ή 0.15%-3% μέσα 

σε διχλωροαιθυλένιο. Οι μεμβράνες παρασκευάσθηκαν σύμφωνα με τη μέθοδο 

Drummond (113) και ενισχύθηκαν με εξαχνωθέντα άνθρακα. Η εξάχνωοη έγινε σε 

ειδική συσκευή εξάχνωσης (evaporator Hitachi) μέσα σε κενό 10"4 -10" 5 Torr (44, 

45). 

στ. Χρώση 
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Η χρώση των τομών έγινε με τη μέθοδο Echlin (287) που βασίζεται στη 

χρησιμοποίηση οξεϊκού ουρανυλίου (uranyl acetate) 1% pH 5 και ακολούθως 

κιτρικού μολύβδου (287). Στην επιφάνεια οδοντιατρικού κεριού τοποθετούμε 

σταγόνα οξεϊκού ουρανυλίου, στην οποία αφήνουμε να επιπλεύσουν χάλκινα 

πλέγματα (grids), με την επιφάνεια που φέρνει τις τομές προς τα κάτω. Η χρώση 

πραγματοποιείται σε θερμοκρασία δωματίου για 40 λεπτά. Ακολουθεί ξέπλυμα των 

τομών με απεσταγμένο νερό και επανατοποθέτηση των χάλκινων πλεγμάτων 

(grids) σε κιτρικό μόλυβδο για 10 λεπτά. -

11.8. Μελέτη της επίδρασης των fenarimoi και clotrimazole 
σε καλλιέργειες κυττάρων θηλαστικού 

I I . 8.α. Πειραματικό υλικό . *-.· 

Σαν πειραματικό υλικό για τη μελέτη τυχόν επιδράσεων στα θηλαστικά 

χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα Chinese hamster του κλώνου V-79 που 

χρησιμοποιούνται σε εργασίες μεταλλαξιγένεσης. Τα κύτταρα αυτής της γραμμής 

(line) απομονώθηκαν αρχικά από τους πνεύμονες ενός άρρενος ατόμου 

Cricetulus griseus {κρικητού του αργυρόχροος) 2η=22 (318), και π αραχωρήθηκαν 

από τον Κ ο ν Σιδέρη του εργαστηρίου Φυσιολογικής Γενετικής του Κέντρου 

Πυρηνικών Ερευνών " Δημόκριτος". Ο κλώνος V-79 έχε ι ευρύτατα 

χρησιμοποιειθεί εξαιτίας της σταθερότητας του, του σχετικά μικρού αριθμού 

συμπαγών χρωματοσωμάτων τα οποία βάφονται και παρατηρούνται εύκολα στο 

μικροσκόπιο, της δυνατότητας να απομονωθούν σειρές με βιοχημικές 

μεταλλαγές και της ευκολίας με την οποία απομονώνεται μη μετουσιωμένο DNA. 

Λεπτομερειακή περιγραφή για την απομόνωση και κυρίως τον τρόπο 

διατηρήσεως της γραμμής αυτής δίδεται απο τους Υυ και Sinclair (361). Τα 

κύτταρα αυτά καλλιεργούνται στους 37°C σε ατμόσφαιρα εμπλουτισμένη με 5% 

C02 μέσα σε ερμητικά κλεισμένες φιάλες των 50ml που περιείχαν 10ml θρεπτικό 

υλικό. 

Όλοι οι χειρισμοί που αφορούν την καλλιέργεια και γενικά οποιαδήποτε 

"επέμβαση" στα κύτταρα, γίνονται μετά από ασηπτικές συνθήκες, σε θάλαμο 

στείρων συνθηκών, (Laminar Flow Hood). Τα γυάλινα σκεύη αποστειρώνονται σε 

υγρό κλίβανο και τα διαλύματα με διήθηση απο φίλτρο τύπου GS σε συσκευή 

Millipore. 

11.8.6. Υλικό καλλιέργειας 

Σαν θρεπτικό υλικό καλλιέργειας, χρησιμοποιήθηκε η παραλλαγή υλικού 

καλλιέργειας ελαχίστων απαιτήσεων (Minimal Essential Medium, Modified-MEM) 

64 



με άλατα κατά Earl's (Flow Lab No. If - 121C), στο οποίο προστέθηκαν για να γίνει 

πλήρες (C- MCM), 15% ορός εμβρύου βοάς, (Flow Cab. Cat. No. 4 - 055M), 9ml/1 

Γλουταμίνη (Glutamine) 200mΜ (Plow Lab), 10ml/1 Πενικιλλίνη - Στρεπτομυκίνη 

(Pénicillium - Streptomycin) 5000 I.U./ mi ( Flow Cab. Cat. No. 7 - 010 D) και 

Δικαρβονικό Νάτριο (Sodium Bicarbonate) 7.5% (Flow Lab). 

ΙΙ.δ.γ. Συλλογή των κυττάρων και ανανέωση καλλιεργειών 

Τα κύτταρα συλλέγονται από καλλιέργειες 2 ημερών με τη βοήθεια 

διαλύματος θρυψίνης. Δηλαδή αφαιρείται το υλικό καλλιέργειας και αντικαθίσταται 

με θρυψίνη, 0.025% σε ρυθμιστικό διάλυμα αλάτων, Dulbeco Α, ρΗ=7,3 που 

αποτελείται απο NaCI 8gr/l, KCl 0.2gr/l, Na 2 HP0 4 1.15gr/l KaiKH2PO40.2gr/l. 

Αφού τα κύτταρα επωασθούν με το διάλυμα θρυψίνης για 10-15min στους 

37°C αποκολλώνται από την επιφάνεια της φιάλης και σχηματίζεται ένα 

εναιώρημα κυττάρων. Το εναιώρημα αυτό φυγοκεντρείται για 2-4min στα 

1500RPM με επιτραπέζιο φυγόκεντρο τύπου Hettich Universal II, απομακρύνεται 

η θρυψίνη και τα κύτταρα επαναιωρούνται σε πλήρες θρεπτικό υλικό, C- MEM. 

Επιθυμητός αριθμός κυττάρων προστίθεται σε κάθε κωνική φιάλη και 

συμπληρώνεται με C- MEM για τελικό συνολικό.όγκο 10ml. Επιδιώκεται να 

υπάρχουν 50x1 Ο** κύτταρα/ ml θρεπτικού υλικού. 

I I .8.δ. Επέμβαση με τα μυκητοκτόνα και διαδικασία στερέωσης και 

χρώσης για παρατηρήσεις στη μίτωση 

Τα κύτταρα συλλέγονται από καλλιέργειες 2 ημερών με θρυψινοποίηση όπως 

αναφέρθηκε προηγουμένως και αφού επαναιωρηθούν σε C-.MEM γίνεται μέτρηση 

της πυκνότητας των με αιματοκυτταρόμετρο. 

Σε τρυβλία Petri διαμέτρου 5cm προστίθενται 5ml πλήρους θρεπτικού υλικού 

που περιέχουν 20x104 κύτταρα. Τα τρυβλία αυτά τοποθετούνται σε ερμητικά 

κλειστά πλαστικά κουτιά, επωάζονται για 20 περίπου ώρες στους 37°C και σε 

ατμόσφαιρα CO2 (ατμόσφαιρα εμπλουτισμένη με 5% ΰ 0 2 ) . Ακολουθεί η 

προσθήκη των μυκητοκτόνων διαλελυμένων σε αιθυλική αλκοόλη, σε ποσότητες 

που να δίνουν τις συγκεντρώσεις που θέλουμε. Η συγκέντρωση της αλκοόλης 

ήταν 0.5%. Ακολουθεί παράταση της επώασης για άλλες 24-48 ώρες, οπότε 

αρχίζει διαδικασία στερέωσης και χρώσης που βασίζεται στην παρακάτω τεχνική: 

α. Το περιεχόμενο θρεπτικό υλικό C-MEM αποχύνεται και ακολουθεί 

προσθήκη 5ml ανά τρυβλίο υδα τικού διαλύματος 0.56% KCl. Στο KCl τα 

κύτταρα μένουν για 20 min. 

β. Ακολουθεί απόχυση του KCl και προσθήκη 3ml στερεωτικού διαλύματος 

(αιθυλική αλκοόλη: οξεϊκό οξύ 3:1) για 10min. Τέλος, αποχύνεται το 
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στερεωτικό και προστίθενται άλλα 3ml του ίδιου στερεωτικού διαλύματος, 

επίσης για 10min. 

γ.. Εν συνεχεία αποχύνεται όλο το υγρό, και τα τρυβλία αφήνονται να 

στεγνώσουν.Τα χρωματοσώματα βάφονται με Giemsa, κατά τη μέθοδο 

του Moorhead (243). 

Χρησιμοποιούνται τα παρακάτω διαλύματα: 

Ι. Giemsa Ν° 9204,-Merck. 

II. Διάλυμα Α: Ρυθμιστικό διάλυμα Sorensen ΚΗ2ΡΟ4 9.1 gr/1, 

ill. Διάλυμα Β: Ρυθμιστικό διάλυμα Sorensen Na ΗΡΟ4 24gr/1. 

Τα διαλύματα Α και Β αναμιγνύονται σε μία αναλογία Α: Β περίπου 3: 1 ώστε 

το pH του τελικού διαλύματος να είναι 6.8 και προστίθεται 3mi Giemsa/ 100ml AB 

ρυθμιστικό διάλυμα. Η Giemsa πριν τη διάλυση της στο διάλυμα φωσφορικών 

αλάτων, αναδεύεται καλά. Στη συνέχεια 5ml διαλύματος Giemsa προστίθεται σε 

κάθε τρυβλίο για 12 min. Ακολουθεί απόχυση του διαλύματος Giemsa και ξέπλυμα 

με απεσταγμένο νερό για να φύγει η περίσσεια χρωστικής και στέγνωμα 

τουλάχιστον για 4 ώρες. Όλα τα ζωντανά κύτταρα εμφανίζονται με ένα σκούρο 

μπλε χρώμα. 

Προκειμένου να διερευνηθεί καλύτερα η επίδραση των μυκητοκτόνων στη 

μιτωτική διεργασία, χρησιμοποιήθηκε και μία άλλη σειρά τρυβλίων με τις ίδιες 

συγκεντρώσεις μυκητοκτόνων που όμως η τεχνική στερέωσης και χρώοηο δεν 

περιλάμβανε το πρώτο στάδιο της έκθεσης σε KCl. Ετσι παρατηρήθηκαν οι 

μιτώσεις χωρίς να γίνει καταστροφή της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. 

Π.δ.ε. Μέτρηση μυκητοτοξικότητας 

Για τη μέτρηση της μυκητοτοξικότητας τα τρυβλία Petri εμβολιάσθηκαν με 

100-200 κύτταρα το καθένα και εν συνεχεία επωάσθηκαν παρουσία και απουσία 

(μάρτυρας) μυκητοκτόνου για 7'ημέρες στους 37°C. Ακολούθησε η αφαίρεση του 

υλικού καλλιέργειας (C-MEM) από κάθε τρυβλίο και έγινε προσθήκη 2-3mi 

υδατικού διαλύματος κυανού του μεθυλενίου 1% για 20min σε θερμοκρασία 

* δωματίου. Ακολουθεί απόχυση της χρωστικής και τα τρυβλία αφήνονται να 

στεγνώσουν για 24 ώρες. Τότε ξεπλένονται με νερό βρύσης για να φύγει η 

περίσσεια χρωστικής.Όλα τα ζωντανά κύτταρα που έχουν σχηματίσει αποικίες, 

εμφανίζονται με ένα σκούρο μπλε χρώμα και μετρούνται εύκολα. 
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Ili. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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fenarimoì, clotrimazole, iprodione και benornyl 

Η μέτρηση της μυκητοτοξικότητας του fenarimol, clotrimazole και benornyl 

στο διπλοειδές στέλεχος του Α. nidulaiis έγινε με μελέτη της επίδρασης στη 

βλάστηση των κονιδίων και στον αριθμό των αποικιών που αναπτύσσονται από 

γνωστό αριθμό κονιδίων. Στην περίπτωση του iprodione η μυκητοτοξικότητα 

προσδιορίσθηκε με βάση την επίδραση στη γραμμική αύξηση των υφών, γιατί το 

μυκητοκτόνο αυτό δεν επηρεάζει ούτε τη βλάστηση των κονιδίων ούτε το 

σχηματισμό μικρών αποικιών. 

Στο σχήμα 6 βλέπουμε ό τ ι ο αριθμός των αποικιών, σε σχέση με τη 

συγκέντρωση clotrimazole παρουσιάζει μείωση, που είναι ιδιαίτερα απότομη 

μεταξύ των τιμών 0.05μς/ m] και 0.1 μg/ ml. Διαπιστώθηκε ότι το παραπάνω 

μυκητοκτόνο στις συγκεντρώσεις 0.08μς/ ml και 0.2μς/ ml παρεμποδίζει την 

εμφάνιση αποικιών κατά 50% κάι 95% αντίστοιχα. 

Μία ανάλογη σιγμοειδής καμπύλη παρατηρείται παρουσία και του άλλου 

παρεμποδιστή β ι ο σ υ ν θ έ σ ε ω ς ε ρ γ ο σ τ ε ρ ό λ η ς , του fenar imol (σχ.7). Οι 

συγκεντρώσεις που προκαλούν 50% και 95% παρεμπόδιση, στην εμφάνιση 

αποικιών του Α. nidulans είναι 1.2 και 5μς/ ΓπΙ(αντίστοιχα. 

Για τα μυκητοκτόνα/fenarimol και clotrimazole τα αποτελέσματα ήταν ο μέσος 

όρος τριών πειραμάτων με τρείς επαναλήψεις ανά επέμβαση. Η τυπική απόκλιση 

ήταν μικρότερη του 1%. 

Η επίδραση του iprodione στη γοαμμική αύξηση του μύκητα, φαίνεται να 

αποδίδεται καλύτερα από ευθεία γραμμή μάλλον παρά από καμπύλη (σχ.8). 

Δ ιαπιστώθηκε 50% και 8 0 % παρεμπόδιση στην αύξηση τ ο υ μύκητα σε 

συγκεντρώσεις 1.5μς/ ml και 2.5μς/ ml iprodione αντίστοιχα. 

Τέλος, η επίδραση του benornyl στην εμφάνιση αποικιών του" A nidulans, σε 

αντίθεση με τα μυκητοκτόνο fenarimol και clotrimazole, απεικονίζεται και αυτή με 

ευθεία γραμμή. Οι συγκεντρώσεις που προκαλούν 50% και 95% παρεμπόδιση 

είναι 1 .Ομς/ ml και 2.0;ag/'ml αντίστοιχα ' (σχ.9). 

Για τα μυκητοκτόνο iprodione και benornyl τα αποτελέσματα ήταν ο μέσος 

όρος τριών πειραμάτων με 24 επαναλήψεις ανά επέμβαση. Η τυπική απόκλιση 

ήταν μικρότερη του Ί °/„ 

Ο πίνακας που α κ ο λ ο υ θ ε ί περιλαμβάνε ι συνοπτικά τ ο υ ς παραπάνω 

παρεμποδιστές με τις συγκεντρώσεις που προκαλούν 50% και 95% παρεμπόδιση 

(EDcQKai ED95)· 
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Σχ. 6.- Επίδραση του clotrimazole oro σχηματισμό αποικιών του μύκητα Α. nidulans 



100 

9 0 

ζ 

G 

Ö 
c 
< 

< 
α. 
> 

Η 
C 

< 

8 0 -

70 -

60 -

50· 

\ 

A 
I 

W > 

ι** 
40 -

30 -

α. 
< 20 -

10 

F E N Α . R i M O L C μ ο Λ η ΐ ] 

Σχ. 7.- Επίδραση του fenarimol erro σχηματισμό αποικιών του μύκητα Α. nidulans 
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Σχ. 8.- Επίδραση του iprodione στη γραμμική αύξηση του μύκητα Α. nidulans 
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Σχ. 9.- Επίδραση του benomy! στο σχηματισμό αποικιών του μύκητα Α. nidulans 



Και τα τέσσερα μυκητοκτόνα είναι αποτελεσματικά στην παρεμπόδιση της 

αύξησης του Α. nidulans. Πρέπει να σημειωθεί η ιδιαίτερα μεγάλη 

αποτελεσματικότητα του clotrimazole που χρησιμοποιείται για την καταπολέμηση 

.των μυκητιάσεων στον άνθρωπο και τα θηλαστικά γενικότερα (28, 56). 

111.2. Μέτρηση βλάστησης των κονιδίων μετά την επίδραση 
του fenarimol, clotrimazole 

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν τα μυκητοκτόνα fenarimol, 

clotrimazole σε διάφορες συγκεντρώσεις προκειμένου να προσδιορισθεί η 

επίδραση που έχουν στη βλάστηση των κονιδίων του Α. nidulans. 

Από τα σχήματα 10 και 11 είναι φανερό ότι και οι δύο παρεμποδιστές, 

προκαλούν καθυστέρηση στην έναρξη βλάστησης αλλά και μείωση του τελικού 

αριθμού βλαστανόντων κονιδίων σε σχέση με τον μάρτυρα. Οπωσδήποτε όμως 

απαιτείται διπλάσια περίπου συγκέντρωση για 50% παρεμπόδιση της βλάστησης 

των κονιδίων απ' ότι για αντίστοιχη παρεμπόδιση στην εμφάνιση αποικιών (οχ 

12,13), πράγμα που σημαίνει ότι πολλά από τα κονίδια που βλαστάνουν, δεν 

μπορεί να δώσουν ανάπτυξη τέτοια ώστε να παραχθεί μακροσκοπικά ορατή 

αποικία. Ιδιαίτερα για τις μικρότερες συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν στην 

εργασία μας, το clotrimazole 0.1 μς/ ml και το fenarimol 2μg/ ml παρεμποδίζουν 

25% περίπου τη βλάστηση των κονιδίων και 90% περίπου το σχηματισμό 

αποικιών. 

Για τα μυκητοκτόνα fenarimol και clotrimazole τα αποτελέσματα ήταν ο μέσος 

όρος τριών πειραμάτων με τρεις επαναλήψεις ανά επέμβαση. Η τυπική απόκλιση 

ήταν μικρότερη του 1%. 

111.3. Μέτρηση γενετικής δραστικότητας των μυκητοκτόνων 

Το διπλοειδές στέλεχος HA του Α. nidulans, όπως αναφέρθηκε και 

προηγουμένως, με τις γενετικές σημάνσεις για άσπρο και κίτρινο χρώμα κονιδίων 

που φέρει στο.γονότυπο του σε ετεροζύγωτη.κατάσταση, είναι κατάλληλο για τη 

διαπίστωση της επίδρασης των υπό μελέτη χημικών παραγόντων στο σωματικό 

διαχωρισμό (somatic segregation). 

Η γενετική δραστικότητα των μυκητοκτόνων που χρησιμοποιήσαμε στην 

εργασία μας μελετήθηκε σε δύο συγκεντρώσεις, από τις οποίες η μια προκαλούσε 

μέτρια (50%) και η άλλη υψηλή (~ 80%-90%) παρεμπόδιση στην εμφάνιση 

αποικιών. 

Για το σκοπό αυτό μετρήθηκε ο αριθμός των άσπρων και κίτρινων τομέων που 

εμφανίζονται σαν αποτέλεσμα της επίδρασης του φαρμάκου και σύμφωνα με τη 

μεθοδολογία που περιγράψαμε στα υλικά και μέθοδοι. Τα αποτελέσματα 

εκφράζονται με το δείκτη επαγώγιμης διάσχισης (Induced Segregation index) για 
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Σχ. 10.- Επίδραση του fenarimol στη βλάστηση των κονιδίων του μύκητα Α. nidulans 

( 0 — © μάρτυρας, 0 0 fenarimol 1μς/ ml, γ ψ fenarimol 2μς/ml, 

V — 7 fenarimol 3μς/ ml, + (- fenarimol 4μς/ mi, @ © fenarimol 5μς/ mi). 
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Σχ. 11.- Επίδραση του ciotrimazole στη βλάστηση των κονιδίων του μύκητα Α. nidulans 

( © — © μάρτυρας, Ο Ο clotrimazole 0.1 μς/ ml, Ψ—Ψ clotrimazole 0.15μς/ΠΓ 

7—7 clotrimazole 0.175μς/ml, + + clotrimazole 0.2μρ/ ml). 



- 1 0 0 

F E N A R I M O L 

Σχ. 12.- Επίδραση του fenarimol στην εμφάνιση αποικιών και στη βλάστηση των κονιδίων (μετά από 15 

ώρες επώαση) του μύκητα Α. nidulans 
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Σχ. 13.- Επίδραση clotrimazole στην εμφάνιση αποικιών και στη βλάστηση κονιδίων (μετά απο 15 
ώρες επώαση) του μύκητα Α. nidulans 
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κάθε επέμβαση. Ο Δ.Ε.Δ. (I.S.I) καθορίζεται σαν ο λόγος των εγχρώμων τομέων 

σε 100 αποικίες επέμβασης προς τους έγχρωμους τομείς σε 100 αποικίες 

μάρτυρα.Έτσι λοιπόν για τα τρία μυκητοκτόνα προέκυψε: 

ΠΙΝΑΚΑΣ 6: Επίδραση των μυκητοκτόνων στη συχνότητα του διαχωρισμού 
στο διπλοειδές στέλεχος HA. του Α. nidulans. 

Μυκητοκτόνο 

Μάρτυρας 

Fenarimol 
CEBI) 

Clotrimazole 
CEBI) 

Iprodione 
(Δικαρ/κό) 

Benomyl 

(Βενςιμ/κό) 

Συγκέντρωση 
^ g / m l ) 

— 

1.2 
5.0 

0.08 
0.2 

1.5 
2.5 

0.5 

1.0 

Τοξ ικότητα 
(%) 

Ö «L 

.' 50 
95 

50 
95 

50 
80 

30 
50 

Έγχρωμοι 
Ανασυνδυασμοί 

ανάΙΟΟαποικίες 

5 

10 
82 

2 0 
35 

75 
95 

30 
100 

Δ ε ί κ τ η ς 

Ετταγώγιμης 
Διάσχισης 

1 

2 

16.4 

4 
7 

15 
19 

6 
20 

1. Μέτρηση τοξικότητας με την παρεμπόδιση εμφάνισης αποικιών. 
2. Μέτρηση τοξικότητας με την παρεμπόδιση γραμμικής αύξησης του μύκητα. 

Τα αποτελέσματα της γενετικής δραστικότητας ήταν ο μέσος όρος τριών πει

ραμάτων όπου σε κάθε πείραμα εξεταζόντουσαν 80 - 100 αποικίες τόσο για τον 

μάρτυρα όσο και για κάθε επέμβαση. Η τυπική απόκλιση ήταν μικρότερη του 1 % 

Απο τα αποτελέσματα, που συνοψίζονται στον πίνακα 6, φαίνεται ότι και τα 

τρία μυκητοκτόνα fenarimol, clotrimazole και iprodione προκαλούν σημαντική 

αύξηση στη συχνότητα των μιτωτικών ανασυνδυασμών του διπλοειδούς 

στελέχους HA του Α. nidulans. Οπωσδήποτε όμως στην περίπτωση των 

παρεμποδιστών βιοσύνθεσης εργοστερόλης ( Ε ΒΙ s ) γαι να διαπιστωθεί 

εντυπωσιακή γενετική δραστικότητα έπρεπε να χρησιμοποιηθούν συγκεντρώσεις 

που προκαλούν μεγάλη τοξικότητα. To iprodione αντίθετα, παρουσιάζει έντονη 

γενετική δραστικότητα ακόμα και στη συγκέντρωση 1.5μς/ ml (ED50) 

συμπεριφερόμενο κατά κάποιο τρόπο παρόμοια με το benomyl το οποίο όπως 

προαναφέρθηκε στην εισαγωγή, παρεμποδίζει το σχηματισμό των 

μίκροσωληνίσκων της μιτωτικής ατράκτου. Αποτέλεσμα της δράσης αυτής είναι 
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να παρατηρείται σημαντική αύξηση στη συχνότητα του μιτωτικού διαχωρισμού 

ακόμα και σε συγκεντρώσεις που προκαλούν μικρή μυκητοτοξικότητα. 

111.4. Γενετική ανάλυση των προϊόντων μιτωτικής διάσχισης 

Για τον προσδιορισμό του μηχανισμού με τον οποίο τα μυκητοκτόνα αυξάνουν 

τη συχνότητα των μιτωτικών ανασυνδυασμών διερευνήθηκε η γονοτυπική 

σύσταση των εγχρώμων τομέων που εμφανίσθηκαν με την επίδραση των 

παρεμποδιστών. Για το σκοπό αυτό προσδιορίσθηκαν οι θρεπτικές απαιτήσεις 

των προϊόντων μιτωτικής διάσχισης. Τα απλοειδή εμφανίζουν διάσχιση των 

αλληλομόρφων σε πολλούς από τους αρχικά ετεροζύγωτους γόνους ενώ τα 

διπλοειδή εμφανίζουν διάσχιση για το γόνο του χρώματος και ίόως για κάποιες 

θρεπτικές απαιτήσεις, που ελέγχονται από γόνους συνδεδεμένους με το γόνο 

αυτό. . i 

Αναλύθηκαν γενετικά όλα τα προϊόντα διαχωρισμού, δηλαδή όλες οι 

περιοχές λευκού και κίτρινου χρώματος που περιελάμβαναν μεγάλους τομείς 

αλλά και μικρά σημεία και στίγματα. Αρχικά τα προϊόντα διάσχισης εξετάσθηκαν με 

τον τρόπο που προαναφέρθηκε στο κεφάλαιο υλικά και μέθοδοι γις τον 

πλοειδισμό τους, δηλαδή εάν ήταν απλοειδή ή διπλοειδή. Κατόπιν τα διπλοειδή 

εξετάσθηκαν για να διαπιστωθεί κατά πόσο μπορεί να οφείλονται σε μη 

αποχωρισμό των χρωματίδων ή σε μιτωτικό διασκελισμό. Τα αποτελέσματα της 

ανάλυσης των προϊόντων μιτωτικής διάσχισης που προέκυψαν από την επίδραση 

των fenarimol, clotrimazole και iprodione συνοψίζονται στον πίνακα 7. 

ΠΙΝΑΚΑΣ 7: Κατάταξη προϊόντων μιτωτικής διάσχισης που προέκυψαν απο 
την επίδραση των μελετηθέντων πάρε μποδιστών στο διπλοειδές 
στέλεχος HA του Α. nidulans 

Μυκητοκτόνο 

Μάρτυρας 

Fenarimol 

Clotrimazole 

Iprodione 

Συγκέντρωση 

^ g / m l ) 

0 

5 

0.2 

2.5 

r ' • 

Σύνολο προϊόντων 

διαχωρισμού που 

α ν α λ ύ θ η κ α ν 

6 5 

4 4 

42 

60 

Π ρ ο ϊ ό ν τ α δ ι α χ ω ρ ι σ μ ο ύ 

α ν ά 100 α π ο ι κ ί ε ς 

Απλοειδή 

1.75 

48.38 

15.83 

2 6 . 9 

•Διπλοειδή από 

Μη 

αποχωρισμό 

0.40 

2 9 . 5 2 

16.67 

25.3 

Μ ι τ ω τ ι κ ό 

διασκελισμό 

2.85 

4.1 . 

2.50 

42.75 
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Από την ανάλυση αυτή προκύπτει ότι το clotrimazole και fenarimol προκαλούν 

αύξηση τόσο των απλοειδών όσο και των διπλοειδών προϊόντων μιτωτικού 

ανασυνδυασμού. Τα διπλοειδή όμως προϊόντα μιτωτικής διάσχισης προέρχονται 

όχι από το μηχανισμό του μιτωτικού διασκελισμού αλλά από το μηχανισμό του μη 

αποχωρισμού των χρωματίδων που φαίνεται να είναι ο υπεύθυνος μηχανισμός 

γενετικής δραστικότητας των clotrimazole, fenarimol. To iprodione (2.5μς/ ml) 

επίσης αυξάνει τόσο τα απλοειδή όσο και τα διπλοειδή. Τα διπλοειδή όμως 

φαίνεται να προέρχονται περισσότερο από το μηχανισμό του μιτωτικού 

διασκελισμού και λιγότερο από το μηχανισμό του μη αποχωρισμού των 

χρωματίδων. 

111.5. Επίδραση των μυκητοκτόνων στη μορφολογία του 
μύκητα Α. nidulans και στο επίπεδο οπτίκού 
μικροσκοπίου 

Με την οπτική μικροσκοπία προσπαθήσαμε να διαπιστώσουμε αλλαγές στη 

μορφολογία της υφής αλλά και στη συμπεριφορά του χρωματοσωματικού υλικού, 

κατά τη διάρκεια της μίτωσης, που προκαλούνται απο τα μυκητοκτόνα fenarimol, 

clotrimazole, iprodione, captafol και benomyl στο μύκητα Α. nidulans^ 

Η πορεία αυτής της μελέτης πραγματοποιήθηκε σε δύο στάδια: Στο πρώτο, 

έγιναν παρατηρήσεις στο ρυθμό διαίρεσης των πυρήνων σε βλαστικούς σωλήνες 

του μύκητα παρουσία και απουσία των παρεμποδιστών. Στο δεύτερο στάδιο 

έγιναν παρατηρήσεις στη δομή του μυκηλίου και στη συμπεριφορά του 

χρωματοσωματικού υλικού κατά τη μίτωση με το μύκητα αναπτυγμένο σε υλικό 

μάρτυρα και παρουσία διαφόρων συγκεντρώσεων των μυκητοκτόνων. Η μέθοδος 

που χρησιμοποιήθηκε έχει τη δυνατότητα να αποτυπώνει τη μορφολογία των 

υφών καθώς επίσης και το χρωματοσωματικό υλικό του πυρήνα. Άλλα κυτταρικά 

έγκλειστα και οργανίδια, όπως π.χ. τα μιτοχόνδρια, χυμοτόπια ή ενδοπλασματικό 

δίκτυο δεν είναι ορατά. 

ΙΙΙ.δ.α. Επίδραση των μυκητοκτόνων fenarimol, clotrimazole, 
iprodione, captafol Km benomyl στο ρυθμό διαίρεσης 
των πυρήνων στον Α. nidulans 

Στα οχήματα 14 και 15 φαίνονται οι επιδράσεις των μυκητοκτόνων fenarimol, 

clotrimazole, iprodione, captafol και benomyl στο ρυθμό διαίρεσης των πυρήνων σε 

βλαστικούς σωλήνες κονιδίων διπλοειδούς στελέχους του Α. nidulans. 

Τα αποτελέσματα ήταν ο μέσος όρος τριών πειραμάτων η δε τυπική απόκλιση 

ήταν μικρότερη του 1%. 
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Σχ. 14.-.Επίδραση των S captafol 0.075yg/ ml, L J captafol Q.15pg/ml, £^J benomy! 

1 .5μα/ mi, στην αύξηση του αριθμού των πυρήνων ανά βλαστικό σωλήνα του μύκητα Ά . 

nidulans . ( l § j μάρτυρας). 
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Σχ. 15.-Επίδραση των Ö ienarimol 2yg/ml, j _ j clotrimazole 0,1 μς/ mi, S iprodione 

1,5pg/ ml στην αύξηση του αριθμού των πυρήνων ανά βλαστικό σωλήνα του μήκυτα Α. 

nidulans.{ ££[|· μάρτυρας). 
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To benomyl 1.5μς/ ml (σχ. 14) παρεμποδίζει ισχυρά την αύξηση του αριθμού των 

πυρήνων ανά βλαστικό σωλήνα. Το αποτέλεσμα αυτό αναμένεται βέβαια λόγω 

της δράσης του benomyl στη διαδικασία σχηματισμού των μικροσωληνίσκων της 

ατράκτου που οδηγεί στην παρεμπόδιση της μιτωτικής διεργασίας. 

To captafol, γνωστό μεταλλαξιγόνο και τερατογόνο, στις συγκεντρώσεις 

O.Q75\ig/ ml και 0A5[ig/ ml που παρεμποδίζουν την αύξηση του μύκητα 30% και 

58% αντίστοιχα (363) φαίνεται να ασκεί μικρή επίδραση στην αύξηση του αριθμού 

των πυρήνων. Η επίδραση αυτή είναι περισσότερο εμφανής στην υψηλότερη 

συγκέντρωση του μυκητοκτόνου. 

Οι παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης fenarimol 2μς/ ml και 

clotrimazole 0.1 \ig/ ml (σχ. 15) παρ' όλο που δρουν, άμεσα τουλάχιστον, σε θέσεις 

που δεν έχουν σχέση με τη λειτουργία της μίτωσης, φαίνεται να καθυστερούν την 

έναρξη του πολλαπλασιασμού των πυρήνων στα βλαστάνδντα κονίδια κατά τις 

τρεις πρώτες ώρες επώασης. Αργότερα όμως παρατηρείται αύξηση του αριθμού 

των πυρήνων στους βλαστικούς σωλήνες, ενδεικτικό ότι γίνονται μιτωτικές 

διαιρέσεις σε ρυθμό που πλησιάζει κατά κάποιο τρόπο εκείνο του μάρτυρα. 

Για το iprodione τα μέχρι στιγμής δεδομένα της βιβλιογραφίας δεν μπορούν 

να δώσουν σαφή εικόνα για το μηχανισμό δράσης του. Πάντως φαίνεται να μην 

έχει σχέση με την αναστολή των μιτώσεων. Στη συγκέντρωση 1.5μς/ ml (ED50) 

δεν παρατηρείται καμμιά αξιόλογη παρεμπόδιση της αύξησης του αριθμού των 

πυρήνων του βλαστικού σωλήνα (σχ. 15). 
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II 1.5.6. Παρατηρήσεις στη μορφολογία των υφών και στη 
συμπεριφορά του χρωματοσωματικού υλικού κατά 
την πορεία της μίτωσης, απουσία παρεμποδιστή. 

Στο στερεό θρεπτικό υλικό (CM) απουσία παρεμποδιστή, οι υφές του μύκητα 

Α. nidulans εμφανίζουν αραιές διακλαδώσεις, ενώ στο εσωτερικό τους 

παρατηρούνται πυρήνες, με ομοιόμορφη κατά μήκος κατανομή, σε μεσόφαση 

αλλά και σε διάφορα στάδια μιτωτικής διεργασίας. Στη μεσόφαση διαπιστώνεται η 

παρουσία πυρηνίσκου ο οποίος περιβάλλεται από μάζα χρωματίνης. Η τελευταία 

είναι συσσωρευμένη κυρίως στον ένα πόλο του πυρήνα (εικ. ΙΑ). 

Η μίτωση διακρίνεται σε τέσσερα στάδια, πρόφαση-μετάφαση-ανάφαση-

τελόφαση. Στο στάδιο Ι (πρόφαση): Το χρωματοσωματικό υλικό αποτυπώνεται 

έντονα και διατάσσεται με διάφορες μορφές συμπαγούς μάζας κατά μήκος της 

υφής. Τα κεντροσωμάτια που αποτελούν τα κέντρα οργάνωσης της μιτωτικής 

ατράκτου, απομακρύνονται προκειμένου να-καταλάβουν αντιδιαμετρικές θέσεις 

(εικ. 1Β, Γ). Σε αρκετές περιπτώσεις παρατηρείται μικρό τμήμα 

χρωματοσωματικού υλικού να αποσπάται από τη κύρια μάζα χρωματοσωμάτων, να 

συνδέεται όμως μ' αυτή με νημάτια (εικ. 1Β). Στο στάδιο II (μετάφαση), τα 

χρωματοσώματα διατάσσονται σε δύο παράλληλες κατά μήκος της υφής σειρές, 

ενώ αρχίζει να κάνει την εμφάνιση της η μιτωτική άτρακτος (εικ. 1Δ). Στο στάδιο 

III (ανάφαση), το χρωματοσωματικό υλικό μετακινείται στα δύο άκρα κάθε 

αλυσίδας και η άτρακτος αποτυπώνεται πλέον με ευκρίνεια (εικ.. ΙΕ). Τέλος στο 

στάδιο IV (τελόφαση) η άτρακτος βαθμιαία εξαφανίζεται (εικ. 1Ζ, Η) και 

προκύπτουν δύο θυγατρικοί πυρήνες με πυκνή μάζα χρωματίνης (εικ. 1 Η). 
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Εικόνα 1: Υφές του μύκητα Α. nidulans που επωάσθηκαν σε στερεό 

πλήρες θρεπτικό υλικό, απουσία παρεμποδιστή. 

- Παρατηρούνται πυρήνες σε μεσόφαση και στα χαρακτηριστικά στάδια της 

μιτωτικής διεργασίας. Στη μεσόφαση (Α) η χρωματίνη (χ), με τεχνική χρώσης 

Giemsa, διακρίνεται με έντονο σκούρο χρωματισμό να περιβάλλει τον πυρηνίσκο 

(πρν), ο οποίος βρίσκεται πλησιέστερα στον ένα πόλο του πυρήνα. Στην 

πρόφαση (Β, Γ) τα κεντροσωμάτια (κσμ)-, που αποτελούν τα κέντρα οργάνωσης 

της μιτωτικής ατράκτου, απομακρύνονται προκειμένου να καταλάβουν 

αντιδιαμετρικές θέσεις. Σε μερικές περιπτώσεις (Β) διαπιστώνεται η παρουσία 

μικρού τμήματος χρωματίνης να έχει απομακρυνθεί και να συνδέεται με το κύριο 

άθροισμα χρωματοσωμάτων με νημάτια (μαύρα βέλη). Στη μετάφαση, τα 

χρωματοσώματα (χ) διατάσσονται σε δύο παράλληλες κατά μήκος της υφής 

σειρές (Δ). Στην ανάφαση (Ε, Ζ) έχει ήδη αρχίσει να πραγματοποιείται μετακίνηση 

χρωματοσωμάτων στο άκρο κάθε αλυσίδας, ενώ αποτυπώνεται με ευκρίνεια η 

άτρακτος (ατρ). Στο τελευταίο στάδιο της μίτωσης, την τελόφαση (Η) έχει 

ολοκληρωθεί ο σχηματισμός θυγατρικών πυρήνων με πυκνή μάζα χρωματίνης (χ). 

Ολες οι φωτογραφίες χ 2112. 
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ΙΙΙ.δ.γ. Επίδραση των μυκητοκτόνων fenarimol, clotrimazole, 
iprodione και captafol στη μορφολογία και τη μίτωση 
του Α. nidulans 

Με τη βοήθεια της οπτικής μικροσκοπίας, επιχειρήσαμε να προσδιορίσουμε 

τις επιδράσεις των μυκητοκτόνων fenarimol, clotrimazole, irodione και captafol 

στη μορφολογία των υφών αλλά και στη μιτωτική διεργασία του μύκητα Α. 

nidulans. 

Οπωσδήποτε, οι συγκεντρώσεις που επιλέχθηκαν ήταν ίδιες με εκείνες που 

χρησιμοποιήθηκαν στις ανάλογες μελέτες της ηλεκτρονικής μικροσκοπίας και η 

επιλογή τους έγινε με βάση την παρατηρηθείσα παρεμπόδιση στη βλάστηση των 

κονιδίων και στο σχηματισμό αποικιών. Μ' αυτό τον τρόπο δόθηκε η δυνατότητα 

να εκτιμήσουμε τις επιδράσεις όλων αυτών των παρεμποδιστών, στη μορφολογία 

αλλά και στη μιτωτική διεργασία, με συνθήκες μέτριας και υψηλής 

μυκητοτοξικότητας αντίστοιχα. 

Έτσι από τους παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργσστερόλης (EBIs), το 

fenarimol χρησιμοποιήθηκε σε συγκεντρώσεις 2 και 5μς/ ml ενώ το clotrimazole 

αντίστοιχα σε 0.1 και 0.2μς/ ml. 

Από την κατηγορία των δικαρβοξιμιδικών, το iprodione μελετήθηκε στη 

συγκέντρωση 1.5μς/ ml, που προκαλεί 50% παρεμπόδιση στη γραμμική αύξηση 

των υφών {ED50) κ α ι στη συγκέντρωση 2.5μς/ ml όπου.προκαλεί 80% 

παρεμπόδιση. 

Τέλος από την κατηγορία των φθαλιμιδίων, μελετήθηκε το μυκητοκτόνο 

captafol στις συγκεντρώσεις 0.075μς/ ml και 0.15μς/ ml. Το βασικό κριτήριο που 

συνετέλεσε στην επιλογή και μελέτη των δύο παραπάνω συγκεντρώσεων, ήταν 

οπωσδήποτε ο διαφορετικός μηχανισμός γενετικής δραστικότητας στον Α. 

nidulans, όπως είχε διαπιστωθεί απο τους Ziogas και συνεργάτες (363).Έτσι στη 

χαμηλή συγκέντρωση (0.075μς/ ml), τα περισσότερα προϊόντα μιτωτικού 

διαχωρισμού φαίνεται να είναι αποτέλεσμα του μιτωτικού διασκελισμού (mitotic 

crossing-over), ενώ ο μη αποχωρισμός χρωματοσωμάτων (non-disjunction) 

εμφανίζεται στην υψηλότερη συγκέντρωση (0.15μg/ ml). 

Παρακάτω, περιγράφονται αναλυτικά οι επιδράσεις των παραπάνω 

παρεμποδιστών, όπως παρατηρούνται με την οπτική μικροσκοπία. 

To fenarimol και στις δύο συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκε προκαλεί 

έντονη παραμόρφωση των βλαστικών σωλήνων του μύκητα Α. nidulans. Τα 

εκφυλιστικά αυτά φαινόμενα εμφανίζονται οπωσδήποτε- εντονότερα στην 

υψηλότερη συγκέντρωση του παρεμποδιστή. Το πάχος των υφών είναι ιδιαίτερα 

αυξημένο και σε αρκετές περιπτώσεις γίνεται διπλάσιο σε σύγκριση με εκείνο 

που παρατηρήθηκε σε υφές που αναπτύχθηκαν σε υλικό μάρτυρα (εικ. 2Α). Τα 

εγκάρσια διαγράγματα (septa) εμφανίζονται πιο συχνά κατά μήκος των υφών, με 

89 



αποτέλεσμα τα κύτταρα να είναι βραχύτερα και να έχουν βαρελοειδή μορφή (εικ. 

2Γ). Παράλληλα παρατηρείται και σημαντική αύξηση των διακλαδώσεων στις υφές 

(εικ. 2Β). Σημαντικές μεταβολές παρατηρούνται επίσης στη μιτωτική διεργασία 

αλλά και στη διάταξη των πυρήνων κατά μήκος των υφών. Σε καμμιά απολύτως 

περίπτωση δεν εμφανίσθηκαν τα τυπικά στάδια της μίτωσης, όπως περιγράφηκαν 

παραπάνω. Αντίθετα, παρατηρούνται πολυάριθμοι ανόμοιοι πυρήνες (εικ. 2Β) με 

ακανόνιστη διάταξη (εικ. 2Γ) και, το πλέον σημαντικό, με διαφορετική ποσότητα 

χρωματοσωματικού υλικού, γεγονός που δηλώνει ότι προηγήθηκαν ανώμαλες 

μιτώσεις (εικ. 2Δ). 

To clotrimazole σε συγκεντρώσεις 0.1 και 0.2 \ig/ ml φαίνεται να έχει 

επιδράσεις στα βλαστάνοντα κονίδια του μύκητα Α. nidulans, ανάλογες με εκείνες 

που παρατηρήθηκαν και παρουσία του άλλου παρεμποδιστή βιοσύνθεσης 

εργοστερόλης του fenarimoi.'ETcn οι βλαστικοί σωλήνες και οι υφές εμφανίζονται 

έντονα παραμορφωμένοι. Παρατηρείται σημαντική αύξηση του πάχους των, που 

σε πολλές περιπτώσεις γίνεται διπλάσιο σε σύγκριση με τον μάρτυρα (εικ. 3Α). Το 

γεγονός αυτό σε συνδυασμό με την αυξημένη παρουσία εγκαρσίων διαφραγμάτων 

(septa) οδηγεί στην εμφάνιση κυττάρων με βαρελοειδή μορφή (εικ. 3Ε). Στη 

διαπιστωθείσα παραμόρφωση φαίνεται επίσης να συμβάλλει σημαντικά και η 

έντονη διακλάδωση των υφών. Σε καμμιά απολύτως περίπτωση δεν 

παρατηρούνται τα τυπικά στάδια της μιτωτικής διεργασίας, παρουσία clotrimazole, 

ενώ οι πολυάριθμοι πυρήνες κατανέμονται ακανόνιστα κατά μήκος των υφών. Οι 

τελευταίο ι φαίνεται να διαφέρουν στην ποσότητα και πυκνότητα 

χρωματοσωματικού υλικού, γεγονός που οδηγεί στο συμπέρασμα ότ ι 

προηγήθηκαν μη κανονικοί διαχωρισμοί χρωματοσωμάτων κατά τη διάρκεια των 

μιτώσεων (εικ. 3Β, Γ, Δ). 

To iprodione σε συγκεντρώσεις 1.5 και 2.5μς/ ml φαίνεται'να μην προκαλεί, 

σημαντικές τουλάχιστον, μορφολογικές μεταβολές στα βλαστάνοντα κονίδια του 

μύκητα Α. nidulans. Η μορφολογία των υφών αυτών εμφανίζεται χωρίς 

αλλοιώσεις, σε σύγκριση με υφές από κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα 

(εικ. 4Α). 

Σε αρκετές περιπτώσεις παρατηρούνται πυρήνες στο στάδιο της μεσόφασης 

με ευδιάκριτους τους πυρηνίσκους να περιβάλλονται από χρωματοσωματικό 

υλικό. Οι πυρήνες κατανέμονται κατά μήκος της υφής ομοιόμορφα, όπως και στην 

περίπτωση του μάρτυρα (εικ. 4Α). Την μιτωτική διεργασία δεν φαίνεται να την 

επηρεάζει καμμία από τις συγκεντρώσεις του παρεμποδιστή. Έτσι τα τυπικά 

στάδια της μίτωσης, όπως : στάδιο Ι (πρόφαση) (εικ. 4 Β, Γ), στάδιο II (μετάφαοη) 

(εικ. 4Δ), στάδιο ill (ανάφαση) (εικ. 4 Ε, Ζ,Η) και στάδιο IV (τελόφαοη) (εικ. 4 Θ, Ι) 

παρατηρούνται με την ίδια συχνότητα που παρατηρήθηκαν και στην περίπτωση 

κονιδίων, που βλάστησαν σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

To captafol στη συγκέντρωση των 0.075[ig/ ml δεν φαίνεται να προκαλεί 
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ορατές, στο οπτικό μικροσκόπιο, αλλαγές στα στάδια της μιτωτικής διεργασίας 

και στη μορφολογία των υφών του μύκητα Α. nidulans. Η πλειονότητα των 

πυρήνων βρίσκεται στη μεσόφαση με ευδιάκριτους τους πυρηνίσκους να 

περιβάλλονται από χρωματοσωματικό υλικό (εικ. 5 Α, Β), όπως συμβαίνει και σε 

κονίδια, που βλαστάνουν απουσία μυκητοκτόνου. Τα υπόλοιπα στάδια της 

πυρηνικής διαίρεσης, στα οποία περιγράψαμε τη βλάστηση σε υλικό μάρτυρα,, 

παρατηρούνται επίσης με την ίδια διαδοχή και χωρίς εμφανείς τουλάχιστον 

ανωμαλίες (εικ. 5 , Γ, Δ, Ε,Ζ). 

To captafo! 0:15μς/ ml προκαλεί σημαντικές μορφολογικές και 

χρωματοσωματικές ανωμαλίες στο μύκητα Α. nidulans. Συνήθως τα ακραία 

τμήματα των υφών παρουσιάζουν ελαφρά διόγκωση και το χρωματοσωματικό 

υλικό επιμηκύνεται σε μακρά νημάτια με παράλληλη μεταξύ τους διευθέτηση, 

κάθετη στον κατά μήκος άξονα της υφή\ς (εικ. 6 Β,. Δ, Ε, Ζ). Οι αυξημένοι σε 

αριθμό πυρήνες, διατάσσονται ακανόνιστα ενώ εμφανίζονται με διαφορετικές 

ποσότητες χρωματοσωματικού υλικού ενδεικτικό ότι προηγήθηκαν μιτώσεις στις 

οποίες πραγματοποιήθηκε μη ισομερής καταμερισμός χρωματοσωμάτων (εικ. 6 

Α,Γ). 
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Εικόνα 2: Επίδραση του fenarimol 2μς/ ml (Α, Β) και 5μς/ m! στη λεπτή δομή 
του μύκητα Α. nidulans. Τα κονίδια επωάσθηκαν σε στερεό 
πλήρες θρεπτικό υλικό που περιείχε μυκητοκτόνο. 

Παρατηρούνται έντονα παραμορφωμένες υφές με πολυάριθμους πυρήνες 
στο εσωτερικό τους. Η παραμόρφωση είναι αποτέλεσμα κυρίως της σημαντικής 
αύξησης του πάχους των υφών (Α) που σε αρκετές περιπτώσεις γίνεται διπλάσιο 
σε σύγκριση με κονίδια που αναπτύχθηκαν σε υλικό μάρτυρα. Αύξηση 
παρατηρείται επίσης και στον αριθμό των εγκαρσίων διαφραγμάτων (σπ) (Β, Γ), 
που προσδίδουν στα κύτταρα βαρελοειδή μορφή. Οι πυρήνες (π) διατάσσονται 
ακανόνιστα κατά μήκος των υφών και φαίνεται να περιέχουν διαφορετική 
ποσότητα και πυκνότητα χρωματοσωματικού υλικού (χ) (Δ), γεγονός άλλωστε 
που δηλώνει ότι προηγήθηκε μη κανονικός διαχωρισμός χρωματοσωμάτων στη 
διάρκεια της μιτωτικής λειτουργίας. Ενδιαφέρον φαίνεται να παρουσιάζει επίσης 
και η αυξημένη διακλάδωση τ̂ων υφών (Β, Γ). 

Όλες οι φωτογραφίες χ 2112 

\ 
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Εικόνα 3: Επίδραση του clotrimazole 0.1 μς/ ml (Α, Β, Γ) και 0.2μς/ ml (Δ, Ε, Ζ) 
στη λεπτή δομή του μύκητα Α. nidulans. Τα κονίδια επωάσθηκαν σε 
στερεό πλήρες θρεπτικό υλικό που περιείχε το μυκητοκτόνο. 

Μικροφωτογραφίες στις οποίες παρατηρούνται έντονα παραμορφωμένες 
υφές (υ), αποτέλεσμα του αυξημένου πάχους, των σημαντικών διακλαδώσεων (Ζ) 
αλλά και του μεγάλου αριθμού εγκαρσίων διαφραγμάτων (σπ), που προσδίδουν 
στα κύτταρα βαρελοειδή μορφή (Δ, Ε). Το πάχος των υφών, σε αρκετές 
περιπτώσεις, γίνεται διπλάσιο σε σύγκριση με τα κονίδια που βλάστησαν σε υλικό 
μάρτυρα. Στο εσωτερικό, παρατηρούνται πολυάριθμοι πυρήνες με διαφορετική 
ποσότητα και πυκνότητα χρωματοσωματικού υλικού (χ) (Α, Β,Τ, Δ) γεγονός που 
δηλώνει μη κανονικό διαχωρισμό χρωματοσωμάτων στη διάρκεια της μίτωσης. 

Όλες οι φωτογραφίες χ 2112 . . 
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Εικόνα 4: Μικροφωτογραφίες υφών του μύκητα Α. nidulans, που επωάσθηκαν 

σε στερεό πλήρες θρεπτικό υλικό που περιείχε iprodione 2μς/ ml . 

- Παρατηρούνται πυρήνες σε μεσόφαση (Α) και στα διαφορετικά στάδια της 

μιτωτικής διεργασίας (Β-Ι). Στη μεσόφαση (Α) είναι ευδιάκριτοι οι πυρηνίσκοι 

(πρν), που εντοπίζονται κυρίως' στη μια πλευρά του πυρήνα. Στην πρόφαση (Β, 

Γ), είναι ορατά τα κεντροσωμάτια (κσμ) που τείνουν να καταλάβουν 

αντιδιαμετρικές θέσεις για την οργάνωση της ατράκτου. Στη μετάφα.ση (Α), 

παρατηρείται η χαρακτηριστική διάταξη των χρωματοσωμάτων σε δύο σειρές 

(μαύρα βέλη), παράλληλες με το κύριο άξονα της υφής. Η ανάφαση (Ε, Ζ, Η), 

έχει σαν χαρακτηριστικό γνώρισμα τη μιτωτική άτρακτο (ατρ) η οποία σταδιακά 

εξαφανίζεται (Θ, Ι) για να οδηγηθούμε στο τελευταίο στάδιο της μίτωσης, τη 

τελόφαση (Ι). Σ' αυτή την περίπτωση παρατηρούνται δυ© συμπαγείς μάζες 

χρωματοσωμάτων που αποτελούν τους νέους θυγατρικούς πυρήνες. 

Α,Ε,Ζ,Η,Θ χ 1689 - Β,Δ χ 3168 - Γ χ 2112 -1 χ 2534 
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Εικόνα 5: Μικροφωτογραφίες βλαστημένων κόνιδίων και υφών του μύκητα 

Α. nidulans, που επωάσθηκαν σε στερεό θρεπτικό υλικό με 

captafol 0.075μς/ ml. 

Παρατηρούνται πυρήνες σε μεσόφαση με ευδιάκριτους τους πυρηνίσκους (Α, 

Β), σε πρόφαση με ορατά τα κεντροσωμάτια (κσμ) (Γ), σε μετάφαση με 

χαρακτηριστικό γνώρισμα τη διάταξη των χρωματοσωμάτων σε δύο σειρές 

παράλληλες με τον κύριο άξονα της υφής (Γ, Δ) σε ανάφαση με την άτρακτο 

(ατρ) να συνδέει δύο συμπαγείς μάζες χρωματοσωματικού υλικού (Ε, 2) και σε 

τελόφαση όπου προκύπτουν δύο νέοι θυγατρικοί πυρήνες (Ζ). 

Α,Β,Γ,Ε,Ζχ1056-Δχ2112 
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Εικόνα 6: Επίδραση του captafol 0.15μς/ ml, στη λεπτή δομή του μύκητα 
Α. nidulans. Τα κονίδια επωάσθηκαν σε θρεπτικό υλικό που περιείχε 
το μυκητοκτόνο. 

Παρατηρούνται παραμορφωμένα ακραία τμήματα υφών, στο εσωτερικό των 
οποίων το χρωματοσωματικό υλικό φαίνεται να έχει επιμηκυνθεί σε παράλληλες 
σειρές, κάθετες στον επιμήκη άξονα της υφής (Β, Δ, Ζ). Επί πλέον 
διαπιστώνονται πολυάριθμοι πυρήνες (Α), ακανόνιστα διατεταγμένοι (Γ), με 
διαφορετική ποσότητα χρωματοσωματικού υλικού (χ)(ενδεικτικό ότι προηγήθηκαν 
ανώμαλες μιτώσεις (Γ). 

Όλες οι φωτογραφίες χ 2112 
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III.6. Παρατηρήσεις με το ηλεκρτρονικδ μικροσχόττιο 

Με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο επιχειρήσαμε να μελετήσουμε τις αλλαγές 

που τα μυκητοκτόνα fenarimol, clotrimazole, iprodione, captafol και benomyl 

προκαλούν στη δομή το Α. nidulans, στο κυτταρικό επίπεδο, προσεγγίζοντας έτσι 

το θέμα της διερεύνησης της γενετικής δραστικότητας αυτών των ενώσεων. 

Σαν βιολογικό υλικό, ο μύκητας αυτός είναι εξαιρετικά δύσκολος για 

στερέωση, εξ' αιτίας της μεγάλης ποσότητας πολυσακχαριτών, που εκκρίνει και 

που μένουν προσκολλημένοι πάνω στο κυτταρικό του τοίχωμα. Οι 

πολυσακχαρίτες αυτοί εμποδίζουν την είσοδο των στερεωτικών υλικών. 

Δοκιμάζοντας διαφόρους μεθόδους , βρήκαμε τελικά τα κατάλληλα 

συστήματα στερέωσης , έγκλεισης σε ρητίνες και βαφής των τομών και επιτύχαμε 

τη λήψη μικροφωτογραφιώγ όπου απεικονίζονται καθαρά οι πυρήνες, το 

ενδοπλασματικό δίκτυο , τα μιτοχόνδρια και άλλα οργανίδια σε κονίδια που 

βλάστησαν παρουσία και απουσία των μυκητοκτόνων. 

Η πορεία της μελέτης που αφορούσε τη λεπτή δομή του Α. nidulans αλλά και 

την επίδραση των παρεμποδιστών σ' αυτήν έγινε σε δύο στάδια: Στο πρώτο, 

μελετήσαμε τη λεπτή δομή του μύκητα ανεπτυγμένου υπό κανονικές συνθήκες, 

δηλαδή απουσία των παρεμποδιστών. Στο δεύτερο στάδιο έγινε μελέτη της 

λεπτής δομής του μύκητα ανεπτυγμένου σε διάφορες συγκεντρώσεις 

μυκητοκτόνων. Ακολούθησε σύγκριση των αποτελεσμάτων με σκοπό την 

εντόπιση τυχόν αλλαγών που προκαλούν οι παρεμποδιστές στη δομή του μύκητα, 

επικεντρώνοντας την προσοχή κυρίως σε αλλοιώσεις της πυρηνικής περιοχής. 

Οι παρατηρήσεις της ηλεκτρονικής μικροσκοπίας έδειξαν ότι οι 

παρέμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης fenarimol και clotrimazole προκαλούν 

σημαντικές αλλαγές στη δομή των κυττάρων του μύκητα Α. nidulans. To fenarimol 

χρησιμοποιήθηκε σε συγκεντρώσεις 2 και 5μς/ m!. Στη συγκέντρωση των 2\ig/ ml ' 

έχουμε μικρή παρεμπόδιση στη βλάστηση των κονιδίων (25%) ενώ στη 

συγκέντρωση 5μς/ ml έχουμε αρκετά υψηλή παρεμπόδιση.(90%) (σχ. 10). 

Αντίθετα ο σχηματισμός αποικιών από τις συγκεντρώσεις 2\ig/ ml και 5μς/ mi 

παρεμποδίζεται σε πολύ υψηλότερο βαθμό που προσεγγίζει ποσοστά 90% και 

95% αντίστοιχα (σχ. 7). To clotrimazole χρησιμοποιήθηκε στις συγκεντρώσεις 0.1 

και 0.2μ9/ ml. Στη συγκέντρωση 0.1 μς/ ml παρεμποδίζεται η βλάστηση των 

κονιδίων και ο σχηματισμός αποικιών κατά 22% και 80% αντίστοιχα (σχ.6, 11). Στη 

συγκέντρωση 0.2 μς/παΙ η βλάστηση των κονιδίων παρεμποδίζεται κατά 80% ενώ 

παρατηρείται πλήρης παρεμπόδιση στο σχηματισμό αποικιών (σχ. 6,11). 

Από την κατηγορία των δικαρβοξιμιδικών μελετήθηκε το iprodione σε 

συγκεντρώσεις 1.5 και 2.5μς/ ml. Στις συγκεντρώσεις αυτές παρεμποδίζεται η 

γραμμική αύξηση 50% και 80% αντίστοιχα (σχ.8).Όπως θα δούμε παρακάτω, 
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φαίνεται ότι στις συγκεντρώσεις αυτές η επίδραση του iprodione εντοπίζεται 

κύρια, στον πυρήνα του κυττάρου. 

Από την κατηγορία των φθαλιμιδίων μελετήθηκε το captafo! σε 

συγκεντρώσεις 0.075 και 0.15pg/ mi. Η επιλογή αυτών των συγκεντρώσεων έγινε 

βάσει των αποτελεσμάτων της γενετικής ανάλυσης των προϊόντων μιτωτικής 

διάσχισης που προκύπτουν με παρουσία του μυκητοκτόνου (363). Σύμφωνα με 

αυτά διαπιστώθηκε ότι στη συγκέντρωση 0.075μς/ ml ο υπεύθυνος μηχανισμός 

για την αύξηση της συχνότητας των ανασυνδυασμών είναι ο μιτωτικός 

διασκελισμός, ενώ αντίθετα στη συγκέντρωση 0.15μς/ ml τα προϊόντα μιτωτικής 

διάσχισης προκύπτουν κυρίως από μη αποχωρισμό των χρωματίδων (non

disjunction). Με τη βοήθεια της ηλεκτρονικής μικροσκοπίας επιχειρήσαμε να 

παρατηρήσουμε αλλαγές στη δομή των βλαστημένων και αβλάστητων κονιδίων, 

εντοπίζοντας την προσοχή κυρίως στον πυρήνα, όπου η ύπαρξη- ανωμαλιών θα 

μπορούσε να βοηθήσει στην ερμηνεία της γενετικής δραστικότητας του captafoi. 

Από την κατηγορία των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων μελετήθηκε το 

benomyl σε συγκέντρωση 1.5pg/ ml. Το μυκητοκτόνο αυτό παρεμποδίζει το 

σχηματισμό μικροσωληνίσκων της μιτωτικής ατράκτου με αποτέλεσμα να 

επηρεάζεται η λειτουργία της μίτωσης (78). Έτσι με τη μελέτη του μυκητοκτόνου 

αυτού επιδιώχτηκε η αναζήτηση συσχετισμού βιοχημικού μηχανισμού δράσηο και 

επίδρασης στη λεπτή δομή. Οι παρατηρήσεις που θα: ακολουθήσουν,σε 

συσχετισμό με τη γενετική δραστικότητα του benomyl θα πέπει να συγκριθούν με 

τις προηγούμενες διαπιστώσεις σχετικά με την επίδραση του fenarimol, του 

clotrimazole, του iprodione και του captafoi. 

Στη συνέχεια δίνονται οι παρατηρήσεις μας στα επί μέρους στοιχεία της 

λεπτής δομής του κυττάρου του Α. nidulans, όπως το κυτταρικό τοίχωμα, το 

πλασμάλημμα, τα μιτοχόνδρια, το ενδοπλασματικό δίκτυο, τα χυμοτόπια και ο 

πυρήνας. 
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HI. 6α. Παρατηρήσεις στο κυτταρικό τοίχωμα: 

Η παρουσία των μυκητοκτόνων fenarimoi και clotrimazole, προκαλεί σημαντική 

αύξηση του.πάχους του κυτταρικού τοιχώματος (εικ. 7Γ,Δ-8'Δ,Ε,Ζ-9Γ,Δ) σε σχέση 

με τα κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα (εικ. 7Α-8Α-9Α-10Α). Κατά 

περιοχές παρατηρούνται εξογκώματα που φαίνονται να εισχωρούν στο 

πρωτόπλασμα του κυττάρου, με αποτέλεσμα τη δημιουργία έντονα 

παραμορφωμένου κυτταρικού τοιχώματος (εικ.7Β,Ζ-8Γ-9Ζ). Επί πλέον, 

παρατηρείται σημαντική παρουσία ηλεκτρονικά πυκνών κυστιδίων με ακανόνιστο 

σχήμα και μέγεθος που περιβάλλονται από διπλή μεμβράνη (εικ. 7Ε,Ζ-8Β-9Β,Ε).. 

Τα κυστίδια αυτά εμφανίζουν ανομοιόμορφη κατανομή στο εσωτερικό του 

τοιχώματος και η συσσώρευση τους παρουσιάζεται περισσότερο έντονη στις 

προαναφερθείσες διογκωμένες περιοχές (εικ. 7Ζ-8Β). 

Το μυκητοκτόνο iprodione αντίθετα, δεν φαίνεται να προκαλεί αλλαγές στο 

πάχος και τη μορφολογία του κυτταρικού τοιχώματος (εικ. 10Β). Το κυτταρικό 

τοίχωμα φαίνε,ται να μην επηρεάζεται επίσης και στις δύο συγκεντρώσεις του 

captafol. Η μορφολογία και το πάχος του διατηρείται όπως και στα κονίδια που 

βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα (εικ. 10Γ). Επώαση παρουσία benomyl δεν φαίνεται 

να επηρεάζει σημαντικά το κυτταρικό τοίχωμα τόσο στα βλαστημένα όσο και στα 

αβλάστητα κονίδια του Α. nidulans (εικ. 10Δ.Ε). 
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Εικόνα 7: Τομές κονιδίων του μύκητα Α. nidulans που επωάσθηκαν σε υγρό 

πλήρες θρεπτικό υλικό χωρίς μυκητοκτόνο (Α) ή σε υλικό που 

περιείχε fenarimol 2\ig/m\ (Β,Γ,Δ,Ε,Ζ). Το ενδιαφέρον 

επικεντρώνεται στο κυτταρικό τοίχωμα (κ'τ). 

Παρατηρείται χαρακτηριστική .διόγκωση του κυτταρικού τοιχώματος που έχει 

εισχωρήσει στο πρωτόπλασμα του κυττάρου. Στο εσωτερικό των διογκώσεων 

αυτών αλλά και σε όλο το μήκος του κυτταρικού τοιχώματος διαπιστώνεται η 

παρουσία μεγάλου αριθμού κυστιδίων (κδ) (βέλη) που περιβάλλονται από διπλή 

μεμβράνη (Β,Ε,Ζ). Επί πλέον η παρουσία του μυκητοκτόνο'ύ, έχει οδηγήσει σε 

ανομοιόμορφη πάχυνση του κυτταρικού τοιχώματος (Γ,Δ). 

Α,Β,Γ,Ζ, χ 17780- Δ,Ε χ 14224 

106 

s 



ft ' "" > 

. y >•'" 
-* -ν " ν , *"/ 

- » - ' V A 

f •'•S'A 

.-^•^•^t> »mit· 

,r-~H 

-1 ** 

.v κτ ν -ι 

» V*· , ' : -·, - "·Α-*?*',"·:·' * ,»· 

f i 

<,": 

*> 

' Ma? •' • ' 

ν 
< 1 

ζ*' --

Λ̂ "-»i 

107 



Εικόνα 8: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες που δείχνουν την επίδραση του 

fenarimol 5[ig/ ml στη λεπτή δομή του μύκητα Α. nidulans. Τα κονίδια 

επωάσθηκαν ρε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό που περιείχε την 

παραπάνω συγκέντρωση του παρεμποδιστή. Η φωτογραφία Α 

απεικονίζει κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. Το 

ενδιαφέρον επικεντρώνεται στο κυτταρικό τοίχωμα (κτ). 

Παρατηρούνται χαρακτηριστικές διογκώσεις του κυτταρικού τοιχώματος που 

εισχωρούν στο πρωτόπλασμα.του κυττάρου. Στο εσωτερικό των διογκώσεων 

αυτών παρατηρείται μεγάλος αριθμός κυστιδίων (κδ) που περιβάλλονται από 

διπλή μεβράνη (Β, Γ). Ενδιαφέρον παρουσιάζει και η σημαντική αύξηση του 

πάχους του κυτταρικού τοιχώματος (Δ,Ε,Ζ). 

Α,Ε χ 14224 - Β,Γ,Δ,Ζ χ 17780 
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Εικόνα 9: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες που δείχνουν την επίδραση του 

clotrimazole 0.1μς/ ml (Β,Γ,Δ) και 0.2μς/ ml (Ε,Ζ) στη λεπτή δομή του 

μύκητα Α. nidulans. Τα κονίδια επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό 

υλικό. Η φωτογραφ'ια Α απεικονίζει κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό 

χωρίς μυκητοκτόνο. Το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στο κυτταρικό 

τοίχωμα (κτ). 

Παρατηρείται σημαντική πάχυνση*του κυτταρικού τοιχώματος, ενώ στο 

εσωτερικό του εμφανίζεται μεγάλος αριθμός κυστιδίων (κδ) (βέλη) που 

περιβάλλονται από διπλή μεμβράνη και κατανέμονται ανομοιόμορφα (Β,Γ,Δ,Ε).. 

Επί πλέον ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι χαρακτηριστικές διογκώσεις της 

παραπάνω κατασκευής που εισχωρούν στο πρωτόπλασμα και συμβάλλουν στην 

παραμόρφωση της (Ζ). 

Α,Β χ 10668 - Γ,Δ,Ε,Ζ χ 14224 
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Εικόνα 10: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες που δείχνουν την επίδραση του 

iprodione 2.5μς/ ml (Β), captafol 0.15μς/ rnl (Γ) και benomyl (Δ,Ε) στη 

λεπτή δομή του μύκητα Α. nidulans. Τα κονίδια επωάσθηκαν σε υγρό 

πλήρες θρεπτικό υλικό. Το ενδιαφέρον επικεντρώνεται σε πιθανές 

αλλοιώσεις του κυτταρικού τοιχώματος. Η φωτογραφία Α αντιστοιχεί 

σε βλαστημένο κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

Παρουσία των τριών μυκητοκτόνων το κυτταρικό τοίχωμα (κτ) δεν φαίνεται να 

παρουσιάζει αλλοιώσεις σε σχέση με τα κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα 

Α,Ε,χ 10668-Β,Γ,Δ χ 14224 
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ΠΙ. 66. Π α ρ α τ η ρ ή σ ε ι ς στο ττλασμάλημμα: 

Στα κονίδια που βλαστάνουν σε υλικό μάρτυρα το κυτταρόπλασμα 

περιβάλλεται από διπλή μεμβράνη που ονομάζεται πλασμάλημμα και βρίσκεται 

κάτω ακριβώς από το τελευταίο στρώμα του κυτταρικού τοιχώματος (εικ. 11Α-

12Α). 

Οι παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης fenarimol και clotrimazole 

φαίνεται να προκαλούν ορισμένες αλλοιώσεις του πλασμαλήμματος που 

οπωσδήποτε είναι περισσότερο έντονες στις υψηλότερες συγκεντρώσεις. Αυτού 

του είδους οι μεταβολές αφορούν κυρίως απομάκρυνση της εξωτερικής από την 

εσωτερική μεμβράνη (εικ. 11 Β,Ε,Ζ) ή σπασίματα κατά θέσεις που έχουν σαν 

συνέπεια την άμεση επαφή τού κυτταροπλάσματος με το κυτταρικό τοίχωμα (εικ. 

11 Γ,Δ). Σε αρκετές περιπτώσεις η διπλή μεμβράνη δημιουργεί εγκολπώσεις, μέσα 

στις οποίες εγκυστώνεται κυτταροπλασματικό υλικό και οι οποίες τελικά 

αποσπώμενες κατευθύνονται στο εσωτερικό του κυτταρικού τοιχώματος, 

δημιουργώντας έτσι,τα χαρακτηριστικά κυστίδια, για τα οποία μιλήσαμε 

προηγουμένως, αναφερόμενοι στις αλλοιώσεις του κυτταρικού τοιχώματος (εικ. 

11Η.Θ). 

Η κυτταροπλασματική μεμβράνη όπως άλλωστε και το κυτταρικό τοίχωμα, δεν 

επηρεάζεται από την παρουσία του iprodione. Παρατηρείται η διπλή μεμβράνη 

που διατρέχει όλη την περίμετρο του κυττάρου και διαχωρίζει το πρωτόπλασμα 

από το κυτταρικό τοίχωμα (εικ. 12Β). 

To captafol επίσης, δεν φαίνεται να επιδρά δυσμενώς"στη δομή του 

πλασμαλήμματος (εικ. 12Γ,Δ,Ζ). Μόνο σε εξαιρετικά σπάνιες περιπτώσεις στην 

αυξημένη συγκέντρωση του παρεμποδιστή (0.15μς/ mi) και σε παρατεταμένο 

χρόνο επώασης (περισσότερο από 11 ώρες) διαπιστώθηκαν αλλοιώσεις που είχαν 

τή μορφή απομάκρυνσης της εξωτερικής από την εσωτερική μεμβράνη (εικ. 12Ε). 

Παρόμοια, το benomyl δεν φαίνεται να επηρεάζει τη διπλή μεμβράνη του 

πλασμαλήμματος η οποία περιβάλλει όλο το πρωτόπλασμα του κυττάρου. Ακόμα 

και σε παρατεταμένη παρουσία του μυκητοκτόνου (8 ώρες) δεν παρατηρούνται 

ανωμαλίες στη δομή του πλασμαλήμματος (εικ. 12Η). 
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Εικόνα 1 1 : Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων του μύκητα Α. 

nidulans που βλάστησαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό παρουσία 

fenarimol 2\iq/ mi (Β,Γ), fenarimol 5μς/ ml ( A , E ) , c l o t r i m a z o l e 

0A\ÌQ/ ml (Ζ,Η) και clotrimazole 0.2μς/ ml (Θ). Το ενδιαφέρον 

συγκεντρώνεται στο πλασμάλημμα . Η φωτογραφία Α απεικονίζει 

κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

Παρατηρείται σημαντική αλλοίωση του πλασμαλήμματος (πλ), εξ'αιτίας της 

δράσης των δύο μυκητοκτόνων. Οι ανωμαλίες εκδηλώνονται κυρίως με 

απομάκρυνση της εξωτερικής από την εσωτερική μεμβράνη (Β,Γ,Δ,Ζ) (λευκά 

βέλη) που συνοδεύεται σε αρκετές περιπτώσεις από σπασίματα (Β) (μαύρα βέλη). 

Στις φωτογραφίες Η και Θ παρατηρείται η διαδικασία προέλευσης των κυστιδίων 

(κδ), που εντοπίζονται στο κυτταρικό τοίχωμα (κτ). Όπως φαίνεται, αυτά 

περιβάλλονται από διπλή μεμβράνη, ενώ τα σημεία του πλασμαλήμματος (πλ) 

απ'όπου απεσπάσθησαν, αναπληρώνουν συνήθως τη συνέχεια τους, χωρίς έτσι 

να παρατηρούνται ανοίγματα. 

Α,Β,Δ,Η,Θ χ 17780 - Γ,Ε χ 14224 - Ζ χ 21336 

\ 

116 



i-^^^up/; ,, 

S^ > : 1 Ϊ-Μϊ 

' -<*,*j-**w&e-uiw-% 

^PSSfe: 

jrA 

"-Λ .. 

• t f c · · * 

Kr 

';"•'• ' i ! -^ . ..^ 

v-v < . - ^ , Γ ^ ;.-»•>'· • 

4 • A' ^ / i V ^ ' - : £ T i ' - ^ N f i 

Γ 
ί \ - 'Χ, V Λ ^ Τ , Λ — 7 

117 



Εικόνα 12: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες που δείχνουν την επίδραση του 

iprodione 2.5μς/ ml (Β), cap.tafol 0.075μς/ ml (Γ,Δ) captafol 0.15μς/ ml 

(Ε,Ζ) και benomyl 1.5μς/ ml (Η). Στη λεπτή δομή του μύκητα Α. 

nidulans. Τα κονίδια επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό. Το 

ενδιαφέρον συγκεντρώνεται στο πλασμάλημμα. Η φωτογραφία Α 

απεικονίζει κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

Παρουσία των τριών μυκητοκτόνων δεν φαίνεται το πλασμάλημμα (πλ) να 

παρουσιάζει αλλοιώσεις. Όπως και στα κονίδια που επωάσθηκαν σε θρεπτικό 

υλικό χωρίς παρεμποδιστή η διπλή μεμβράνη διατρέχει όλη την περίμετρο του 

κυττάρου, διαχωρίζοντας το πρωτόπλασμα από το κυτταρικό τοίχωμα. Σε 

εξαιρετικά σπάνιες περιπτώσεις μετά την επίδραση captafol 0.15μς/ ml και σε 

παρατεταμένο χρόνο επώασης (περισσότερο από 11 ώρες^ διαπιστώθηκε 

αλλοίωση με τη μορφή απομάκρυνσης της εξωτερικής από την εσωτερική 

μεμβράνη (Ζ) (μαύρα βέλη) 

Α,Β.Ε χ 14224 - Γ,Δ,ΚΖ χ 10668 
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!!!. 6γ. Παρατηρήσεις στα μιτοχόνδρια: 

Όπως διαπιστώνεται από κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα, τα 

μιτοχόνδρια είναι κυτταρικά οργανίδια χωρίς σταθερό σχήμα αλλά ούτε και 

σταθερό μέγεθος. Έτσι άλλοτε εμφανίζονται επιμήκη, άλλοτε ελλειψοειδή και 

άλλοτε σφαιρικά (εικ. 13Α.15Α). Η δομή τους είναι χαρακτηριστική: Αποτελούνται 

από μία εξωτερική και μία εσωτερική μεμβράνη που διαφοροποιείται σε 

πολυάριθμες πτυχώσεις (cristae). Πρόκειται για τα μεγαλύτερα οργανίδια του 

κυττάρου του μύκητα μετά τον,πυρήνα και παρουσιάζουν αυτόνομη διαίρεση. Στην 

εικ. 14Α παρατηρούνται επιμηκυσμένα μιτοχόνδρια με χαρακτηριστική στένωση 

στο μέσον, ενδεικτική του τρόπου με τον οποίο αυτά διαιρούνται. 

Οι παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης fenarimol και cict'rimazoie 

φαίνεται να προκαλούν αύξηση στον αριθμό των μιτοχονδρίων (εικ. 13Γ, Ε-

14Ε.Η), παρόμοια δε αποτελέσματα έχουν αναφερθεί και από άλλους ερευνητές 

(158,287). Το σχήμα των κυτταρικών αυτών οργανιδίων δεν φαίνεται να 

επηρεάζεται και είναι άλλοτε επίμηκες, άλλοτε ελλειψοειδές και άλλοτε σφαιρικό. 

Παρόμοια και το μέγεθος δεν παρεκκλίνει σε σύγκριση με το μάρτυρα. Σε 

ελάχιστες μόνο περιπτώσεις παρατηρούνται υπερμεγέθη μιτοχόνδρια των 

οποίων οι διαστάσεις είναι λίγο μικρότερες από εκείνες του πυρήνα (εικ. 14Γ). 

Ανάλογες παρατηρήσεις είχαν αναφερθεί από την Hippe (155), που μελέτησε την 

επίδραση του imazaiil στα σπορίδια του μύκητα U. avenae, τους έδωσε δε την 

ονομασία μεγαμιτοχόνδρια . Η διπλή μεμβράνη που περιβάλλει τα μιτοχόνδρια, 

στις μικρές τουλάχιστον συγκεντρώσεις των μυκητοκτόνων, εμφανίζεται με 

εκφυλιστικές αλλοιώσεις μικρής έντασης που οπωσδήποτε γίνονται εντονότερες, 

σε βαθμό μάλιστα αποδιοργάνωσης, στις μεγαλύτερες συγκεντρώσεις (εικ. 13Β, 

Δ, Ζ-14Β, Ζ). Η διαίρεση των μιτοχονδρίων δεν φαίνεται να επηρεάζεται από τα 

fenarimol, clotrimazole, Ο τυπικός τρόπος διαίρεσης που αναφέρεται για τα 

κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα παρατηρείται και παρουσία των 

μυκητοκτόνων αυτών. (εικ. 14 Δ). Σε σπάνιες μάλλον περιπτώσεις διαπιστώνεται 

απόκλιση του τυπικού τρόπου διαίρεσης των κυτταρικών οργανιδίων, που 

βασίζεται σε ανάπτυξη διαχωριστικής μεμβράνης με αποτέλεσμα το σχηματισμό 

δύο νέων μιτοχονδρίων (εικ. 13Η). 

Σε κύτταρα που έχουν υποβληθεί στην επίδραση του iprodione τα 

μιτοχόνδρια εμφανίζουν ανωμαλίες, οι οποίες είναι περισσότερο έντονες στη 

συγκέντρωση 2.5μ9/ ml. Οι ανωμαλίες αυτές εντοπίζονται κύρια στο σύστημα των 

εσωτερικών μεμβρανών (cristae). Πιο συγκεκριμένα οι ακρολοφίες παρουσιάζουν 

διάφορο βαθμό αποδιοργάνωσης, που συχνά καταλήγει σε ολοκληρωτικό 

εκφυλισμό (εικ. 15 Δ, Ε). Σε μερικές περιπτώσεις, παρατηρούνται και αλλοιώσεις 

τμημάτων της εξωτερικής μιτοχονδριακής μεμβράνης (εικ. 15 Β, Γ) που 

εμφανίζονται πιο έντονες σε παρατεταμένη έκθεση σε iprodione 2.5μς/ mi 
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(περισσότερο απο 8 ώρες) (εικ. 15 Δ, Ζ). Η διαίρεση των μιτοχονδρίων φαίνεται 

να ακολουθεί τον τυπικό τρόπο που παρατηρήσαμε σε κονίδια που βλάστησαν σε 

υλικό μάρτυρα. Βασίζεται σε επιμήκυνση και εν συνεχεία σύσφιγξη στο μέσον, 

προκειμένου να σχηματισθούν τα δύο νέα θυγατρικά μιτοχόνδρια (εικ 15 Ζ, Η): 

Το σχήμα και το μέγεθος των κυτταρικών αυτών οργανιδίων δεν φαίνεται να 

επηρεάζεται από την παρουσία του captato!. Αντίθετα ο αριθμός τους φαίνεται να 

είναι κάπως αυξημένος, ιδιαίτερα στη συγκέντρωση 0.1 5\IQ/ ml (εικ. 16Γ). Στα 

μιτοχόνδρια παρατηρούνται αλλοιώσεις των μεμβρανών που εμφανίζονται 

περισσότερο έντονες όσο αυξάνει η συγκέντρωση και ο χρόνος επώασης, σε 

υλικό με captato! (εικ 16 Β, Δ). Έτσι μπορεί να συμβεί ολοκληρωτικός εκφυλισμός 

της διπλής μεμβράνης των κυτταρικών αυτών οργανιδίων με αποτέλεσμα μόνο οι 

ακρολοφίες (cristae) να παραμένουν στο πρωτόπλασμα και αυτές όμως με 

διάφορο βαθμό αποδιοργάνωσης (εικ, 16 Γ). Η διαίρεση των μιτοχονδρίων είναι 

παρόμοια με εκείνη που παρατηρήθηκε στα κονίδια του μάρτυρα. 

Τέλος το benomyl δεν φαίνεται να προκαλεί μεταβολές στα κυτταρικά αυτά 

οργανίδια (εικ 16 Ζ, Η). Η'διαίρεση ακολουθεί τον τυπικό τρόπο που αναφέρθηκε 

για τον μάρτυρα (εικ. 16Ε). 
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Εικόνα 13: Τομές κονιδίων του μύκητα Α. nidulans που επωάσθηκαν σε υγρό 
πλήρες θρεπτικό υλικό με fenarimol 2μα/ ml (Β, Γ, Δ) και 5μς/ mi (Ε, 
Ζ, Η). Το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στις επιδράσεις του 
μυκητοκτόνου στα μιτοχόνδρια. Η φωτογραφία Α απεικονίζει κονίδιο 
που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

Παρουσία του παρεμποδιστή, φαίνεται να υπάρχει αύξηση στον αριθμό των 
μιτοχονδρίων (μχ) (Γ, Ε, Ζ). Επί πλέον διαπιστώνεται και αποδιοργάνωση 
τμημάτων των μεμβρανών τους (λευκά βέλη) (Β,Τ, Δ). Στη φωτογραφία Η ένα 
μιτοχόνδριο φαίνεται να έχει αναπτύξει διαχωριστική μεμβράνη (λευκά βέλη) 
προκειμένου να διαιρεθεί. 

Α,Δ. Χ 10668 - Β,Ζ χ 14224 - Γ,Ε,Η χ 17780 
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Εικόνα 14: Τομές κονιδίων του μύκητα Α. nidulans που επωάσθηκε σε υγρό 
πλήρες θρεπτικό υλικό με clotrimazole 0.1 μς/ ml (Β, Γ, Δ) και 0.2μς/ 
ml (Ε, Ζ, Η). Παρατηρούνται οι σημαντικές μεταβολές στη λεπτή 
δομή των μιτοχονδρίων. Η φωτογραφία Α απεικονίζει κονίδιο που 
επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

Παρουσία του μυκητοκτόνου φαίνεται να προκαλείται αύξηση στον αριθμό των 
μιτοχονδρίων (μχ) (Ε, Η}, ενώ ενδιαφέρον παρουσιάζουν και οι εκφυλιστικές 
αλλοιώσεις των μιτοχονδριακών μεμβρανών (Β, Δ, Ε, Ζ, Η). Στις φωτογραφίες Γ, 
Δ παρατηρούνται μιτοχόνδρια με χαρακτηριστική επιμύκηνση και στένωση στο 
μέσον, ενδεικτικά του τρόπου με τον οποίο αυτά διαιρούνται. Επί πλέον εξ' αιτίας 
της δράσης του παρεμποδιστή, στη φωτ. Β το πλασμάλημμα φαίνεται να έχει 
υποστεί αποδιοργάνωση που αποτυπώνεται με απομάκρυνση της εξωτερικής από 
την εσωτερική μεμβράνη (λευκά βέλη), ενώ σε ορισμένα σημεία παρατηρούνται 
και σπασίματα (μαύρα βέλη). 

Α χ 10668 - Β χ 3022έ - Γ, Δ, Η χ 17780 - Ε,Ζ χ 14224 

ν 
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Εικόνα 15: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων, που δείχνουν την 

επίδραση του iprodione 1.5μς/ ml (Β, Γ, Δ) και iprodione 2.5μς/ mi (Ε, 

Ζ, Η) στη λεπτή δομή του μύκητα Α. nidulans. Τα κονίδια επωάσθηκαν 

σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό που περιείχε το μυκητοκτόνο.Το 

ενδιαφέρον εντοπίζεται στα μιτοχόνδρια (μχ). Η φωτογραφία Α 

απεικονίζει βλαστημένο κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς 

μυκητοκτόνο. 

Παρατηρείται αλλοίωση των μιτοχονδριακών μεμβρανών (Β,Γ) που σε 

μερικές περιπτώσεις, και ιδίως σε παρατεταμένο χρόνο παρουσίας του 

μυκητοκτόνου (11 ώρες) (Δ, Ε), οδηγούν στην εμφάνιση μόνο των ακρολοφιών 

(cristae) στο πρωτόπλασμα του κυττάρου. Στις φωτογραφίες Δ, Ζ και Η τα λευκά 

βέλη δείχνουν μιτοχόνδρια έτοιμα να διαιρεθούν. * 

Αχ 10668-Β,Δ,Ε χ 17780-Γ, Ζ χ 14224-Η χ 10668 
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Εικόνα 16: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες που δείχνουν την επίδραση του 
captafol 0.075μς/ ml (Β), captafol 0.15\ig/ ml (Γ, Δ), και benomyl 

• . 1.5μς/ ml (Ε, Ζ, Η) στη λεπτή δομή του μύκητα Α. nidulans . Τα 
κ.ονίδια επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό με τα 
μυκητοκτόνα και το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στα μιτοχόνδρια. Η 
φωτογραφία Α απεικονίζει βλαστημένο κονίδιο που επωάσθηκε σε 
υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. -

Φωτογραφία Α χ 21336: Παρατηρείται πυρήνας (π), μιτοχόνδρια (μχ) και 
δακτυλιδοειδής μορφή ενδοπλασματικού δικτύου (εδ). 

Φωτογραφίες Β, Γ χ 14224 - Δ χ 10668: Παρατηρείται αλλοίωση των 
μιτοχονδριακών μεμβρανών αλλά και του πυρήνα (φωτ. Γ). Σε μερικές 
περιπτώσεις η αποδιοργάνωση είναι τόσο έντονη, ώστε μόνο οι ακρολοφίες των 
μιτοχονδρίων διατηρούνται στο πρωτόπλασμα και αυτές όμως με διάφορους 
βαθμούς αλλοιώσεις (φωτ: Δ- λευκά βέλη). 

Φωτογραφίες Ε χ 14224-Ζχ 10668 -Η χ 14224: Οι πυρήνες (π) έχουν 
σχηματίσει λοβούς με διαφορετική ηλεκρονική πυκνότητα (φωτ. Ζ). Επί πλέον 
παρατηρείται χαρακτηριστική επιμήκυνση μιτοχονδρίων που αποτελεί μέρος της 
διαίρεσης των κυτταρικών οργανιδίων (φωτ. Ε, Η). ^ 
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Ι Ι Ι .βδ. Παρατηρήσεις στο ενδοττλασματικό δίκτυο: 

Το ενδοπλασματικό δίκτυο, στα κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα, 

αποτελεί ένα σύστημα μεμβρανών που εκτείνεται σε όλο το κυτταρόπλασμα (εικ. 

17 Α-19Α). Η κατανομή του , όπως φαίνεται στις φωτογραφίες της ηλεκτρονικής 

, μικροσκοπίας, είναι τυχαία, εντοπίζεται όμως κυρίως, κοντά στον πυρήνα και το 

πλασμάλημμα. Μερικές φορές, σχηματίζει κυκλικές κατασκευές που 

περιβάλλονται από διπλή μεμβράνη (εικ. 18Α) ενώ σε άλλες πάλι περιπτώσεις 

πολυτεμαχίζεται σε μικρά κυστίδια που κατανέμονται διάσπαρτα στο 

κυτταρόπλασμα (εικ. 18Α). · 

Παρουσία fenarimol, clotrimazole φαίνεται να προκαλείται αύξηση του 

ενδοπλασματικού δικτύου σε σύγκριση με τον μάρτυρα (ε«. 18Β). Στα κύτταρα 

της επέμβασης, το δίκτυο αυτό δεν περιορίζεται μόνο κοντά στο πλασμάλημμα ή 

τον πυρήνα αλλά επεκτείνεται εξ' ίσου άφθονο σε όλο το κυτταρόπλασμα. Το 

μήκος των σωληνίσκων ποικίλλει και άλλοτε διατρέχουν μεγάλο τμήμα στο 

εσωτερικό του κυττάρου (εικ. 17Β-18Ε) άλλοτε έχουν τη μορφή μικρών τμημάτων 

που εντοπίζονται τυχαία και ακανόνιστα στο πρωτόπλασμα (εικ. 17Γ-18Γ). Οι 

ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες των κυττάρων που έχουν υποβληθεί στην 

επίδραση του fenarimol, clotrimazole δείχνουν συχνά την πυρηνική μεμβράνη να 

επεκτε ίνεται στο κυτταρόπλασμα συμμετέχοντας στη δημιουργία του 

ενδοκυττάριου συστήματος των μεμβρανών που συνιστά το ενδοπλασματικό 

δίκτυο (εικ. 17Ε, Ζ-18Δ). Παρόμοια συμπεριφέρεται σε αρκετές περιπτώσεις και η 

μεμβράνη των μιτοχονδρίων (εικ. 17Δ-18Γ). Συχνά παρατηρούνται συνδέσεις 

μεταξύ του πυρήνα και των μιτοχονδρίων (εικ. 17Ε), ενός πυρήνα με άλλον 

πυρήνα του ίδιου κονιδίου (εικ. 18Β) ή τέλος μεταξύ δύο μιτοχονδρίων (εικ. 18Ζ). 

Η σύνδεση αυτή στην πραγματικότητα είναι αποτέλεσμα προέκτασης της 

εξωτερικής μεμβράνης αυτών των οργανιδίων που κατά πάσα πιθανότητα' 

οφείλεται στην τάση για επί πλέον ανάπτυξη του συστήματος αυτών των 

μεμβρανών, παρουσία των παρεμποδιστών. Οι δακτυλιδοειδείς μορφές του 

ενδοπλασματικού δικτύου κάνουν περισσότερο έντονη την εμφάνιση τους στα 

κονίδια, που υποβλήθηκαν στη δράση του fenarimol, clotrimazole από ότι στα 

κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα (εικ. 17Η). Έντονη επίσης ήταν και η 

παρουσία διάσπαρτων κυστιδίων που φαίνεται ότι έχουν προέλθει από εκφυλισμό 

τμημάτων του ενδοπλασματικού δικτύου (εικ. 17Γ). 

To iprodione δεν φαίνεται να προκαλεί αλλοιώσεις στο παραπάνω δίκτυο. 

Κατανέμεται τυχαία στο πρωτόπλασμα του κυττάρου και η παρουσία του είναι 

περιορισμένη όπως συμβαίνει και σε κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα 

(εικ. 19Β, Γ). Το σύστημα αυτών των μεμβρανών, συχνά σχηματίζει 

δακτυλιδοειδείς κατασκευές, που μάλλον δεν είναι αποτέλεσμα της παρουσίας 
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του παρεμποδιστή, αφού ανάλογες είχαν παρατηρηθεί και στον μάρτυρα (εικ. 
19Β). 

To captafol φαίνεται να επηρεάζει σε μικρό σχετικά βαθμό το σύστημα των 
μεμβρανών που απαρτίζει το ενδοπλασματικό δίκτυο. Παρατηρείται αλλοίωση που 
οδηγεί στο σχηματισμό διάσπαρτων κυστιδίων στο εσωτερικό του κυττάρου (εικ. 
19Ζ). Στο κυτταρόπλασμα παρατηρούνται επίσης δακτυλιοειδείς μορφές 
ανάλογες με εκείνες που είχαν παρατηρηθεί στα κονίδια που βλάστησαν σε υλικό 
μάρτυρα (εικ. 19Ε). Οπωσδήποτε όμως κατά κανόνα το ενδοπλασματικό δίκτυο 
κατανέμεται, χωρίς αλλοιώσεις, τυχαία στο πρωτόπλασμα του κυττάρου, όπως 
είχε παρατηρηθεί στα κονίδια του μάρτυρα (εικ. 19Δ, Η). 

Τέλος το benomyl, δεν φαίνεται να επηρεάζει το παραπάνω δίκτυο (εικ. 19Η). 
Μόνο σε πολύ λίγες περιπτώσεις διαπιστώθηκαν αλλοιώσεις μικρής έντασης που 
γίνονται εντονότερες σε παρατεταμένο χρόνο παρουσίας του^μυκητοκτόνου 
(περισσότερο από 8 ώρες). Αυτές αφορούν κυρίως εκφυλισμό τμημάτων του 
ενδοπλασματικού δικτύου που οδηγεί στο σχηματισμό μικρών κυστιδίων 
διάσπαρτα στο κυτταρόπλασμα (εικ. 19Θ). 

* 
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Εικόνα 17: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες που δείχνουν την επίδραση του 

fenarimol 2\ig/ ml (Β, Γ, Δ, Ε) και fenarimol 5\ig/ ml (Ζ, Η) στη λεπτή 

δομή του μύκητα Α. nidulans. Το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στο 

ενδοπλασματικό δίκτυο (εδ). Η φωτογραφία Α απεικονίζει 

βλαστημένο κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

Η μεμβράνη των μιτοχονδρίων (μχ) και του πυρήνα (π) φαίνεται σ' αρκετές 

περιπτώσεις να επεκτείνεται στο πρωτόπλασμα του κυττάρου συμβάλλοντας 

στην αύξηση των σωληνοειδών κατασκευών που απαρτίζουν το ενδοπλασματικό 

δίκτυο (εδ) (Δ, Ε, Ζ). Επί πλέον εξ' αιτίας της παρουσίας του μυκητοκτόνου, 

εμφανίζονται αλλοιώσεις του" παραπάνω δικτύου (Β, Γ) όπως επίσης και αύξηση 

των δακτυλιδοειδών μορφών του (Η). 

Α,Β,Γχ10668-Δχ 17780 -Εχ21336 -Ζ,Ηχ14224 
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Εικόνα 18: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων που δείχνουν την 

επίδραση του clotrimazole 0.1 μς/ ml (Β, Γ, Δ, Ε) και clotrimazole 

0.2\ig/ ml (Ζ) στη λεπτή δομή του μύκητα Α. nidulans. Τα κονίδια 

επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό. Το ενδιαφέρον 

συγκεντρώνεται στο ενδοπλασματικό δίκτυο. Η φωτογραφία Α 

απεικονίζει βλαστημένο κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς 

μυκητοκτόνο. 

Παρουσία του μυκητοκτόνου, φαίνεται να προκαλείται αύξηση του αριθμού 

των σωληνίσκων που απαρτίζουν το ενδοπλασματικό δίκτυο (εδ). Συχνά 

παρατηρούνται συνδέσεις, μέσω τέτοιων σωληνοειδών κατασκευών, πυρήνα και 

μιτοχονδρίου (Β), μεταξύ δύο πυρήνων (Β) ή μεταξύ δύο μιτοχονδρίων (Ζ). Στην 

παρατηρούμενη αύξηση του ενδοπλασματικού δικτύου φαίνεται να συμβάλλουν 

επι πλέον σημαντικά τόσο η μιτοχονδριακή όσο και η πυρηνική μεμβράνη, που 

συχνά προεκτείνονται στο πρωτόπλασμα του κυττάρου (Γ, Δ, Ε). 

Α,Β,Ζχ14224- Γ, Δ, Ε \ 17780 

t 
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Εικόνα 19: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες που δείχνουν την επίδραση του 
iprodione 1.5μς/ ml (Β), iprodione 2.5μς/ ml (Γ), captafol 0.075μς/ ml 
(Δ,Ε), captafol 0.15μς/ ml (Ζ, Η) και benomyl 1.5μς/ ml (φωτ. Θ) στη 

• λεπτή δομή του μύκητα Α. nidulans. Τα κονίδια επωάσθηκαν σε 
υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό. Το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στο 
ενδοπλασματικό δίκτυο. Η φωτογραφία Α απεικονίζει βλαστημένο 
κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

Φωτογραφία Α χ 8890 : Βλαστημένο κονίδιο στο εσωτερικό του οποίου 
παρατηρούνται μιτοχόνδρια (μχ), χυμοτόπια (χτ), ενδοπλασματικό δίκτυο (εδ) και 
δύο πυρήνες, από τους οποίους ο ένας μετακινείται στο εσωτερικό του βλαστικού 
σωλήνα. 

Φωτογραφίες Β χ 8890 - Γ χ 10668: Το ενδοπλασματικό δίκτυο (εδ) έχει 
λιτή παρουσία στο πρωτόπλασμα, κατανέμεται τυχαία στο εσωτερικό του 
κυττάρου και δεν φαίνεται να υπόκειται σε αλλοιώσεις. 

Φ ω τ ο γ ρ α φ ί ε ς Δ'χ 17780 - Ε χ 14224 - Ζ χ 10668 - Η χ 14224: 
Παρατηρείται διάφορης έντασης αλλοίωση του ενδοπλασματικού δικτύου (εδ) 
που οπωσδήποτε γίνεται εντονότερη στην υψηλότερη συγκέντρωση του 
παρεμποδιστή (φωτ. Ε). Στην τελευταία περίπτωση μπορεί να προκύψει πλήρης 
κερματισμός των σωληνίσκων του παραπάνω δικτύου, με αποτέλεσμα να 
παρατηρούνται διάσπαρτα κυστίδια στο πρωτόπλασμα του κυττάρου. 

Φωτογραφία Θχ 8890: Τμήμα υφής, όπου το ενδοπλασματικό δίκτυο 
διατάσσεται με τη μορφή παράλληλων σωληνίσκων γύρω απο τον πυρήνα. 
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111.6ε. Παρατηρήσεις στα χυμοτόττια: 

. Τα χυμοτόπια αποτελούν κυτταρικά οργανίδια που περιβάλλονται από μια 
μεμβράνη που λέγεται τονοπλάστης. Στο χυμοτόπιο αποβάλλονται όλες οι 
άχρηστες για το κύτταρο οιισίες που σχηματίζονται στο πρωτόπλασμα. Τα 
οργανίδια αυτά μπορούν να εντοπισθούν τόσο σε κονίδια που είναι έτοιμα να 
βλαστήσουν, όσο και σε βλαστημένα, ενώ δεν παρατηρούνται σε εκείνα που 
βρίσκονται σε κατάσταση λήθαργου {εικ. 2QA). Παρουσία των fenarìmo!, 
clotrimazole, iproclione, captafol και benomyl φαίνεται να προκαλείται αύξηση στον 
αριθμό, ιδιαίτερα όμως στο μέγεθος των χυμοτοπίων. Τα φαινόμενα αυτά 
εμφανίζονται πιο έντονα -μετά την επίδραση των δύο παρεμποδιστών 
βιοσύνθεσης εργοστερόλης (εικ. 20Β-Ζ, 21Β-Κ). Στο εσωτερικό τους, προκαλείται 
συσσώρευση κυτταροπλασματικών υλικών που αποτυπώνονται με τη μορφή 
ηλεκτρονικά πυκνών σωματιδίων (εικ. 20Ε-21Ε). Αυτοί φαίνεται να έχουν 
προέλθει αηό αλλοιώσεις που προκάλεσε στο πρωτόπλασμα η παρουσία των 
μυκητοκτόνων. 
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Εικόνα 20: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες κονιδίων του μύκητα Α. nidulans 

που επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό με fenarimo! 2μς/ 

ml (Β, Γ), fenarimol 5μg/ ml (A), clotrimazole 0.1 μ g/ ml (Ε) και 

clotrimazole O ^ g / ml (Ζ). To ενδιαφέρον συγκεντρώθηκε στα 

χυμοτόπια (χτ)." Η φωτογραφία Α αντιστοιχεί σε κονίδια που 

επωάσθηκαν σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

Παρουσία και των δύο μυκητοκτόνων φαίνεται να προκαλείται αύξηση στον 

αριθμό (Γ,Ε) αλλά και στο μέγεθος των χυμοτοπίων (Γ, Ε, Ζ). Στο εσωτερικό τους 

παρατηρείται μεγάλος αριθμός ηλεκτρονικά πυκνών σωματιδίων που κατά πάσα 

πιθανότητα αντιπροσωπεύουν κυτταροπλασματικά υλικά (Β, Δ, Ε). 

Α,Β,Γ,Δ,Ε,Ζχ14224 * 
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Εικόνα 21: Κονίδια του μύκητα Α. nidutans που επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες 

θρεπτικό υλικό με iprodione 1.5μς/ ml (Β, Γ), iprodione 2 ^ g / ml (A), 

captafol 0.075μς/ ml (Ε, Ζ, H), captafol 0.15\ig/ ml (Θ) και benomyl 

1.5μς/ ml (Κ). Το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στα χυμοτόπια. Η 

φωτογραφία Α αντιστοιχεί σε κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό 

χωρίς μυκητοκτόνο.. 

Παρουσία και των τριών μυκητοκτόνων, φαίνεται να προκαλείται αύξηση τόσο 

στον αριθμό (Δ, Ε, Θ) όσο και στο μέγεθος των χυμοτοπίων (χτ) (Β, Γ, Η, Ι, Κ). 

Στο εσωτερικό τους παρατηρούνται ηλεκτρονικά πυκνά σωματίδια (Ζ, Θ). 

Πιθανότατα αυτά αντιπροσωπεύουν κυτταροπλασματικά υλικά εξ' αιτίας της 

δράσης του μυκητοκτόνου που αποβάλλονται στο εσωτερικό αυτών των 

κατασκευών. -

Α,Γ,Ε,Η,Ι,Κ χ 14224 - Β,Δ,Ζ,Θ χ 10668 

^ 
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IM. 6ζ. Παρατηρήσεις στον πυρήνα: 

Στα κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα, ο πυρήνας περιβάλλεται από 
διπλή μεμβράνη (εικ. 22Α- 29Α- 33Α) που διακόπτεται σε πολλά σημεία από τους 
πυρηνικούς πόρους (εικ. 28Α-31Α). Το σχήμα του είναι σφαιρικό ή ελαφρά 
επίμηκες ενώ στο εσωτερικό του παρατηρούνται ηλεκτρονικά λευκές περιοχές 
ακανόνιστου σχήματος και μεγέθους που αντιπρωσοπεύουν το δίκτυο της 
χρωματίνης (εικ. 23Α). Αυτό οφείλεται στο ότι το υπερμαγγανικό κάλι (KMn Ο4) 
που χρησιμοποιήθηκε σαν στερεωτικό, καταστρέφει το χρωματοσωματικό υλικό 
του οποίου η θέση απεικονίζεται από τις λευκές περιοχές (114) (εικ. 25Α). Σε 
κονίδια, του Α. nidulans που βλαστάνουν σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο, η μιτωτική 
διεργασία αρχίζει πολλές φορές πριν την εμφάνιση του βλαστικού σωλήνα και 
οδηγεί στο σχηματισμό δύο θυγατρικών πυρήνων (εικ. 27Α-30Α). Ο ένας από 
αυτούς θα κατευθυνθεί αργότερα στη νεοσχηματισθείσα βλαστική υφή (SLK. 24Α). 
Άλλοτε η διαίρεση του πυρήνα γίνεται ταυτόχρονα με τη βλάστηση του κονιδίου. 
Η πυρηνική διαίρεση ακολουθεί το τυπικό* τρόπο διαίρεσης που παρατηρείται 
στους ασκομύκητες. Συγκεκριμένα, ο πυρήνας στο τέλος της ανάφασης 
επιμυκήνεται σχηματίζοντας δύο λοβούς που συνδέονται με στενό λαιμό. 
Ακολουθεί σύσφιγξη του λαιμού και στο τέλος προκύπτουν δύο νέοι θυγατρικοί 
πυρήνες με ομοιόμορφη ηλεκτρονική πυκνότητα (εικ. 26Α-32Α-35Α). Σε όλη τη 
διάρκεια της μίτωσης η πυρηνική μεμβράνη διατηρείται άθικτη (εικ. 27Α). 

Η παρουσία των fenarimol, clotrimazole φαίνεται, να προκαλεί πολύ 
σημαντικές μεταβολές στους πυρήνες του Α. nidulans, μεταβολές που αφορούν 
τη δομή, τη μορφολογία και το τρόπο διαίρεσης. Η πυρηνική μεμβράνη συχνά 
εμφανίζεται με ακανόνιστους σχηματισμούς στο περίγραμμα της (εικ. 22Β-23Β-
25Δ\ 2). Στα πλαίσια αυτών των μεταβολών παρατηρούνται εγκολπώσεις και 
προεξοχές που περιβάλλουν κυτταρικά οργανίδια, π.χ. μιτοχόνδρια, 
πολυκυστιδιακά σωματίδια, χυμοτόπια, μεμβρανώδεις κατασκευές κ.λ.π., και τα 
οποία εγκλείονται στο εσωτερικό του πυρήνα (εικ. 22Γ, Ε - 23Γ - 25Γ, Ε). 
Αποτέλεσμα αυτών των ανωμαλιών είναι να προκύπτουν πυρήνες που στερούνται 
το τυπικά ελαφρά επίμηκες ή ωοειδές σχήμα και να αποκτούν ακανόνιστη 
μορφολογία. Οπως διατυπώθηκε παραπάνω, σε συχνές περιπτώσεις η πυρηνική 
μεμβράνη προεκτείνεται με τη μορφή ενδοπλασματικού δικτύου στο 
κυτταρόπλασμα γεγονός που οδηγεί σε αύξηση της μεμβρανώδους αυτής 
κατασκευής στο εσωτερικό του κυττάρου (εικ. 22Δ-25Β). Παρόλο που η πυρηνική 
μεμβράνη φαίνεται να δαιτηρεί την ακεραιότητα της παρουσία των μυκητοκτόνων, 
εν τούτοις σε σπάνιες περιπτώσεις και σε εκτεταμένο χρόνο επώασης (11 ώρες), 
μπορεί να εμφανιστούν αλλοιώσεις μικρής έντασης (εικ. 22Ζ - 23 Ι). Οι πλέον 
όμως ενδιαφέρουσες επιδράσεις των fenarimol, clotrimazole παρατηρούνται στη -
διαδικασία της πυρηνοτομίας. Σε καμμία απολύτως περίπτωση δεν εμφανίσθηκε ο 
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τυπικός τρόπος διαίρεσης που αναφέρθηκε προηγουμένως για την περίπτωση 
των κονιδίων που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα. Έτσι, αντί της χαρακτηριστικής 
επιμήκυνσης και εν συνεχεία σύσφιγξης του πυρήνα, δημιουργείται ένα είδος 
λοβού ή σπανιότερα λοβών (εικ. 23Δ, Ε, Ζ) των οποίων η ηλεκτρονική πυκνότητα 
είναι σαφώς διαφορετική από εκείνη του κυρίως πυρήνα. Η εμφάνιση τέτοιων 
λοβών, αφ' ενός μεν οδηγεί στην έντονη παραμόρφωση αυτού του οργάνου αφ' 
ετέρου αποτελεί αρχικό στάδιο ενός ιδιόρρυθμου τρόπου διαίρεσης, 
διαφορετικού από εκείνον που παρατηρείται στους ασκομύκητες. Από το σημείο 
της πυρηνικής μεμβράνης που σχηματίζονται οι λοβοί, αναπτύσσεται μια νέα 
διπλή διαχωριστική μεμβράνη που κατευθύνεται προς το άλλο άκρο του λοβού 
(εικ. 23Η, Θ- 24Β, Γ, Δ, Ε, Η- 26Β, Γ, Δ, E, Ζ-27Β, Γ, Δ, Ε). Μ' αυτόν τον τρόπο 
γίνεται διαχωρισμός του αρχικού πυρηνοπλάσματος σε δύο νέες πυρηνικές 
περιοχές οι οποίες αφού αποχωρισθούν θα αποτελέσουν τους δύο νέους 
θυγατρικούς πυρήνες με κύριο χαρακτηριστικό το διαφορετικό μέγεθος αλλά και 
την άνιση ηλεκτρονική πυκνότητα (εικ. 24Ζ, Θ, Ι - 27Ζ,ν Η, Θ). Το τελευταίο 
γνώρισμα είναι ενδεικτικό της άνισης κατανομής του χρωματοσωματικού υλικού 
που πραγματοποιήθηκε στην ιδιόρρυθμη αυτή μιτωτική διεργασία. 

Παρουσία του iprodione, η πυρηνική μεμβράνη εμφανίζει ανοίγματα των 
οποίων οι διαστάσεις εξαρτώνται από το χρόνο παρουσίας του μυκητοκτόνου. 
Αρχικά, παρατηρούνται μικρά ανοίγματα (εικ. 28Β, Γ), αργότερα όμως οι 
διαστάσεις τους γίνονται εξαιρετικά μεγάλες, εξ' αιτίας της αυξημένης 
συγκέντρωσης αλλά και της παρατεταμένης έκθεσης στον παρεμποδιστή, που 
φυσικό είναι να συντελεί στην βαθμιαία αύξηση των βλαβών (εικ. 28Δ, Ζ - 29Β, Γ). 
Σε μερικές μάλιστα περιπτώσεις προκαλεί και ολοκληρωτική εξαφάνιση της 
πυρηνικής μεμβράνης (εικ. 29Δ, Ζ, Η). Στην τελευταία περίπτωση, η διάκριση του 
πυρήνα είναι πάρα πολύ δύσκολη και μόνο η διαφορετική ηλεκτρονική πυκνότητα 
που έχει, σε σχέση με το πρωτόπλασμα, μας διευκολύνει να τον ξεχωρίσουμε (εικ. 
29Ζ). Η παρουσία τέτοιου είδους ανοιγμάτων στην πυρηνική μεμβράνη φαίνεται 
να οδηγεί στην απώλεια πυρηνικού υλικού στο πρωτόπλασμα του κυττάρου (εικ. 
28Η - 29Ε). Εκτός όμως από τα παραπάνω σπασίματα, παρατηρείται και μιας 
άλλης μορφής αλλοίωση της πυρηνικής μεμβράνης, δηλαδή απομάκρυνση της 
εσωτερικής από την εξωτερική μεμβράνη (εικ. 29Θ). Οπωσδήποτε όμως 
διαπιστώνονται και πυρήνες των οποίων η μεμβράνη φαίνεται-να διατηρείται 
αμετάβλητη στην παρουσία του μυκητοκτόνου (εικ. 30Δ, Ζ). 

Η διαίρεση των πυρήνων φαίνεται να ακολουθεί τον τυπικό τρόπο που 
αναφέρθηκε για τα κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα. Δηλαδή 
παραγματοποιείται επιμήκυνση του πυρήνα ο οποίος σχηματίζει δύο λοβούς που 
συνδέονται με στενό λαιμό. Ακολουθεί σύσφιγξη στο μέσον και αποχωρισμός των 
λοβών που θα αποτελέσουν τους δύο νέους θυγατρικούς πυρήνες με 
ομοιόμορφη ηλεκτρονική πυκνότητα (εικ. 28Ε- 30Β, Γ, Δ, Ε, Ζ). 
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Σε υλικό που περιέχει captafol Ο.ΟΤδμς/ΓηΙ μεγάλος αριθμός βλαστημένων και 

αβλάστητων κονιδίων έχουν πυρήνες, που διατηρούν το τυπικό σχήμα και 

μέγεθος. Η πυρηνική μεμβράνη διατηρείται ακέραιη ενώ η συνέχεια της 

διακόπτεται συχνά από τους πυρηνικούς πόρους (εικ. 31 Β, Γ). Σε σπάνιες όμως 

περιπτώσεις και σε παρατεταμένο χρόνο παρουσίας του παρεμποδιστή 

(περισσότερο απο 11 ώρες) παρατηρούνται σπασίματα της μεμβράνης που 

φαίνεται να οδηγούν στην εκροή και απώλεια πυρηνικού υλικού στο πρωτόπλασμα 

του κυττάρου αλλά και στην πιθανή έκθεση του χρωματοσωματικού υλικού σε 

ένζυμα του κυτταροπλάσματος (εικ. 31 Ζ, Η, Θ, Ι). Γύρω από την περιοχή της 

μεμβράνης που έσπασε βρίσκονται διάσπαρτα κυστίδια που κατά πάσα 

πιθανότητα πρέπει να προήλθαν από τα σπασμένα τμήματα αυτής. Η διαίρεση 

των πυρήνων πραγματοποιείται με τον ίδιο τρόπο που αναφέρθηκε για τα κονίδια 

που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα (εικ. 32Β, Γ, Δ, Ε). Βασίζεται σε επιμήκυνση, 

σχηματισμό δύο λοβών που συνδέονται με στενό λαιμό και εν συνεχεία 

αποχωρισμό, μετά από σύσφιγξη, για το σχηματισμό νέων θυγατρικών πυρήνων με 

ομοιόμορφη ηλεκτρονική πυκνότητα (εικ. 31 Δ, Ε). 

Αντίθετα, στη μεγαλύτερη συγκέντρωση του παρεμποδιστή (0.15μς/ ml) 

παρατηρείται μη τυπική μίτωση. Ο πυρήνας αναπτύσσει λοβό που οδηγεί στο 

σχηματισμό θυγατρικών πυρήνων με ανομοιόμορφη ηλεκτρονική πυκνότητα (εικ. 

32Ζ, Η, Θ). 

Μετά από επώαση σε υλικό που περιέχει benomyl, οι πυρήνες σε αρκετές 

περιπτώσεις, χάνουν το τυπικό κυκλικό ή ωοειδές σχήμα και αποκτούν ανώμαλη 

μορφολογία. Παρατηρούνται εγκολπώσεις, προεξοχές και σχηματισμοί λοβών 

(εικ. 33Β). Συνήθως οι εγκολπώσεις αυτές οδηγούν στην έγκλειση κυτταρικών 

συστατικών στο εσωτερικό του πυρήνα (εικ. 33Γ, Δ). Η πυρηνική διεργασία δεν 

φαίνεται να ακολουθεί* τον τυπικό τρόπο που αναφέρθηκε για τα κονίδια που 

βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα. Διαπιστώνεται ο σχηματισμός λοβού με άνιση 

ηλεκτρονική πυκνότητα (εικ. 33Ε - 34Α, Β, Γ, Δ, Ε). Σε αντίθεση με τ α ' 

μυκητοκτόνα fenarimol, clotrimazole, δεν παρατηρήθηκε σε καμμία απολύτως 

περίπτωση η ανάπτυξη διαχωριστικής μεμβράνης. Φαίνεται ότι ο σχηματισμός 

θυγατρικών πυρήνων βασίζεται σε απλή σύσφιγξη της πυρηνικής μεμβράνης στο 

σημείο του λοβού και εν συνεχεία απομάκρυνση των νεοσχηματισθέντων 

πυρήνων, χαρακτηριστικό των οποίων είναι η διαφορετική ηλεκτονική πυκνότητα 

(εικ. 34Ζ, Η). Αλλά και στις περιπτώσεις πόυ παρατηρείται η χαρακτηριστική 

επιμήκυνση του πυρήνα με το σχηματισμό λοβών όπως και στο μάρτυρα, η 

κατανομή χρωματοσωματικού υλικού φαίνεται να είναι ανισομερής στους 

νεοσχηματισθέντες λοβούς, προφανώς εξ' αιτίας μη σχηματισμού των 

μικροσωληνίσκων της ατράκτου (εικ. 35Β, Γ, Δ). 
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Εικόνα 22: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων του μύκητα Α. 

nidulans που επωάσθηκε σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό με 

fenarimol 2\iql mi (Β, Γ, Δ, Ε) και fenarimol 5μς/ ml (Ζ). Το 

ενδιαφέρον επικεντρώνεται σε αλλοιώσεις του πυρήνα. Η 

φωτογραφία Α αντιστοιχεί σε κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό 

χωρίς μυκητοκτόνο και αποτυπώνει τυπικό πυρήνα σε αβλάστητο 

κονίδιο. 

Παρατηρούνται χαρακτηριστικές εγκολπώσεις της πυρηνικής μεμβράνης (πμ) 

(Β) στο εσωτερικό των οποίων εγκλείονται συχνά κυτταροπλασματίκές 

κατασκευές (Γ, Ε). Ενδιαφέρον παρουσιάζει η προέκταση της μεμβράνης στο 

εσωτερικό του πρωτοπλάσματος με τη μορφή ενδοπλασματικού δικτύου (Δ). Στην 

αυξημένη συγκέντρωση του παρεμποδιστή και σε παρατεταμένο χρόνο επώασης 

(11ώρες) παρατηρούνται τάσεις αλλοίωσης των κυτταροπλασματικών οργανιδίων, 

συμπεριλαμβανομένου και του πυρήνα (Ζ). 

Α χ 21336 - Β,Γ,Ε,Ζ χ 17780 - Δ χ 14224 

\ 
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Εικόνα 23: Τομές κονιδίων του μύκητα Α. nidulans που επωάσθηκαν σε υγρό 

πλήρες θρεπτικό υλικό με fenarimol 2μς/ ml (Β, Γ, Δ, Ε, Ζ, Η) και 

fenarimol 5μς/ ml (Θ). Το ενδιαφέρον συγκεντρώνεται στις 

. αλλοιώσεις του πυρήνα και την ανάπτυξη διαχωριστικής μεμβράνης. 

Η φωτογραφία Α αντιστοιχεί σε κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό 

χωρίς μυκητοκτόνο. 

Φ ω τ ο γ ρ α φ ί α Α χ 10668: Παρατηρούνται πυρήνες (π) με ομοιόμορφη 

ηλεκτρονική πυκνότητα και επιμηκυσμένο μιτοχόνδριο έτοιμο να διαιρεθεί. 

Φ ω τ ο γ ρ α φ ί α Β, Γ χ 17780: Η πυρηνική μεμβράνη έχει σχηματίσει 

εγκόλπωση στο εσωτερικό της οποίας περιέχεται κυτταροπλασματικό υλικό. 

Κατά πάσα πιθανότητα η εγκόλπωση αυτή θα αποκοπεί από το υπόλοιπο τμήμα 

της μεμβράνης και θα κατευθυνθεί στο πυρηνόπλασμα (Γ). * • 

Φ ω τ ο γ ρ α φ ί ε ς Δ,Ε χ 14224 - Ζ,Η,Θ χ 17780: Ο πυρήνας φαίνεται να 

αναπτύσσει λοβούς με διαφορετική ηλεκτρονική πυκνότητα (Δ, Ε, Ζ). Από το 

σημείο σχηματισμού των λοβών αναπτύσσεται αργότερα διαχωριστική μεμβράνη 

(Η, Θ). 

Φ ω τ ο γ ρ α φ ί α Ι χ 17780: Σε αυξημένη συγκέντρωση του μυκητοκτόνου και 

σε παρατεταμένο χρόνο επώασης (11 ώρες) παρατηρείται τάση αλλοίωσης της 

πυρηνικής μεμβράνης και του ενδοπλασματικού δικτύου (λευκά βέλη). \ 
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Εικόνα 24: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων που δείχνουν την 

επίδραση του fenarimol 2μς/ ml (Β, Γ, Δ, Ε, Ζ) και fenarimol 5μς/ ml 

(Η, Θ, Ι) στη λεπτή δομή του μύκητα Α. nidulans . Τα κονίδια 

·. επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό και το ενδιαφέρον 

συγκεντρώνεται στην ανάπτυξη διαχωριστικής μεμβράνης για τη 

διαίρεση του πυρήνα (π). Η φωτογραφία Α αντιστοιχεί σε 

βλαστημένο κονίδιό που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο 

και αποτυπώνει δύο πυρήνες σε βλαστημένο κονίδιο. 

Παρατηρούνται τα χαρακτηριστικά στάδια "ανάπτυξης της διαχωριστικής 

μεμβράνης για τη διαίρεση του πυρήνα. Στις φωτογραφίες Β και Η παρατηρείται η 

σταδιακή ανάπτυξη της διαχωριστικής μεμβράνης η οποία θα οδηγήσει στο 

σχηματισμό δύο ανισομεγέθη περιοχών με διαφορετική" ηλεκτρονική 

πυκνότητα(φωτ. Γ,Δ,ΕΞ). Οι περιοχές αυτές αφού αποσπασθούν θα αποτελέσουν 

τους νέους θυγατρικούς πυρήνες (φωτ. Ζ,Θ.Ι). 

Α,Γ,Ε,Δ,Η,Θ, Ι χ-17780-Β,Ζ χ14224 
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Εικόνα 25: Κονίδια του μύκητα Α. nidulans που επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες 

θρεπτικό υλικό με clotrimazole 0.1μς/ ml (Β, Γ, Δ) και clotrimazole 

02\ig/ ml (Ε, Ζ). Το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στις παραμορφώσεις 

της πυρηνικής μεμβράνης. Η φωτογραφία Α αντιστοιχεί σε κονίδιο 

που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

Παρατηρούνται (Β, Γ, Δ, Ζ)· έντονα παραμορφωμένοι πυρήνες που έχουν 

χάσει το τυπικά ελαφρά επίμηκες ή σφαιρικό σχήμα. Οι παραμορφώσεις αυτές 

αφορούν κυρίως ακανόνιστες εγκολπώσεις , που οδηγούν στο σχηματισμό 

άτυπων σχημάτων (Β, Δ, Ζ) και που συχνά εγκλείουν κυτταροπλασματικές 

κατασκευές (Γ, Ε). • - . • ' 

Α,Δ χ 14224-Β,Γ,Ε,Ζ χ 17780 
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Εικόνα 26: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων, που δείχνουν την 

επίδραση του clotrimazole 0.1 μς/ ml στη λεπτή δομή του μύκητα Α. 

nidulans. Τα κονίδια επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό. Το 

ενδιαφέρον συγκεντρώνεται στη διαδικασία ανάπτυξης 

διαχωριστικής μεμβράνης του πυρήνα (π), προκειμένου να 

πραγματοποιηθεί η μίτωση. Η φωτογραφία Α αντιστοιχεί σε κονίδιο 

που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο και αποτυπώνει την 

χαρακτηριστική επιμήκυνση' του πυρήνα που αποτελεί μέρος της 

μιτωτικής διεργασίας. 

Παρατηρούνται τα χαρακτηριστικά στάδια ανάπτυξης διαχωριστικής 
μεμβράνης του πυρήνα μετά την επίδραση του παρεμποδιστή. Στις φωτο
γραφίες Β, Γ και Δ η διαχωριστική μεμβράνη δεν έχει συμπληρώσει την ανά
πτυξη της. Σταδιακά αυξάνει σε μήκος μέχρις ότου χωρισθεί ο πυρήνας σε 
δύο διαφορετικές περιοχές από απόψεως μεγέθους και ηλεκτρονικής 
πυκνότητας (Ε). Θα ακολουθήσει απομάκρυνση των νεοσχηματισθέντων 
περιοχών που θα αποτελέσουν τους νέους θυγατρικούς πυρήνες (Ζ). 

Α χ 17780-Β, Γ,Δ, Ε,Ζ χ 14224 
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Εϊκόνα 27:Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων του μύκητα Α. 
nidulans που βλάστησαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό παρουσία 
clotrimazole 0.2μς/ ml. Το ενδιαφέρον συγκεντρώνεται στον 
ιδιόρρυθμο μηχανισμό της μιτωτικής διεργασίας. Η φωτογραφία Α 
αντιστοιχεί σε κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο 
και αποτυπώνει δύο νεοσχηματισθέντες θυγατρικούς πυρήνες. 

Στις φωτογραφίες Β, Γ, Δ και Ε παρατηρούνται τα χαρακτηριστικά στάδια 
ανάπτυξης της διαχωριστικής μεμβράνης μετά την επίδραση του μυκητοκτόνου. 
Με την πλήρη ανάπτυξη της σχηματίζονται δύο ανισομεγέθεις λοβοί με 
διαφορετική ηλεκτρονική πυκνότητα (Δ, Ε) που-αφού αποσπασθούν ο ένας από 
τον άλλον θα αποτελέσουν τους νέους θυγατρικούς πυρήνες (Ζ, Η, Θ) 

Α Χ10668 -Β,Γ,Ζ,Η,Θ Χ14224- Δ,Ε Χ17780 
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Εικόνα 28: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων του μύκητα Α. 

nidulans που επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό με 

iprpdione 1.5μς/ mi. Το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στις βλάβες της 

πυρηνικής μεμβράνης. Η φωτογραφία Α αντιστοιχεί σε βλαστημένο 

κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο και αποτυπώνει 

πυρήνα'(π) σε βλαστημένο κονίδιο. 

Σις φωτογραφίες Β, Γ, Δ, Ε, Ζ και Η διαπιστώνονται τα σημαντικά ανοίγματα 

της πυρηνικής μεμβράνης μετά την επίδραση του παρεμποδιστή (λευκά βέλη). Τα 

ανοίγματα αυτά οδηγούν στην άμεση επαφή του πυρηνοπλάσματος με το 

κυτταρόπλασμα και πιθανότατα στην απώλεια του πυρηνικού υλικού. 

Α,Β,Γ,Δ,Ε,Ζ Χ10668 -Η.Χ14224 V . 
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Εικόνα 29: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων που δείχνουν την 

επίδραση του iprodione 1.5μς/ ml (Β, Γ, Δ, Ε) και iprodione 2.5μς/ ml 

(Ζ, Η, Θ) στη λεπτή δομή του μύκητα Α. nidulans. Το ενδιαφέρον 

εντοπίζεται στην αλλοίωση της πυρηνικής μεμβράνης (πμ). Η 

φωτογραφία Α δείχνει βλαστημένο κονίδιο που επωάσθηκε σε 

θρεπτικό υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. 

Φ ω τ ο γ ρ α φ ί ε ς Β χ 14224 - Γ χ 10668 - Δ χ 7112 - Ε χ 17780: 

Παρατηρούνται τεράστια ανοίγματα της πυρηνικής μεμβράνης που φαίνεται να 

οδηγούν στην εκροή πυρηνοπλάσματος στο κυτταρόπλασμα (λευκά βέλη). 

Φ ω τ ο γ ρ α φ ί ε ς Ζ,Ηχ10668 - Θ χ 21336: Στη μεγαλύτερη συγκέντρωση 

του παρεμποδιστή παρατηρούνται εντονότερες εκφυλιστικές αλλοιώσεις της 

πυρηνικής μεμβράνης. Σε μερικές περιπτώσεις η διάκριση του πυρήνα (π) είναι 

πάρα πολύ δύσκολη και μόνο η διαφορετική ηλεκτρονική πυκνότητα που έχει σε 

σχέση με το πρωτόπλασμα, μας διευκολύνει να τον ξεχωρίσουμε (Ζ, Η). Στη 

φωτογραφία Θ παρατηρείται χαρακτηριστική απομάκρυνση της εξωτερικής από 

την εσωτερική πυρηνική μεμβράνη που έχει οδηγήσει στο σχηματισμό 

φλυκταινώδους κατασκευής (μαύρα βέλη). 
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Εικόνα 30: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων του μύκητα Α. 

nidulans που επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό με 

iprodione 1.5μς/ ml (Β, Γ, Δ) και iprodione 2.5μς/ mi (Ε, Ζ). Το 

ενδιαφέρον επικεντρώνεται στη μιτωτική διεργασία. Η φωτογραφία 

Α αντιστοιχεί σε κονίδιο που επωάσθηκε σε υλικό χωρίς 

μυκητοκτόνο και αποτυπώνει δύο θυγατρικούς πυρήνες με 

ομοιόμορφη ηλεκτρονική πυκνότητα. 

Στις φωτογραφίες Β ,Γ, Δ, Ε και Ζ παρατηρούνται πυρήνες (π) σε διάφορα 

στάδια της μίτωσης. Την χαρακτηριστική επιμήκυνση και εν συνεχεία σύσφιγξη 

στο μέσον (Β, Γ, Ε) ακολουθεί ο σχηματισμός θυγατρικών πυρήνων με 

ομοιόμορφη ηλεκτρονική πυκνότητα. 

Α,Β,Γ,Ε χ 10668 -Δ χ 14224- Ζ χ8890 

168 



. . ^ 

169 



Εικόνα 3 1 : Ηλεκτρονικές μικροφωτογρφίες τομών κονιδίων του μύκητα Α. 

nidulans που επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό με 

captafol 0.075μς/ ml. Το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στον πυρήνα. Η 

φωτογραφία Α (χ 10668) αντιστοιχεί σε κονίδιο που βλάστησε σε 

υλικό χωρίς μυκητοκτόνο και αποτυπώνει πυρήνα στο εσωτερικό 

υφής. · 

Φ ω τ ο γ ρ α φ ί ε ς Β, Γ, Δ, Ex 10668: Οι πυρήνες (π) εμφανίζονται χωρίς 

αλλοιώσεις στην παρουσία του μυκητοκτόνου. Η πυρηνική μεμβράνη διακόπτεται 

από ανοίγματα, τους πυρηνικούς πόρους (ππ). 

Φ ω τ ο γ ρ α φ ί ε ς Ζχ 17780 - Η χ 10668-"Θ χ 8890 : Ο παρατεταμένος 

χρόνος παρουσίας του παρεμποδιστή οδηγεί σε διάφορους βαθμούς 

αποδιοργάνωσης της πυρηνικής μεμβράνης. Αυτή εκφράζεται με τη μορφή 

ανοιγμάτων, των οποίων το μέγεθος ποικίλλει (λευκά βέλη). Τα κατεστραμμένα 

τμήματα των μεμβρανών φαίνεται να διαμοιράζονται με^τη μορφή κυστιδίων 

(μαύρα βέλη) γύρω από τοντιυρήνα, ενδεικτικό της περιοχής που προήλθαν. 
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Εικόνα 32: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων του μύκητα Α. 
nidulans που βλάστησαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό με captafol 
0.075μg/ ml (Β, Γ, Δ, Ε) και captafol 0.15μς/ ml (Ζ, Η, Θ). Το ενδιαφέρον 
επικεντρώνεται στη μιτωτική διεργασία. Η φωτογραφία Α αντιστοιχεί 
στο μάρτυρα. * 

ΦωτογραφίαΑ χ 8890 :. Βλαστημένο κονίδιο που επωάσθηκε σε θρεπτικό 
υλικό χωρίς μυκητοκτόνο. Παρατηρείται πυρήνας (π) σε αρχικό στάδιο της 
μίτωσης. Εμφανίζεται επιμήκυνση και στένωση που θα οδηγήσει στο σχηματισμό 
δύο θυγατρικών πυρήνων με ομοιόμορφη ηλεκτρονική πυκνότητα. 

Φωτογραφίες Β χ 14224 - Γ,Δ χ 10665 - Ε χ 14224: Χαρακτηριστική 
επιμήκυνση του πυρήνα, σε βλαστημένα κονίδια, που αποτελεί μέρος της 
μιτωτικής διεργασίας. Με την ολοκλήρωση της μίτωσης, θα προκύψουν θυγατρικοί 
πυρήνες με ομοιόμορφη ηλεκτρονική πυκνότητα. 

Φ ω τ ο γ ρ α φ ί ε ς Ζ , Η , Θ χ 1 0 6 6 8 : Ο πυρήνας σχηματίζει λοβό με 
διαφορετική ηλεκτρονική πυκνότητα (Ζ, Η). Ο λοβός αυτός αργότερα θα 
αποχωρισθεί και θα αποτελέσει νέο θυγατρικό πυρήνα (Θ). 

\ 
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Εικόνα 33: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων του μύκητα Α. 

nidulans που επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό με 

benomyl 1.5μς/ ml. Παρατηρούνται χαρακτηριστικές ανωμαλίες της 

πυρηνικής μεμβράνης. Η φωτογραφία Α αντιστοιχεί σε κονίδιο που 

επωάσθηκε σε υλικό χωρίς μυκητοκτόνο και αποτυπώνει ένα τυπικό 

πυρήνα. 

Παρουσία του μυκητοκτόνου η πυρηνική μεμβράνη σχηματίζει εγκόλπωση (Β). 

Σε ορισμένες περιπτώσεις είναι δυνατόν στην εγκόλπωση αυτή να εγκλεισθεί 

κάποια κυτταροπλασματική κατασκευή (Δ) και να ακολουθήσει αποκόλληση και 

κατεύθυνση του συμπλέγματος στο εσωτερικό του πυρήνα (Γ). Στην φωτ. Ε ο 

πυρήνας φαίνεται να οδηγείται σε τριπολική διαίρεση. 

Αχ26670-Β χ14224-Τ,Δ,Ε Χ10668 
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Εικόνα 34: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων του μύκητα Α. 

nidulans που επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό με -

benomyl 1.5μς/ ml. Το ενδιαφέρον επικεντρώνεται στην ανώμαλη 

διεργασία της μίτωσης. 

Ι τ ι ς φωτογραφίες Α, Β, Γ, Δ και Ε οι πυρήνες αιτίας της επίδρασης του 

παρεμποδιστή φαίνεται να μην ακολουθούν τον τυπικό τρόπο μιτωτικής 

διεργασίας που παρατηρήσαμε στα κύτταρα του μάρτυρα. Αντί της 

χαρακτηριστικής επιμήκυνσης αναπτύσσουν λοβό με διαφορετική ηλεκτρονική 

πυκνότητα. Αργότερα ακολουθεί σύσφιγξη και απομάκρυνση του λοβού που θα 

αποτελέσει νέο θυγατρικό πυρήνα (Ζ, Η). 

Α,Β,Γ,Ε,Ζ,Η Χ10668 -Δ Χ17780 
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Εικόνα 35: Ηλεκτρονικές μικροφωτογραφίες τομών κονιδίων του μύκητα Α. 
nidulans που επωάσθηκαν σε υγρό πλήρες θρεπτικό υλικό με 
benomyi 1.5μς/ ml. Η φωτογραφία Α αντιστοιχεί στο μάρτυρα και 
αποτυπώνει δύο νέους θυγατρικούς πυρήνες με ομοιόμορφη 
ηλεκτρονική πυκνότητα. 

Στις φωτογραφίες Β, Γ και Δ οι πυρήνες (π) βρίσκονται στο στάδιο της 
μίτωσης. Παρατηρείται επιμήκυνση και σχηματισμός λοβών με διαφορετική 
ηλεκτρονική πυκνότητα. Στην φωτ. Γ ο ήδη επιμηκυσμένος πυρήνας εμφανίζεται 
παραμορφωμένος, το δε χρωματοσωματικό υλικό κατανέμεται κυρίως στο ένα 
άκρο του. 

Α,Β,Γ χ 17780 -Δ χ 10668 
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I I I .7. Επίδραση των f e n a r i m o l και c l o t r i m a z o l e σε 
κ α λ λ ι έ ρ γ ε ι ε ς κυττάρων " Κρικητού του 
Αργυρόχροος" (Chinese hamster) , Criceiulus 
grìseus. 

Για να διερευνηθεί περαιτέρω η παρατηρηθείσα στον Α. nidulans γενετική 

δραστικότητα των παρεμποδιστών βιοσύνθεσης εργοστερόλης (EBls) αλλά και να 

εκτιμηθεί ο κίνδυνος που συνεπάγεται η χρήση τέτοιων ενώσεων στην 

καταπολέμηση ιδιαίτερα των μυκητιάσεων σε ανθρώπους και ζώα, μελετήθηκε η 

επίδραση των μυκητοκτόνων fenarimol και clotrimazole σε κυτταροκαλλιέργειες C. 

griseus (Chinese hamster). ' · 

Τα μυκητοκτόνα αυτά χρησιμοποιήθηκαν στις συγκεντρώσεις 1μς/ ml και 5μς/ 

ml σε κύτταρα κλώνου V-79 που είχαν απομονωθεί από τους πνεύμονες ενός 

άρρενος ατόμου C. griseus. 

Προσθήκη fenarimol ή clotrimazole προκαλεί παρεμπόδιση του 

πολλαπλασιασμού των κυττάρων αυτών. Μετά από επτά ημέρες επώαση 

παρουσία clotrimazole 5μς/ ml και fenarimol 5μς/ ml δεν παρατηρήθηκε 

σχηματισμός αποικιών. 

Στο κεφάλαιο υλικά και μέθοδοι αναφέρθηκε η χρησιμοποίηση δύο μεθόδων 

στερέωσης των κυττάρων του θηλαστικού που διακρίνονταν από την έκθεση η μη 

των κυττάρων σε KCl πρίν από τη διαδικασία της στερέωσης και βαφής. Στη 

μέθοδο χωρίς την επίδραση με KCl, η ισημερινή πλάκα της ατράκτου είναι κάθετη 

προς^τον πυθμένα του τρυβλίου και δεν είναι εύκολη η παρατήρηση των 

χρωματοσωμάτων, πλην όμως η τεχνική αυτή μας επιτρέπει την παρατήρηση των 

διαφόρων μιτωτικών φάσεων μέσα στο κύτταρο χωρίς να έχει καταστραφεί η δομή 

του (εικ. 37). Με την προσθήκη KCl η δομή του κυττάρου καταστρέφεται, τα ' 

χρωματοσώματα απλώνονται στην επιφάνεια του τρυβλίου, γεγονός όμως που ' 

βελτιώνει την παρατήρηση των επι μέρους χρωματοσωμάτων (εικ. 36). 

Στην πρόφαση τα χρωματοσώματα γίνονται ορατά, αφυδατούνται και 

συσπειρώνονται (εικ. 36Α, Γ - 37Α). Στη μετάφαση κινούνται και διατάσσονται στο 

ισημερινό πεδίο (το ισημερινό πεδίο, είναι νοητό επίπεδο κάθετο στο μέσο 

νοητής γραμμής που ενώνει τους δύο πόλους της ατράκτου). Κάθε χρωματόσωμα 

είναι διηρημένο σε δύο χρωματίδες (εικ. 36Α). Η ανάφαση χαρακτηρίζεται από 

τέλειο διαχωρισμό των δύο χρωματίδων, που αποτελούν ήδη ανεξάρτητα 

χρωματοσώματα και από μετακίνηση κάθε μιας σε έναν από τους δύο πόλους (εικ. 

36Β, - 37Α, Β). Στη τελόφαση τα θυγατρικά χρωματοσώματα συναθροίζονται 

στους δύο πόλους και βαθμιαία, ολοκληρούμενης της διαίρεσης του κυττάρου, 

παύουν να απορροφούν έντονα χρωστική (εικ. 37Α, Β) και μεταπίπτουν έτσι .στη 

μεσσφαση (εικ. 36Γ). 
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Τα αποτελέσματα των επιδράσεων των EBIs συνοψίζονται στους πίνακες 8, 9 και 

ήταν ο μέσος όρος τριών πειραμάτων. Μελετήθηκαν τουλάχιστον χίλια κύτταρα 

ανά επέμβαση η δε τυπική απόκλιση ήταν μικρότερη του 3%. Απουσία των 

παρεμποδιστών περίπου 1% των κυττάρων βρίσκονται σε κάποιο από τα στάδια 

της μιτωτικής διεργασίας: πρόφαση (πρ) - μετάφαση (μετ) - ανάφαση (αν) -

τελόφαση (τελ) (εικ; 36Α, Β, Γ- 37Α, Β). Η παρουσία των μυκητοκτόνων fenarimol 

και clotrimazole προκαλεί μεταβολές στα παραπάνω στάδια της μιτωτικής 

διεργασίας. Μετά από επώαση για 24 ώρες παρουσία μικρών συγκεντρώσεων των 

μυκητοκτόνων, που προκαλούν μόνο 10% περίπου παρεμπόδιση στον 

πολλαπλασιασμό των κυττάρων, παρατηρήθηκε δεκαπλάσια περίπου αύξηση στη 

συχνότητα των κυττάρων που υφίστανται διαίρεση (mitotic - index) (πιν. 8,9). 

Οσον αφορά τις επί μέρους φάσεις, έχουμε κυρίως αύξηση του αριθμού των 

κυττάρων που βρίσκονται σε μετάφαση και κατά δεύτερο λόγο σε ανάφαση και 

τελόφαση. Πέραν όμως της αυξήσεως του μιτωτικού δείκτη (mitotic - index) το 

fenarimol και το clotrimazole έχουν δυσμενείς επιδράσεις στη μορφολογία και στη 

διάταξη των χρωματοσωμάτων. Απουσία KCl τα χρωματοσώματα φαίνονται 

συνδεδεμένα μεταξύ τους και σχηματίζουν κυκλικά σχήματα (εικ. 38Α, Β, Γ - 39Α, 

Β). Στις ανώμαλες αναφάσεις και τελοφάσεις, το χρωματοσωματικό υλικό 

διαχωρίζεται σε περισσότερες από δύο μάζες (πολυπολικές αναφάσεις) (εικ. 38Γ 

- 39Γ, Δ, Ε, Ζ, Η, Θ, Ι) που αποτελούν τελικά τους νέους θυγατρικούς " πυρήνες" 

(εικ. 39Η). Παρουσία KCl, και στο στάδιο της μετάφασης τα χρωματοσώματα 

φαίνονται συγκολλημένα να σχηματίζουν συμπλέγματα που απέχουν σημαντικά 

από την τυπική διάταξη των χρωματοσωμάτων που παρατηρήθηκαν στον μάρτυρα 

(εικ. 40Α, Β, Γ, Δ, Ε). 
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Εικόνα 36:Καλλιέργειες κυττάρων C. griseus (Chinese hamster), που 
επωάσθηκαν σε θρεπτικό υλικό χωρίς παρεμποδιστή. Η τεχνική 
στερέωσης περιελάμβανε τη χρησιμοποίηση KCl 

Παρατηρούνται πυρήνες στα στάδια της μεσόφασης (μφ), πρόφασης (πρ), 
μετάφασης (μετ); ανάφασης (αν) και τελόφασης (τελ). Στην πρόφαση τα 
χρωματοσώματα γίνονται ορατά, αφυδατούνται και συσπειρώνονται. Στη 
μετάφαση κινούνται και διατάσσονται στο ισημερινό πεδίο. Στην ανάφαση 
πραγματοποιείται διαχωρισμός των δύο χρωματίδων, που ήδη αποτελούν 
ανεξάρτητα χρωματοσώματα, και μετακίνηση κάθε μιας στον ένα από τους δύο 
πόλους. 

Όλες οι φωτογραφίες χ 2112 
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Εικόνα 37Καλλιέργεια κυττάρων C. griseus (Chinese hamster), που επωάσθηκαν 
σε θρεπτικό υλικό χωρίς παρεμποδιστή. Η τεχνική στερέωσης δεν 
περιελάμβανε τη χρησιμοποίηση KCl. 

. Στις φωτογραφίες Α και Β παρατηρούνται τα στάδια μιτωτικής διεργασίας: 
πρόφαση (πρ) - μετάφαση (μετ) - ανάφαση (αν) και τελόφαση (τελ). Απουσία KCl 
δίνεται η δυνατότητα παρατήρησης των μιτώσεων με άθικτη την 
κυτταροπλασματική μεμβράνη, η δε ισημερινή πλάκα της ατράκτου διατάσσεται 
κάθετα προς τον πυθμένα του τρυβλίου (μαύρα βέλη). 

Φωτογραφίες χ 2112 . 
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Εικόνα 38: Καλλιέργειες κυττάρων C. griseus (Chinese hamster), που 
επωάσθηκαν σε θρεπτικό υλικό που περιείχε fenarimol 1mg/ mi (Α,Β) 
ή clotrimazole 1μς/ ml (Γ). Η τεχνική στερέωσης δεν περιελάμβανε τη 
χρησιμοποίηση KCl. 

Παρατηρούνται ανώμαλες μεταφάσεις (χδ), αναφάσεις (τρδ) και τελοφάσεις 
(τελ) εξ' αιτίας της δράσης των- παρεμποδιστών. Στις.ανώμαλες μεταφάσεις τα 
χρωματοσώματα είναι συνδεδεμένα μεταξύ τους και σε πολλές περιπτώσεις 
σχηματίζουν κυκλικά σχήματα (Α). Στις αναφάσεις συχνά παρατηρούνται 
πολυπολικοί διαχωρισμοί των χρωματοσωμάτων (τριπολική ανάφαση, φωτ. Γ) που 
θα οδηγήσουν τελικά στο σχηματισμό νέων θυγατρικών πυρήνων (χδ: 
χρωματοσωματικοί δακτύλιοι σε ανώμαλη μετάφαση, τρδ: τριπολική διαίρεση σε 
ανώμαλη ανάφαση). « 

Όλες οι φωτογραφίες χ 2112 
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Εικόνα 39: Καλλιέργειες κυττάρων C. griseus (Chinese hamster), που 

επωάσθηκαν σε θρεπτικό υλικό που περιείχε fenarimol 1mg/ mi (Α,Γ^ 

fenarimol 5μς/ ml (Ε, Θ, I), clotrimazole 1μς/ ml (Β, Δ) και clotrimazole 

5μ9/ ml (Γ, Ζ, Η). Η τεχνική στερέωσης δεν περιελάμβανε τη 

χρησιμοποίηση KCl. 

Παρατηρούνται ανώμαλες μεταφάσεις (χδ), αναφάσεις (τδ, πα) και 

τελοφάσεις (πκ).Σε αρκετές περιπτώσεις στις αναφάσεις το χρωματοσωματικό 

υλικό διαχωρίζεται σε περισσότερες από δύο ομάδες (πολυπολικές αναφάσεις -

φωτ. Ε, Ι) που αποτελούν τους νέους θυγατρικούς πυρήνες (Δ, Ζ, Η, Θ) (χδ: 

χρωματοσωματικοί δακτύλιοι σε ανώμαλη μετάφαση, τδ: τετραπολική διαίρεση σε 

ανώμαλη ανάφαση, πκ: πυρηνικά κομμάτια, πα: πολυπολική ανάφαση). 

Όλες οι φωτογραφίες χ 2112 • . 
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Εικόνα 40: Καλλιέργειες κυττάρων C. griseus (Chinese hamster), που 
επωάσθηκαν σε θρεπτικό υλικό που περιείχε fenarimol 1mg/ ml {Α\ 
fenarimol 5\IQ/ ml (Β, Γ), clotrimazole 1μα/ ml (φωτ.Δ) και clotrimazole 
5μο/ ml (Ε). Η τεχνική στερέωσης περιελάμβανε τη χρησιμοποίηση 
KCl. 

Σε όλες τις φωτογραφίες παρατηρούνται ανώμαλες μεταφάσεις (μετ). Τα 
χρωματοσώματα είναι συγκολλημένα και σχηματίζουν συμπλέγματα που απέχουν 
σημαντικά απο τη τυπική διάταξη των χρωματοσωμάτων, στο συγκεκριμένο 
στάδιο της μίτωσης, που αναφέραμε στα κύτταρατου μάρτυρα. 

Όλες οι φωτογραφίες χ 2112 
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IV. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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Από την κατηγορία των παρεμποδιστών βιοσύνθεσης εργοστερόλης τα· 

μυκητοκτόνα που μελετήθηκαν, επιλέγησαν με κριτήριο τη σημασία τους στην 

καθημερινή πράξη και την ευρεία χρήση τους. 

To fenarimol και το clotrimazole παρεμοδίζουν αποτελεσματικά τη βλάστηση 

των κονιδίων και το σχηματισμό αποικιών του Α. nidulans. Οπωσδήποτε όμως 

απαιτείται διπλάσια περίπου συγκέντρωση για 50% περεμπόδιση της βλάστησης 

των κονιδίων από ότι για αντίστοιχη παρεμπόδιση της εμφάνισης αποικιών.Στην 

περίπτωση του μύκητα P. italicum έχει αναφερθεί επίσης ότι η παρεμπόδιση της 

βλάστησης των κονιδίων εξαρτάται από τη συγκέντρωση των μυκητοκτόνων 

imazalil και etaconazole (110, 327). Γενικά τα αποτελέσματα ερευνητικών 

εργασιών που κατά καιρούς έχουν δημοσιευθεί, δείχνουν ότι οι παρεμποδιστές 

βιοσύνθεσης εργοστερόλης ασκούν πολύ μικρή επίδραση στη βλάστηση των 

κονιδίων (332). Συγκεντρώσεις που είναι θανατηφόρες ή παρεμποδίζουν ισχυρά 

τη μυκηλιακή ανάπτυξη, συνήθως δεν παρεμποδίζουν τη βλάστηση (57, 190). 

Τέτοιου είδους φαινόμενα μπορούν να αποδοθούν στην ύπαρξη αποθεμάτων 

εργοστερόλης στα κονίδια, που μετά τη δράση του μυκητοκτόνου και μέχρι να 

ολοκληρωθεί η εξάντληση τους, είναι αρκετά για να επιτρέψουν τη βλάστηση 

αλλά όχι όμως και τη σημαντική ανάπτυξη των βλαστικών υφών (332). 

Στην παρούσα διατριβή τα fenarimol και clotrimazole μελετήθηκαν και σε 

συγκεντρώσεις που επηρεάζουν ελάχιστα τη βλάστηση των κονιδίων και 

επομένως οποιουδήποτε είδους επίδραση στη μορφολογία, τη λεπτή δομή του 

κυττάρου και την κυτταρική διαίρεση πρέπει να οφείλεται στην πρωταρχική δράση 

αυτών των ενώσεων, στο μηχανισμό βιοσύνθεσης εργοστερόλης.» 

Αηό τα αποτελέσματα των πειραμάτων που στόχευαν στη διερεύνηση της 

γενετικής δραστικότητας του fenarimol και του clotrimazole, προκύπτει ότι οι δύο 

ενώσεις προκαλούν αύξηση της συχνότητας των μιτωτικών ανασυνδυασμών, στο 

διπλοειδές στέλεχος H.A. του Α. nidulans. Για να διαπιστωθεί' όμως σαφής 

γενετική δραστικότητα, πρέπει να χρησιμοποιηθούν συγκεντρώσεις που ' 

περεμποδίζουν πάνω απο 90% τη δημιουργία αποικιών του μύκητα. Προφανώς, η 

παρεμβολή στη μιτωτική διεργασία δεν φαίνεται να είναι η πρωταρχική δράση 

αυτών των μυκητοκτόνων. Στην περίπτωση όμως του benomyi που η 

μυκητοτοξική του δράση οφείλεται αποδεδειγμένα στην παρεμπόδιση της 

μίτωσης, αφού το μυκητοκτόνο αναστέλλει το σχηματισμό των μικροσωληνίσκων 

της πυρηνικής ατράκτου, έχουμε αύξηση της συχνότητας των μιτωτικών 

ανασυνδυασμών ακόμα και σε συγκεντρώσεις που προκαλούν μικρή 

μυκητοτοξικότητα (135, 179). 

Από την ανάλυση των προϊόντων μιτωτικής διάσχισης προκύπτει ότι το 

fenarimol και το clotrimazole αυξάνουν τόσο τα απλοειδή όσο και τα διπλοειδή 

προϊόντα μιτωτικού ανασυνδυασμού. Τα διπλοειδή όμως δεν προέρχονται από 
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αύξηση των μιτωτικών διασκελισμών (mitotic crossing-over)nou προκαλούν 
ανασυνδυασμούς ανάμεσα σε γόνους, που βρίσκονται στο Ιδιο χρωματόσωμα. Τα 
περισσότερα διπλοειδή προϊόντα μιτωτικού διαχωρισμού, έχουν ανασυνδυασμούς 
μόνο ανάμεσα σε γόνους, που βρίσκονται σε διαφορετικά χρωματοσώματα. Μέχρι 
τώρα γινόταν παραδεκτό ότι για το σχηματισμό τέτοιων διπλοειδών 
ανασυνδυασμών, αλλά και απλοειδών από διπλοειδή στελέχη υπεύθυνος είναι ο 
μηχανισμός του μη αποχωρισμού των χρωματίδων (non - disjunction) (135). Χωρίς 
να μπορεί να αποκλεισθεί ότι και τα μυκητοκτόνα fenarimol και clotrimazole 
αυξάνουν τη συχνότητα του μη αποχωρισμού, η παρούσα εργασία παρέχει σαφείς 
ενδείξεις ότι απλοειδισμός και σχηματισμός χρωματοσωματικών διπλοειδών 
ανασυνδυασμών (chromosomal diploid recombinants) μπορεί να προκληθούν με 
μια τελείως άτυπη διαίρεση του πυρήνα των σωματικών κυττέρων σε δύο ανόμοια 
και άνισα μέρη με το σχηματισμό διαχωριστικής μεμβράνης (εικ. 27Δ, Ε). 

Η γενετική δραστικότητα των δύο παρεμποδιστών βιοσύνθεσης 
εργοστερόλης επιβεβαιώθηκε στο επίπεδο της οπτικής μικροσκοπίας. Σε καμμία 
περίπτωση δεν παρατηρήθηκαν τα τυπικά στάδια της μιτωτικής διεργασίας 
παρουσία των μυκητοκτόνων fenarimol και clotrimazole. Η εμφάνιση πολυάριθμων 
πυρήνων με διαφορετική πυκνότητα και ποσότητα χρωματοσωματικού υλικού, 
υποστηρίζει την άποψη ότι οι παρεμποδιστές προκαλούν τη δημιουργία 
ανευπλοειδών πυρήνων από τους οποίους μπορεί στη συνέχεια να παραχθούν 
απλοειδείς ή διπλοειδείς με νέους συνδυασμούς γόνων. Ανάλογες ερευνητικές 
εργασίες με το βενζιμιδαζολικό benomyl, που αποδεδειγμένα προκαλεί μη 
αποχωρισμό των χρωματίδων (non - disjunction), έδειξαν επίσης την παρουσία 
πυρήνων με διαφορετική πυκνότητα χρωματίνης (83). 

Ιταλοί ερευνητές υπέθεσαν ότι κατά πάσα πιθανότητα η γενετική 
δραστικότητα των EBIs είναι αποτέλεσμα επίδρασης στην οργάνωση της 
μιτωτικής ατράκτου κατά έμμεσο τρόπο, λόγω εκτεταμένης βλάβης στην 
πυρηνική μεμβράνη (23). Στους ασκομύκητες η πυρηνική μεμβράνη παραμένει 
άθικτη κατά τη διάρκεια της μίτωσης, τα δε πολικά σωμάτια (κεντροσωμάτια) 
κινούνται πάνω σ4 αυτήν προκειμένου να καταλάβουν αντιδιαμετρικές θέσεις για 
να οργανώσουν την άτρακτο (1, 249, 298). Η ακεραιότητα της πυρηνικής 
μεμβράνης πρέπει να είναι ζωτικής σημασίας για τον προσανατολισμό των 
πολικών σωματίων. Κατά συνέπεια, η παρεμπόδιση στη βιοσύνθεση 
εργοστερόλης θα μπορούσε να προκαλεί βλάβες στην πυρηνική μεμβράνη που 
οδηγούν σε ανωμαλίες στην οργάνωση της ατράκτου και την κατανομή των 
θυγατρικών χρωματοσωμάτων (247). Η παραπάνω διατυπωθείσα υπόθεση 
φαίνεται όμως να μην υποστηρίζεται απο τα αποτελέσματα αυτής της εργασίας, 
γιατί : α) Οι συγκεντρώσεις fenarimol και clotrimazole που παρεμποδίζουν 
σημαντικό αριθμό κονιδίων να σχηματίσουν αποικίες, προφανώς εξ' αιτίας της 
παρεμπόδισης βιοσύνθεσης εργοστερόλης, ουσιατικά δεν αυξάνουν τους 
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μιτωτικούς ανασυνδυασμούς. β.) Οι συγκεντρώσεις των fenarimol ή clotrimazole 
που αυξάνουν σημαντικά τον αριθμό των προϊόντων μιτωτικού διαχωρισμού, δεν 
φαίνεται να προκαλούν ζημιά στην πυρηνική μεμβράνη, στο υπομικροσκοπικό 
τουλάχιστον επίπεδο, γ) Η μίτωση επηρεάζεται από τα fenarimol και clotrimazole 
και σε κύτταρα θηλαστικών στα οποία η πυρηνική μεμβράνη εξαφανίζεται πριν 
από την έναρξη της μιτωτικής διεργασίας. 

Οπωσδήποτε τα δεδομένα της γενετικής ανάλυσης φανερώνουν ότι τα δύο 
μυκητοκτόνα επηρεάζουν κάποια πυρηνική λειτουργία που έχει σχέση με την 
οργάνωση ή τη λειτουργία της μιτωτικής ατράκτου. To benomyl για παράδειγμα, 
που επίσης προκαλεί την εμφάνιση απλοειδισμού και σχηματισμό 
χρωματοσωμικών διπλοειδών ανασυνδυασμών, εμποδίζει το σχηματισμό των 
μικροσωληνίσκων της μιτωτικής ατράκτου {135, 179). Οι παρατηρήσεις· μας στο 
επίπεδο της ηλεκτρονικής μικροσκοπίας επιβεβαίωσαν ότι παρουσία του fenarimol 
ή του clotrimazole, η διαίρεση του πυρήνα του Α. nidulans παρεκκλίνει του 
τυπικού για τους ασκομύκητες τρόπου (1, 298). Αντί της χαρακτηριστικής 
επιμήκυνσης της πυρηνικής μεμβράνης και της σύσφιγξης στο μέσον, 
αναπτύσσεται απο κάποιο σημείο της μεμβράνης του πυρήνα, μια διπλή 
διαχωριστική μεμβράνη, που προχωρεί μέχρις ότου χωρίσει τον πυρήνα σε δύο 
άνισα και ανόμοια μέρη. Η άνιση ηλεκτρονική πυκνότητα των θυγατρικών 
πυρήνων που προκύπτουν φανερώνει ότι προηγήθηκε τυχαία κατανομή του 
χρωματοσωματικού υλικού. Δηλαδή έχουμε δημιουργία ασταθών ανευπλοειδών 
πυρήνων που με βαθμιαία απώλεια χρωματοσωμάτων καταλήγουν στην εμφάνιση 
νέων απλοειδών και διπλοειδών μιτωτικών ανασυνδυασμών. 

Είγαι γνωστό , από πρόσφατες σχετικά δημοσιεύσεις, ότι οι παρεμποδιστές 
βιοσύνθεσης εργοστερόλης δεν έχουν εξειδικευμένη δράση μόνο στους μύκητες 
αλλά επηρεάζουν και ανώτερα φυτά και θηλαστικά {60, 62, 65, 140,165, 277, 357). 
Στη βιοσύνθεση στερολών στα ανώτερα φυτά και στα θηλαστικά έχουμε ενζυμικά 
στάδια παρόμοια με εκείνα των μυκήτων με ένζυμα ίσως σε διαφορετικές μορφές ' 
(ισοένζυμα) από εκείνες που υπάρχουν στους μύκητες και στις ζύμες (31, 42, 
202, 241, 284): Κατά συνέπεια η παρατηρούμενη τοξικότητα σε 
κυτταροκαλλιέργεια C. griseus {Chinese hamster), φαίνεται να είναι αναμενόμενη, 
Αναμενόμενη όμως δεν ήταν ή σημαντική αύξηση του ποσοστού κυττάρων που 
βρίσκονται σε μίτωση { mitotic - index) όπως και οι έντονες χρωματοσωματικές 
ανωμαλίες στα στάδια της πυρηνικής διαίρεσης. Η αύξηση του μιτωτικού δείκτη 
(mitotic - index) είναι αποτέλεσμα του αυξημένου ποσοστού μεταφάσεων. Τόσο 
στις μεταφάσεις όσο και στις αναφάσεις, το χρωματοσωματικό υλικό εμφανίζεται 
διάφορο απ' ότι στο μάρτυρα. Στη μετάφαση τα χρωματοσώματα είναι κολημμένα 
και σχηματίζουν συμπαγείς μάζες, οι δε αναφάσεις είναι συχνά τριπολικές και 
τετραπολικές. Το πιπεραζινικό μυκητοκτόνο triforine, σε κύτταρα κρεμμυδιού, 
έχει αναφερθεί να προκαλεί την εμφάνιση παρόμοιων συγκολημμένων 
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χρωματοσωμάτων στη μετάφαση (76, 285). Πρόσφατες έρευνες αναφέρουν ότι οι 

στερόλες έχουν δύο τελικά ρόλους στη λειτουργία του κυττάρου, α) Το ρόλο 

τους σαν βασικά δομικά συστατικά των κυτταρικών μεμβρανών, που προϋποθέτει 

τη συμμετοχή τους σε μεγάλες ποσότητες και β) το ρυθμιστικό ή ορμονικό που 

διαπιστώθηκε τα τελευταία χρόνια (149,150,266) και κατά τον οποίο απαιτούνται 

μικρές ποσότητες σε επίπεδα ορμονών ή βιταμινών. Για το ρόλο τους αυτό λίγα 

είναι γνωστά σήμερα. Φαίνεται ότι οι στερόλες πρέπει να πληρούν ορισμένα 

δομικά χαρακτηριστικά όπως η παρουσία.αλκυλίου'στη θέση C-24, στην 

περίπτωση φυτών (63) και ζυμομυκήτων (298), για να παίζουν ρυθμιστικό ρόλο 

στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων. Αλλά και η βιοσύνθεση χοληστερόλης 

φαίνεται να είναι απαραίτητη για την κυτταρική διαίρεση στα θηλαστικά (63). 

Μελέτες με μεταλλαγμένα στελέχη του ζακχαρομύκητα S. cerevisiae 

φανερώνουν ότι η παρεμβολή των EBIs στο ρυθμιστικό ρόλο των στερολών 

πρέπει να αναμένεται με συγκεντρώσεις που προκαλούν μεγάλη τοξικότητα 

(299). Η απουσία πολικών σωματίων στους πυρήνες μυκηλίου του Α. nidulans που 

υπέστησαν την επίδραση υψηλής συγκέντρωσης fenarimol ή clotrimazole φαίνεται 

να υποστηρίζει την άποψη ότι οι EBIs παρεμβάλλονται στον πολλαπλασιασμό και 

το σχηματισμό των πολικών σωματίων. Πιθανόν ο ρυθμιστικός ρόλος 

εργοστερόλης ή κάποιου μεταβολίτη της να συνδέεται με την οργάνωση και 

λειτουργία των πολικών σωματίων. Κατά ανάλογο τρόπο και στην περίπτωοτ} του 

C. grìseus, η παρεμπόδιση βιοσύνθεσης χοληστερόλης ή άλλης στερόλης, ή 

μεταβολίτη αυτής, πιθανόν να οδηγεί σε προβλήματα στο σχηματισμό των 

κεντροσωματίων και κατά συνέπεια στην οργάνωση και λειτουργία της μιτωτικής 

ατράκτου. Την άποψη αυτή στηρίζει η διαπιστωθείσα κατά την εργασία μας 

παρουσία πολυπολικών αναφάσεων (εικ. 39Ε, Ι). Τα κεντροσωμάτια στη διάρκεια 

της μίτωσης τείνουν να καταλάβουν αντιδιαμετρικές θέσεις για να οργανώσουν 

την άτρακτο που συμβάλλει στον ισομερή καταμερισμό των χρωματοσωμάτων. Η 

παρεμπόδιση διαχωρισμού των κεντροσωματίων έχει σαν αποτέλεσμα τα 

χαρακτηριστικά αυτά οργανίδια να παραμένουν στον ένα πόλο του πυρήνα και 

στην οργάνωση μονοπολικής ατράκτου (monopolio mitotic spindle). Επομένως δεν 

υπάρχουν αντιπαράλληλοι μίκροσωληνίσκοι για να δημιουργήσουν τ ις 

προϋποθέσεις για αντίθετη μετακίνηση των χρωματοσωμάτων στους δύο 

πυρηνικούς πόλους, διεργασία που αποτελεί χαρακτηριστικό της· ανάφασης και 

τελόφασης ( 1, 249,298). Η μονοπολική άτρακτος φαίνεται δεν είναι σε θέση να 

συνδεθεί με όλα τα χρωματοσώματα στο στάδιο της ανάφασης. Στη μονοπολική 

άτρακτο ο αριθμός των μικροσωληνίσκων είναι πολύ μικρότερος από ότι στη 

διπολική άτρακτο και υπάρχουν κινητόχωρόι χρωματοσωμάτων που δεν 

συνδέονται μ' αυτούς. Η απουσία τέτοιας σύνδεσης μπορεί να οδηγήσει στην 

εμφάνιση συμπλεγμάτων απο ελεύθερα χρωματοσώματα που με τυχαίους 

προσανατολισμούς σχηματίζουν 

200 



πολυπολικές αναφάσεις, που όπως αναφέρθηκε η συχνότητα τους παρατηρήθηκε 

σε μεγάλο βαθμό (352). 

Ίσως πάλι ο ρυθμιστικός - μεταβολικός ρόλος των στερολών να έχει σχέση 

με την. ύπαρξη των δεσμών που συγκρατούν μεταξύ τους.καθένα από τα ζεύγη 

των κεντροσωματίων (340). Κάθε ζεύγος (μητρικό - θυγατρικό), όπως αναφέρθηκε 

προηγούμενα μετακινείται, σαν μονάδα στη διάρκεια της μίτωσης για να 

καταλάβει τον ένα από τους δύο πόλους του πυρήνα. (95). Παρεμπόδιση του 

ορμονικού ρόλου μπορεί να οδηγεί σε σπάσιμο των δεσμών με αποτέλεσμα να 

προκύψουν τρία ή τέσσερα απλά κεντροσωμάτια καθένα από τα οποία χρησιμεύει 

σαν κέντρο οργάνωσης της ατράκτου. Έτσι μπορεί να προκύψουν πάλι 

πολυπολικές αναφάσεις (339). Οι ενώσεις diazepam (8,168), colcemid (211, 300), 

vinblastine (211) που είναι γνωστοί αναστολείς της πυρηνικής διαίρεσης στο 

στάδιο της μετάφασης οδηγούν στην εμφάνιση τριπολικών και τετραπολικών 

αναφάσεων, σε κυτταροκαλλιέργειες θηλαστικών. Για τις ενώσεις αυτές 

υποστηρίζεται ότι παρεμποδίζουν τη διαίρεση των κεντροσωματίων. Οπωσδήποτε 

στο μύκητα Α. nidulans δεν πρέπει να αποκλεισθεί και η περίπτωση να υπάρχουν 

και βλάβες στην πυρηνική μεμβράνη, που περιέχει εργοστερόλη, βλάβες που δεν 

είναι όμως ορατές με το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. Έτσι μια υπερευστότητα της 

πυρηνικής μεμβράνης , όπως υποστηρίζεται απο τον Steel και τους συνεργάτες 

του (337) για τη δράση των μορφολινικών στην κυτταροπλασματική μεμβράνη των 

μυκήτων θα μπορούσε να επηρεάσει τη συγκέντρωση των ιόντων Ca+2 στον 

πυρήνα. Η οργάνωνση και λειτουργία των μικροσωληνίσκων της ατράκτου είναι 

γνωστό ότι ελέγχεται και από τη συγκέντρωση ιόντων Ca+2 (256). Ανώμαλη 

συγκέντρωση ιόντων ασβεστίου στο εσωτερικό του πυρήνα μπορεί όμως και να 

προκληθεί και από δράση των fenarimol, clotrimazole στα μεμβρανώδη κυστίδια 

που ..είναι επίσης στενά συνδεδεμένα με το σχηματισμό των μικροσωληνίσκων και 

περιέχουν εργοστερόλη (3). Το σύστημα των μεμβρανωδών κυστιδίων ελέγχει 

επίσης τη συγκέντρωση ιόντων ασβεστίου στο εσωτερικό του πυρήνα κατά τη 

διάρκεια της μίτωσης (205, 329, 362). 

Οπωσδήποτε,μελέτες εξειδικευμένες στη δράση των EBIs κατά τη διαίρεση 

και λειτουργία των κεντροσωματίων, θα βοηθήσουν'σημαντικά τη 

λεπτομερέστερη διερεύνηση της δράσης των παρεμποδιστών βιοσύνθεσης 

εργοστερόλης στη διαδικασία της μίτωσης. 

Στο επίπεδο της οπτικής μικροσκοπίας, οι δύο ενώσεις fenarimol και 

clotrimazole στις υψηλής τοξικότητας συγκεντρώσεις παρεμποδίζουν ισχυρά την 

επιμήκυνση του βλαστικού σωλήνα που εμφανίζεται διογκωμένος και έντονα 

παραμορφωμένος. Οι υφές, στις συγκεντρώσεις τουλάχιστον που επιτρέπεται ο 

σχηματισμός τους, παρουσιάζουν έντονες διακλαδώσεις με αυξημένο τον αριθμό 

των εγκαρσίων διαφραγμάτων (septa). Παρόμοια αποτελέσματα έχουν αναφερθεί 

σε είδη του γένους Ustiìago παρουσία των triarimol (279), triadimefon (155), 
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fenarimol (54), nuarimol (54), imazalil (55) και clotrimazole (56), στο μύκητα 

Cladosporìum cucumerinum παρουσία triforine και triarimol (315) και στο μύκητα 

P. italicum παρουσία των imazalil Kaifenpropimorph (189). 

; Οι παρατηρήσεις μας στο επίπεδο της ηλεκτρονικής μικροσκοπίας έδειξαν 

ότι τα δύο μυκητοκτόνα fenarimol και clotrimazole προκαλούν ανομοιόμορφη 

πάχυνση του κυτταρικού τοιχώματος, που σε αρκετές περιπτώσεις είναι ιδιαίτερα 

έντονη. Τέτοιου είδους επίδραση έχει αναφερθεί και για άλλους παρεμποδιστές 

βιοσύνθεσης εργοστερόλης, στους μύκητες U. avenae (156,158), C.albicans (98) 

και Β. allii (288). Απ'ότι φαίνεται όμως η πάχυνση του κυτταρικού τοιχώματος δεν 

αποτελεί μοναδικότητα των παρεμποδιστών βιοσύνθεσης εργοστερόλης (EBIs). 

Ορισμένοι ερευνητές (128) πίστευαν ότι τέτοιου είδους πάχυνση αποτελεί γενική 

συνέπεια της ανάπτυξης κάτω από μη ευνοϊκές συνθήκες και μπορεί να 

προκληθεί και απο μυκητοκτόνα που δεν έχουν εξειδικευμένη θέση δράσης στο 

κυτταρικό τοίχωμα. Για παράδειγμα η αντιμιτωτική ουσία griseofulvin φαίνεται να 

επηρεάζει το στρώμα χιτίνης στο μύκητα Ν. crassa (177). Οι αρωματικοί 

υδρογονάνθρακες προκαλούν επίσης ισχυρή πάχυνση του κυτταρικού 

τοιχώματος μυκήτων (228). Μοναδικότητα όμως φαίνεται να αποτελεί για τους 

EBIs fenarimol και clotrimazole οι χαρακτηριστικές παραμορφώσεις του 

κυτταρικού τοιχώματος στα κύτταρα των κονιδίων και των υφών. Η πάχυνση του 

κυτταρικού τοιχώματος που διαπιστώνεται τόσο με την οπτική όσο και με την 

ηλεκτρονική μικροσκοπία, οφείλεται προφανώς στην έλλειψη εργοστερόλης στις 

μεμβράνες και στη συσσώρευση αντ' αυτής C -14 μεθυλστερολών που προφανώς 

δεν ικανοποιούν τις φυσικοχημικές απαιτήσεις των μεμβρανών. Από τη μη ορθή 

δόμηση της μεμβράνης επηρεάζεται προφανώς η δραστικότητα του ενζύμου 

συνθετάση της χιτίνης που συνδέεται με την κυτταροπλασματική μεμβράνη ( 

membrane- bound enzyme )(128, 304, 331). Το ένζυμο αυτό είναι υπεύθυνο για τη 

σύνθεση της χιτίνης του κυτταρικού τοιχώματος και επομένως η τροποποίηση 

της δράσης του ή η απώλεια ελέγχου (εξ'αιτίας της ανώμαλης δόμησης της 

κυτταροπλασματικής μεμβράνης) οδηγεί στην ακανόνιστη εναπόθεση χιτίνης και 

στην εμφάνιση των παραπάνω παραμορφώσεων (129, 337). Η παρουσία του 

fenarimol και του clotrimazole προκαλεί το σχηματισμό μεγάλου αριθμού κυστιδίων 

(vesicles) στο εσωτερικό του κυτταρικού τοιχώματος του Α. nidulans. Ανάλογα 

κυστίδια έχουν αναφερθεί στο μύκητα Β. allii μετά από επίδραση με triadimefon 

(288) αλλά και στο μύκητα S. rolfsii μετά από επίδραση cyproconazole (128). Τα 

κυστίδια αυτά περιβάλλονται από μεμβράνη, για το σχηματισμό τους δε συμβάλλει 

το πλασμάλημμα. Πιθανόν η άνιση σύνθεση κυτταρικού τοιχώματος και 

κυτταροπλασματικής μεμβράνης προκαλεί ενθυλακώσεις (invaginations) της 

τελευταίας στο εσωτερικό των οποίων εγκλείεται κυτταρόπλασμα. Οι 

ενθυλακώσεις αυτές σε διαδοχικά στάδια μετατρέπονται σε σφαιρικά κυστίδια τα 
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οποία αφού αποσπασθούν από το πλασμάλημμα κατευθύνονται στο εσωτερικό 
του κυτταρικού τοιχώματος (εικ. 11 Η, θ). Το μεμβρανώδες περίβλημα των 
κυστιδίων έχει επιβεβαιωθεί από πρόσφατη δημοσίευση στην οποία 
χρησιμοποιήθηκε ειδική τεχνική χρώσης (128). Οπωσδήποτε τέτοια φαινόμενα 
αντανακλούν διαταραχή στη δομή της μεμβράνης. 

Όπως έχει αναφερθεί και σε προηγούμενες ερευνητικές εργασίες (156, 158, 
288) παρατηρείται μετά την επίδραση των EBIs αύξηση του αριθμού των 
μιτοχονδρίων και του ενδοπλασματικού δυκτίου. Αυτού του είδους οι μεταβολές 
φαίνεται ότι έχουν σχέση.με την ανάγκη του κυττάρου για εντονότερη 
μεταβολική δραστηριότητα, προκειμένου να καλυφθεί η απαραίτητη ενέργεια για 
την επί πλέον σύνθεση μεμβρανών. 

Το δικαρβοξιμιδιχό μυκητοκτόνο iprodione, αυξάνει σημαντικά τα προϊόντα 
μιτωτικού διαχωρισμού στο μύκητα Α. nidulans και η αύξηση αυτή είναι ανάλογη 
της συγκέντρωσης του φαρμάκου (πιν.6). Οπωσδήποτε η παρατηρούμενη 
γενετική δραστικότητα επιβεβαιώνει αποτελέσματα προηγούμενων ερευνητικών 
εργασιών (135, 180). Η συσχέτιση που παρατηρείται μεταξύ παρεμπόδισης της 
ανάπτυξης και αύξησης του αριθμού των μιτωτικών ανασυνδυασμών, οδηγεί στην 
άποψη ότι ο μηχανισμός, μέσω του οποίου προκαλείται ο μιτωτικός 
ανασυνδυασμός, πρέπει εν μέρει τουλάχιστον να είναι υπεύθυνος για τη 
μυκητοτοξικότητα του iprodione (135). Είναι γνωστό ότι ενώσεις που δρουν στον 
πυρήνα αυξάνουν τους μιτωτικούς ανασυνδυασμούς σε διπλοειδή στελέχη του_Α 
nidulans. Επειδή το iprodione, όπως άλλωστε και οι υπόλοιπες ενώσεις της 
κατηγορίας των αρωματικών υδρογονανθράκων και δικαρβοξιμιδικών, είναι πολύ 
αποτελεσματικό στην αύξηση των προϊόντων μιτωτικού ανασυνδυασμού στην 
καλλιέργεια του Α. nidulans συμπεραίνεται ότι παρ' όλο που και άλλες κυτταρικές 
θέσεις μπορεί να επηρεάζονται από το παραπάνω μυκητοκτόνο, αυτό πρέπει να 
δρα και σε κάποια πυρηνική λειτουργία. 

Ο Azevedo με τους συνεργάτες του, μελετώντας τη δράση του chioroneb, 
διαπίστωσαν αύξηση στην αναλογία των απλοειδών προϊόντων ανασυνδυασμού 
και εισηγήθηκε το μηχανισμό του μη αποχωρισμού των χρωματίδων κατά τη 
μιτωτική διαίρεση, που οπωσδήποτε σημαίνει δράση του μυκητοκτόνου στη 
μιτωτική άτρακτο ή σε κάποια λειτουργία που σχετίζεται μ' αυτή. Αντίθετα ο 
Kappas(179) με τα dicloran και chioroneb πήρε σοβαρές ενδείξεις ότι τα 
διπλοειδή προϊόντα ανασυνδυασμού είναι αποτέλεσμα θραύσεων - ελλείψεων και 
υποστήριξε ότι πάνω στα ίδια τα χρωματοσώματα βρίσκονται οι θέσεις δράσης 
των μυκητοκτόνων. Ενα παρόμοιο μηχανισμό πρότεινε και για τη δημιουργία των 
απλοειδών προϊόντων διαχωρισμού, αν και δεν απέκλεισε την πιθανότητα 
συμμετοχής και του μη αποχωρισμού των χρωματίδων. Συγκεκριμένα, υποστήριξε 
ότι τα απλοειδή δεν προκύπτουν από το μη αποχωρισμό των χρωματίδων γιατί 
δεν υπάρχουν διπλοειδή που να προέρχονται από το μηχανισμό αυτό. Η 
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πρόκληση όμως των θραύσεων - ελλείψεων μπορεί να εξηγήσει την προέλευση 
των απλοειδών. Είναι δυνατόν δηλαδή να γίνονται ελλείψεις σε μεγάλα τμήματα 
χρωματοσωμάτων με συνέπεια να προκύπτουν μη βιώσιμα χρωματοσώματα, οπότε 
τα κύτταρα μεταπίπτουν σε ανευπλοειδή, μια κατάσταση που κατά την Käfer 
(174) είναι εξαιρετικά ασταθής και τα κύτταρα τείνουν να χάσουν και άλλα 
χρωματοσώματα και να καταλήξουν σε ευπλοειδή. Οπωσδήποτε οι απόψεις των 
δυο αυτών ερευνητών αλληλόσυγκρούονται όσον αφορά την ανάλυση των 
προϊόντων μιτωτικού ανασυνδυασμού αλλά και τον πιθανό μηχανισμό δράσης 
αυτών των ενώσεων, είτε στη μιτωτική άτρακτο είτε στα ίδια τα χρωματοσώματα. 

Από την ανάλυση προϊόντων μιτωτικού ανασυνδυασμού, στην παρούσα 
εργασία, παρατηρείται ότι το iprodione προκαλεί αύξηση τόσο στα απλοειδή όσο 
και στα διπλοειδή προϊόντα διαχωρισμού. Τα διπλοειδή όμως φαίνεται να 
προέρχονται κυρίως από το μηχανισμό του μιτωτικού διασκελισμού (crossing -
over) και λιγότερο από το μηχανισμό του μη αποχωρισμού των χρωματίδων (non -
disjunction). Τα αποτελέσματα αυτά προσεγγίζουν περισσότερο τις απόψεις του 
Kappas για τη δράση του iprodione πάνω στα ίδια τα χρωματοσώματα. 

Με το οπτικό μικροσκόπιο δεν είναι δυνατόν να διαπιστωθεί αν η γενετική 
δραστικότητα οφείλεται σε μιτωτικό διασκελισμό. Αντίθετα αν οφείλεται σε μη 
αποχωρισμό των χρωματίδων, η άλλη ανώμαλη πυρηνική διαίρεση αυτό μπορεί να 
επιβεβαιωθεί στο επίπεδο του οπτικού μικροσκοπίου, όπως άλλωστε συνέβη και 
με τα βενζιμιδαζολικά και τους EBIs (παρούσα εργασία, 83). 

Οι πυρήνες στις υφές του μύκητα Α. nidulans που αναπτύχθηκαν παρουσία 
iprodione, ακολουθούν τον τυπικό τρόπο διαίρεσης που αναφέρθηκε για τα 
κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα. Η κατανομή του χρωματοσωματικού 
υλικού παρουσιάζεται ομοιόμορφη και τα κεντροσωμάτια που αποτελούν βασικούς 
παράγοντες για την οργάνωση της ατράκτου, και επομένως για ισομερή 
καταμερισμό των χρωματοσωμάτων, εμφανίζονται συχνά στη διάρκεια της 
μιτωτικής διεργασίας (εικ. 4). Οι παρατηρήσεις αυτές φαίνεται να μην 
υποστηρίζουν τον μηχανισμό του μη αποχωρισμού των χρωματίδων, που 
υποστηρίχθηκε από τον Azevedo και τους συνεργάτες του για τη γενετική 
δραστικότητα των αρωματικών υδρογονανθράκων και δικαρβοξιμιδικών (12). 

Με την οπτική μικροσκοπία δεν εμφανίζεται σημαντική επίδραση του iprodione 
στη μορφολογία των βλαστικών σωλήνων και υφών του Α. nidulans, με εξαίρεση 
μια μΐίφή αύξηση στη διακλάδωση των υφών (branching). Αντίθετα, η ηλεκτρονική 
μικροσκοπία φανέρωσε έντονες αλλοιώσεις σε υποκυτταρικό επίπεδο, όπως: 
λύση των εσωτερικών μιτοχονδριακών μεμβρανών (cristae), καταστροφή 
τμημάτων ενδοπλασματικού δικτύου και βλάβες στην πυρηνική μεμβράνη, που 
έχουν τη μορφή ανοιγμάτων ή απομάκρυνσης της εξωτερικής από την εσωτερική 
πυρηνική μεμβράνη, (vacuolization). Αυτού του είδους οι μεταβολές, εκτός από 
τα ανοίγματα της πυρηνικής μεμβράνης, αναφέρθηκαν και σε άλλες ερευνητικές 
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εργασίες, έχουν δε αποδοθεί στην υπεροξείδωση των λιπιδίων (29, 50). Κατά την 

άποψη των Karagezyan (185) και Lyr (237), οι ελεύθερες ρίζες που προέρχονται 

απ" αυτήν την αντίδραση, όπως μονοατομικό οξυγόνο, υδροξύλιο ή υπεροξείδιο , 

και με την καλή διαλυτότητα τους στα λιπίδια, οξειδώνουν τις μεμβράνες και 

άλλες κυτταρικές κατασκευές (149, 192, 237). Κατά συνέπεια έχουμε οξείδωση 

των ακόρεστων λιπαρών οξέων και σουλφυδριλικών ομάδων (- SH) ενζύμων. Η 

εσωτερική μιτοχονδριακή μεμβράνη είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη εξ' αιτίας της 

υψηλής περιεκτικότητας σε ακόρεστα λιπαρά οξέα (228). Η λιπιδιακή 

υπεροξείδωση και η παραγωγή ελευθέρων ριζών μέσα στην πυρηνική μεμβράνη 

όχι μόνο βλάπτει τη λειτουργία της αλλά επιδρά και στο DNA προκαλώντας 

ρήγματα και ελλείψεις. Τα δεοξυριβονουκλεοτίδια είναι πολύ ευαίσθητα στο 

μονοατομικό οξυγόνο και στις ρίζες υδροξυλίου και αυτή η δράση μπορεί να 

εξηγήσει την αυξημένη συχνότητα του μιτωτικού διασκελισμού που παρατηρήθηκε 

απ' την ανάλυση των προϊόντων μιτωτικού ανασυνδυασμού στην παρούσα 

εργασία. Επιβεβαιώνει όμως και τις απόψεις του Kappas για δράση των 

δικαρβοξιμιδικών στα ίδια τα χρωματοσώματα που οδηγεί στην παρατηρούμενη 

γενετική δραστικότητα, εξ'αιτίας θραύσεων - ελλείψεων (179). 

Οπωσδήποτε, και οι λύσεις της συνέχειας της πυρηνικής μεμβράνης είναι 

πολύ πιθανόν να συμβάλλουν στη γενετική δραστικότητα μυκητοκτόνου, αφού 

υπάρχει το ενδεχόμενο να πραγματοποιείται απώλεια χρωματοσωματικού υλικού 

μέσω αυτών. Σε μια τέτοια περίπτωση προκύπτουν κύτταρα σε κατάσταση 

ανευπλοειδισμού που οδηγεί γρήγορα κατά την Käfer με παραπέρα απώλεια 

χρωματοσωμάτων, στην κατάσταση του απλοειδισμού (174). 

Από τα φθαλιμίδία επιλέχθηκε για μελέτη στην παρούσα εργασία το captato!, 

η επίδραση του οποίου στο σωματικό διαχωρισμό των διπλοειδών στελεχών του 
* 

μύκητα Α. nidulans διερευνήθηκε πρόσφατα στο εργαστήριο Φυτοπαθολογίας του 

Γ. Π. Α. (363). Οπως αναφέρθηκε στην Εισαγωγή , η ομάδα αυτή των χημικών, 

ενώσεων αντιδρά με πρωτεΐνες που στα μόρια τους περιέχουν σουλφυδριλικές 

ομάδες (209, 226, 257): Οπωσδήποτε τέτοια μη εξειδικευμένη δράση είναι 

υπεύθυνη για παρεμπόδιση πολλών μεταβολικών λειτουργιών τρυ κυτΓάρου που 

κατά καιρούς έχουν αναφερθεί (164, 259, 291) και που καθορίζουν τη 

μυκητοτοξικότητα αυτών των μυκητοκτόνων. 

Προηγούμενες μελέτες διαπίστωσαν ότι τα captar) και folpet, ενώσεις 

συγγενείς του captafol, αυξάνουν σημαντικά τη συχνότητα μιτωτικών 

ανασυνδυασμών του διπλοειδούς στελέχους του μύκητα Α. nidulans (179) και 

επιπλέον, προκαλούν μεταλλαγές σε διάφορα μικροβιακά συστήματα, κυρίως 

βακτήρια (215,328). 

Το captafol, σε συγκεντρώσεις ελάχιστα τοξικές στον Α. nidulans αυξάνει 

σημαντικά τον αριθμό των διπλοειδών ανασυνδυασμών που προέρχονται από 

μιτωτικό διασκελισμό (crossing - over) (363). Σε μεγαλύτερες όμως 
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συγκεντρώσεις αυξάνει τα απλοειδή που προέρχονται από το μηχανισμό του μη 
αποχωρισμού των χρωματίδων (non - disjunction) (363). Οι παρατηρήσεις με το 
οπτικό και το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διαπίστωσαν ότι η μικρή συγκέντρωση του 
captafol (0.075μ9/ ml) δεν προκαλεί αλλαγές στη μορφολογία, στη λεπτή δομή και 
στη λειτουργία της μίτωσης στον Α. nidulans. Εξαίρεση αποτέλεσε μόνο η 
παρουσία ελαφρός διόγκωσης στα κορυφαία τμήματα βλαστικών σωλήνων και 
υφών που γίνεται εντονότερη, ιδίως σε παρατεταμένο χρόνο παρουσίας του 
μυκητοκτόνου. Κατά πάσα πιθανότητα τέτοια επίδραση είναι αποτέλεσμα 
επέμβασης σε κάποια ή κάποιες πρωτείνες της κυτταροπλασματικής μεμβράνης 
που περιέχουν σουλφυδριλικές ομάδες και λαμβάνουν μέρος στη σύνθεση του 
κυτταρικού τοιχώματος. Η παρουσία των τυπικών σταδίων της μιτωτικής 
διεργασίας, στα οποία αναφερθήκαμε όταν περιγράψαμε τη μίτωση σε κονίδια 
που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα, ήταν εμφανής. Παρατηρούνται κεντροσωμάτια, 
άτρακτος και θυγατρικοί πυρήνες με ομοιόμορφη κατανομή, χρωματοσωματικού 
υλικού. Η ηλεκτρονική μικροσκοπία, κατ' ανάλογο τρόπο, επιβεβαίωσε την 
παρουσία πυρήνων με ομοιόμορφη ηλεκτρονική πυκνότητα που οπωσδήποτε 
υποστηρίζει την άποψη για κανονικό διαχωρισμό των χρωματοσωμάτων στη 
διάρκεια της μίτωσης παρουσία μικρών συγκεντρώσεων captafol. Τα 
αποτελέσματα αυτά σε συνδυασμό με το ότι με οπτική και ηλεκτρονική 
μικροσκοπία δεν είναι δυνατόν να παρατηρηθεί μιτωτικός διασκελισμός, σε 
περίπτωση ενδοπυρηνικής μίτωσης, ενισχύουν οπωσδήποτε τα δεδομένα της 
γενετικής ανάλυσης, ότι δηλαδή ο μηχανισμός αυτός είναι υπεύθυνος για την 
γενετική δραστικότητα. 

Οι Couch και Siegel (77) διαπίστωσαν ικανότητα δέσμευσης των φθαλιμιδίων 
στις ιστόνες με αποτέλεσμα αποσταθεροποίηση της δομής του*DNA και αύξηση 
της συχνότητας των θραύσεων από τη δράση κυτταρικών ενζύμων. Τέτοια δράση 
στα ίδια τα χρωματοσώματα μπορεί οπωσδήποτε να εξηγήσει το αυξημένο 
ποσοστό μιτωτικού διασκελισμού που παρατηρείται παρουσία captafol 0.075μς/ 
ml. 

Στη μεγαλύτερη συγκέντρωση του μυκητοκτόνου (0.15μς/ ml) διαπιστώθηκαν 
σημαντικές αλλαγές που αφορούσαν κυρίως τη διαίρεση του πυρήνα. Με την 
οπτική μικροσκοπία, σε πολύ λίγες περιπτώσεις παρατηρήθηκαν τα τυπικά στάδια 
της μιτωτικής διεργασίας με έκθεση στη συγκέντρωση αυτή του μυκητοκτόνου. Οι 
πυρήνες παρουσίαζαν διαφορετική ποσότητα και πυκνότητα χρωματοσωματικού 
υλικού όπως επίσης και ανομοιόμορφη κατανομή κατά μήκος των υφών. Με την 
ηλεκτρονική μικροσκοπία διαπιστώθηκε διαίρεση του πυρήνα με σχηματισμό 
λοβού που έχει διαφορετική ηλεκτρονική πυκνότητα. Δεδομένου ότι δεν 
παρατηρούνται βλάβες στην πυρηνική μεμβράνη φαίνεται ότι το captafol , σε 
συγκεντρώσεις που προκαλούν μεγάλη παρεμπόδιση στην αύξηση του Α. nidulans 
επηρεάζει άμεσα κατά κάποιο τρόπο τη δομή ή λειτουργία της μιτωτικής · 
ατράκτου. 
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Ο μηχανισμός δράσης των βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων είναι γνωστός 

σήμερα και συνίσταται στην παρεμπόδιση του πολυμερισμού των υπομονάδων 

της τουμπουλίνης, του δομικού συστατικού των μικροσωληνίσκων της μιτωτικής 

ατράκτου αλλά και άλλων κατασκευών στο εσωτερικό του κυττάρου. Η παρεμβολή 

αυτή επηρεάζει την πυρηνική διαίρεση και άλλες λειτουργίες που βασίζονται στην 

παρουσία μικροσωληνίσκων όπως επίσης και τη μορφολογία του κυττάρου (91,92, 

289,349). 

To benomyl ουσιατικά, ήταν το πρώτο γεωργικό φάρμακο που βρέθηκε να 

αυξάνει δραματικά τον αριθμό των εγχρώμων τομέων στις αποικίες 

ετεροζύγωτων διπλοειδών στελεχών του Α. nidulans (84, 146). Η συγκεκριμένη 

παρατήρηση αποτέλεσε την πρώτη ένδειξη για δράση του παρεμποδιστή στη 

λειτουργία της μίτωσης. Το γεγονός ότι αύξηση των εγχρώμων τομέων 

παρατηρείται και σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις, οι οποίες προκαλούν μικρή 

μόνο παρεμπόδιση της αύξησης και επίσης το ότι με την αύξηση των 

συγκεντρώσεων έχουμε παράλληλα αύξηση της τοξικότητας και της γενετικής 

δράσης, οδήγησε στην άποψη ότι η τοξικότητα του benomyl σχετίζεται με τη 

γενετική δράση. 

Ανάλυση των προϊόντων μιτωτικής διάσχισης έδειξε ότι το benomyl προκαλεί 

αύξηση τόσο των απλοειδών όσο και των διπλοειδών προϊόντων μιτωτικού 

διαχωρισμού στα διπλοειδή στελέχη του Α. nidulans που προκύπτουν- από τον 

μηχανισμό του μη αποχωρισμού των χρωματίδων (178). Η δράση αυτή οφείλεται 

στο μη σχηματισμό της μιτωτικής ατράκτου και οδηγεί στον ανώμαλο καταμερισμό 

των χρωματοσωμάτων στους θυγατρικούς πυρήνες (183). 

Στη μελέτη μας χρησιμοποιήσαμε το benomyl για να δούμε την επίδραση των 

βενζιμιδαζολικών μυκητοκτόνων, με το γνωστό μηχανισμό δράσης, στη δομή του 

κυττάρου και περισσότερο στη διαίρεση του πυρήνα με οπτική και ηλεκτρονική 

μικροσκοπία. Με την οπτική μικροσκοπία διαπιστώθηκαν σημαντικές 

παραμορφώσεις στους βλαστικούς σωλήνες των κονιδίων εξ' αιτίας της 

παρουσίας benomyl. Ο παρεμποδιστής αυτός προκαλεί διόγκωση και 

παραμόρφωση των βλαστικών σωλήνων του μύκητα Α. nidulans. ενώ παράλληλα 

διαπιστώνεται και αύξηση των διακλαδώσεων (branching). Ανάλογες 

παρατηρήσεις για την δράση του benomyl είχαν αναφερθεί απο τους Richmond 

και Pring (290) σε έναν άλλο μύκητα, τον Β. fabae. Προφανώς, οι επιδράσεις 

αυτές οφείλονται στην παρεμπόδιση σχηματισμού των μικροσωληνίσκων που 

συμμετέχουν στη μεταφορά υλικών του τοιχώματος και άλλων συστατικών ή 

ακόμα στην αποδιοργάνωση των " μυτερών σωματίων " (spinzenkorpers) που 

συμβάλλουν σημαντικά στην επέκταση των υφών (166). 

Το γεγονός ότι τα βενζιμιδαζολικά μυκητοκτόνα είναι αντιμιτωτικές ουσίες, 

έχουν δηλαδή σαν θέση δράσης τη λειτουργία της μίτωσης, οπωσδήποτε 

προϋποθέτει δυσμενείς επιδράσεις στη διαίρεση του πυρήνα/Ετσι, ενώ στα 
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κονίδια του μύκητα Α. nidulans που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα διαπιστώνονται 

κανονικά τα στάδια της μιτωτικής διεργασίας, στις υφές που αναπτύχθηκαν 

παρουσία benomyl τα στάδια αυτά δεν παρατηρούνται. Οι θυγατρικοί πυρήνες 

εμφανίζονται με διαφορετικές μάζες χρωματοσωματικού υλικού εξ' αιτίας της 

αναστολής σχηματισμού της μιτωτικής ατράκτου και επομένως της αδυναμίας για 

ισομερή καταμερισμό των χρωματοσωμάτων στους νεοσχηματισθέντες πυρήνες 

(83).· . . ' • 

Με την ηλεκτρονική μικροσκοπία και παρουσία benomyl επίσης δεν 

παρατηρήθηκαν τα τυπικά στάδια της μιτωτικής διεργασίας όπως συνέβαινε στα 

κονίδια που βλάστησαν σε υλικό μάρτυρα. Αντίθετα οι πυρήνες εμφανίζονταν με 

παραμορφώσεις διαφόρων ειδών. Είναι πιθανόν τα κυτταρικά αυτά οργανίδια εξ' 

αιτίας αναστολής σχηματισμού των μικρόσωληνίσκων της μιτωτικής ατράκτου, να 

προσπαθούν να ολοκληρώσουν την πυρηνική διαίρεση σχηματίζοντας 

ανισομεγέθεις λοβούς, ανώμαλες επιμηκύνσεις με τυχαίες στενώσεις και 

συσφίγξεις που ώς επί τρ πλείστον οδηγούν στο σχηματισμό θυγατρικών 

πυρήνων με διαφορετική ηλεκτρονική πυκνότητα. 

Η παρούσα εργασία έδειξε ότι τα αποτελέσματα της γενετικής ανάλυσης των 

μιτωτικών ανασυνδυασμών του διπλοειδούς στελέχους HA του Α. nidulans, που 

προκύπτουν από τη δράση μυκητοκτόνων απο διαφορετικές χημικές ομάδες 

επιβεβαιώνονται και συμπληρώνονται από τις μελέτες : μας με οπτική και 

ηλεκτρονική μικροσκοπία. Στην περίπτωση μάλιστα, των EB!s η γενετική δράση 

επιβεβαιώθηκε και από μελέτες σε κυτταροκαλλιέργειες θηλαστικών. Η οπτική και 

ηλεκτρονική μικροσκοπία είναι σε θέση να διαπιστώσουν ποιες ενώσεις 

προκαλούν μη αποχωρισμό χρωματοσωμάτων, αφού ένας τέτοιος μηχανισμός 

γενετικής δραστικότητας στο μεν επίπεδο της οπτικής μικροσκοπίας οδηγεί στην 

εμφάνιση πυρήνων που έχουν διαφορετική πυκνότητα και ποσότητα 

χρωματοσωματικού υλικού στο δε επίπεδο της ηλεκτρονικής μικροσκοπίας 

οδηγούν στην εμφάνιση θυγατρικών πυρήνων με ανομοιόμορφη ηλεκτρονική 

πυκνότητα. Επομένως η οπτική και ηλεκτρονική μικροσκοπία μπορεί να 

χρησιμοποιηθούν εξίσου αποτελεσματικά με τη μέθοδο της γενετικής ανάλυσης 

για την εξακρίβωση μιτωτικών ανωμαλιών, όπως π.χ. συμβαίνει με τα μυκητοκτόνα 

fenarimol .clotrimazole, captafol και benomyl. Η γενετική ανάλυση πλεονεκτεί στο 

ότι έχει τη δυνατότητα να διπαπιστώσει μηχανισμό γενετικής δραστικότητας που 

οφείλεται σε μιτωτικό διασκελισμό (crossing - over) που όμως δεν αναγνωρίζεται 

με την οπτική και ηλεκτρονική μικροσκοπία (iprodione , captafol). Η επίδραση των 

EBIs, στις γενετικές διεργασίες οργανισμών όπως ο Α. nidulans ή ο C.griseus 

(Chinese hamster) εκ πρώτης όψεως μας προσανατολίζει να τα θεωρήσουμε 

ύποπτα ως επικίνδυνα για τον άνθρωπο και το περιβάλλον του. Η δράση του 

φθαλιμιδικού μυκητοκτόνου captafol που μελετήθηκε στην παρούσα εργασία και 

το οποίο παρουσιάζει έντονη γενετική δραστικότητα στον Α. nidulans 
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έχει ηδη αποσυρθεί από την κυκλοφορία σε πολλές χώρες, μεταξύ των οποίων 
και η Ελλάδα, εξ' αιτίας του ότι έχει βρεθεί να είναι τερατογόνο - μεταλλαξογόνο 
σε ανώτερους οργανισμούς (77). Η λήψη όμως μιας απόφασης που θα οδηγεί 
στην απομάκρυνση αυτών των μυκητοκτόνων από την κυκλοφορία πρέπει να είναι 
αποτέλεσμα αξιολόγησης ;δεδομένων από εκτενέστερες ερευνητικές 
προσπάθειες στις οποίες θα αναφερθούμε λεπτομερέστερα παρακάτω και από 
τις οποίες θα μπορέσουν να προκύψουν πιο ολοκληρωμένα συμπεράσματα όσον 
αφορά τους πραγματικούς κινδύνους για τον άνθρωπο. Πάντως το γεγονός ότι 
παρουσιάζεται γενετική δράση σε συστήματα όπως τα παραπάνω, πρέπει να το 
θεωρήσουμε σαν ένδειξη ότι τα μυκητοκτόνα αυτά είναι τουλάχιστον ύποπτα 
πρόκλησης δυσμενών επιδράσεων στον άνθρωπο και το περιβάλλον γενικότερα. 

Ασφαλώς η εκτίμηση των πραγματικών κινδύνων δεν μπορεί να προκύψει 
μόνο από πειραματικά δεδομένα της' μορφής που η παρούσα εργασία 
διαπραγματεύεται. Οι εν λόγω χημικοί παράγοντες, με εξαίρεση τα fenarimo!, 
clotrimazole, εδοκιμάσθηκαν για τη γενετική τους δράση σε βιολογικό σύστημα 
που δεν αρκεί μόνο του για να εξαχθούν θετικά και σαφή συμπεράσματα για 
ανάλογη δράση αυτών στον άνθρωπο. Η χρησιμοποίηση συστημάτων 
μικροοργανισμών δεν μπορεί να δώσει σαφείς πληροφορίες που να αφορούν 
ανώτερους οργανισμούς, γιατί πολλές χημικές ενώσεις που είναι δραστικές σε 
μικροοργανισμούς μπορεί να αποτοξικοποιούνται σε ανώτερους οργανισμούς ή 
και το αντίθετο. Οποιαδήποτε βέβαια προσπάθεια συμβολής στο θέμα γενετικής 
δράσης χημικών παραγόντων με τη χρησιμοποίηση αξιόπιστου και 
αποτελεσματικού συστήματος, έστω και αν τα συμπεράσματα εξ' αυτού δεν 
μπορούν να γενικευθούν αποτελεί θετική και αξιόλογη, συνεισφορά. 

Τια τους παρεμποδιστές βιοσύνθεσης εργοστερόλης fenarimcl, clotrimazole, 
και γενικότερα ίσως όλες τις. ενώσεις αυτής της κατηγορίας, πρέπει να υπάρξει 
προβληματισμός όσον αφορά πιθανούς κινδύνους στον άνθρωπο και τούτο γιατί -
προκαλούν μιτωτικές ανωμαλίες και σε κυτταροκαλλιέργεια θηλαστικού, του 
οποίου η κυτταροβιολογία είναι ευνόητο ότι προσεγγίζει περισσότερο αυτή του 
ανθρώπου. Δεδομένου δε ότι πολλοί EBIs όπως το clotrimazole χρησιμοποιούνται 
για τη καταπολέμηση δερματικών παθήσεων του ανθρώπου (μυκητιάσεις), ο 
κίνδυνος είναι ιδιαίτερα αυξημένος, Όπως προαναφέρθηκε, χρειάζεται 
εκτεταμένη διερεύνηση με περαιτέρω πειράματα για να αποκτηθεί ολοκληρωμένη 
εικόνα των πιθανών κινδύνων που συνεπάγεται η χρήση τους στη γενετική 
σύσταση. Συνήθως τα πειράματα που σχετίζονται με γενετική- καρκινογόνο 
δράση κάποιας ένωσης μυκητοκτόνου εκτός των δοκιμασιών μεταλλαξιγένεσης, 
που αφορούν δοκιμές σε κύτταρα θηλαστικών για την εξακρίβωση χρωμοσωμικών 
ανωμαλιών όπως και μικροβιακές δοκιμές, με μεταβολική ενεργοποίηση και μη για 
την εξακρίβωση μεταβολών στο γένωμα, πραγματοποιούνται και τα παρακάτω: 
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α.- Δοκιμές για την επίδραση σπην αναπαραγωγή, συμπεριλαμβανομένων των 

επιδράσεων στη γονιμότητα και στα έμβρυα (εμβρυοτοξικότητα, τερατογένεση). 

β.- Στοιχεία για τη συμπεριφορά του φαρμάκου στο σώμα των θερμόαιμων 

(απορρόφηση, κατανομή, εμμονή, μεταβολισμός, αποβολή). 

γ.-.Δοκιμές χρόνιας τοξικότητας που γίνονται με χορήγηση του γεωργικού 

φαρμάκου στα πειραματόζωα (κυρίως λευκός επίμυς) και περιλαμβάνουν 

παρατηρήσεις στη συμπεριφορά και την εξωτερική εμφάνιση των ζώων, στη λήψη 

της τροφής και το βάρος τους, αιματολογικές και βιοχημικές εξετάσεις και τέλος 

ιστοπαθολογικές εξετάσεις. 

Επιπλέον χρησιμοποιούνται παρασκευάσματα μικροσωμάτων θηλαστικών σε 

συνδυασμό με συστήματα μικροοργανισμών για τη δοκιμή διαφόρων χημικών 

παραγόντων και τον έλεγχο της πιθανότητας μετατροπής των σε γενετικά 

δραστικά ή μη προϊόντα μετά από μεταβολισμό τους. 

Τα φυτοφάρμακα σήμερα αποτελούν το επίκεντρο του ενδιαφέροντος εξ' 

αιτίας των δυσμενών επιδράσεων τους στο οικοσύστημα. Όμως για την 

αξιολόγηση τους θα πρέπει να λαμβάνονται υπ' όψη όχι μόνο τα αρνητικά τους 

σημεία αλλά και η θετική προσφορά τους στο σημαντικό τομέα της διατροφής 

του ανθρώπου. Ιδιαίτερα θα πρέπει να ληφθεί υπ' όψιν ότι σήμερα με τους 

αυστηρούς ελέγχους και τους εξίσου αυστηρούς περιορισμούς που προϋποθέτει 

η έγκριση φυτοφαρμάκων, οι αρνητικές επιδράσεις στο περιβάλλον πρέπει να 

αποδοθούν κατά κύριο,λόγο στην εντατική και αλόγιστη χρήση από τους 

καλλιεργητές και πολύ λιγότερο στην καθ' αυτό τοξική δράση των ενώσεων σε 

ανώτερους οργανισμούς. Τα φυτοφάρμακα απετέλεσαν, αποτελούν και φαίνεται 

ότι θα-αποτελούν για σημαντικό διάστημα στο μέλλον τον κύριο τρόπο 

αντιμετώπισης των εχθρών και ασθενειών των καλλιεργειών. Είναι σύμμαχοι του 

ανθρώπου στην προσπάθεια του να εξασφαλίσει επάρκεια αγαθών, εφ' όσον 

βέβαια χρησιμοποιούνται με μέτρο και μεθοδικότητα. Επί πλέον θα πρέπει να 

ληφθή υπ' όψτί ότι ο άνθρωπος δε βρίσκεται μόνο υπό την απειλή των χημικών 

ενώσεων που παρασκευάζει ο ίδιος. Στο φυσικό του περιβάλλον υπάρχει πλήθος 

ουσιών εξ' ίσου ή και σε σημαντικό βαθμό πιό επικίνδυνων για την υγεία του. Για 

παράδειγμα τα φυτά παράγουν τοξίνες που εισέρχονται στον οργανισμό του 

ανθρώπου με την καθημερινή διατροφή, από τις οποίες αρκετές έχουν 

διαπιστωθεί ότι είναι καρκινογόνες. Μελέτες που έγιναν στις Η.Π.Α. 

υποστηρίζουν ότι ο άνθρωπος, καθημερινά τρώει 1500mg φυτικές τοξίνες, 

10.000 φορές δηλαδή περισσότερο από τα συνθετικά υπολείμματα 

φυτοφαρμάκων που εισάγονται στον οργανισμό του (5). 

Σήμερα καταβάλλεται μια προσπάθεια για περιορισμό της χημικής 

καταπολέμησης και ανάπτυξη άλλων μεθόδων αντιμετώπισης των ασθενειών. Σ' 

αυτή την προσπάθεια έχει δοθεί το μεγαλύτερο βάρος στη δημιουργία . 
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ανθεκτικών ποικιλιών. Όμως πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι σε μερικές 

περιπτώσεις η αποτελεσματικότητα τους βασίζεται κυρίως στην παραγωγή 

τοξινών, στα πλαίσια του αμυντικού τους μηχανισμού, που δεν είναι δυστυχώς, 

αθώες χημικές ενώσεις όπως ασφαλώς θα θέλαμε. Για παράδειγμα η 

προσπάθεια εγκατάστασης από ορισμένους βελτιωτές μιας ποικιλίας πατάτας 

ανθεκτικής σε προσβολές από έντομα εγκαταλήφθηκε εξ' αιτίας των αυξημένων 

επιπέδων σολανίνης (solanine) και κακονίνης (chaconine) δύο φυσικών 

αλκαλοειδών της πατάτας που είναι γνωστές τερατογόνες ουσίες (5).. 

Αλλά και στην υποθετική εκείνη περίπτωση που δεν γίνει καμμία προσπάθεια 

αντιμετώπισης των προσβολών, πέραν της μειωμένης παραγωγής, ο άνθρωπος 

θα εκτεθεί σε περισσότερες τοξίνες, που θα παραχθούν τόσο από τα φυτά σαν 

αντίδραση στην προσβολή τους από τα παθογόνα, όσο και από τους ίδιους τους 

μικροοργανισμούς όπως είναι για παράδειγμα οι αφλατοξίνες, επικίνδυνες 

καρκινογόνες ουσίες, που παράγονται από τον μύκητα Α. flavus. 

Σαν συμπέρασμα θα μπορούσε να λεχθεί ότι η χημική καταπολέμηση, προς 

το παρόν τουλάχιστον, πρέπει να θεωρείται η πλέον αποτελεσματική μέθοδος 

αντιμετώπισης φυτικών εχθρών και ασθενειών. Ο περιορισμός των δυσμενών 

επιδράσεων στον άνθρωπο είναι αποτέλεσμα των σωστών οδηγιών χρήσης και 

της συγκρατημένης εφαρμογής τους. Με τον τρόπο αυτό πιστεύεται ότι θα 

επιτευχθεί η επιδιωκόμενη ασφάλεια για το οικοσύστημα και η επάρκεια των 

αγαθών. 
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