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Πρόλογος

Στην παρούσα διατριβή μελετούνται σημαντικοί παράγοντες που επηρεάζουν 

την αποτελεσματικότητα των προγραμμάτων ολοκληρωμένης διαχείρισης του 

εντόμου της καρπόκαψας.
Η διατριβή αποτελείται από δυο μέρη. Στο γενικό μέρος γίνεται μερική 

επισκόπηση της βιο-οικολογίας της καρπόκαψας. Επίσης, αναψέρονται μέθοδοι 

διαχείρισης του εντόμου καθώς και ορισμένα στοιχεία για την ανθεκτικότητα σε 

εντομοκτόνα και για μεθόδους μελέτης της γενετικής των πληθυσμών του. Στο 

ειδικό μέρος περιγράφονται οι πειραματικές εργασίες που πραγματοποιήθηκαν 

στο Τμήμα Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστήμιου Θεσσαλίας και στο 

Εργαστήριο Εντομολογίας και Γεωργικής Ζωολογίας του Τμήματος Γεωπονίας και 

Αγροτικού Περιβάλλοντος του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας. Αναλύονται τα 

αποτελέσματα που βρέθηκαν, συγκρίνονται και εξάγονται συμπεράσματα.

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



6

Ευχαριστίες

Στην πραγματοποίηση της παρούσας διδακτορικής διατριβής συνέβαλαν 

διάφοροι άνθρωποι τόσο από τον ακαδημαϊκό χώρο όσο και έξω από αυτόν, τους 

οποίους θέλω να ευχαριστήσω για την πολύτιμη βοήθεια και την αμέριστη 

συμπαράσταση τους.

Θα ήθελα να εκφράσω τις θερμές μου ευχαριστίες στον επιβλέποντα Καθηγητή 

μου, τον κ. Ζήση Δ. Μαμούρη, Καθηγητή Γενετικής Ζωικών Πληθυσμών του 

Τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας για την 

πολύτιμη βοήθεια και το πραγματικό ενδιαφέρον του όλα αυτά τα χρονιά της 

συνεργασίας μας.

Θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Καθηγητή μου, τον κ. Ιωάννη Αθ. Τσιτσιπή 

Καθηγητή Εντομολογίας του Τμήματος Γεωπονίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας 

που μου έδειξε τα πρώτα βήματα στην επιστήμη της Εντομολογίας, μου δίδαξε τον 

επιστημονικό τρόπο σκέψης και συνέβαλε στην επιστημονική μου κατάρτιση.

Ιδιαίτερες ευχαριστίες εκφράζονται στην εξεταστική επιτροπή: στον Καθηγητή 

Εφαρμοσμένης Εντομολογίας-Ζωολογίας, κ. Δ. Κ. Σταμόπουλο, στην Καθηγήτρια 

Εφαρμοσμένης Εντομολογίας, κα. Δ. Προφήτου-Αθανασιάδου, στον Καθηγητή 

Γενικής και Εφαρμοσμένης Ακαρολογίας και Εντομολογίας κ. Δ. Κωβαίο, στον 

Επίκουρο Καθηγητή Μοριακής Βιολογίας κ. Κ. Ματθιόπουλο και στην Επίκουρη 

Καθηγήτρια Οικολογίας Εντόμων κα. Α. Φαντινού, για τις υποδείξεις και 

διορθώσεις της διατριβής.

Ιδιαίτερα θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Δρα Ιωάννη Μαργαριτόπουλο για την 

καθοδήγηση, το ενδιαφέρον του και τις συμβουλές κατά την διεξαγωγή των 

πειραμάτων όπως επίσης και κατά τη συγγραφή της διατριβής.

Ευχαριστίες εκφράζονται στον Δρα Κων/νο Ζάρπα για τη βοήθεια του στην 

εκτροφή και συντήρηση των εντόμων. Σημαντική ήταν η βοήθεια της Δρα 

Ευαγγελία Μόρου που με εκπαίδευσε στις βιοχημικές τεχνικές, όπως και του 

υποψηφίου διδάκτορα Παναγιώτη Σκούρα για τη βοήθειά του στη συλλογή των 

δειγμάτων.

Θα ήθελα να ευχαριστήσω την Λέκτορα Λιλίκα Σαραφίδου και τον υποψήφιο 

διδάκτορα Κων/νο Σταμάτη για τη βοήθειά τους στις μοριακές τεχνικές.
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Ευχαριστίες εκφράζονται στη Γενική Γραμμάτια Έρευνας και Τεχνολογίας της 

Ελλάδας και στην Επιτροπή της Ευρωπαϊκής Ένωσης για τη συμβολή τους στη 

χρηματοδότηση της έρευνας δια μέσου του ερευνητικού προγράμματος ΠΕΝΕΔ 

2003 «Καταγραφή της ανθεκτικότητας σε εντομοκτόνα τεσσάρων εντόμων 

μεγίστης οικονομικής σημασίας (του δάκου της ελιάς, της πράσινης αφίδας της 

ροδακινιάς, της μύγας της Μεσογείου και της καρπόκαψας του μήλου), διερεύνηση 

των μηχανισμών ανθεκτικότητας και μελέτη στοιχείων της βιο-οικολογίας τους».

Τέλος θα ήθελα να ευχαριστήσω τους γονείς μου, την αδερφή μου, την 

υποψήφια διδάκτορα Ευαγγελία Κουτσογιαννούλη και τον προπτυχιακό φοιτητή 

Στυλιανό Μπουλινάκη για τη συμπαράσταση, την ενθάρρυνση και την κατανόηση 

που έδειξαν όλο αυτό το διάστημα.
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Περίληψη

Η καρπόκαψα των μηλοειδών, Cydia pomonella (Linnaeus) (Lepidoptera: 

Tortricidae), είναι ο σημαντικότερος εχθρός της μηλιάς. Είναι είδος διαδεδομένο 

σχεδόν σε όλο τον κόσμο και εμφανίζει μεγάλη ικανότητα προσαρμογής σε 

διάφορες περιβαλλοντικές συνθήκες. Παρόλο που στην Ελλάδα η καρπόκαψα 

είναι εχθρός μεγίστης οικονομικής σημασίας, δεν υπάρχει καμία ολοκληρωμένη 

μελέτη σχετικά με την οικολογία και την καταπολέμηση της.

Στο γενικό μέρος της διατριβής γίνεται βιβλιογραφική επισκόπηση της βιο- 

οικολογίας της καρπόκαψας, C. pomonella. Επίσης, αναφέρονται μέθοδοι 

διαχείρισης του εντόμου, ορισμένα στοιχεία για την ανθεκτικότητα των εντόμων 

στα εντομοκτόνα και μέθοδοι μελέτης της γενετικής των πληθυσμών τους. Το 

πειραματικό μέρος αφορά στη μελέτη σημαντικών παραγόντων που επηρεάζουν 

την αποτελεσματικότητα των προγραμμάτων ολοκληρωμένης διαχείρισης του 

εντόμου. Συγκεκριμένα, αξιολογήθηκαν τρία μοντέλα πρόγνωσης εμφάνισης του 

εντόμου και δύο σιτηρέσια, για την μαζική εκτροφή προνυμφών σε εργαστηριακές 

συνθήκες. Επίσης, μελετήθηκε η ανθεκτικότητα σε διάφορα εντομοκτόνα σε 

πληθυσμούς από διαφορετικούς ξενιστές και περιοχές της Ελλάδας. Διερευνήθηκε 

η ικανότητα πτήσης του εντόμου καθώς και ο αριθμός των γενεών του σε κύριες 

μηλοπαραγωγικές περιοχές της Ελλάδας. Τέλος μελετήθηκε η γενετική δομή 

πληθυσμών της καρπόκαψας από διάφορες περιοχές και ξενιστές.

Αξιολογήθηκαν τρία μοντέλα πρόγνωσης εμφάνισης της καρπόκαψας στην 

περιοχή Αγιάς Λάρισας και Ζαγοράς Μαγνησίας. Κανένα από τα τρία μοντέλα δεν 

μπόρεσε να προσομοιώσει με ακρίβεια την εμφάνιση των φυσικών πληθυσμών 

του εντόμου στις δυο περιοχές. Από τις συλλήψεις αρσενικών σε φερομονικές 

παγίδες διαπιστώθηκε ότι στην Αγιά υπάρχουν τέσσερις γενεές το έτος, ενώ στη 

Ζαγορά τρεις ή τέσσερις γενεές ανάλογα με το έτος. Σε εργαστηριακά πειράματα, 

διαπιστώθηκε ότι το σιτηρέσιο «Manduca Premix-Heliothis Premix» ήταν 

καταλληλότερο από το σιτηρέσιο Ivaldi-Sender για την μαζική εκτροφή των 

προνυμφών της καρπόκαψας.

Με την εφαρμογή διαγνωστικών δόσεων, σε διάφορα στάδια του εντόμου, 

διερευνήθηκε η ανάπτυξη ανθεκτικότητας σε δέκα εντομοκτόνα σε πληθυσμούς 

από κύριες μηλοπαραγωγικές περιοχές της Ελλάδας. Διαπιστώθηκε μειωμένη 

αποτελεσματικότητα των περισσοτέρων από τα εντομοκτόνα εκτός του
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methoxyfenozide. Διασταυρούμενη ανθεκτικότητα παρουσιάστηκε μεταξύ 

οργανοφωσφορικών, πυρεθροειδών και ρυθμιστών ανάπτυξης. Βρέθηκε ότι ο 

κύριος μηχανισμός που εμπλέκεται στην ανθεκτικότητα στους ελληνικούς 

πληθυσμούς είναι η αυξημένη δραστικότητα των οξειδασών μικτής λειτουργίας 

(MFO), ενώ δεν ανιχνεύθηκε kdr ανθεκτικότητα και τροποποιημένη 

ακετυλχολινεστεράση (AChE).

Η ικανότητα πτήσης του εντόμου μελετήθηκε με εξαπόλυση σημασμένων 

αρσενικών και θηλυκών ενηλίκων και επανασύλληψη σε παγίδες τύπου Δέλτα που 

περιείχαν καϊρομόνη και σεξουαλική φερομόνη (Mark-Release-Recapture, MRR). 

Επιπλέον, η διασπορά της καρπόκαψας μελετήθηκε με την ανάλυση συγγένειας 

(kinship analysis) σε δείγματα από μηλεώνες με τη χρήση 11 μικροδορυφορικών 

δεικτών DNA. Διαπιστώθηκε και με τις δύο μεθόδους ότι η πλειονότητα των 

ατόμων μετακινείται σε σχετικά μικρή απόσταση (40m με την MRR και 80m με την 

ανάλυση συγγένειας). Λίγα μόνο άτομα συνελήφθησαν σε απόσταση 80m, ενώ με 

την ανάλυση συγγένειας βρέθηκε ότι ορισμένα θηλυκά μετακινήθηκαν και σε 

απόσταση 240m.

Με την χρήση 11 μικροδορυφορικών δεικτών DNA διερευνήθηκε η γενετική 

δομή εννιά Ελληνικών και έξι Γαλλικών πληθυσμών της καρπόκαψας από τρεις 

ξενιστές (μηλιά, αχλαδιά, καρυδιά). Οι πληθυσμοί διαχωρίστηκαν σε δύο γενετικές 

ομάδες, η μια περιελάμβανε τους πληθυσμούς από την Ελλάδα και η άλλη αυτούς 

από τη Γαλλία. Δεν διαπιστώθηκε σημαντική γενετική διαφοροποίηση μεταξύ των 

Ελληνικών πληθυσμών που συλλέχθηκαν από διάφορες περιοχές και ξενιστές. Το 

ίδιο φαινόμενο παρατηρήθηκε και στους Γαλλικούς πληθυσμούς. Η υψηλή 

γονιδιακή ροή που παρατηρήθηκε μεταξύ των πληθυσμών σε κάθε χώρα δεν 

μπορεί να ερμηνευθεί από την ικανότητα διασποράς του εντόμου, γιατί όπως 

διαπιστώθηκε το έντομο δεν μετακινείται συνήθως σε μεγάλες αποστάσεις. Οι 

πιθανότερες αιτίες του φαινόμενου αυτού είναι ανθρώπινη δραστηριότητα και το 

εμπόριο.
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Abstract

The codling moth, Cydia pomonella (Linnaeus) (Lepidoptera: Tortricidae), is the 

major pest of apple cultivation in many parts of the world. The species has 

achieved a nearly global distribution due to its successful adaptation to different 

environmental conditions Although codling moth is an economically important 

insect pest in Greece, there is not any detailed study on its ecology and control.

The aim of the present thesis was the study of various factors that influence the 

effectiveness of Integrated Pest Management programs. Particularly, the 

insecticide resistance in various populations from mainland Greece was examined 

along with aspects of the species population genetics and its dispersal ability. In 

addition, the reliability of three phenology models was evaluated and the moth 

phenology was investigated in major apple growing regions of Greece. Lastly, the 

suitability of two artificial diets in codling moth mass rearing systems was 

evaluated.

Laboratory experiments revealed that «Manduca Premix-Heliothis Premix» 

media was more suitable for larval mass-rearing than Ivaldi-Sender, as larvae 

grew faster and attained higher weight at the pupal stage. None of the three 

phenology models examined simulated accurately the phenology of codling moth 

in two major apple-growing regions, i.e., Aghia, Larissa and Zagora, Magnesia. 

The flight curves showed the existence of four generations in Aghia and three or 

four in Zagora.

The resistance of codling moth populations to ten insecticides of various 

chemical classes was explored by the application of discriminating doses to 

different developmental stages of the insect. Various levels of resistance were 

observed in almost all the insecticides examined and with methoxyfenozide being 

the most efficient one. In addition, cross-resistance was observed between 

organophosphates pyrethroids and growth regulators. Biochemical assays 

revealed that the main mechanism involved in resistance in Greek populations is 

the elevated activity of mixed-function oxidases (MFOs). On the other hand, no kdr 
resistance or Ache mutations were found in the populations examined.

The flight capacity of both male and female moths was studied through mark- 

release-recapture experiments (MRR) using pheromone and kairomone-baited 

delta traps. In addition, the moth dispersal was examined by kinship analysis of
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collected larvae based on microsatellite genotyping DNA analysis. Both 

approaches demonstrated a low dispersal distance for the majority of individuals 

(40m and 80m for MRR method and kinship analysis, respectively). Only a low 

percentage of individuals appear to disperse in longer distance, reaching either 

80m (MRR method) or 240m (kinship analysis).

Finally the genetic variation and structure of codling moth populations from 

different hosts (apple, peach, and walnut) and regions of Greece and France as 

well as from different hosts was investigated by the application of 11 microsatellite 

DNA markers. Results showed that populations can be distinguished in two main 

groups. The first included the samples from Greece and the second those from 

France. The analysis also revealed that the populations from Greece were not 

genetically differentiated. The same was observed in populations from France. 

Although these results imply the occurrence of extensive gene flow, they cannot 

be interpreted by the insect dispersal that has been determined to be very limited. 

Therefore, this gene-flow could be attributed to man activities including commerce
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Α'. Γενικό Μέρος
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1. Στοιχεία βιο-οικολογίας του Cydia pomonella

1.1. Ταξινόμηση και μορφολογία

Η πρώτη αναφορά για την καρπόκαψα δημοσιεύτηκε το 1635 από τον 

Netherlander Lean Goedaerdt και περιείχε απεικονίσεις της προνύμφης και των 

ενηλίκων. Το 1747 δόθηκε στο έντομο το όνομα «codling moth» από τον Wilkes. Η 

ταξινόμηση του είδους Cydia pomonella (Linnaeus) είναι η ακόλουθη:

Βασίλειο: Animalia 

Κλάση: Insecta 

Υπόκλαση: Endopterygota 

Τάξη: Lepidoptera 

Υπεροικογένεια: Tortricoidea 

Οικογένεια: Tortricidae

Το είδος έχει 2η = 56 χρωμοσώματα με το θηλυκό άτομο να έχει δύο 

διαφορετικά φυλετικά χρωμοσώματα (WZ) και το αρσενικό δύο ίδια (ΖΖ).

Το ενήλικο έχει μήκος 7-1 Ocm και άνοιγμα πτερύγων 14-24mm. Το σώμα και τα 

εξαρτήματά του (πτέρυγες, πόδια και κεραίες) καλύπτονται από χαρακτηριστικές 

πεπλατυσμένες τρίχες που ονομάζονται λέπια. Έχουν χιτινισμένο εξωσκελετό, 

εύκαμπτο και μαλακό και σώμα σαφώς διακρινόμενο σε κεφάλι, θώρακα και 

κοιλιά. Η κεφαλή είναι μικρή και φέρει στοματικά μόρια διαμορφωμένα σε μυζητική 

προβοσκίδα που σχηματίζεται με επιμήκυνση και συνένωση των εξωτερικών 

λοβών των κάτω γνάθων. Οι κεραίες είναι ροπαλοειδείς και οι σύνθετοι οφθαλμοί 

καλά αναπτυγμένοι (Horak 1991). Φέρει τέσσερις μεμβρανοειδείς πτέρυγες 

κατάλληλες για πτήση που στο κέντρο τους σχηματίζεται μεγάλο δυσειδές κύτταρο 

από το οποίο προβάλλουν 10 νεύρα της πρόσθιας και εξι της οπίσθιας πτέρυγας 

(Εικόνα 1.1.).

Οι πρόσθιες πτέρυγες, που είναι μεγαλύτερες από τις οπίσθιες, έχουν χρώμα 

τεφρό ή τεφροκαστανό και λεπτές εγκάρσιες ή καστανόμαυρες γραμμώσεις. Σε 

πολλά άτομα το βασικό 1/3 περίπου μέρος των πρόσθιων πτερύγων είναι σαφώς 

πιο σκοτεινό από το μεσαίο. Κοντά στην κορυφή και προς την πυγαία γωνιά τους, 

οι πρόσθιες πτέρυγες έχουν μια σχετική σκοτεινόχρωμη κηλίδα, το speculum. Η 

χαρακτηριστική αυτή κηλίδα έχει χρώμα καστανό και πλαισιώνεται από δύο 

μπρούτζινες και λαμπερές γραμμές σε σχήμα παρένθεσης. Η εσωτερική (προς το
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κέντρο της πτέρυγας) γραμμή έχει δίπλα και κατά μήκος της μια στενή μαύρη 

ζώνη. Κατά μήκος της πρόσθιας παρυφής (costa) των πρόσθιων πτερύγων, 

υπάρχουν μικρές σκοτεινές καμπύλες γραμμές σε σχήμα κόμματος, που γίνονται 

πιο έντονες στο ακραίο ήμισυ της πτέρυγας. Οι κροσσοί είναι χρώματος χρυσάφι. 

Οι οπίσθιες πτέρυγες έχουν χρώμα καστανό προς χαλκόχρωμο με χρυσίζουσες 

ανταύγιες. Είναι σκοτεινότερες προς την περίμετρο και έχουν στη βάση του cubitus 

μια ομάδα μακριών σκοτεινών τριχών σε σχήμα λαβίδας. Και τα δύο ζεύγη 

πτερύγων στην κοιλιακή επιφάνειά τους, έχουν στο θηλυκό το ίδιο χρώμα, 

τεφροκαστανό με χαλκόχρωμες ανταύγιες, ενώ στο αρσενικό οι πρόσθιες 

πτέρυγες έχουν στη μέση και προς τα εμπρός μια σκοτεινόχρωμη κηλίδα σχεδόν 

ορθογώνιου σχήματος (Τζανακάκης 1995).

Εικόνα 1.1. Ενήλικο άτομα του Cydia pomonella.

Τα πόδια είναι μακριά, λεπτά, με επιμήκη ισχία και με ταρσούς με 5 άρθρα. Η 

κοιλιά αποτελείται από 10 τμήματα. Στο θηλυκό το 9° και το 10° τμήμα ενώνονται 

σε συσταλτό όργανο που καλείται ωοθέτης. Στα αρσενικά το 9° κοιλιακό τμήμα έχει 

σκληρυνθεί και διαφοροποιηθεί ώστε να αποτελέσει το γενετικό οπλισμό. Η κοιλιά 

καταλήγει σε πυγαίο θύσανο (Horak 1991).

Τα αυγά έχουν την μορφή «φακών». Κατά την εναπόθεση από το θηλυκό είναι 

διαφανή, αργότερα χρωματίζονται εκρού ενώ 2-3 ημέρες πριν την εκκόλαψη 

εμφανίζεται ένας κόκκινος δακτύλιος και αμέσως πριν εκκολαφθεί είναι ορατό το 

μαύρο κεφάλι της προνύμφης (Εικόνα 1.2.).
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Εικόνα 1.2. Γονιμοποιημένο αυγό.

Οι προνύμφες έχουν σώμα επίμηκες, κυλινδρικό που συνίσταται από την 

κεφαλή, 3 θωρακικά και 10 κοιλιακά τμήματα. Έχουν μέγεθος 16-20mm. Το σώμα 

έχει χρώμα ροζ και η κεφαλή, που είναι χιτινισμένη με μασητικά στοματικά μόρια, 

στα τέσσερα πρώτα προνυμφικά στάδια είναι μαύρη και στο πέμπτο γίνεται καφέ 

(Εικόνα 1.3.).

Εικόνα 1.3. Προνύμφη πέμπτου σταδίου.
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Οι νύμφες έχουν χρώμα κιτρινωπό-καφέ. Οι θηλυκές έχουν μεγαλύτερο βάρος 

(21-52mg) από τις αρσενικές (7-34mg) και φέρουν τρία κοιλιακά διαφράγματα, ενώ 

οι αρσενικές τέσσερα (Howell 1991), (Εικόνα 1.4.).
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Εικόνα 1.4 Νύμφες του Cydia pomonella, A = αρσενικό και Θ = θηλυκό άτομο.

1.2. Ξενιστές

Σύμφωνα με τον Bovey (1966), η προσβολή του δέντρου από την καρπόκαψα 

είναι αποτέλεσμα της επιλογής θέσης ωοτοκίας. Με βάση την συχνότητα με την 

οποία συγκεκριμένα είδη ξενιστών υφίστανται ζημιά, ο Bovey (1966) διέκρινε τρεις 

τύπους ξενιστών: α) κύριος (μηλιά, αχλαδιά και κυδωνιά), β) εναλλακτικοί 

(βερικοκιά, δαμασκηνιά, ροδακινιά, αμυγδαλιά και καρυδιά) και γ) τυχαίοι (λωτοί, 

σορβιά, καστανιά, μουσμουλιά, ροδιά και πορτοκαλιά).

Ο Wildbolz (1958) διαπίστωσε ότι οι πτητικές ουσίες που εκλύουν οι καρποί των 

μήλων είναι ο καθοριστικός παράγοντας για την επιλογή της θέσης ωοτοκίας. 

Συγκεκριμένα, ταυτοποίησε την πτητική ουσία a-farnesene, στο φλοιό των καρπών 

του μήλου, η οποία δρα ως καϊρομόνη προσελκύοντας τα θηλυκά για την ωοτοκία 

τους. Η ποσότητα της a-farnesene εξαρτάται από το μέγεθος των καρπών και 

αυξάνει το επίπεδο προσέλκυσης των παρθένων θηλυκών και τη διάθεση για 

ωοτοκία ενώ δεν έχει καμιά επίδραση στα αρσενικά. Η ίδια πτητική ουσία 

διαπιστώθηκε επίσης στην αχλαδιά και στην κυδωνιά.

Ο Quayle (1926) ανάφερε για πρώτη φορά στην Καλιφόρνια, προσβολή 

καλλιεργειών καρυδιάς σε ποσοστό 1% που ήταν παρακείμενες με οπωρώνες 

μηλιάς. Τα ποσοστά προσβολής σε δέντρα καρυδιάς είναι χαμηλά γιατί ο φλοιός,
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των νεαρών κυρίως δέντρων, είναι λείος και δεν προσφέρει καταφύγια για τις 

διαπαύουσες προνύμφες. Ομοίως, το έντομο δεν αναπτύσσεται σε οπωρώνες 

ροδακινιάς και αμυγδαλιάς, με συνέπεια οι προσβολές αυτών να προέρχονται από 

γειτονικούς οπωρώνες αχλαδιάς ή μηλιάς (Barnes 1991).

1.3. Βιολογικός κύκλος

To Cydia pomonella έχει όλα τα αρχέγονα χαρακτηρίστηκα της υπό-οικογένειας 

Olethreutinae, δηλαδή ωοτοκία αυγών σε απομονωμένα μέρη, αποκλειστική 

διατροφή στο εσωτερικό των καρπών και διαχείμαση ως πλήρως αναπτυγμένη 

προνύμφη. Ο βιολογικός κύκλος του εντόμου παρουσιάζει δύο ιδιαίτερα 

χαρακτηριστικά:

α) Διαχειμάζει στο στάδιο της αναπτυγμένης προνύμφης πέμπτου σταδίου σε 

βομβύκιο προφυλαγμένο στο έδαφος ή στο δέντρο.

β) Ο αριθμός των ετήσιων γενεών ποικίλει από 1 έως 5.

Ο αριθμός των ετησίων γενεών εξαρτάται από τις κλιματικές συνθήκες της 

περιοχής και κυρίως από τη θερμοκρασία της άνοιξης και του καλοκαιριού με 

αποτέλεσμα να εμφανίζει στενή συσχέτιση με το γεωγραφικό πλάτος και μήκος 

ενώ μερικές φορές εξαρτάται και από το φυτό-ξενιστή. Η συχνή απουσία καρπού 

κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης της δεύτερης γενεάς στη βερικοκιά, έχει άμεση 

επίδραση στην αποτροπή της ανάπτυξης της προνύμφης καθώς και έμμεση 

επίδραση στην βαθμιαία παραγωγή είδους με μεγαλύτερη αναλογία 

διαπαυόμενων προνυμφών στην πρώτη γενεά (Audemard 1991).

Ο βιολογικός κύκλος του εντόμου περιλαμβάνει τέσσερα στάδια: ενήλικο, αυγό, 

προνύμφη, νύμφη (Εικόνα 1.5.). Η διάρκεια ζωής των ενηλίκων κυμαίνεται από 15 

έως 18 ημέρες. Πετούν στο λυκόφως (εσπερόβιο είδος) αναζητώντας νέκταρ και 

άλλες υδαρείς σακχαρούχες ή μη ουσίες. Η πτήση τους αναστέλλεται όταν η 

θερμοκρασία της ατμόσφαιρας είναι μικρότερη των 15°C. Σε ευνοϊκές συνθήκες 

θερμοκρασίας (15°C και άνω) τα θηλυκά συζεύγονται, κατά τη διάρκεια της πτήσης 

και στη συνέχεια ωοτοκούν. Η εναπόθεση των αυγών γίνεται κυρίως στα φύλλα 

και σπανιότερα στον καρπό. Κάθε θηλυκό γεννάει 30-50 αυγά και η διάρκεια της 

εκκόλαψης κυμαίνεται από 6 έως 10 ημέρες. Στη συνέχεια, οι νεαρές προνύμφες 

της πρώτης γενεάς εισέρχονται στον καρπό, συνήθως από τον κάλυκα και 

προχωρούν προς το κέντρο του όπου τρέφονται με τους σπόρος και τη σάρκα. 

Μερικές φορές, ιδίως όταν ο καρπός ακουμπά σε γειτονικό καρπό, φύλλο ή
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βλαστό, είναι δυνατόν η είσοδος να γίνει και από άλλα σημεία. Οι προνύμφες των 

επόμενων γενεών εισέρχονται στον καρπό συνήθως από το σημείο επαφής του με 

άλλον καρπό, βλαστό ή φύλλο. Η προνύμφη έχει πέντε στάδια και η διάρκεια της 

ολοκλήρωσής τους είναι 20-30 ημέρες (Bovey 1966).

Εικόνα 1.5. Ο βιολογικός κύκλος του Cydia pomonella (Linnaeus).

Η πλήρως αναπτυγμένη προνύμφη εξέρχεται από τον καρπό και νυμφώνεται 

πάντα σε υπόλευκο βομβύκιο, κάτω από ξερούς κλάδους και μερικές φορές στο 

έδαφος. Η διάρκεια της νυμφικής ανάπτυξης είναι από 20 έως 28 ημέρες (Bovey 

1966).

Η διάρκεια της φωτόφασης δρα ως έναυσμα κινητοποίησης του μηχανισμού της 

διάπαυσης. Οι αναπτυγμένες προνύμφες εισέρχονται σε διάπαυση με την μείωση 

της φωτόφασης. Επίσης, στο μηχανισμό της διάπαυσης επιδρούν η θερμοκρασία, 

η διατροφή (ποικιλία καρπών) και ο συνωστισμός. Μια άλλη οικολογική
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προσαρμογή του εντόμου είναι η αύξηση του ποσοστού των ατόμων που 

εισέρχονται σε διάπαυση σε περιόδους που οι καρποί-ξενιστές του έχουν 

αυξημένη ωριμότητα (Jermy 1967).

1.4. Πληθυσμιακή διακύμανση
Η πληθυσμιακή πυκνότητα της καρπόκαψας επηρεάζεται, εκτός από τις 

ανθρώπινες ενέργειες, από το είδος των ξενιστών που μπορούν να προσβληθούν 

μέσα σε ένα βιότοπο. Οι όψιμες ποικιλίες αχλαδιών και κυδωνιάς προσβάλλονται 

λιγότερο από νεαρές προνύμφες της πρώτης γενεάς (Audemard & El Idrissi 1979, 

Audemard 1984) ενώ στην καρυδιά η θνησιμότητα του εντόμου είναι υψηλότερη σε 

σχέση με άλλους ξενιστές (Roehrich 1963). Ένας δεύτερος παράγοντας είναι ο 

ενδοανταγωνισμός, κυρίως των προνυμφών, για τη διαθέσιμη τροφή καθώς και για 

τα καταφύγια στα οποία θα νυμφωθούν. Έτσι, το πιο συνηθισμένο φαινόμενο είναι 

ότι σε κάθε καρπό ολοκληρώνει την ανάπτυξή της μια μόνο προνύμφη (Audemard 

1976).

Οι μεταβολές των κλιματικών συνθηκών μιας περιοχής, κυρίως της θερμοκρασίας 

και των βροχοπτώσεων, επηρεάζουν τους πληθυσμούς γιατί επηρεάζουν τις 

πτήσεις των ενηλίκων, τη σύζευξη των δύο φύλων και το χρόνο ολοκλήρωσης των 

γενεών. Σε περιοχές με εύκρατο κλίμα υπάρχει ισχυρή συσχέτιση μεταξύ των 

παραπάνω παραγόντων και της γονιμότητας (Wildbolz 1970, Wearing 1979).

Επιπλέον, μεγάλη επίδραση στην πυκνότητα του πληθυσμού μπορούν να έχουν 

και οι βιοτικοί παράγοντες, κυρίως σε τρεις χρονικές στιγμές στη διάρκεια του 

βιολογικού κύκλου του εντόμου: κατά την εκκόλαψη, το στάδιο των νεαρών 

προνυμφών από την έξοδο από το αυγό μέχρι την είσοδο στον καρπό και τις 

διαπαύουσες προνύμφες (MacLellan 1969). Στον Πίνακα 1.1. παρουσιάζονται οι 

κυριότεροι βιοτικοί παράγοντες που ελέγχουν τους πληθυσμούς της καρπόκαψας 

(Falcon & Huber 1991).
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Πίνακας 1.1. Οι κυριότεροι βιοτικοί παράγοντες περιορισμού του Cydia pomonella
Είδος

Πουλιά

Στάδια βιολογικού κύκλου

Parus major Π1., Δ". Π., NJ.

Parus atricapillus 

Parus caeruleues

Dendrocopus pubescens medianus 

Dendrocopus villosus villosus

Αράχνες

Π., Δ. Π., Ν. 
Π., Δ. Π., Ν. 
Π., Δ. Π., Ν. 
Π., Δ. Π., Ν.

Theridion muriarium A Π., Δ. Π., N., E .
Araniella displicata A., Π., Δ. Π., N., E.
Philodromus rufus A., Π, Δ. Π, N., E.
Αρπακτικά Έντομα

Monomorium minimum Π.

Tetramorium caespuitum Π.

Aphaenoger fulvastaaquia Π.
Haplothrips faurei A., Π.
Leptothraps mali A., Π.
Onus insidiosus A„ Π.

Deraeocoris nebulosus 

Anthocorus nemorum

Παρασιτοειδή Έντομα

A„ Π. 
A., Π.

Ascogaster quadridentata A.

Cryptus sexmaculatus Π.

Elodia tragica Π.
Pimpla turionellae

Νηματώδεις

N.

Streinernema feltiae

Βακτήρια

Δ. Π

Bacillus cereus Π.

Bacillus thuringiensis

Μύκητες

Π.

Beauveria bassiana

Πρωτόζωα

Π.

Pleistophora carpocapase Π., N.

Ιούς

Granulosis virus (CpGV) Π.
1: Προνύμφη, 2: Διατταύουσα προνύμφη, 3: Νύμφη, 4: Αυγά, 5: Ενήλικα
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1.5. Φερομόνες φύλου
Τα έντομα αναγνωρίζουν το έμβιο και μη περιβάλλον τους με βάση χημικά, οπτικά, 

ηχητικά, μηχανικά και άλλα ερεθίσματα που δέχονται από αυτό. Τα χημικά 

ερεθίσματα (σηματοχημικές ουσίες) παίζουν ιδιαίτερα σημαντικό ρόλο. Όταν το 

άτομο-πομπός μιας σηματοχημικής ουσίας ανήκει στο ίδιο είδος με το άτομο-δέκτη 

της χημικής πληροφορίας, η ουσία αυτή ονομάζεται φερομόνη. Υπάρχουν φερομόνες 

συνάθροισης, διασποράς, σεξουαλικές, ωοτοκίας, συναγερμού και κοινωνικής 

συμπεριφοράς ενώ τα αισθητήρια που δέχονται τις σεξουαλικές ελκυστικές 

φερομόνες εντοπίζονται στις κεραίες (Τζανακάκης 1995).

Το κύριο συστατικό της σεξουαλικής φερομόνης της καρπόκαψας είναι η (Ε,Ε)- 

8,10-dodecadien-1-ol (Ε8Ε10-12:ΟΗ) που αποτελείται από ακόρεστες αλκοόλες 

με 12 άτομα άνθρακα και ενώνεται με δύο διπλούς δεσμούς. Η προσέλκυση των 

θηλυκών για σύζευξη και η ανταπόκριση των αρσενικών εξαρτάται, εκτός από την 

έκλυση των φερομονών φύλου, από περιβαλλοντικούς παράγοντες και κυρίως 

από την ένταση του φωτός και πραγματοποιείται κατά τη διάρκεια της πρώτης 

ώρας μετά από το ηλιοβασίλεμα (Castrovillo & Carde 1979).

Η σύζευξη μπορεί να αρχίσει την πρώτη ημέρα μετά την εμφάνιση των ενηλίκων 

παρόλο που η παραγωγή φερομονών φθάνει πιθανώς στο μέγιστο της την τρίτη 

ημέρα (Geier 1981). Μόλις τα θηλυκά συζευχθούν παύουν να είναι πλέον 

ελκυστικά στα αρσενικά, πιθανώς επειδή παράγουν φερομόνες αποτροπής 

σύζευξης (Rothschild 1982). Σε φυσικές συνθήκες τα θηλυκά ζευγαρώνουν 

συνήθως μια φορά αν και έχει παρατηρηθεί ότι προς το τέλος της καλλιεργητικής 

περιόδου ζευγαρώνουν με περισσότερα αρσενικά (Gehring & Madsen 1963).

Η σεξουαλική φερομόνη της καρπόκαψας χρησιμοποιείται με επιτυχία ως 

προσελκυστική ουσία σε κολλητικές παγίδες τύπου Δέλτα για την παρακολούθηση 

των πληθυσμών αλλά και για την καταπολέμηση των εντόμων με μαζική 

παγίδευση. Το μειονέκτημα αυτής της μεθόδου καταπολέμησης είναι ότι στις 

παγίδες προσελκύονται μόνο αρσενικά άτομα. Ωστόσο, με τη χρήση καϊρομόνης 

(προσελκυστικό τροφής) επιτυγχάνεται και η παγίδευση των θηλυκών ατόμων. 

Μια ουσία που χρησιμοποιήθηκε ως προσελκυστικό τροφής είναι οι εστέρες του 

ethy (E,Z)-2,4-deacadienoate (Et-2E,4Z-DD) (Cristofaro et at. 2004).

Μια άλλη μέθοδος καταπολέμησης που βασίζεται στη σεξουαλική φερομόνη 

είναι η παρεμπόδιση σύζευξης και συνίσταται σε κατανομή μεγάλου πόσου 

φερομόνης φύλου στον οπωρώνα με χρήση εξατμιστήρων. Σκοπός της μεθόδου
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είναι η αποφυγή σύζευξης και η μείωση της ωοτοκίας με αποτέλεσμα τη μειωμένη 

παρουσία ενηλίκων στην επόμενη γενεά (Charmillot et at. 1997).

1.6. Γεωγραφική εξάττλωση

Ως αρχικός ξενιστής της καρπόκαψας θεωρείται το είδος Malus silvestris 

(Miller) με τους μεγάλους καρπούς (Shel'deshova 1967) βάσει της ομοιότητας 

των κλιματολογικών απαιτήσεων αυτού και του εντόμου. Οι σημερινές εμπορικές 

ποικιλίες έχουν προέλθει από το Malus silvestris που έχει καταγωγή από τη 

Δυτική Ασία, την Ανατολική Ευρώπη και τη Νοτιοδυτική Σιβηρία (Westwood 

1978). Ομοίως, από τις περιοχές που προήλθε το είδος Malus silvestris 

προέρχονται και άλλοι ξενιστές του εντόμου, όπως το αχλάδι Pyrus communis 

(Linnaeus) από τον Καύκασο και τη Νοτιοανατολική Ευρώπη και η καρυδιά 

Juglans regia (Linnaeus) από τον Καύκασο και το Τουρκιστάν. Σε συμφωνία με το 

θεωρούμενο αρχικό ξενιστή είναι και το γεγονός ότι στην Ανατολική Ασία, σε 

περιοχές που υπάρχουν είδη Malus με μικρά φρούτα, τα οποία είναι γεωγραφικά 

χωρισμένα από τα Malus silvestris, δεν εντοπίζεται η καρπόκαψα. Επίσης, μέχρι 

τώρα δεν έχει εντοπιστεί στην Ιαπωνία και την Κορέα. Ωστόσο, το έντομο 

προσβάλει το ιαπωνικό δαμάσκηνο Prunus Salicina (Lindley), ροδάκινο Prunus 

persicae (Linnaeus) και βερίκοκο (Prunus armeniaca Linnaeus) ως δευτερεύοντες 

ξενιστές (Westwood 1978) και δεν εξελίχθηκε μαζί τους.

Η καρπόκαψα διαδόθηκε σε όλο τον κόσμο ταυτόχρονα με την καλλιέργεια του 

μήλου και των αχλαδιών, κυρίως τον 18° και 19° αιώνα και εμφάνισε μεγάλη 

ικανότητα προσαρμογής τόσο στις κλιματικές συνθήκες όσο και σε αλλά είδη 

δέντρων όπως η αχλαδιά, η ροδακινιά η βερικοκιά και καρυδιά (Εικόνα 1.6.) 

(Barnes 1991).

Όσον αφορά τους οικολογικούς παράγοντες που επηρεάζουν την κατανομή του 

εντόμου στα δύο ημισφαίρια, φαίνεται πως το βόρειο όριο καθορίζεται από το 

επαρκές άθροισμα ημεροβαθμών πάνω από 10°C το καλοκαίρι για 600 περίπου 

ημεροβαθμούς (Shel' deshova 1967), δηλαδή θερμική συσσώρευση ισοδύναμη με 

αυτήν που απαιτείται για την ανάπτυξη μιας γενεάς, ενώ τα όρια εξάπλωσης που 

πλησιάζουν τον ισημερινό είναι περίπου στον 25° παραλλήλο στο βόρειο και νότιο 

ημισφαίριο.
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Εικόνα 1.6. Γεωγραφική εξάπλωση του C. pomonella (κόκκινο περίγραμα).

Καθοριστικό ρόλο για την είσοδο του εντόμου στο νότιο ημισφαίριο έπαιξε ο 

μηχανισμός της μεταβολής του χρόνου διάπαυσης, επιτρέποντας έτσι την 

εγκατάστασή του σε περιοχές με αντίθετες εποχές. Όμως, ο μηχανισμός της 

μείωσης της περιόδου διάπαυσης και επαναδραστηριοποίησης του εντόμου 

ύστερα από μεγάλη διάρκεια φωτοπεριόδου, γεγονός στο οποίο οφείλεται η 

ικανότητα προσαρμογής, δεν έχει εφαρμογή στον ισημερινό καθώς η διάρκεια της 

ημέρας δεν μπορεί να υπερβεί τις 12 ώρες (Salazar 1984).

2. Διαχείριση του Cydia pomonella

2.1. Ζημίες
To C. pomonella προσβάλει τους ξενιστές του και προκαλεί απώλεια της 

παραγωγής, κατά το στάδιο της προνύμφης. Τα σημεία εισόδου των προνυμφών 

είναι ο κάλυκας και τα σημεία επαφής του καρπού με άλλον καρπό, βλαστό ή 

φύλλο. Η προνύμφη κατευθύνεται προς το κέντρο του καρπού και τρέφεται αρχικά 

με τους τρυφερούς σπόρους και στη συνέχεια με τη σάρκα του καρπού. Σε 

εργαστηριακή μελέτη, προνύμφες που τράφηκαν αποκλειστικά με τη σάρκα του 

καρπού εμφάνισαν καθυστερημένη προνυμφική ανάπτυξη και αυξημένο ποσοστό 

διάπαυσης (Ferro & Harwood 1973). Επιπλέον, πειράματα αγρού έδειξαν ότι η 

ζημιά από τις προνύμφες ήταν μεγαλύτερη σε ποικιλίες που είχαν σπόρους σε 

σχέση με ποικιλίες χωρίς σπόρους (Barnes 1991).
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Η παρουσία της προνύμφης στον καρπό είναι ορατή από την χαρακτηριστική 

οπή γύρω από την οποία εντοπίζονται κοκκώδη αποχωρήματα (Εικόνα 1.7.)· Η 

απομάκρυνση των αποχωρημάτων πραγματοποιείται είτε μέσω διεύρυνσης της 

αρχικής στοάς είτε μέσω διάνοιξης καινούριας, συνήθως στα πλάγια του καρπού. 

Στην καρυδιά, η προνύμφη της 1ης γενεάς αναπτύσσεται στο μεσοκάρπιο και στο 

ενδοκάρπιο ενώ της 2ης γενεάς κυρίως στο σπόρο. Οι προσβεβλημένοι καρποί 

πέφτουν πρόωρα ή είναι ακατάλληλοι για εμπορία (Τζανακάκης & Κατσόγιαννος 

1998). Σε περιοχές με μία μόνο γενεά ανά έτος, οι προσβολές των μήλων 

εκτιμώνται σε ποσοστό μικρότερο του 15% ενώ σε περιοχές με δύο γενεές το 

αντίστοιχο ποσοστό μπορεί να υπερβαίνει το 75%. Αντίστοιχα, για δύο γενεές, το 

ποσοστό αυτό για τα αχλάδια υπολογίζεται σε λιγότερο από 50%, για τα καρύδια 

υπερβαίνει το 50%, ενώ για τα δαμάσκηνα και τα βερίκοκα είναι μικρότερο από 

20% (Barnes 1991).

Συνεπώς, για να διατηρηθεί το έντομο κάτω από το όριο ανεκτής πυκνότητας 

πληθυσμού στον οπωρώνα, είναι απαραίτητο να ληφθούν μέτρα καταπολέμησής 

του.

Εικόνα 1.7. Αποχωρήματα της προνύμφης γύρω από τη 
χαρακτηριστική οπή (βέλος).

2.2. Ολοκληρωμένη διαχείριση του εντόμου

Η πυκνότητα του πληθυσμού του C. pomonella έχει άμεση σχέση με τις 

οικονομικές ζημιές καθώς η είσοδος της προνύμφης οδηγεί σε καταστροφή του 

καρπού. Φαίνεται ότι ο φυσικός περιορισμός, δηλαδή η συνδυασμένη δράση
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βιοτικών και αβιοτικών παραγόντων, δεν είναι αρκετός για να διατηρήσει τον 

πληθυσμό του εντόμου κάτω από το όριο ανεκτής πυκνότητας. Έτσι, για τον 

περιορισμό του πληθυσμού κρίνεται απαραίτητη η χρήση φυτοπροστατευτικών 

ουσιών. Ωστόσο, η συνεχής και πολλές φορές αλόγιστη χρήση τους επιβαρύνει 

σοβαρά τα γεωργικά προϊόντα με υπολείμματα, έχει αρνητικές επιπτώσεις στη 

λειτουργία του αγροοικοσυστήματος και οδηγεί στην εμφάνιση ανθεκτικότητας. 

Επίσης, η δυσμενής επίδραση στους ωφέλιμους οργανισμούς διαταράσσει την 

οικολογική ισορροπία με αποτέλεσμα να εντείνονται τα προβλήματα που 

σχετίζονται με την προστασία της παραγωγής. Συνεπώς, είναι επιτακτική η 

ανάπτυξη και η εφαρμογή σχεδίων ολοκληρωμένης αντιμετώπισης των εχθρών 

στα πλαίσια της Ολοκληρωμένης Παραγωγής.

Ολοκληρωμένη Διαχείριση ορίζεται «η οθρολογική εφαρμογή συνδυασμένων 

βιολογικών, βιοτεχνικών, χημικών, καλλιεργητικών ή φυτοβελτιωτικών μεθόδων 

και μέτρων, ώστε η χρήση χημικών φυτοπροστατευτικών προϊόντων να 

περιορίζεται στο απολύτως απαραίτητο προκειμένου να διατηρηθεί ο πληθυσμός 

των επιβλαβών οργανισμών σε επίπεδα τέτοια ώστε να μην προκαλούνται 

οικονομικά μη αποδεκτές ζημιές» (οδηγία 91/414/ΕΟΚ). Στα πλαίσια της 

ολοκληρωμένης διαχείρισης της καρπόκαψας έχουν εφαρμογή: α) η παρεμπόδιση 

σύζευξης, β) η εξόντωση των αρσενικών, γ) η μαζική παγίδευση, δ) η εξαπόλυση 

στειρωμένων ατόμων και ε) η βιολογική καταπολέμηση

Εκτός όμως από την καταπολέμηση του εντόμου στον οπωρώνα, για την μείωση 

των προσβολών, απαραίτητη είναι η απαλλαγή των καρπών από προνύμφες και 

αυγά και κατά τη διάρκεια της εμπορίας του καρπού καθώς ως κύριο μέσο 

διάδοσης του εντόμου θεωρείται η διακίνηση μολυσμένων καρπών (Hansen et at. 

2006).

2.2.1. Μοντέλα πρόγνωσης

Τα μοντέλα πρόγνωσης εμφάνισης των εντομών στηρίζονται στην φαινολογία 

τους και κυρίως στον υπολογισμό των ημεροβαθμών που χρειάζεται για να 

ολοκληρωθεί το κάθε στάδιο του εντόμου και σε συνδυασμό με τα κλιματικά 

στοιχεία της περιοχής προσδιορίζουν τον χρόνο εμφάνισής τους. Έτσι, η 

συνεισφορά τους είναι σημαντική στη λήψη απόφασης για τον χρόνο επέμβασης 

με φυτοπροστατευτικά μειώνονταν την άσκοπη χρήση τους. Αυτό έχει σαν 

αποτέλεσμα την αύξηση της αποτελεσματικότητας των φυτοπροστατευτικών
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ουσιών και τη μείωση της επιβάρυνσης του περιβάλλοντος από τη χρήση τους 

(Kogan 1998). Έχουν προταθεί αρκετά μοντέλα πρόγνωσης, σχεδόν για όλα τα 

γένη των εντομών (Osborne 1982, Jones et al. 1989, Hogg & Gutierrez 1980, 

Pinhassi et al. 1996) όπως και για την καρπόκαψα (Pickel et al. 1986, Pitcain et al. 

1992) τα οποία συμβάλουν στον έλεγχό τους.

2.2.2. Απολύμανση καρπών

Η κύρια μέθοδος απολύμανσης των καρπών ήταν ο χημικός υποκαπνισμός με 

βρωμιούχο μεθύλιο. Πρόκειται για ιδιαίτερα αποτελεσματική μέθοδο αλλά λόγω 

των περιβαλλοντικών επιπτώσεών της υπόκειται σε σταδιακή κατάργηση 

σύμφωνα με το Πρωτόκολλο του Μόντρεαλ. Μια εναλλακτική μέθοδος 

απολύμανσης, για την καταπολέμηση των ατελών σταδίων της καρπόκαψας, είναι 

η έκθεση των καρπών σε γ-ακτινοβολία 100Gy, δόση που αποτρέπει τη νύμφωση 

όλων των προνυμφών (Mansour & Mohamad 2004).

2.2.3. Παρεμπόδιση σύζευξης

Η μέθοδος στοχεύει στα τέλεια άτομα και προκαλεί παρεμπόδιση σύζευξης λόγω 

σύγχυσης των αρσενικών με κατανομή μεγάλης ποσότητας φερομόνης φύλου στον 

οπωρώνα. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τον αποπροσανατολισμό των αρσενικών, 

λόγω ανταγωνισμού των φερομονών που εκλύονται, ή την υπερφόρτωση των 

αισθητήρων που οδηγεί σε διακοπή της ανίχνευσης λόγω αστάθειας των 

αισθητήρων. Τα πλεονεκτήματα αυτής της μεθόδου είναι ότι δεν υπάρχει ένδειξη 

ανθεκτικότητας καθιστώντας δυνατή την επιτυχή εφαρμογή της σε πληθυσμούς 

ανθεκτικούς σε χημικά εντομοκτόνα και ότι δεν προκαλεί περιβαλλοντικές 

επιπτώσεις. Η μέθοδος δοκιμάστηκε με επιτυχία στην Ελβετία και τα αποτελέσματα 

της έρευνας έδειξαν ότι στις περισσότερες περιπτώσεις δεν χρειάστηκε ψεκασμός 

με εντομοκτόνα, ενώ το ποσοστό των προσβεβλημένων καρπών κατά τη συγκομιδή 

ήταν μηδενικό έως 1% το μέγιστο (Charmillot et al. 1997).

2.2.4. Εξόντωση των αρσενικών

Η μέθοδος βασίζεται στην προσέλκυση και εξόντωση των αρσενικών ατόμων με 

συνέπεια την αποτροπή των συζεύξεων και την απόθεση άγονων αυγών από τα 

θηλυκά. Επιτυγχάνεται με την εφαρμογή στο φύλλωμα 1 ή 2 σταγόνων (50-1 ΟΟμΙ η 

κάθε μία) πυκνόρρευστου αιωρήματος που περιέχει 0,16% φερομόνης φύλου και
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6% permethrin (συνθετικό πυρεθροειδές), δύο φορές κατά τη βλαστική περίοδο. Η 

πρώτη εφαρμογή πραγματοποιείται μια εβδομάδα μετά την έναρξη της πτήσης των 

ατόμων κατά τον Απρίλιο ή Μάιο. Η δεύτερη εφαρμογή πραγματοποιείται 6-7 

εβδομάδες αργότερα. Είναι δυνατόν να γίνουν και περισσότερες εφαρμογές 

αναλόγως του μικροκλίματος της περιοχής και των γενεών του εντόμου (Charmillot 

et al. 2000).

Η μέθοδος αυτή εφαρμόστηκε με επιτυχία σε απομονωμένους οπωρώνες της 

Ελβετίας με αποτέλεσμα το ποσοστό των προσβεβλημένων καρπών κατά τη 

συγκομιδή να είναι 1% χαμηλότερο του ανεκτού ορίου. Το κύριο πλεονέκτημα της 

μεθόδου είναι ότι δεν επηρεάζει την ωφέλιμη πανίδα του οπωρώνα καθώς 

προσελκύονται και θανατώνονται μόνο έντομα καρπόκαψας. Επιπλέον, η ποσότητα 

της χρησιμοποιούμενης φερομόνης είναι πολύ μικρή, της τάξεως του 1 gr ανά 

εκτάριο και για τις δύο εφαρμογές κατά την καλλιεργητική περίοδο (Charmillot et al. 

2000). Η ίδια μέθοδος μπορεί να εφαρμοστεί με αντικατάσταση της συνθετικής 

πυρεθρίνης με εκλεκτικά εντομοκτόνα, όπως ρυθμιστές ουσίες ανάπτυξης π.χ. το 

fenoxycarb, που αντί για θανάτωση των αρσενικών ενηλίκων προκαλεί τη 

στείρωσή τους (Charmillot et al. 2002).

2.2.5. Μαζική παγίδευση

Η μαζική παγίδευση μπορεί να πραγματοποιηθεί με δύο τρόπους. Κατά τον 

πρώτο γίνεται ανάρτηση κολλητικών παγίδων τύπου Δέλτα που περιέχουν ως 

προσελκυστική ουσία μίγμα σεξουαλικών φερομονών και καϊρομονών 

(προσελκυστικό τροφής) για την παγίδευση ενηλίκων και των δύο φύλων. Η 

εφαρμογή της μεθόδου έχει μεγαλύτερη επιτυχία όταν εφαρμόζεται σε 

απομονωμένους οπωρώνες και όταν ο πληθυσμός του εντόμου είναι μικρός (ΕΙ- 

Sayed et al. 2006).

Εναλλακτικά, επιτυγχάνεται με την τοποθέτηση κυματοειδών παγίδων χάρτου 

που στοχεύουν στη σύλληψη των νυμφών και των διαπαύουσων προνυμφών 

(Εικόνα 1.8.) ενώ στη συνέχεια πραγματοποιείται αφαίρεση και καταστροφή των 

λωρίδων.
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Εικόνα 1.8. Παγίδα κυματοειδούς χάρτου.

2.2.6. Εξαπόλυση στειρωμένων αρσενικών ατόμων

Η μέθοδος έχει ως στόχο τη σύζευξη μεταξύ στειρωμένων αρσενικών και 

θηλυκών φυσικών πληθυσμών με αποτέλεσμα την παραγωγή μη γόνιμων αυγών 

και τη μείωση του φυσικού πληθυσμού. Η πρώτη εφαρμογή της εξαπόλυσης 

στειρωμένων αρσενικών ατόμων ως μέσο καταπολέμησης πραγματοποιήθηκε το 

1994 στη Βρετανική Κολομβία του Καναδά. Παρόλο που ο πληθυσμός μειώθηκε, 

τα αποτελέσματα του προγράμματος δεν ήταν ικανοποιητικά γιατί η μείωση δεν 

έφτασε κάτω από το οικονομικό όριο καταπολέμησης. Η πιθανότερη αιτία είναι η 

θνησιμότητα του εξαπολυθέντος εργαστηριακού πληθυσμού και η επίδραση που 

έχει στη συμπεριφορά του η δόση της ακτινοβολίας με την οποία πραγματοποιείται 

η στείρωση (Tyson et al. 2007).

Οι Bloem et al (2004), διαπίστωσαν ότι τα στείρα αρσενικά που εκτρέφονται 

κάτω από σταθερές εργαστηριακές συνθήκες εμφανίζουν μεγάλη θνησιμότητα 

όταν εξαπολυθούν την άνοιξη, λόγω τον χαμηλότερων θερμοκρασιών σε σχέση με 

τις συνθήκες εκτροφής τους. Για την αντιμετώπιση του προβλήματος, προτείνουν 

την εξαπόλυση αρσενικών τα οποία πρώτα έχουν εισέλθει σε συνθήκες τεχνητής 

διάπαυσης και μετά τη διακοπή της, την στείρωσή τους με γ-ακτινοβολία (150Gy).
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2.2.7. Βιολογική καταπολέμηση

Η βιολογική καταπολέμηση της καρπόκαψας πραγματοποιείται με την εφαρμογή 

ζωντανών οργανισμών όπως εντομοφάγων εντόμων και παρασιτοειδών, 

εντομοπαθογόνων βακτηριών, μυκήτων, ιών και νηματωδών.

Βακτήρια; Η καταπολέμηση της καρπόκαψας σε εργαστηριακή μελέτη με το 

στέλεχος Bacillus thuringiensis subsp. Thompsoni ήταν ικανοποιητική αλλά 

εξαιτίας του τρόπου βρώσης της προνύμφης (μικρή διάρκεια διατήρησης στην 

επιφάνεια του καρπού και άνοιγμα μικρής στοάς για να εισέλθει και να τραφεί στο 

εσωτερικό του καρπού), η καταπολέμηση με το βακτήριο συνήθως δεν έχει 

ικανοποιητικά αποτελέσματα (Rang et at. 2000).

Μύκητες; Ο εντομοπαθογόνος μύκητας Beauveria bassiana (Balsamo) είναι 

αποτελεσματικός εναντίον της καρπόκαψας. Οι Garcia-Gutierrez et at. (2004) 

διαπίστωσαν ότι η προσβολή από την καρπόκαψα, σε οπωρώνα που 

εφαρμόστηκε ο μύκητας εναντίων των νεαρών προνυμφών, κυμάνθηκε από 2 έως 

4%. Παρόλα αυτά δεν χρησιμοποιείται ευρέως στη Βόρεια Αμερική και Δυτική 

Ευρώπη.

Ιοί: Ο εντομοπαθογόνος ιός της οικογένειας Baculoviridae granulovirus (CpGV) 

εφαρμόζεται σε προγράμματα ολοκληρωμένης και βιολογικής καταπολέμησης. Ο 

ιός μπορεί να μολύνει τις νεαρές προνύμφες με την κατάποσή του αλλά και 

κατόπιν επαφής για διάστημα 3,5 λεπτών. Μετά την είσοδο του ιού στον πεπτικό 

σωλήνα, η πρωτεΐνη του καψιδίου διαλύεται στο αλκαλικό (pH 9-10,5) πεπτικό 

υγρό και τα σωματιδίου του ιού ελευθερώνονται, μολύνουν τα κύτταρα του 

πεπτικού σωλήνα, πολλαπλασιάζονται και στη συνέχεια εξαπλώνονται σε άλλα 

όργανα ως μη έγκλειστοι ιοί. Ο χρόνος που απαιτείται για να θανατωθεί η 

προνύμφη είναι 5 ημέρες (Ballard etai. 2000).

Ο ιός αυτός έχει μεγάλη εκλεκτικότητα και δεν βλάπτει ωφέλημα εντομοφάγα 

έντομα, τον άνθρωπο και το περιβάλλον. Επιπλέον έχει ικανοποιητική παθογόνο 

δράση και μεγαλύτερη υπολειμματική διάρκεια από το εντομοπαθ ο γόνο βακτήριο 

Bacillus thuringiensis subsp. Thompson'!. Ωστόσο, είναι φωτοευαίσθητος και γΐ 

αυτό συνιστάται η εφαρμογή του στον οπωρώνα ανά 7-10 ημέρες κατά τη διάρκεια 

της καλλιεργητικής περιόδου (Lacey & Arthurs 2005).

Νηματώδεις: Τα πιο ενδιαφέροντα είδη για την καταπολέμηση της 

καρπόκαψας είναι αυτά που προσβάλλουν το έντομο και προκαλούν το θάνατό 

του μέσω συμβιωτικών βακτηριών που φέρουν. Τα συμβιωτικά βακτήρια των
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νηματωδών προκαλούν στο έντομο ασθένεια που εξελίσσεται γρήγορα και οδηγεί 

στο θάνατό του. Ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα είδη που ανήκουν στο γένος 

Steinernema και πιο συγκεκριμένα το είδος Steinernema carpocapsae (Weiser) 

και Steinernema feltiae (Filipjev). To πρώτο για να δράσει χρειάζεται υψηλότερες 

θερμοκρασίες. Έτσι, σε θερμοκρασία χαμηλότερη των 15°C μειώνεται η 

κινητικότητά του ενώ κάτω από 10°C αδρανοποιείται. Το δεύτερο είδος είναι πιο 

ανθεκτικό στις χαμηλές θερμοκρασίες και παραμένει δραστήριο και σε 

θερμοκρασίες κάτω από 10°C (Lacey και Unruh 1998). Γενικά και τα δύο είδη είναι 

πιο αποτελεσματικά εναντίον των προνυμφών σε σχέση με τις νύμφες ενώ για 

καλύτερη αποτελεσματικότητα χρειάζονται επιπλέον υγρασία. Έτσι, με 

ικανοποιητική υγρασία μπορούν να προκαλέσουν θνησιμότητα στις προνύμφες 

από 92 έως 95%, ενώ σε χαμηλές συνθήκες υγρασίας η θνησιμότητα μειώνεται σε 

46% έως 57% (Lacey et at. 2005).

Αρπακτικά: Από όλους τους βιολογικούς παράγοντες καταπολέμησης, τα 

λιγότερο μελετημένα είναι τα εντομοφάγα έντομα της καρπόκαψας. Τα είδη Orius 

insidiosus (Say), Anthocoris musculus (Say) καθώς και είδη της οικογένειας 

Miridae και Carabidae είναι οι κύριοι εχθροί της καρπόκαψας. Είδη της οικογένειας 

Reduviidae και Nabidae τρέφονται με αναπτυγμένες προνύμφες πέμπτου σταδίου 

ενώ τα Haplothrips faurei (Hood) και Leptothrips mali (Fitch) τρέφονται με τα αυγά 

της (Lacey & Unruh 2005).

Παρασιτοειδή: Έχει αναφερθεί ότι περισσότερα από 100 είδη προσβάλουν την 

καρπόκαψα, ωστόσο λίγα μόνο από αυτά έχουν μελετηθεί. Τα περισσότερα 

κατάγονται από τη Δυτική Ευρώπη και τη Βόρεια Αμερική (Lloyd 1958). Το 

κυριότερο είδος, που κατάγεται από την Αμερική, είναι το Ascogaster 

quadridentata (Wesmael) (Hymenoptera: Braconidae), το οποίο εναποθέτει τα 

αυγά του μέσα στα αυγά της καρπόκαψας και το ενήλικο εξέρχεται από την 

αναπτυγμένη προνύμφη (Brown & Kainoh 1992). Στην Καλιφόρνια ως μέσο 

βιολογικής καταπολέμησης χρησιμοποιούνται διάφορα είδη του γένους 

Trichogramma. Ο Mills (2003) αναφέρει ότι αυτά μπορούν να μειώσουν την 

προσβολή από την καρποκάψα κατά 60% σε καρύδια, μήλα και αχλάδια.

2.2.8 Χημική καταπολέμηση

Η χημική καταπολέμηση εφαρμόζεται κατά την περίοδο δραστηριότητας του 

εντόμου, εναντίον των αυγών (πριν εκκολαφθούν) ή των νεαρών προνυμφών,
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προτού εισέλθουν στον καρπό. Ο χρόνος επέμβασης προσδιορίζεται κατόπιν 

παρακολούθησης της πορείας του ενήλικου πληθυσμού, σε συνδυασμό με την 

εκκόλαψη των πρώτων προνυμφών κάθε γενεάς. Η παρακολούθηση των ενηλίκων 

και η καταγραφή των γενεών και των δύο φύλων πραγματοποιείται με την ανάρτηση 

κολλητικών παγίδων τύπου Δέλτα που περιέχουν σεξουαλικές φερομόνες (και 

καϊρομόνες). Ταυτόχρονα, πραγματοποιούνται και δειγματοληψίες φύλλων για τον 

εντοπισμό αυγών.

Μια άλλη μέθοδος για τον προσδιορισμό του χρόνου εξόδου των ενηλίκων και 

του χρόνου εκκόλαψης των προνυμφών επιτυγχάνεται με την εφαρμογή των 

«μοντέλων πρόγνωσης» που βασίζονται στο «άθροισμα των θερμοκρασιών» που 

απαιτούνται για να συμπληρωθεί κάθε στάδιο του εντόμου και να ολοκληρωθεί κάθε 

γενεά (Pitcain et al. 1992).

Οργανοφωσφορικά: Είναι νευροτοξικές ενώσεις που επιδρούν στις νευρικές 

συνάψεις, δεσμεύοντας την ακετυλοχολινεστεράση (AChE) με συνέπεια την 

περίσσεια ακετυλοχολίνης. Το αποτέλεσμα είναι η πρόκληση πληθώρας νευρικών 

σημάτων στο κεντρικό νευρικό σύστημα, που οδηγεί σε υπερδιέγερση, μεγάλη 

κινητικότητα, παράλυση και τελικά το θάνατο του εντόμου. Πρόκειται για 

εντομοκτόνα επαφής ή στομάχου και αρκετά από αυτά είναι διασυστηματικά. Στην 

κατηγορία αυτή ανήκουν μερικά από τα πλέον τοξικά για τα θερμόαιμα ζώα αλλά 

επίσης περιλαμβάνονται και λιγότερο τοξικά για τα θερμόαιμα ζώα και τον 

άνθρωπο (Fukuta 1990).

Καρβαμιδικά: Έχουν τον ίδιο τρόπο δράσης με τα οργανοφωσφορικά. Είναι 

εντομοκτόνα επαφής και μερικά είναι διασυστηματικά. Η οξεία τοξικότητά τους για 

τα θερμόαιμα ζώα ποικίλλει από πολύ μεγάλη έως μέτρια (Fukuta 1990).

Νεονικοτινοειδή: Δρουν στις νευρικές συνάψεις και διαταράσσουν τη 

μετάδοση των νευρικών σημάτων. Καταλαμβάνουν τη θέση της ακετυλοχολίνης 

στους νικοτινεργικούς υποδοχείς της (nAChR) με συνέπεια την περίσσεια 

ακετυλοχολίνης η οποία έχει ως αποτέλεσμα την υπερδιέγερση του εντόμου και 

τελικά το θάνατο (Tomizava & Casoda 2004).

Πυρεθροειδή: Επηρεάζουν τη μετάδοση των νευρικών ώσεων στους 

νευράξονες. Στοχεύουν στα διαμεμβρανικά πρωτεϊνικά κανάλια μεταφοράς ιόντων 

νατρίου επηρεάζοντας τη ροή ιόντων, με αποτέλεσμα την περίσσια ιόντων Na+ στο 

εσωτερικό του νευράξονα. Αποτέλεσμα είναι η διέγερση του νευρώνα με 

επανειλημμένες ώσεις (ηλεκτρικές εκκενώσεις) και τελικά η μυϊκή παράλυση του
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εντόμου («knock down», kd). Είναι εντομοκτόνα επαφής με μέτρια έως μεγάλη 

υπολειμματική διάρκεια. Είναι λιγότερο τοξικά για τα θερμόαιμα ζώα αλλά πολύ 

τοξικά για τα ψάρια (Soderlund & Bloomquill 1989).

Μακροκυκλικές λακτόνες: Ο μηχανισμός δράσης τους συνίσταται στη 

διέγερση του νευρικού συστήματος, με συνέπεια την τελική αδρανοποίηση του 

μυϊκού συστήματος και κατ’ επέκταση την ολική παράλυση του εντόμου. 

Στοχεύουν στα διαμεμβρανικά πρωτεϊνικά κανάλια μεταφοράς ιόντων χλωρίου, 

εμποδίζοντας την είσοδο των ιόντων ΟΓ και αποτρέποντας την ηρεμιστική δράση 

του γ-αμινοβουτυρικού οξέος (GABA). Οι τοξικολογικές επιπτώσεις τους είναι 

σχετικά μικρές τόσο για τα θερμόαιμα ζώα όσο και τα ψάρια (Wolstenholme & 

Rogers 2005).

Ρυθμιστικές ουσίες της ανάπτυξης των εντόμων: Πρόκειται για ουσίες που 

επιδρούν σε φυσιολογικούς μηχανισμούς των εντόμων που απουσιάζουν όμως 

από τα σπονδυλωτά. Τέτοιοι μηχανισμοί είναι: α) η σύνθεση της χιτίνης, β) ο 

σχηματισμός του δερματίου, γ) η έκδυση, δ) η μεταμόρφωση, ε) η παραγωγή και 

έκλυση ορισμένων φερομονών. Τα πλεονεκτήματα των ουσιών αυτών έναντι των 

παραπάνω είναι η απουσία τοξικότητας στα θερμόαιμα ζώα και η ταχεία 

βιοαποδόμησή τους. Ως μειονέκτημα θεωρείται η απαίτηση εφαρμογής τους σε 

κατάλληλο στάδιο του εντόμου (Siddall 1976).

α) Οουόνη νεότητας (juvenile hormone-JH): Εμποδίζει την ενηλικίωση των 

εντόμων προκαλώντας ανωμαλίες στη μορφογένεση του ενήλικου με αποτέλεσμα 

τη δημιουργία μη λειτουργικών ατόμων στα οποία γρήγορα επέρχεται ο θάνατος. 

Οι εξωγενείς νεανικές ορμόνες μπορεί να προκαλέσουν ανωμαλίες και κατά την 

εμβρυογένεση με αποτέλεσμα τα αυγά να μην εκκολάπτονται (El-Shazly και Refaie 

2002).

β) Μιυητέο της εκδυσόνηο: Επιταχύνουν τις εκδύσεις και ανατρέπουν την ομαλή 

εξέλιξη της προνύμφης σε ενήλικο.

ν) Ουσίεο που ευποδίζουν την έκδυση: Εμποδίζουν τη σύνθεση της χιτίνης ή 

την απόθεσή της, με αποτέλεσμα η έκδυση να μην πραγματοποιείται κανονικά ή το 

δερμάτιο να είναι λεπτό και εύθραστο με τελικό αποτέλεσμα το θάνατο του 

εντόμου (Smagghe et at. 1999).
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3. Ανθεκτικότητα

3.1. Ανάπτυξη ανθεκτικότητας

Από το 1950 τα οργανικά εντομοκτόνα είχαν χρησιμοποιηθεί εντατικά στην 

προστασία της καλλιέργειας εναντίον των εντομών λόγω του χαμηλού κόστους και 

της γρήγορης αποτελεσματικότητάς τους. Η λανθασμένη χρήση τους όμως 

(τρόπος, χρόνος και συχνότητα εφαρμογής) οδήγησε στην ανάπτυξη 

ανθεκτικότητας (McKenzie 1996). Αυτή οφείλεται στην επιλογή αλληλομόρφων 

που προσδίδουν ανθεκτικότητα με συνέπεια, με την πάροδο των γενεών, ευπαθείς 

αρχικά πληθυσμοί να μετατρέπονται σε ανθεκτικούς. Η ταχύτητα εξάπλωσης της 

ανθεκτικότητας στη φύση εξαρτάται κυρίως από τον αριθμό γενεών και απογόνων, 

τον τρόπο αναπαραγωγής, την προσαρμοστικότητα αλληλομόρφων που ελέγχουν 

την ανθεκτικότητα, τη μετανάστευση και τα καταφύγια.

Η ανθεκτικότητα είναι από τους κυριότερους περιοριστικούς παράγοντες για τη 

διάρκεια μιας συγκεκριμένης στρατηγικής καταπολέμησης. Εκτός από την απώλεια 

της αποτελεσματικότητας του ελέγχου των εχθρών, η ανθεκτικότητα έχει 

περιβαλλοντικές και οικονομικές επιπτώσεις, γιατί η άμεση απάντηση των 

καλλιεργητών είναι η αύξηση της ποσότητας της φυτοπροστατευτικής ουσίας (Wei 

et al. 2001). Επιπλέον, από το 1970 ο αριθμός των εντομοκτόνων με νέο τρόπο 

δράσης έχει μειωθεί καθιστώντας ιδιαίτερα δαπανηρή τη διαδικασία δημιουργίας 

νέων και την άδεια κυκλοφορίας τους (Lindquist et al. 1996).

Για τους παραπάνω λόγους κρίνεται απαραίτητη αφ’ ενός η πρόωρη ανίχνευση 

της ανθεκτικότητας, αφ’ ετέρου η ορθολογική χρήση των υπαρχόντων 

εντομοκτόνων ώστε να διατηρήσουν την αποτελεσματικότητά τους (Soderlund 

1997). Παρόλα αυτά, εμφανίζονται νέοι μηχανισμοί ανθεκτικότητας που σχετίζονται 

με νέους γονιδιακούς τόπους, περιορίζοντας έτσι την αποτελεσματικότητα 

δραστικών ουσιών που ανήκουν ακόμα και σε διαφορετικές χημικές ομάδες 

(διασταυρωτή ανθεκτικότητα) (Scott 1989). Συνεπώς απαιτείται η διερεύνηση 

αυτών των μηχανισμών ώστε να επιτραπεί η πρόωρη ανίχνευσή τους αλλά και η 

διαχείριση της ανθεκτικότητας (Wei et al. 2001).
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3.2. Επίπεδο ανθεκτικότητας

Η εμφάνιση ανθεκτικότητας στα εντομοκτόνα αποτελεί ένα πρόβλημα που 

μεγεθύνεται με την πάροδο των ετών. Το φαινόμενο είχε επισημανθεί για πρώτη 

φορά το 1914 και αφορούσε την ανάπτυξη ανθεκτικότητας του εντόμου 

Quadraspidiotus perniciosus (Comstock) στο θείο (Melander 1914). Η καρπόκαψα 

των μήλων, Cydia pomonella L., ήταν το δεύτερο είδος που αναφέρθηκε ότι 

εμφάνισε ανθεκτικότητα στο αρσενικό (Hough 1928). Από το 1914 έως το 1950 οι 

περιπτώσεις εμφάνισης ανθεκτικότητας αυξήθηκαν βαθμιαία και κάθε πενταετία 

καταγράφονταν και ένα καινούριο είδος. Μέχρι το 1990, περίπου 500 είδη εντόμων 

είχαν αναπτύξει ανθεκτικότητα σε μία ή περισσότερες κατηγορίες εντομοκτόνων 

(Cui et al. 2006).

3.3. Μηχανισμοί ανθεκτικότητας

Τα εντομοκτόνα εισέρχονται στο σώμα του εντόμου μέσω του δερματίου, του 

στόματος ή του αναπνευστικού συστήματος. Μετά την είσοδό τους μεταφέρονται και 

καταλήγουν στο στόχο δράσης τους όπου επηρεάζουν διάφορες βιοχημικές 

διεργασίες του εντόμου. Εμφάνιση ανθεκτικότητας σε συγκεκριμένο εντομοκτόνο 

είναι πιθανή σε περίπτωση μεταλλάξεων των μορίων-στόχων του (Poirie και 

Pasteur 1991).

Παρά την ποικιλομορφία των εντόμων και των εντομοκτόνων, οι 

προσδιορισμένοι μηχανισμοί που είναι υπεύθυνοι για την εμφάνιση ανθεκτικότητας 

είναι λίγοι (Soderlund 1997). Οι κύριοι μηχανισμοί αφορούν στην ενζυμική 

αποδόμηση του εντομοκτόνου προς ουσίες μη τοξικές και στη διαφοροποίηση της 

μοριακής δομής των πρωτεϊνών στόχων (McKenzie 1996). Σπανιότερα, έχουν 

περιγράφει μηχανισμοί που περιλαμβάνουν αλλαγές στη συμπεριφορά του 

εντόμου που αποτρέπουν την επαφή του με το εντομοκτόνο, την ταχύτερη 

απέκκρισή του και τη μικρότερη διείσδυση από τον εξωσκελετό.

3.3.1. Ηθολογική ανθεκτικότητα

Οφείλεται στην ιδιαίτερη συμπεριφορά των ανθεκτικών ατόμων που έχει ως 

αποτέλεσμα την αποφυγή της επαφής με το εντομοκτόνο ή τον περιορισμό της 

διάρκειας επαφής τους ώστε να δεκτούν μικρότερη ποσότητα. Στην πρώτη 

περίπτωση το έντομο έχει την ικανότητα να αναγνωρίσει την τοξικότητα του 

εντομοκτόνου και να την αποφύγει. Στη δεύτερη περίπτωση η συμπεριφορά του
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εντόμου είναι ανεξάρτητη του ερεθίσματος. Τέτοια συμπεριφορά έχει παρατηρηθεί 

σε ανθεκτικά άτομα του είδους Haematobia irritans L., τα οποία αυξάνουν την 

κινητικότητά τους με αποτέλεσμα να ελαττώνεται ο χρόνος επαφής με το 

εντομοκτόνο (Lockwood et al. 1985).

3.3.2. Φυσιολογική ανθεκτικότητα

Σχετίζεται με την ταχύτητα διείσδυσης σε συνδυασμό με την ταχύτητα 

απέκκρισης καθώς και με την πιθανή αποθήκευση σε μη ευπαθείς ιστούς. Τα 

ανθεκτικά άτομα έχουν εξωσκελετό λιγότερο διαπερατό στο εντομοκτόνο, γεγονός 

που οδηγεί στη βραδύτερη διείσδυσή του. Ένας τέτοιος μηχανισμός αντίστασης, 

που σχετίζεται με μειωμένη διείσδυσης διαμέσου του δερματίου, έχει περιγραφθεί 

για τα πυρεθροειδή στο είδος Blattella germanica L. (Bull & Patterson 1993). 

Επίσης, μηχανισμός ταχύτερης απέκρισης των μεταβολιτών έχει παρατηρηθεί στα 

ανθεκτικά άτομα του Plutella xylostella L. (Doichuanngam et al. 1992).

3.3.3. Μείωση ευαισθησίας στόχου δράσης

Η εμφάνιση ανθεκτικότητας μπορεί να οφείλεται στη διαφοροποίηση της 

μοριακής δομής των πρωτεϊνών-στόχων, γεγονός που τις καθιστά λιγότερο 

ευαίσθητες στα τοξικά μόρια, με αποτέλεσμα τη μείωση ή την απώλεια της 

αποτελεσματικότητας των εντομοκτόνων. Μέχρι τώρα, έχουν περιγράφει 

μεταλλαγές σε τέσσερις πρωτεΐνες, οι οποίες αποτελούν και τον κύριο στόχο 

δράσης των περισότερων εντομοκτόνων.

3.3.3.1. Ακετυλοχονιστεράση (AChE)

Οι μεταλλαγές ανθεκτικότητας της πρωτεΐνης AChE προσδίδουν ανθεκτικότητα 

στα εντομοκτόνα που ανήκουν στις χημικές οικογένειες των οργανοφωσφορικών 

και των καρβαμιδικών. Η εμφάνιση της ανθεκτικότητας μπορεί να οφείλεται στην 

τροποποίηση της στερεοδομής της AChE, που έχει ως αποτελέσματα τα μόρια του 

εντομοκτόνου να μη δημιουργούν σύμπλοκα μαζί της και να μη την δεσμεύουν 

(Opernooth 1985). Η δεύτερη περίπτωση είναι το έντομο να παράγει μεγαλύτερη 

ποσότητα πρωτεΐνης AChE. Επομένως, παρόλο που μία ποσότητα δεσμεύεται 

από τα εντομοκτόνα, υπάρχει περίσσεια ώστε να δημιουργείται σύμπλοκο με την 

ακετυλοχολίνη στις νευρικές συνάψεις και έτσι να μην επηρεάζεται η λειτουργία 

του κεντρικού νευρικού συστήματος (Fournier et al. 1993).
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Από το 1964, που ο Smissaert πρώτος απέδειξε την μη ευαισθησία της AChE 

ως κύριου μηχανισμού ανθεκτικότητας του Tetranychus urticae (Koch) σε 

οργανοφωσφορικά, ο μηχανισμός αυτός ταυτοποιήθηκε σε πολλά έντομα και 

ακάρεα (Smissaert et al. 1964). Έχει αποδειχθεί ότι η ανθεκτικότητα που οφείλεται 

στην AChE σχετίζεται με επτά αντικαταστάσεις αμινοξέων σε τέσσερις ανθεκτικούς 

βιότυπους στο Drosophila melanogaster (Meigen) (Mutero et al. 1994) και σε τρεις 

ανθεκτικούς βιότυπους στο Musca domestica L. (Devonshire et al. 1998). Στο C. 

pomonella, έχει ταυτοποιηθεί ότι τα ευαίσθητα άτομα έχουν φαινυλαλανίνη στη 

θέση 399 της AChE ενώ στα ανθεκτικά το συγκεκριμένο αμινοξύ έχει 

αντικατασταθεί από τη βαλίνη (F399V) (Cassanelli et al. 2006).

3.3.3.2. Πρωτεϊνικό κανάλι μεταφοράς νατρίου Na+

Διαφοροποιήσεις στη μοριακή δομή των διαμεμβρανικών πρωτεϊνών μεταφοράς 

νατρίου μειώνουν τη συνάφεια των πυρεθροειδών εντομοκτόνων και του DDT, με 

αποτέλεσμα τη μείωση της ευαισθησίας των ανθεκτικών εντόμων (knock down 

resistance, kdr) (Miyazaki et al. 1996). Οι μεταλλαγές αυτές είναι εξαιρετικά 

συντηρημένες και προσδίδουν υψηλά επίπεδα ανθεκτικότητας στα εντομοκτόνα 

που στοχεύουν στο συγκεκριμένο κανάλι ιόντων (Ffrench-Constant et al. 1998).

Σε ορισμένα είδη έχει ταυτοποιηθεί και δεύτερη μεταλλαγή στο πρωτεϊνικό κανάλι 

μεταφοράς ιόντων Na+, που προσδίδει ανθεκτικότητα στα παραπάνω εντομοκτόνα 

(super knock down resistance super-kdr) (Williamson et al. 1996). Στα είδη Musca 

domestica L. και Haematobia irritans L. διαπιστώθηκε ότι η ανθεκτικότητα kdr 

οφείλεται στην αντικατάσταση της λεύκινης από φαινυλαλανίνη στη θέση 1014 

(L1014F), ενώ η ανθεκτικότητα skdr οφείλεται στην αντικατάσταση της μεθειονίνης 

918 από τη θρεονίνη (Μ918Τ) (Farnham et al. 1987, Guerrero et al. 1997). Τα 

ευαίσθητα άτομα του C. pomonella φέρουν λεύκινη στη θέση 1014 ενώ στα 

ανθεκτικά ταυτοποιήθηκε αντικατάσταση από την φαινυλαλανίνη (L1014F) (Brun- 

Barale et al. 2005).

3.3.3.3. Υποδοχέας του γ-αμινοβουτυρικού οξέος (GABA).

Η εμφάνιση ανθεκτικότητας στα κυκλοδιένια σχετίζεται με την αντικατάσταση του 

αμινοξέως αλανίνη στη θέση 302 που εντοπίζεται στη δεύτερη διαμεμβρανική 

περιοχή (M2) του υποδοχέα του γ-αμινοβουτυρικού οξέος (GABA). Τα ανθεκτικά 

άτομα διαφόρων ειδών που μελετήθηκαν, όπως τα Drosophila melanogaster Μ.,
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Drosophila simulans (Sturtevant), Myzus persicae (Sulzer), στη συγκεκριμένη 

θέση φέρουν σερίνη ή γλυκίνη (Buckingham et al. 2005).

3.3.3.4. Νικοτινεργικοί υποδοχείς της ακετυλοχολίνης (nAChR)

Οι νικοτινεργικοί υποδοχείς της ακετυλοχολίνης (nAChR) είναι οι στόχοι δράσης 

μιας καινούριας σχετικά χημικής ομάδας εντομοκτόνων, των νεονικοτινοειδών και 

του spinosad. Τα εντομοκτόνα αυτά είναι αποτελεσματικά εναντίον εντόμων 

διάφορων ειδών που έχουν ήδη εμφανίσει ανθεκτικότητα σε άλλες ομάδες 

εντομοκτόνων (Tomizawa et al. 1999).

Παρόλο που έχουν ταυτοποιηθεί περιπτώσεις εμφάνισης ανθεκτικότητας, η 

μοριακή βάση αυτών είναι λιγότερο μελετημένη. Εμφάνιση ανθεκτικότητας έχει 

διαπιστωθεί στα Bemisia tabaci (Gennadius), Leptinotarsa decemlineata (Say) και 

(Mota-Sanchez et al. 2006, Zhao et al. 2002). Επίσης, υψηλά επίπεδα 

ανθεκτικότητας στο spinosad διαπιστώθηκε στα Spodoptera exigua, Plutella 

xylostella L., Heliothis virescens (Fabricius) και Musca domestica L. (Perry et al. 

2007). Αυτή φαίνεται ότι σχετίζεται με ένα γονίδιο και εμφανίζει υπολειπόμενο 

τρόπο κληρονόμησης. Πρόσφατα, ταυτοποιήθηκε στο Drosophila melanogaster η 

μοριακή βάση της ανθεκτικότητας αυτής. Συγκεκριμένα, δείχθηκε ότι οφείλεται σε 

ομόζυγη απώλεια λειτουργίας της υπομονάδας α6 (Do6) του υποδοχέα της 

ακετυλοχολίνης. Καθώς υπάρχουν πολυάριθμες υπομονάδες για τους υποδοχείς 

αυτούς, η συσχέτιση της Da6 με την ανθεκτικότητα στο spinosad πιθανώς δείχνει 

ότι η υπομονάδα αυτή είναι η μοναδική που συμμετέχει στη σύνδεση με αυτό το 

εντομοκτόνο ή εναλλακτικά ότι αποτελεί απαραίτητο συστατικό των υποδοχέων 

που ανταποκρίνονται στο spinosad (Perry et al. 2007) Σε ανθεκτικά άτομα του 

Nilaparvata lugens (Stal) στο imidacloprid (νεονικοτινοειδές) ταυτοποιήθηκε η 

αντικατάσταση της τυροσίνης από σερίνη στη θέση 151 (Y151S) στις υπομονάδες 

ΝΙαΙ και Ν1α3 των νικοτινεργικών υποδοχέων (Liu et al. 2005).

3.3.4. Βιοχημική ανθεκτικότητα

Με τον όρο αυτό περιγράφεται η ανθεκτικότητα που βασίζεται σε ενζυμικά 

συστήματα που προκαλούν αποδόμηση του εντομοκτόνου σε μη τοξικά 

παράγωγα πριν αυτό φτάσει στο στόχο του. Ως υπεύθυνοι μηχανισμοί για αυτήν 

την τροποποιημένη μεταβολική ικανότητα έχουν προταθεί η αυξημένη παραγωγή 

του ενζύμου, πιθανώς λόγω τροποποιημένης μεταγραφικής ρύθμισης που οδηγεί

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



38

σε υπερπαραγωγή mRNA (Taylor & Feyereisen 1996) και η αυξημένη 

δρασπκότητα του ενζύμου, λόγω τροποποίησης της δομής του (Soderlund 1997). 

Οι αλλαγές αυτές έχουν ως αποτέλεσμα την αυξημένη ενεργότητα των ενζύμων 

και συνεπώς τον αυξημένο μεταβολισμό των εντομοκτόνων (Daborn et al. 2002).

3.3.4.1. Καρβοξυλεστεράσες

Είναι μία μεγάλη οικογένεια πρωτεϊνών, μέλη της οποίας δεσμεύουν 

εντομοκτόνα στον εξωκυτταρικό χώρο και υδρολύουν τους εστερικούς δεσμούς. 

Σχετίζονται με ανθεκτικότητα στα οργανοφωσφορικά, καρβαμιδικά και 

πυρεθροειδή (Wheeloch et al. 2005). Ο πρώτος μηχανισμός δράσης τους που έχει 

περιγραφεί σχετίζεται με την μεταλλαγή δομικών γονιδίων που προκαλούν την 

παραγωγή τροποποιημένων μεταβολικών ενζύμων με αυξημένη καταλυτική 

ικανότητα για τα εντομοκτόνα. Ο μηχανισμός αυτός έχει ταυτοποιηθεί σε ανθεκτικά 

έντομα του είδους Μ. domestica L. και του είδους Lucilia cuprina L. (Oppenoorth & 

van Asperen 1960, Campbell et al. 1997). Επιπλέον, ένας άλλος μηχανισμός 

οφείλεται στην παραγωγή αυξημένου αριθμού αντιγράφων γονιδίου με 

αποτέλεσμα την παραγωγή πολύ μεγαλύτερης ποσότητας ενζύμου (Vontas et al. 

2000, Kim et al. 2004). Αυτό έχει ταυτοποιηθεί σε είδη του γένους Culex καθώς και 

στα είδη Μ. persicae S. και Nilaparvata (Stal) Lugens (Mouches et at. 1986, 

Fournier et al. 1987, Devonshire & Field 1991).

3.3.4.2. Οξειδάσες μικτής λειτουργίας (MFO)

Μία άλλη σημαντική οικογένεια γονιδίων που έχει συσχετιστεί με βιοχημική 

ανθεκτικότητα είναι οι οξειδάσες μικτής λειτουργίας Ρ450 ή μονοξυγενάσες. 

Πρόκειται για μικροσωμικές αιμοπρωτείνες που καταλύουν την οξειδωτική 

διάσπαση των εντομοκτόνων και εντοπίζονται κυρίως στο ενδοπλασματικό δίκτυο 

και τα μιτοχόνδρια (Scott 1999).

Η ανθεκτικότητα που οφείλεται στις οξειδάσες μικτής λειτουργίας, περιλαμβάνει 

όλες σχεδόν τις ομάδες εντομοκτόνων, όπως τα οργανοφωσφορικά, πυρεθροειδή, 

οργανοχλωριωμένα, νεονικοτινοειδή και αβερμεκτίνες. Συχνά, συσχετίζονται και με 

διασταυρωτή ανθεκτικότητα αφού ορισμένες οξειδάσες Ρ450 έχουν την ικανότητα 

να αναγνωρίζουν ως υπόστρωμα και να μεταβολίζουν πολύ διαφορετικά τοξικά 

μόρια (Daborn et al. 2002). Η ανθεκτικότητα είναι πιθανόν ότι οφείλεται στην 

αύξηση της ενεργότητας των MFO (Brattsten 1979). Στο D. melanogaster Μ. και
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στο Μ. domestica L. έχει διαπιστωθεί ότι η αυξημένη αυτή ενεργότητα οφείλεται 

στην αυξημένη μεταγραφή του γονίδιου CYP6D1 και όχι σε διπλασιασμό γονιδίου 

(Liu & Scott 1998).

3.3.4.3. S-Τρανσφεράσες της γλουταθειόνης (GST)

Οι S-τρανσφεράσες της γλουταθειόνης είναι μία οικογένεια ενζύμων που 

παίζουν σημαντικό ρόλο στην αποτοξικοποίηση τόσο ενδογενών όσο και 

ξενοβιοτικών συστατικών, συμμετέχουν στην ενδοκυτταρική μεταφορά και 

βιοσύνθεση των ορμονών και παρέχουν προστασία από το οξειδωτικό στρες. Ο 

μεταβολισμός των ξενοβιοτικών επιτυγχάνεται είτε μέσω συζευκτικών 

αντιδράσεων με την ανοιγμένη γλουταθειόνη, γεγονός που καθιστά τους 

μεταβολίτες διαλυτούς και βοηθάει την έκκρισή τους είτε μέσω αντίδρασης 

αφυδροχλωρίωσης. Στα έντομα έχουν ταυτοποιηθεί τρεις κλάσεις τέτοιων 

ενζύμων, η κλάση I (ή δ), η II (ή σ) και η III (ή ε) (Chelvanayagam et at. 2001, 

Hemingway 2000, Sawicki et at. 2003). Τα ένζυμα αυτά έχουν συσχετιστεί εκτενώς 

με την εμφάνιση ανθεκτικότητας σε διάφορα εντομοκτόνα όπως 

οργανοφωσφορικά, πυρεθροειδή, καρβαμικά και το DDT (Ranson et at. 1997) σε 

διάφορα είδη εντόμων γεωργικής οικονομικής σημασίας (Huang et al. 1998, Yu 

2002). Σε όλες τις περιπτώσεις, η ανθεκτικότητα αυτή συσχετίζεται με αύξηση της 

ενζυμικής δραστικότητας στα ανθεκτικά στελέχη των εντόμων σε σύγκριση με τα 

ευαίσθητα. Ωστόσο, μέχρι τώρα δεν έχει προσδιοριστεί ο ακριβής μοριακός 

μηχανισμός που ευθύνεται για την αύξηση αυτή (Hemingway 2000).

4. Πληθυσμιακή γενετική

Τα είδη αποτελούνται από γεωγραφικά δομημένους πληθυσμούς, μερικοί από 

τους οποίους μπορεί να έχουν μικρή ή καθόλου γενετική επαφή για μεγάλο 

χρονικό διάστημα. Άλλα είδη πάλι χαρακτηρίζονται από σχετικά πρόσφατη 

εξάπλωση, με αποτέλεσμα οι πληθυσμοί τους να συνδέονται πολύ στενά μεταξύ 

τους. Η ιστορική και η σύγχρονη δημογραφία μπορεί να επηρεάσει τη χωρική δομή 

των πληθυσμών ενός είδους και ως εκ τούτου να επηρεάσει με πολλούς τρόπους 

την ενδοειδική γενεαλογία (Avise 2000).
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Οι φυσικοί πληθυσμοί χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη πολυμορφισμού, που 

τους παρέχει τη δυνατότητα να προσαρμόζονται στις περιβαλλοντικές αλλαγές. Η 

ύπαρξη πολυμορφισμού είναι απαραίτητη για την επιβίωση των πληθυσμών και 

κατ’ επέκταση του είδους, ακόμα και αν αυτός έχει αρνητικό αντίκτυπο σε κάποια 

άτομα του πληθυσμού. Οι φυσικοί πληθυσμοί διαφέρουν ως προς τον βαθμό 

πολυμορφισμού και τη γενετική ποικιλότητά τους (Ayala 1982).

Οι πληθυσμιακές γενετικές μελέτες συμβάλλουν στην κατανόηση της εξελικτικής 

ιστορίας και δυναμικής του είδους, στη μελέτη της πορείας διασποράς του από το 

αρχικό σημείο εμφάνισης μέχρι την εγκαθίδρυσή του σε άλλες γεωγραφικές 

περιοχές καθώς και στην εκτίμηση της ικανότητας μετανάστευσής του (Zhou et al. 

2000, Endersby et al. 2006). Επίσης, παρέχουν πληροφορίες, χρήσιμες για 

εφαρμογή προγραμμάτων ολοκληρωμένης καταπολέμησης τα οποία βασίζονται 

σε μια καλή γνώση της βιολογίας του εντόμου (Denholm & Rowland 1992, Miller et 

al. 2003, Endersby et al. 2006). Επιπλέον, η γνώση σχετικά με τη γενετική 

διαφοροποίηση μεταξύ γεωγραφικά χωρισμένων πληθυσμών είναι σημαντική σε 

προγράμματα απελευθέρωσης στειρωμένων εντόμων, κυρίως όταν τα 

εξαπολυθέντα άτομα προέρχονται από διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές (Timm 

et al. 2006).

4.1. Μοριακοί δείκτες

Οι μελέτες της γενετικής σύστασης των πληθυσμών, η εκτίμηση διαφόρων 

παραμέτρων γενετικής ποικιλότητας, η κατανόηση της γενετικής δομής και της 

ομαδοποίησης των πληθυσμών, ο έλεγχος για την ύπαρξη ισορροπίας Hardy- 

Weinberg στηρίζονται στην ανάλυση διαφόρων μοριακών δεικτών, δηλαδή 

πολυμορφικών πολυπεπτιδίων ή τμημάτων DNA που αποτελούν δείκτες 

ποικιλότητας των γονιδιωμάτων και είναι δυνατή η ταυτοποίησή τους με μοριακές 

μεθόδους.

Η απομόνωση και ο χαρακτηρισμός μιας σειράς διαφορετικών δεικτών με 

διαφορετικά επίπεδα πολυμορφισμού που τους καθιστούν κατάλληλους για τη 

μελέτη συγκεκριμένων ερωτημάτων αποτέλεσε πολύ σημαντική εξέλιξη και έδωσε 

μεγάλη ώθηση στο πεδίο της μοριακής πληθυσμιακής γενετικής. Σημαντικό 

πλεονέκτημα των δεικτών αυτών είναι ότι ο πολυμορφισμός τους μπορεί να 

ποσοτικοποιηθεί με ακρίβεια, σε σχέση με άλλα χαρακτηριστικά ατόμων και
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πληθυσμών που χρησιμοποιούνταν παλαιότερα και συνεπώς αποτελούν 

κατάλληλο υλικό για στατιστκές αναλύσεις και συγκρίσεις.

Οι δείκτες DNA μπορεί να αντιστοιχούν σε λειτουργικά ή μη τμήματα του 

γονιδιώματος και η ταυτοποίησή τους στηρίζεται στην εφαρμογή της αλυσιδωτής 

αντίδρασης πολυμεράσης (polymerase chain reaction ή PCR), τη χρήση των 

ενδονουκλεασών περιορισμού και στις τεχνικές του ανασυνδυασμένου DNA. 

Γενικά, η εφαρμογή των δεικτών DNA παρέχει σαφώς μεγαλύτερη διακριτική 

ικανότητα εντός και μεταξύ των πληθυσμών ποικίλων ειδών, απ’ ότι οι ενζυμικοί 

πολυμορφισμοί (Hadrys et al. 1992, Hedrick 1992, Black 1993).

4.1.1. Αλλοένζυμα
Πρόκειται για την παλαιότερη μορφή μοριακών δεικτών. Βασίζεται στη διάκριση 

των διαφορετικών ισομορφών του ίδιου ενζύμου σε ηλεκτροφόρηση πηκτώματος, 

λόγω της διαφορετικής αμινοξικής σύστασής τους. Μειονέκτημά τους, εκτός της 

χαμηλής διακριτικής ικανότητας, είναι η ιστοειδική έκφρασή τους.

4.1.2. Πολυμορφισμός μεγέθους περιοριστικών τμημάτων DNA (Restriction 

Fragment Length Polymorphism, RFLPs)

Η μέθοδος RFLP βασίζεται στη χρήση των ενδονουκλεασών περιορισμού, οι 

οποίες αναγνωρίζουν και κόβουν το DNA σε συγκεκριμένες αλληλουχίες. Κάθε 

ενδονουκλεάση δημιουργεί συγκεκριμένο αριθμό τμημάτων DNA ορισμένου 

μήκους. Οι αλλαγές στον αριθμό και το μέγεθος των τμημάτων (πολυμορφισμοί) 

μπορούν να προέλθουν από νουκλεοτιδικές αντικαταστάσεις μέσα στις θέσεις 

αναγνώρισης καθώς και από προσθήκες ή ελλείμματα. Στη μέθοδο RFLP γίνεται 

σύγκριση μεταξύ των προτύπων που προκύπτουν από εφαρμογή διαφόρων 

ενζύμων περιορισμού κατόπιν ηλεκτροφόρησής τους σε πηκτώματα αγαρόζης ή 

πολυακρυλαμίδης (Karl & Avise 1993).

4.1.3. Τυχαία ενισχυμένο πολυμορφικό DNA (Random Amplified 

Polymorphic DNA, RAPDs)

Στηρίζεται στην ενίσχυση τυχαίων τμημάτων γενωμικού DNA με την εφαρμογή 

της PCR, χρησιμοποιώντας μικρά συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια (Hadrys et al. 

1992). Συγκεκριμένα, χρησιμοποιείται μόνο ένας ολιγονουκλεοτιδικός εκκινητής 

ενώ δεν απαιτείται προηγούμενη γνώση της γενετικής σύστασης του οργανισμού
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στον οποίο εφαρμόζεται η τεχνική. Καθώς ο εκκινητής είναι μικρός, η πιθανότητα 

υβριδοποίησής του σε πολλαπλές θέσεις του γενωμικού DNA αυξάνει και έτσι 

επιτυγχάνεται η ενίσχυση τμημάτων ποικίλου μήκους, τα οποία εντοπίζονται 

μεταξύ των θέσεων υβριδισμού. Τα προϊόντα της PCR διαχωρίζονται σε 

πηκτώματα αγαρόζης ή πολυακρυλαμίδης και οι πολυμορφισμοί συμπεριφέρονται 

ως υπερέχοντες γενετικοί χαρακτήρες που κληρονομούνται μεντελικά (Carlson et 

al. 1991, Martin et at. 1991, Welsh et at. 1991).

4.1.4. Πολυμορφισμός μήκους ενισχυμένων τμημάτων (Amplified Fragment 

Length Polymorphism, AFLPs)

Αποτελεί εξέλιξη της μεθόδου RAPD και βασίζεται στην επιλεκτική ενίσχυση 

μιας υποομάδας τμημάτων, μέσω PCR σε γενωμικό DNA που έχει προηγουμένως 

τεμαχιστεί με ένζυμα περιορισμού. Το πλεονέκτημά της είναι η αυξημένη 

εξειδίκευσή της σε σχέση με τα RAPDs, λόγω προσθήκης συνδετικών τμημάτων 

(linkers) στα άκρα των προϊόντων τεμαχισμού και χρήσης εκκινητών που εκτός της 

συμπληρωματικότητάς τους με τα συνδετικά τμήματα φέρουν λίγα επιπλέον τυχαία 

νουκλεοτίδια στο 3’ άκρο τους. Όπως και με τα RAPD, η ανάλυση AFLP μπορεί να 

εφαρμοστεί χωρίς να υπάρχει προϋπάρχουσα γνώση της αλληλουχίας του 

γονιδιώματος του υπό εξέταση είδους, ωστόσο τα προβλήματα της 

επαναληψιμότητας και του επικρατούς τρόπου κληρονόμησης παραμένουν (Vos et 

al. 1995).

4.1.5. SWAPP (Sequencing With Arbitrary Primer Pairs)

Η μέθοδος αυτή συνδυάζει την τυχαία ενίσχυση με την αλληλούχηση 

(sequencing) χρησιμοποιώντας δύο τυχαίους 10μερείς εκκινητές. Τα τμήματα που 

ενισχύονται μέσω PCR, απομονώνονται και ακολούθως προσδιορίζεται η 

αλληλουχία τους (Burt et al. 1994).

4.1.6. Ανάλυση πολυμορφισμών διαμόρφωσης μονόκλωνου DNA (Single 

Strand Conformation Polymorphism, SSCP)

Η μέθοδος στηρίζεται στη διαφορετική δομή και συνεπώς διαφορετική 

κινητικότητα σε πήκτωμα ακρυλαμίδης, μονόκλωνων μορίων DNA που διαφέρουν 

μεταξύ τους έστω και κατά μόνο μία βάση. Τα προς μελέτη τμήματα DNA 

ενισχύονται με PCR και πριν την ηλεκτροφόρησή τους αποδιατάσονται ενώ στη
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συνέχεια η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιείται απουσία αποδιατακτικού μέσου 

ώστε να επιτρέπονται μερικώς οι ενδομοριακές αλληλεπιδράσεις. Το πλεονέκτημα 

της μεθόδου είναι η δυνατότητας σάρωσης του εξεταζόμενου τμήματος, καθ’ όλο 

το μήκος του για πιθανούς πολυμορφισμούς.

4.1.7. Μικροδορυφόροι (microsatellites)

Οι μικροδορυφόροι (microsatellites) είναι μικρές, διαδοχικές επαναλήψεις 

νουκλεοτιδικών μοτίβων με επαναλαμβανόμενες μονάδες μήκους ενός έως έξι 

βάσεων. Το σύνηθες μήκος μιας μικροδορυφορικής αλληλουχίας είναι 10-30 

βάσεις (Brown 2002), ενώ σπάνια υπερβαίνουν τις 70 μονάδες επανάληψης 

(Schlotterer 1998). Οι μικροδορυφόροι με ένα μόνο μοτίβο επανάληψης 

ονομάζονται απλοί, ενώ όταν στον ίδιο μικροδορυφόρο υπάρχουν περισσότερα 

του ενός μοτίβα επανάληψης ονομάζονται σύνθετοι. Σε περίπτωση που η 

μικροδορυφορική αλληλουχία σε κάποιο σημείο της διακόπτεται προσωρινά από 

κάποια βάση που δεν ανήκει στο συγκεκριμένο μοτίβο επανάληψης, τότε ο 

μικροδορυφόρος ονομάζεται ατελής ή διακοπτόμενος (Weber 1990).

Οι δείκτες αυτοί είναι άφθονοι στο γονιδίωμα των περισσότερων ανώτερων 

οργανισμών, ενώ αντίθετα το ποσοστό τους στους κατώτερους είναι κατά πολύ 

μικρότερο (Schlotterer 1998). Οι μικροδορυφορικές αλληλουχίες εντοπίζονται 

κυρίως σε μη κώδικές περιοχές, κοντά ή μέσα σε ρετροτρασποζόνια (Ramsay et 

al. 1999). Όσον αφορά το μέγεθος της επαναλαμβανόμενης μονάδας, έχει δειχτεί 

ότι οι πολυπληθέστεροι είναι οι δινουκλεοτιδικοί μικροδορυφόροι ενώ σε πολύ 

μικρότερα ποσοστά απαντώνται οι τρι- και τετρανουκλεοτιδικοί (Schlotterer 1998, 

Zane et al. 2002, Wang et al. 1994, Schug etal. 1998).

To χαρακτηριστικό που κάνει τους μικροδορυφόρους να ξεχωρίζουν από κάθε 

άλλη κατηγορία αλληλουχιών DNA είναι ο ασυνήθιστα υψηλός ρυθμός μετάλλαξης 

που παρουσιάζουν και στον οποίο οφείλεται η αυξημένη τους πολυμορφικότητα 

(Schlotterer 2000). Το χαρακτηριστικό αυτό, σε συνδυασμό με την αφθονία τους, 

την ιδιότητα να κληρονομούνται ως συνυπερέχοντες μεντελικοί δείκτες (γεγονός 

που καθιστά εφικτή τη διάκριση αλληλομόρφων πατρικής και μητρικής 

προέλευσης) και την παρουσία εξελικτικής σταθερότητας, τους καθιστά 

πολύτιμους γενετικούς δείκτες στην πληθυσμιακή γενετική ανάλυση (Goldstein et 

al. 1995), γεγονός που αποδεικνύεται και από την ευρύτατη χρήση τους σε μελέτες 

φυλογεωγραφικές, προτύπων διασποράς ειδών, γενετικής δομής, κ.λπ.
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Συγκεκριμένα, στην καρπόκαψα μέχρι τώρα έχουν πραγματοποιηθεί τρεις μελέτες 

πληθυσμιακής δομής και σύστασης βασισμένες σε μικροδορυφόρους σε 

πληθυσμούς προερχόμενους από την Ευρώπη και τη Νότια Αμερική (Franck et al. 

2007, Fuentes-Contreras et al. 2007, Chen & Dorn 2009).

4.1.8. Μιτοχονδριακό DNA

To μιτοχονδριακό DNA (mtDNA) είναι ένα μικρό, δίκλωνο, κυκλικό, 

υπερελικωμένο μόριο που υπάρχει σε πολλαπλά αντίγραφα και έχει μέγεθος που 

συνήθως κυμαίνεται από 16 έως 20 χιλιάδες ζεύγη βάσεων (Brown 1983, Moritz et 

al. 1987).

Σε όλα τα πολυκύτταρα ζώα που έχουν μελετηθεί, καθώς και σε μερικά 

πρωτόζωα, το mtDNA φέρει τις ίδιες ομάδες γονιδίων. Συγκεκριμένα, 

περιλαμβάνει: 22 γονίδια μεταφορικών RNA (tRNA), 13 γονίδια που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες, 2 γονίδια ριβοσωμικών RNA (rRNA) και την περιοχή ελέγχου (D-loop) 

που είναι μη κωδική και ελέγχει την αντιγραφή και τη μεταγραφή. Κατά κανόνα, 

από το mtDNA απουσιάζουν τα ιντρόνια, ενώ οι διαγονιδιακές αλληλουχίες είναι 

γενικά μικρές ή απούσες (Avise et al. 1987).

Οι εξελικτικές αλλαγές που συμβαίνουν στο mtDNA είναι συνήθως απλές και 

αφορούν αντικαταστάσεις βάσεων και αλλαγές στο μήκος, οι οποίες συμβαίνουν 

συνήθως στις μικρές μη κώδικές περιοχές (Brown 1985, Meyer 1993). To mtDNA 

χρησιμοποιείται ευρύτατα σε μελέτες πληθυσμιακής γενετικής και εξέλιξης λόγω 

των πλεονεκτημάτων που εμφανίζει τόσο από εξελικτική όσο και από τεχνική 

άποψη. Έτσι, ο αριθμός των αντιγράφων του στα κύτταρα είναι εξαιρετικά υψηλός 

(εκατοντάδες έως χιλιάδες) σε σχέση με τα αντίγραφα του πυρηνικού DNA (ένα 

στους απλοειδείς και δύο στους διπλοειδείς οργανισμούς), (Futuyama 1991) και 

είναι πολύ καλά χαρακτηρισμένο σε σχέση με το πυρηνικό (Hagelberg 1994). 

Επίσης, εμφανίζει πολύ ταχύτερους ρυθμούς εξέλιξης σε σχέση με το πυρηνικό 

DNA λόγω απουσίας μηχανισμών επιδιόρθωσης (Clayton 1982) ενώ, λόγω 

σχεδόν αποκλειστικά μητρικής κληρονόμησης, δεν εμφανίζει γεγονόνα 

ανασυνδυασμού, συνεπώς οι διαφοροποιήσεις που παρατηρούνται σε αυτό είναι 

καθαρά αποτέλεσμα μεταλλαγών και όχι ανασυνδυασμών (Hagelberg 1994).
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Σκοπός της εργασίας

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη παραμέτρων, βασικών 

συνιστωσών προγραμμάτων Ολοκληρωμένης Διαχείρισης του Cydia pomonella. 

Για τον σκοπό αυτό διερευνήθηκε η ανθεκτικότητα πληθυσμών του εντόμου σε 

διάφορες χημικές ομάδες εντομοκτόνων (οργανοφωσφορικά, πυρεθροειδή, 

ρυθμιστές ανάπτυξης, νεονικοτεινοειδή). Πιο συγκεκριμένα πραγματοποιήθηκαν 

βιοδοκιμές με τις διαγνωστικές δόσεις 10 εντομοκτόνων, σε πληθυσμούς που 

συλλέχθηκαν από διάφορους ξενιστές και περιοχές της Ελλάδας. Επίσης, οι 

διαγνωστικές δόσεις εφαρμόστηκαν σε διάφορα στάδια του εντόμου. Παράλληλα 

μελετήθηκαν βιοχημικοί και μοριακοί μηχανισμοί που εμπλέκονται στην 

ανθεκτικότητα.

Διερευνήθηκε η γενετική διαφοροποίηση πληθυσμών του εντόμου από 

διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές της Ελλάδας και της Γαλλίας και από 

διαφορετικούς ξενιστές (μηλιά, αχλαδιά, καρυδιά) με την χρήση 11 

μικροδορυφορικών DNA δεικτών. Μελετήθηκε η διασπορά του εντόμου με την 

εξαπόλυση και επανασυλλογή σημασμένων αρσενικών και θηλυκών ενηλίκων 

καθώς και με τον προσδιορισμό του βαθμού συγγένειας (kinship analysis) μεταξύ 

ατόμων τα οποία συλλέχθηκαν από δύο γειτονικούς οπωρώνες. Η τελευταία 

μέθοδο βασίστηκε σε μικροδορυφορικούς DNA δείκτες. Επίσης, αξιολογήθηκαν 

τρία μοντέλα της φαινολογίας του εντόμου από τη διεθνή βιβλιογραφία σε δυο 

κύριες μηλοπαραγωγικές περιοχές της Ελλάδος, στην Αγιά Λάρισας και στη 

Ζαγορά Μαγνησίας. Τέλος αξιολογήθηκαν δύο διαφορετικά σιτηρέσια για μαζική 

εκτροφή των προνυμφών της καρπόκαψας.
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Β'. Ειδικό μέρος
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5. Αξιολόγηση μοντέλων πρόγνωσης εμφάνισης του 
Cydia pomonella και μελέτη φαινολογίας

5.1. Εισαγωγή

Η ολοκληρωμένη διαχείριση των εντόμων (ΙΡΜ, Integrated Pest Management) 

στηρίζεται στην ακριβή παρακολούθηση και έλεγχο των πληθυσμών τους με 

συνδυασμένη εφαρμογή μεθόδων, όπου η χρήση των φυτοπροστατευτικών 

προϊόντων περιορίζεται στο απολύτως απαραίτητο (Kogan 1998). Καθ' όλη τη 

διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου πρέπει να ελέγχεται ο αριθμός και τα είδη 

των εντομών προκειμένου να οριστούν τα οικονομικά επίπεδα ζημίας για να κριθεί 

αναγκαία η απόφαση για τη λήψη των μέτρων ελέγχου (Pedigo & Rice 2005). 

Επιπλέον η λανθασμένη χρήση των φυτοπροστατευτικών ουσιών (τρόπος, χρόνος 

και συχνότητα εφαρμογής) αφενός μειώνει την αποτελεσματικότητά τους 

(αυξημένο κόστος, αποτυχία καταπολέμησης) και επιβαρύνει το περιβάλλον 

(μόλυνση φυσικών πόρων, εξαφάνιση ωφέλιμων ειδών), αφετέρου οδηγεί στην 

ανάπτυξη ανθεκτικότητας (Sauphanor & Bouvier 1995).

Οι νέες ομάδες εντομοκτόνων (ρυθμιστές ανάπτυξης, μιμητές εκδυσώνης, 

παρεμποδιστές σύνθεσης χιτίνης) που στοχεύουν σε πολύ συγκεκριμένα 

αναπτυξιακά στάδια του εντόμου (αυγά, νεαρές προνύμφες), πρέπει να 

εφαρμόζονται στην κατάλληλη χρονική στιγμή για αποτελεσματική δράση 

(Bloomers 1994). Επομένως, τα μοντέλα πρόγνωσης εμφάνισης των διαφόρων 

εντομών είναι απαραίτητο εργαλείο στην ολοκληρωμένη διαχείρισή τους.

Τα μοντέλα αυτά στηρίζονται στην φαινολογία των εντόμων σε συνδυασμό 

κυρίως με την ηλιακή ακτινοβολία, τη θερμοκρασία αέρα και την εδαφολογική 

θερμοκρασία σε ωριαία βάση και με τη χρήση ενός αλγορίθμου προσομοιώνουν 

την ολοκλήρωση των βιολογικών σταδίων τους. Ο υπολογισμός των 

ημεροβαθμών που χρειάζεται για να ολοκληρωθεί το κάθε στάδιο του εντόμου 

(αυγό, προνύμφη, νύμφη), πραγματοποιείται υπό ελεγχόμενες εργαστηριακές 

συνθήκες σε σταθερές θερμοκρασίες. Επιπλέον, υπολογίζεται το ανώτερο και 

κατώτερο θερμοκρασιακό όριο για την ανάπτυξη των εντόμων. Τέλος, ελέγχεται η 

αξιοπιστία του προγράμματος με επαναλαμβανόμενα πειράματα σε φυσικές 

συνθήκες (Howell & Neven 2000).
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Έχουν προταθεί αρκετά μοντέλα πρόγνωσης σχεδόν για όλα τα γένη των 

εντομών, που συμβάλουν στον έλεγχο εντόμων (Osborne 1982, Jones et al. 1989, 

Hogg & Gutierrez 1980, Pinhassi et at. 1996, Guppy & Mukerji 1974, Coop et at. 

1993, AliNiazee 1976). Oi Riedl et at. (1976) πρώτοι χρησιμοποίησαν για τον 

έλεγχο της καρποκάψας και την παρακολούθηση των πτήσεων του εντόμου, 

φερομονικές παγίδες σε συνδυασμό με μοντέλο πρόγνωσης. Αυτό στηρίχθηκε 

στον υπολογισμό των ημεροβαθμών ώστε να προσδιοριστεί η ακριβής ημερομηνία 

εψαρμογής των φυτοπροστατευτικών μέσων καταπολέμησης. Έτσι, πρότειναν ότι 

ο κατάλληλος χρόνος για την εφαρμογή φυποπροστατευτικών ουσιών που είχαν 

στόχο τα ωά της πρώτης και της δεύτερης γενιάς ήταν οι 140 ημεροβαθμοί, από 

την πρώτη πτήση του εντόμου και στη συνέχεια οι 556 ημεροβαθμοί αντίστοιχα.

Βάσει αυτού του μοντέλου πρόγνωσης, ο έλεγχος του εντόμου εφαρμόστηκε 

επιτυχώς στο Μίσιγκαν (Riedl et a/. 1979), στη Γιούτα (Jorgensen et al. 1979) και 

στην Ουάσιγκτον (Brunner et al. 1982), περιοχές όπου η καρπόκαψα είχε δυο 

γενεές ανά έτος. Ωστόσο, στην Καλιφόρνια όπου το έντομο έχει από 2 έως 4 

γενεές, το πρόγραμμα καταπολέμησης δεν είχε επιτυχία. Επομένως, πριν την 

εφαρμογή κάποιου μοντέλου πρόγνωσης κρίνεται αναγκαία η συσχέτιση με το 

βιότυπο του πληθυσμού της περιοχής αλλά και με τις κλιματολογικές συνθήκες 

που επικρατούν (Pitcairn et al. 1992).

Οι Boivin et al. (2003) παρατήρησαν ότι υπάρχει διαφορά στο χρόνο εμφάνισης 

των τριών γενεών μεταξύ ευαίσθητων και ανθεκτικών πληθυσμών στις δραστικές 

ουσίες diflubenzuron και deltamethrin, με τους πρώτους να συμπληρώνουν το 

βιολογικό τους κύκλο πιο νωρίς στις ίδιες θερμοκρασίες. Στην πρώτη γενεά 

παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά μόνο των ανθεκτικών πληθυσμών 

στο deltamethrin, ενώ στη δεύτερη και τρίτη γενεά και στους δύο ανθεκτικούς 

πληθυσμούς.

Η παρούσα εργασία έχει ως στόχο την αξιολόγηση τριών μοντέλων 

πρόγνωσης, τα οποία υπάρχουν στη διεθνή βιβλιογραφία, σε δυο κύριες 

μηλοπαραγωγικές περιοχές της Ελλάδος, στην Αγιά Λάρισας και Ζαγορά 

Μαγνησίας. Επιπλέον να προσδιοριστεί ο αριθμός των γενεών της καρπόκαψας, 

στις παραπάνω περιοχές που είναι σημαντικό στοιχείο για την εφαρμογή σχεδίων 

καταπολέμησης.
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5.2. Υλικά και Μέθοδοι

Για τη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν τα μετεωρολογικά δεδομένα των ετών 2002, 

2003 και 2005-2008 από τη Αγια Λάρισας και των ετών 1999, 2000, 2002 και 

2006-2008 από τη Ζαγορά Μαγνησίας μαζί με τα αποτελέσματα των συλλήψεων 

στις φερομονικές παγίδες, για την αξιολόγηση τριών μοντέλων εμφάνισης της 

καρπόκαψας. Τα παραπάνω στοιχεία χορηγήθηκαν από το «Περιφερικό Κέντρο 

Προστασίας Φυτών και Ποιοτικού Ελέγχου» Μαγνησίας. Σε κάθε περιοχή ήταν 

εγκατεστημένος ένας κεντρικός και δύο μικρότεροι πρόσθετοι (added) 

μετεωρολογικοί σταθμοί. Τα κλιματολογικά στοιχεία καταγράφονταν αυτόματα σε 

data-loger, και επεξεργάζονταν σε Η/Υ. Η συλλογή των στοιχείων 

πραγματοποιούνταν σε ωριαία βάση από αισθητήρες οι οποίοι ήταν 

εγκαταστημένοι 3 μέτρα από το έδαφος.

Τα δεδομένα της θερμοκρασίας χρησιμοποιηθήκαν για τον υπολογισμό των 

απαραίτητων ημεροβαθμών που απαιτήθηκαν για την ολοκλήρωση κάθε γενιάς 

της καρπόκαψας. Για τον υπολογισμό των ημεροβαθμών χρησιμοποιήθηκε η μέση 

θερμοκρασία κάθε ημέρας και οι παράμετροι (κατώτερο και ανώτερο όριο 

ανάπτυξης) τριών μοντέλων πρόγνωσης της καρπόκαψας που εφαρμόζονται στην 

Καλιφόρνια (Πίνακες 5.1. - 5.3.) http://www.ipm.ucdavis.edu/PHENOLOGY/rna- 

codlinq moth.html. Το σύνολο των ημεροβαθμών που απαιτητέ για την 

ολοκλήρωση κάθε σταδίου, σύμφωνα με το κάθε μοντέλο, ισούται με το άθροισμα 

των ημεροβαθμών κάθε ημέρας. Ο ημεροβαθμός μιας ημέρας είναι η διαφορά της 

θερμοκρασίας αναφοράς (κατώτερο και ανώτερο όριο ανάπτυξης) και της 

θερμοκρασίας περιβάλλοντος της συγκεκριμένης ημέρας. Ο υπολογισμός του 

αθροίσματος των ημεροβαθμών ξεκίνησε από την ημέρα που καθορίστηκε από το 

Biofix κάθε μοντέλου.

Η καταγραφή των συλλήψεων πραγματοποιούνταν με έλεγχο των φερομονικών 

παγίδων ανά τρεις ημέρες ενώ η ανανέωση της φερομόνης γινόταν κάθε 20 

ημέρες. Για τη σχεδίαση των διαγραμμάτων τα δεδομένα των συλλήψεων 

ανάχθηκαν ανά εβδομάδα, ενώ για την παρουσίαση των πινάκων, με την ακριβή 

ημερομηνία εμφάνισης της κάθε γενεάς, ανά ημέρα. Επομένως, στα αποτελέσματα 

που αναγράφονται στους πίνακες, υπάρχει απόκλιση από την πραγματική τιμή,
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μιάμιση ημέρα. Στους πίνακες σαν πρώτη γενεά αναφέρεται η πρώτη γενεά που 

εμφανίζεται κατά την διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου.

Πίνακας 5.1. Μοντέλο 1 (από Integrated Pest Management for apple and pears,
1991 Project. Div. Agr. Sci. Publ. #3340),______________________________________

Στάδιο Μέσος αριθμός ημεροβαθμών

Έξοδος έως αρχή ωοτοκίας 32,2

Αρχή εκκόλαψης αυγών 87,8

Ανάπτυξη προνύμφης 261,7

Ανάπτυξη νύμφης 239,4

Σύνολο 621,1

Όρια ανάπτυξης: Κατώτερο: 10,0°C

Ανώτερο: 31,0°C

Biofix: Όταν στις παγίδες συλλαμβάνονται για δύο συνεχόμενες νύχτες ενήλικα 
άτομα και η θερμοκρασία το ηλιοβασίλεμα είναι πάνω από 16,7°C.

Πίνακας 5.2. Μοντέλο 2 (Pickel, C.P. etal. 1986).
Στάδιο Μέσος αριθμός ημεροβαθμών

Ενήλικο πριν την ωοθεσία και ωοθεσία 88,9

Ανάπτυξη προνύμφης 263,9

Ανάπτυξη νύμφης 222,2

Χρόνος γενιάς (από ωό έως ωό) 575,0

Όοια ανάπτυξηο Κατώτερο: 11,1 °Ό

Ανώτερο: 34,4°Ό

Biofix: Όταν στις παγίδες συλλαμβάνονται για δύο συνεχόμενες νύχτες ενήλικα 
άτομα και η θερμοκρασία το ηλιοβασίλεμα είναι πάνω από 16,7°C.

Πίνακας 5.3. Μοντέλο 3 (Pitcain Μ. J . et al. 1992).
Στάδιο Μέσος αριθμός ημεροβαθμών

Ολοκλήρωση Πρώτης γενιάς 588

Ολοκλήρωση Δεύτερη γενιά 657

Ολοκλήρωση Τρίτη γενιά 657

Μέσος όρος 619

Όρια ανάπτυξης: Κατώτερο: 10,0°Ό 

Ανώτερο: 31,1°Ό

Biofix: Όταν στις παγίδες συλλαμβάνεται το πρώτο ενήλικο άτομο.
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5.3. Αποτελέσματα

Από τα αποτελέσματα των συλλήψεων των φερομονικών παγίδων για τα έτη 

2002, 2003, 2005, 2006, 2007 και 2008 παρατηρήθηκε ότι στην περιοχή της Αγιός 

Λάρισας υπάρχουν τέσσερις γενεές το έτος (Σχήμα 5.1. (a), (b), (c), (d), (e), και 

(f)). Επιπλέον, στο ίδιο Σχήμα δίνονται οι ακριβείς ημερομηνίες ολοκλήρωσης των 

τριών γενεών σύμφωνα με τα τρία μοντέλα που εξετάστηκαν (1°= 1° Μοντέλο, 2°= 

2° Μοντέλο, 3°= 3° Μοντέλο).

(a)
— Συλλήψεις παγίδων-------Μέση εβδομαδιαία θερμοκρασία

Εβδομάδες του έτους

(b)
Συλλήψεις παγίδων-------Μέση εβδομαδιαία θερμοκρασία

Εβδομάδες του έτους

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



52

(c)
— Συλλήψεις παγίδων------- Μέση εβδομαδιαία θερμοκρασία

Εβδομάδες του έτους

(d)
Συλλήψεις παγίδων------- Μέση εβδομαδιαία θερμοκρασία

Εβδομάδες του έτους

(e)
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(f)

Σχήμα 5.1. Συλλήψεις αρσενικών ατόμων C, pomonella σε φερομονικές παγίδες 
τα έτη, 2002 (a), 2003 (b), 2005 (c), 2006 (d), 2007 (e), 2008 (f) και απεικόνιση 
των αποτελεσμάτων των τριών μοντέλων στην Αγιό Λάρισας.

Στον Πίνακα 5.4. παρουσιάζονται οι ημέρες, υπολογισμένες από την αρχή του 

έτους, κατά τις οποίες ολοκληρώθηκαν οι τέσσερις γενεές του C. pomonella, 

σύμψωνα με τις συλλήψεις των φερομονικών παγίδων στην περιοχή της Αγιάς 

Λάρισας. Επιπλέον, παρατίθονται τα αποτελέσματα των τριών μοντέλων 

πρόγνωσης υπολογίζοντας τις ημέρες.

Διαπιστώθηκε, ότι η διαφορά μεταξύ των συλλήψεων και των αποτελεσμάτων 

από τα τρία μοντέλα αυξάνεται από γενιά σε γενιά.

Παρατηρήθηκε ότι, η μέγιστη διαφορά, του χρόνου ολοκλήρωσης της πρώτης 

γενεάς, μεταξύ των τιμών που προκύπτουν από τα στοιχεία των συλλήψεων στις 

φερομονικές παγίδες και του πρώτου μοντέλου, ήταν 19 ημέρες. Η μικρότερη 

διαφορά ήταν τρεις ημέρες και ο μέσος όρος για τα έξι χρόνια ήταν 13 ημέρες. Για 

τη δεύτερη γενεά, η μέγιστη διαφορά ήταν 28 ημέρες, η μικρότερη έξι ημέρες, ενώ 

ο μέσος όρος για τα άξι χρόνια ήταν 21 ημέρες. Τέλος, η μέγιστη διαφορά στην 

τρίτη γενεά, ήταν 44 ημέρες, η μικρότερη 22 ημέρες, ενώ ο μέσος όρος ήταν 31 

ημέρες.
Στο δεύτερο μοντέλο πρόγνωσης, η μέγιστη απόκλιση του χρόνου 

ολοκλήρωσης της πρώτης γενεάς από τις τιμές που προκύπτουν από τα στοιχεία 

των συλλήψεων στις φερομονικές παγίδες, ήταν 19 ημέρες, η μικρότερη τρεις 

ημέρες, ενώ ο μέσος όρος ήταν 13 ημέρες. Στη δεύτερη γενεά, η μέγιστη απόκλιση 

ήταν 28 ημέρες, η μικρότερη έξι, ενώ ο μέσος όρος για τα έξι χρόνια ήταν 22
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ημέρες. Τέλος, για την τρίτη γενεά η μέγιστη τιμή της απόκλισης ήταν 45 ημέρες, η 

μικρότερη 22 ημέρες και ο μέσος όρος 32 ημέρες.

Τα αποτελέσματα από το τρίτο μοντέλο έδειξαν ότι η μέγιστη διαφορά στην 

ολοκλήρωση της πρώτης γενεάς σε σχέση με τα στοιχεία των συλλήψεων στις 

φερομονικές παγίδες ήταν 16 ημέρες, η μικρότερη μία ημέρα, ενώ ο μέσος όρος 

ήταν 10 ημέρες. Στη δεύτερη γενεά, η μέγιστη απόκλιση ήταν 28 ημέρες, η 

μικρότερη έξι ημέρες, ενώ ο μέσος όρος για τα έξι χρόνια ήταν 21 ημέρες. Τέλος, 

για την τρίτη γενεά η μέγιστη τιμή της απόκλισης ήταν 48 ημέρες, η μικρότερη 25 

και ο μέσος όρος 33 ημέρες.

Πίνακας 5.4. Οι ημέρες ολοκλήρωσης των τριών γενεών του C. pomonella, βάσει 
των συλλήψεων των φερομονικών παγίδων στην περιοχή της Αγιάς Λάρισας και
των αποτελεσμάτων από τα τρία μοντέλα βάσει των θερμοκρασιών.______________
Έτος 1η γενεά 2η γενεά 3η γενεά

Σ.Π. 1° Μ 2° Μ 3° Μ Σ.Π. 1° Μ 2° Μ 3° Μ Σ.Π. 1° Μ 2° Μ 3° Μ

2002 160 177 179 175 192 216 216 216 242 266 268 270

2003 167 180 181 178 191 219 219 219 230 265 266 269

2005 167 186 186 183 198 223 224 224 225 269 270 273

2006 165 181 181 179 200 221 222 221 232 265 267 270

2007 176 179 179 177 209 215 215 215 237 259 259 262

2008 171 178 178 174 195 217 218 215 230 257 258 258

Σ.Π. = Συλλήψεις αρσενικών στις φερομονικές παγίδες.
1° Μ = 1° Μοντέλο, 2° Μ = 2° Μοντέλο, 3° Μ = 3° Μοντέλο.

Τα αποτελέσματα των συλλήψεων των φερομονικών παγίδων στην περιοχή της 

Ζαγοράς Μαγνησίας παρουσιάζονται στα Σχήμα 5.2.. Παρατηρήθηκε ότι για τα έτη 

1999, 2000, 2002 και 2006, πιθανόν να υπάρχουν τέσσερις γενεές καρπόκαψας 

(Σχήμα 5.2. (a), (b), (c) και (d)). Αντίθετα για τα έτη 2007 και 2008 προκύπτουν 

τρεις γενεές (Σχήμα 5.2. (e),(f)).
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(a)

■ Συλλήψεις παγίδαν-------Μέση εβδομαδιαία θερμοκρασία
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(d)
■ Συλλήψεις παγίδων-------Μέση εβδομαδιαία θερμοκρασία
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(e) ________
Συλλήψεις παγίδων-------Μέση εβδομαδιαία θερμοκρασία
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(f) __________________ ______________________________________
■ Συλλήψεις παγίδων-------Μέση εβδομαδιαία θερμοκρασία
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Εβδομάδες του έτους

Σχήμα 5.2. Συλλήψεις αρσενικών ατόμων C. pomonella σε φερομονικές παγίδες 
τα έτη 1999 (a), 2000 (d), 2002 (c), 2006 (d), 2007 (e), 2008 (f) και απεικόνιση των 
αποτελεσμάτων των τριών μοντέλων στην Ζαγορά Μαγνησίας.
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Στον Πίνακα 5.5. παρουσιάζονται τα έτη στα οποία παρατηρήθηκαν τρεις ή 

τέσσερις γενεές του C. pomonella στην περιοχή της Ζαγοράς Μαγνησίας. Επίσης 

παρατίθενται τα αποτελέσματα των τριών μοντέλων πρόγνωσης, σε ημέρες, 

υπολογισμένες όπως και στην περίπτωση της Αγιάς.

Πίνακας 5.5, Οι ημέρες ολοκλήρωσης των τριών γενεών του C. pomonella, 
υπολογισμένες από τις συλλήψεις των φερομονικών παγίδων, στην περιοχή της 
Ζαγοράς Πηλίου και των αποτελεσμάτων από τα τρία μοντέλα βασισμένα στη
θερμοκρασία._______________________________________________________________
Έτος 1η γενεά 2η γενεά 3η γενεά

Σ.Π. 1° Μ 2° Μ 3° Μ Σ.Π. 1° Μ 2° Μ 3° Μ Σ.Π. 1° Μ 2° Μ 3° Μ

1999 159 180 181 177 184 223 222 223 221 273 276 277

2000 161 179 180 177 196 219 220 219 236 264 265 266

2002 176 181 183 183 208 221 223 221 242 286 290 292

2006 180 183 185 181 205 227 228 228 233 282 295 294

2007 173 179 179 177 215 219 220 218 * 268 270 271

2008 173 183 185 180 215 226 227 226 * 282 303 293

Σ.Π. = Συλλήψεις αρσενικών στις φερομονικές παγίδες.
1° Μ = 1° Μοντέλο, 2° Μ = 2° Μοντέλο, 3° Μ = 3° Μοντέλο. 
* = Δεν παρατηρήθηκε γενεά.

Παρατηρήθηκε ότι η μέγιστη διαφορά στο χρόνο ολοκλήρωσης της πρώτης 

γενεάς, μεταξύ των τιμών που προκύπτουν από τα στοιχεία των συλλήψεων στις 

φερομονικές παγίδες και του πρώτου μοντέλου ήταν 21 ημέρες ενώ η μικρότερη 

τρεις ημέρες και ο μέσος όρος για τα έξι χρόνια ήταν 11 ημέρες. Για τη δεύτερη 

γενεά, η μέγιστη διαφορά ήταν 39 ημέρες, η μικρότερη τέσσερις ημέρες, ενώ ο 

μέσος όρος ήταν 19 ημέρες. Για την τρίτη γενεά χρησιμοποιήθηκαν μόνο τέσσερα 

χρόνια γιατί τα έτη 2007 και 2008 παρατηρηθήκαν δύο γενεές και μια που 

διαχειμάζει. Η μέγιστη διαφορά ήταν 52 ημέρες, η μικρότερη 28 ημέρες, ενώ ο 

μέσος όρος ήταν 43 ημέρες.

Στο δεύτερο μοντέλο πρόγνωσης, η μέγιστη διαφορά στο χρόνο ολοκλήρωσης 

της πρώτης γενεάς, μεταξύ των τιμών που προκύπτουν από τα στοιχεία των 

συλλήψεων στις φερομονικές παγίδες και του πρώτου μοντέλου ήταν 22 ημέρες, η 

μικρότερη πέντε ημέρες και ο μέσος όρος 12 ημέρες. Στη δεύτερη γενεά, η μέγιστη 

απόκλιση ήταν 38 ημέρες, η μικρότερη πέντε ημέρες, ενώ ο μέσος όρος ήταν 20 

ημέρες. Τέλος, για την τρίτη γενεά η μέγιστη τιμή της απόκλισης ήταν 62 ημέρες, η 

μικρότερη 29 ημέρες και ο μέσος όρος 38 ημέρες.
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Τα αποτελέσματα από το τρίτο μοντέλο έδειξαν ότι η μέγιστη διαφορά στην 

ολοκλήρωση της πρώτης γενεάς σε σχέση με τα στοιχεία των συλλήψεων στις 

φερομονικές παγίδες ήταν εννιά ημέρες. Στη δεύτερη γενεά, η μέγιστη απόκλιση 

που παρατηρήθηκε ήταν 39 ημέρες, η μικρότερη τρεις ημέρες, ενώ ο μέσος όρος 

για τα επτά χρόνια ήταν 19 ημέρες. Για την τρίτη γενεά η μέγιστη τιμή της 

απόκλισης ήταν 61 ημέρες, η μικρότερη 30 και ο μέσος όρος 49 ημέρες.

Διαπιστώθηκε, ότι η διαφορά στην ημερομηνία ολοκλήρωσης των γενεών της 

καρπόκαψας μεταξύ των μοντέλων και των δεδομένων των συλλήψεων αυξάνεται, 

όπως και στην προηγούμενη περιοχή, από γενιά σε γενιά.

5.4. Συμπεράσματα

Από την παρούσα μελέτη, στην περιοχή της Αγιάς Λάρισας, διαπιστώθηκαν 

τέσσερις γενεές καρπόκαψας ανά έτος, ενώ στη Ζαγορά Μαγνησίας τρεις με 

τέσσερις γενεές. Επομένως ο αριθμός των γενεών, στην Ελλάδα, κυμαίνεται από 

τρεις μέχρι τέσσερις ανάλογα με τις κλιματικές συνθήκες τις περιοχής. Το γεγονός 

αυτό έρχεται μερικώς σε αντίθεση με ότι αναφέρει η Ελληνική βιβλιογραφία. Οι 

Τζανακάκης & Κατσόγιαννος (1998) υποστηρίζουν ότι στην Ελλάδα η καρπόκαψα 

έχει δύο με τρεις γενεές το χρόνο αναλόγως με το κλίμα της περιοχής.

Επιπλέον, προκύπτει ότι κανένα από τα τρία μοντέλα δεν μπορεί να προβλέψει 

με αξιοπιστία την εμφάνιση των γενεών της καρπόκαψας στις δύο περιοχές που 

μελετήθηκαν. Διαπιστώθηκε, ότι η διαφορά στην ημερομηνία ολοκλήρωσης κάθε 

γενιάς όπως προκύπτει από τα δεδομένα των συλλήψεων και τα αποτελέσματα 

των τριών μοντέλων αυξάνεται από γενιά σε γενιά.

Μια πιθανή αιτία για την μη συσχέτιση των μοντέλων πρόγνωσης με τα 

πραγματικά δεδομένα των συλλήψεων από τις φερομονικές παγίδες είναι ότι τα 

τρία μοντέλα που εξετάστηκαν είναι βασισμένα σε δεδομένα από πληθυσμούς της 

καρπόκαψας από την Καλιφόρνια. Όπως αναφέρθηκε, τα μοντέλα στηρίζονται 

στην φαινολογία των εντόμων και κυρίως στον υπολογισμό των ημεροβαθμών 

που χρειάζεται για να ολοκληρωθεί το κάθε στάδιο του εντόμου (αυγό, προνύμφη, 

νύμφη). Είναι γνωστό ότι στους 16°C ο ρυθμός ανάπτυξης των προνυμφών που 

προέρχονται από την Νότια Καρολίνα, είναι υψηλότερος κατά 89% των 

προνυμφών που προέρχονται από την πρώην Ε.Σ.Σ.Δ (Pristavko και Degtyarev 

1972) και κατά 58% αυτών που προέρχονται από τον Καναδά (Shaffer και Gold
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1985). Γίνεται δηλαδή αντιληπτό ότι η γενετική σύσταση του κάθε πληθυσμού 

επηρεάζει το ρυθμό ανάπτυξης του εντόμου σε σχέση με τη θερμοκρασία. 

Επομένως, ο ρυθμός ανάπτυξης των ελληνικών πληθυσμών πρέπει να μελετηθεί 

σε εργαστηριακές συνθήκες και σε διαφορετικές θερμοκρασίες και να 

υπολογιστούν οι ημεροβαθμοί που χρειάζονται για να ολοκληρωθούν τα διάφορα 

αναπτυξιακά στάδια. Με αυτό τον τρόπο θα είναι δυνατό να μεταβληθούν 

κατάλληλα τα μαθηματικά μοντέλα ή να αναπτυχθεί ένα καινούριο που να 

προσομοιώνει με ακρίβεια τους ελληνικούς πληθυσμούς.

Επιπλέον ο ρυθμός ανάπτυξης των διαφόρων σταδίων του βιολογικού κύκλου 

της καρπόκαψας επηρεάζεται από την επιλογή ανθεκτικών γονοτύπων. Οι Boivin 

et al. (2001) παρατήρησαν ότι υπάρχει διαφορά στο χρόνο εμφάνισης των γενεών 

μεταξύ ομόζυγων ευαίσθητων και ανθεκτικών πληθυσμών στα diflubenzuron και 

deltamethrin, με τους πρώτους να συμπληρώνουν τον βιολογικό κύκλο τους πιο 

νωρίς στις ίδιες θερμοκρασίες.

Συγκεκριμένα, η πρώτη γενεά του ευαίσθητου ομόζυγου πληθυσμού 

ολοκλήρωσε την ενηλικίωσή της σε ποσοστό 90% μέσα σε χρονικό διάστημα 13 

ημερών. Στο ίδιο χρονικό διάστημα μόνο το 26% των ομόζυγων ανθεκτικών στο 

deltamethrin ολοκλήρωσε μια γενιά ενώ χρειάστηκαν εννιά ημέρες επιπλέον για να 

φτάσει το ποσοστό στο 90%. Στην πρώτη γενεά παρατηρήθηκε στατιστικώς 

σημαντική διαφορά ως προς τον χρόνο ολοκλήρωσης, μόνο των ανθεκτικών 

πληθυσμών στο deltamethrin, σε σχέση με τον ευαίσθητο πληθυσμό. Στη δεύτερη 

και τρίτη γενεά παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά μεταξύ του 

ευαίσθητου πληθυσμού και με τους δύο ανθεκτικούς πληθυσμούς. Οι ανθεκτικοί 

πληθυσμοί εμφάνισαν μεγάλη δραστικότητα στις οξειδάσες μικτής λειτουργίας 

(MFO) ενώ η δραστικότητα της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST) ήταν 

μικρότερη από των (MFO), αλλά σημαντική. Οι Boivin et al. (2001) διατύπωσαν ότι 

η αυξημένη ενζυμική δραστικότητα στους παραπάνω μηχανισμούς, παρόλο που 

συμμετέχει στην εμφάνιση ανθεκτικότητας έχει αρνητική επίδραση στο βιολογικό 

κύκλο του εντόμου.

Ένας άλλος παράγοντας που επηρεάζει την αξιοπιστία των μοντέλων 

πρόγνωσης είναι η διαφορά θερμοκρασίας που υπάρχει μεταξύ της ατμόσφαιρας 

και της κόμης των δέντρων. Σε μελέτες των Anderson (1967), Landsberg et al. 

(1973) και Thorpe (1974) διαπιστώθηκε ότι οι θερμοκρασίες φύλλων και καρπών 

είναι δυνατόν να διαφέρουν κατά 13-14°C από την περιβαλλοντική θερμοκρασία
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του αέρα. Τα θερμοκρασιακά δεδομένα, που συνυπολογίστηκαν στην παρούσα 

μελέτη, αφορούσαν την ατμοσφαιρική θερμοκρασία στα τρία μετρά από το έδαφος. 

Συνεπώς, κρίνεται αναγκαίος ο προσδιορισμός του μικροκλίματος της κόμης των 

δέντρων έτσι ώστε να υπολογιστεί με ακρίβεια η θερμοκρασία η οποία θα 

χρησιμοποιηθεί στη συνέχεια για την αξιολόγηση της αξιοπιστίας των μοντέλων. 

Επομένως οι γενετικοί παράγοντες, περιβαλλοντικές συνθήκες και 

μικροπεριβάλλον πρέπει να λαμβάνονται υπόψιν στην ανάπτυξη και εφαρμογή 

μοντέλων πρόγνωσης εμφάνισης.
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6. Αξιολόγηση δύο τεχνητών σιτηρεσίων στην 
προνυμφιακή ανάπτυξη του C. pomonella

6.1. Εισαγωγή

Η εκτροφή και η συντήρηση ενός εντόμου σε εργαστηριακές συνθήκες έχει 

μεγάλη σημασία για τη μελέτη της βιοοικολογίας του. Η βελτιστοποίηση των 

συνθηκών αυτών είναι σημαντική σε προγράμματα ολοκληρωμένης 

καταπολέμησης, όπως κατά την εφαρμογή προγραμμάτων εξαπόλυσης στείρων 

εντόμων όπου απαιτείται πολύ μεγάλος αριθμός ατόμων (Bloem et al. 2001). 

Επίσης, μεγάλος αριθμός προνυμφών απαιτείται και κατά την παραγωγή του 

εντομοπαθογόνου ιού granulovirus (CpGV), ο οποίος χρησιμοποιείται σε 

προγράμματα βιολογικής καλλιέργειας για την αντιμετώπιση της καρποκάψας 

(Satinder et al. 2008). Τέλος, η μαζική παραγωγή συμβάλει στη μελέτη εμφάνισης 

της ανθεκτικότητας σε εντομοκτόνα, παρέχοντας υψηλό αριθμό ατόμων για 

βιοδοκιμές ή μοριακές και βιοχημικές διαγνωστικές δοκιμές (Sauphanor et al. 

2000).

Η διατήρηση και η μελέτη του C. pomonella στο εργαστήριο επιχειρήθηκε για 

πρώτη φορά με συλλογή της από τους καρπούς και συντήρηση των ώριμων 

προνυμφών της σε ψυχρές συνθήκες (Farrar & Flint 1930). Το πρόβλημα όμως 

αυτής της μεθόδου ήταν ότι δεν μπορούσε να υπάρχει συνεχής παροχή εντομών 

στο εργαστήριο. Στη συνέχεια, ο Theron (1947) προσπάθησε να εκθρέψει τις 

προνύμφες του εντόμου σε τεχνητή τροφή που περιείχε ως κύριο συστατικό το 

καλαμπόκι, αλλά αντιμετώπισε προβλήματα με τη διάπαυσή τους. Ο Dickson 

(1949) διερεύνησε τη σημασία της φωτοπεριόδου στην εισαγωγή διάπαυσης στο 

έντομο και προσδιόρισε ότι η εκτροφή των προνυμφών σε φωτισμό, με χρόνο ίσο 

ή μεγαλύτερο των 15 ωρών, δεν προκαλούσε διάπαυσή.

Η πρώτη μέθοδος μαζικής παραγωγής του C. pomonella στο εργαστήριο 

επιτεύχθηκε από τους Dickson et al. (1952), χρησιμοποιώντας για την εκτροφή 

των προνυμφών ανώριμα μήλα. FI μαζική παραγωγή του εντόμου, σε συνθήκες 

εργαστηρίου, εξαρτάται κυρίως από την ικανοποιητική ανάπτυξη των προνυμφών 

(Dickson et al. 1952) και έτσι αρκετά εργαστήρια έχουν παρασκευάσει τεχνητές 

τροφές για την ανάπτυξή τους, με κύρια συστατικά σιτάρι, καλαμπόκι, σόγια και
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σπόρους μηλών (Hamilton & Hathaway 1966, Rock 1967, Navon 1968, Brinton et 

al. 1969, Howell 1972, Bathon et at. 1991).

Ο ανταγωνισμός για την πρόσληψη τροφής είναι ένας καθοριστικός 

παράγοντας, με σημαντικές επιπτώσεις στην ανάπτυξη και τα χαρακτηριστικά των 

ενηλίκων ατόμων (Bradshaw & Holzapfel 1989, Denno & Roderick 1992, Denno et 

al. 1995, Rhainds et al. 2002). Έτσι, η μειωμένη διαθεσιμότητα θρεπτικών 

στοιχείων, λόγω υψηλής πυκνότητας πληθυσμού κατά τη διάρκεια της 

προνυμφιακής ανάπτυξης, μπορεί να επιδράσει στη μορφολογία, στη 

συμπεριφορά, στη φυσιολογία (Fantinou et al. 2008), στη διάρκεια ζωής και στη 

γονιμότητα (Howell 1971). Η αναπαραγωγική ικανότητα στα λεπιδόπτερα, 

στηρίζεται πρωτίστως στην ικανοποιητική εκτροφή των προνυμφών και κατά 

συνέπεια το μέγεθος της νύμφης και του ενήλικου εντόμου καθορίζεται συχνά από 

την πυκνότητα των προνυμφών (Briegel 1990, Berrigan & Charnov 1994, 

Blanckenhorn 1998, Fischer & Fiedler 2001).

Σκοπός της μελέτης αυτής είναι η αξιολόγηση δύο εναλλακτικών τεχνητών 

τροφών, σε εργαστηριακές συνθήκες καλλιέργειας του C. pomonella. Οι δοκιμές 

καταλληλότητας των τεχνητών τροφών βασίστηκαν στην εκτίμηση του χρόνου 

ολοκλήρωσης των προνυμφικών σταδίων, στα ποσοστά θνησιμότητας των 

προνυμφών και στη μέτρηση του βάρους των νυμφών. Επιπλέον, εξετάστηκε η 

επίδραση των διαφορετικών πυκνοτήτων του πληθυσμού στις παραπάνω 

παραμέτρους.

6.2. Υλικά και Μέθοδοι

6.2.1. Σιτηρέσια

Για τη μαζική εκτροφή των προνυμφών του C. pomonella στο εργαστήριο, 

αξιολογήθηκαν δυο σιτηρέσια (τεχνητές τροφές). Στο πρώτο χρησιμοποιήθηκε το 

παρασκεύασμα «Manduca Premix-Heliothis Premix» (Stonefly Industries, INC 

Bryan, TX, USA) που διατίθεται σε μορφή σκόνης, με κύρια συστατικά σόγια και 

σιτάρι. Για την προετοιμασία της τεχνητής τροφής, το παρασκεύασμα αναμίχθηκε 

με νερό σε αναλογία 1:4 και ακολούθως προστέθηκε φορμαλδεΰδη και οξικό οξύ 

σε τελικές συγκεντρώσεις 0,037% και 0.2% αντίστοιχα. Το δεύτερο σιτηρέσιο

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



63

παρήχθη σύμφωνα με τη συνταγή του Ivaldi-Sender (Bathon et al. 1991, Πίνακας

6.1.)·

Πίνακας 6.1. Συστατικά σιτηρεσίου του Ivaldi-Sender
Συστατικά Ποσότητες

Σκόνη άγαρ 20gr

Σιμιγδάλι καλαμποκιού 50 gr

Φίτρα σίτου 50 gr

Σκόνη ζύμης 50 gr

Ασκορβικό οξύ 4,5 gr

Βενζοϊκό οξύ 1,5 gr

Μέθυλ π-υδροξυβενζοϊκό άλας 1,5 gr

Νερό 780ml

Συνολική ποσότητα 958 gr

Η παραγωγή της δεύτερης τεχνητής τροφής πραγματοποιήθηκε ως εξής: σε 

βρασμένο νερό προστέθηκε άγαρ και αναμίχθηκε μέχρι να λιώσει. Στη συνέχεια 

και χωρίς επιπλέον βρασμό, προστέθηκε το σιμιγδάλι καλαμποκιού και αναμίχθηκε 

εκτενώς. Ακολούθησε βράσιμο λίγων λεπτών και προστέθηκε η σκόνη ζύμη και τα 

σπερμάτων σίτου, που αναμίχθηκαν χωρίς επιπλέον βρασμό. Όταν η 

θερμοκρασία του μίγματος έφτασε στους 60°C, προστέθηκε το ασκορβικό οξύ, 

διαλυμένο σε μικρή ποσότητα απεσταγμένου νερού (5ml). Ακολούθως, 

συμπληρώθηκε ο παρεμποδιστής μυκητίασης (βενζοϊκό οξύ και μέθυλ π- 

υδροξυβενζοϊκό άλας) διαλυμένος σε 5πιΙ 96% αλκοόλης. Το μίγμα αναμίχθηκε 

εκτεταμένα μέχρι να ομογενοποιηθεί πλήρως. Τέλος, εκτέθηκε σε ακτινοβολία UV 

για 15πιίη για επιπλέον αποστείρωση.

6.2.2. Συνθήκες εκτροφής

Για την αξιολόγηση των παραπάνω τεχνητών τροφών καταγράφηκε το βάρος 

των νυμφών, ο χρόνος ολοκλήρωσης των προνυμφικών σταδίων καθώς και το 

ποσοστό προνυμφικής θνησιμότητας σε τρεις μεταχειρίσεις, με δέκα επαναλήψεις 

για την καθεμία. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν 5, 10 και 15 προνύμφες σε 10gr 

από κάθε τεχνητή τροφή. Ο εργαστηριακός πληθυσμός του C. pomonella που 

εξετάστηκε προερχόταν από το INRA Research Centre στην Avignon Γαλλίας. Η
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εκτροφή των ενηλίκων πραγματοποιήθηκε σε μικρά κυλινδρικά κλουβιά (Εικόνα

6.1.) διαμέτρου 10cm, ύψους 20cm και με υλικό κάλυψης από PVC. Η επιφάνεια 

στο εσωτερικό τους ήταν καλυμμένη με λεπτό τούλι ώστε να αποφευχθεί η 

ωοτοκία ενώ οι δύο βάσεις ήταν καλυμμένες με λεπτή διαφανή μεμβράνη για την 

εναπόθεση των αυγών (Sauphanor et al. 1998). Τα ενήλικα διατηρούνταν σε 

συνθήκες 23±1°C, 65±1% υγρασία (RH), φωτοπερίοδος 16h φως: 8h σκοτάδι 

(L16:D8) και τρέφονταν με διάλυμα μελιού 10%. Κάθε μέρα πραγματοποιούταν 

συλλογή των αυγών και αλλαγή της μεμβράνης.

Εικόνα 6.1. Κλουβιά εκτροφής ενηλίκων ατόμων.

Τα αυγά, μαζί με τη μεμβράνη, τοποθετούνταν σε μικρά κυτία διαμέτρου 4,5cm 

και ύψους 3cm (Εικόνα 6.2.) ενώ κάτω από τη μεμβράνη ήταν τοποθετημένο 

διηθητικό χαρτί. Περίπου 3-4 κυτία τοποθετούνταν σε μεγαλύτερο κύπελλο, ο 

πυθμένας του οποίου είχε καλυφθεί με βρεγμένο βαμβάκι. Οι συνθήκες 

διατήρησης των αυγών ήταν 23±1°C, 70±5% RH και L16:D8 (Sauphanor & 

Bouvier 1995) στις οποίες η εκκόλαψη ολοκληρώνονταν σε διάστημα 3-4 ημερών.

Μετά την έξοδο των νεαρών προνυμφών πραγματοποιούνταν η μεταφορά τους 

στα κυτία εκτροφής με χρήση πολύ μαλακού πινέλου (Εικόνα 6.3.). Οι συνθήκες 

εκτροφής ήταν 25±1°C, 70±5% RH και L16:D8 (Sauphanor et al. 2000).

Ο έλεγχος για την παρακολούθηση της ολοκλήρωσης των προνυμφικών 

σταδίων πραγματοποιούνταν κάθε 12 ώρες σε καθημερινή βάση. Οι νύμφες 

μεταφέρονταν σε ατομικά κυτία όπου προσδιοριζόταν το φύλο τους (οι θηλυκές
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νύμφες έχουν τρία κοιλιακά διαφράγματα, ενώ οι αρσενικές τέσσερα) και 

καταγράφονταν το βάρος τους.

Εικόνα 6.2. Κυτία συντήρησης αυγών.

Εικόνα 6.3. Κυτία εκτροφής προνυμφών.

6.2.3 Στατιστική ανάλυση

Η στατιστική επεξεργασία των δεδομένων έγινε με το στατιστικό πακέτο 

STATISTICA 7.0. Η σύγκριση των μέσων όρων του βάρους των νυμφών και των 

χρόνων ολοκλήρωσης των σταδίων έγινε με ANOVA, μετά από μετατροπή των 

αποτελεσμάτων σε sqrt (χ+1), όπου χ η τιμή της μέτρησης λόγω της ύπαρξης 

μηδενικών τιμών. Η σύγκριση των ποσοστών θνησιμότητας έγινε επίσης με
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ANOVA ενώ προηγουμένως πραγματοποιήθηκε μετατροπή των ποσοστών σε 

τόξο ημίτονο.

6.3. Αποτελέσματα

6.3.1. Βάρος νυμφών

Στον Πίνακα 6.2. παρουσιάζονται τα αποτελέσματα της επίδρασης της 

πυκνότητας των προνυμφών, κατά τη διάρκεια της εκτροφής τους, στο βάρος των 

νυμφών και στα δύο σιτηρέσια. Η ποσότητα της τεχνητής τροφής ήταν 10gr.

Από τα αποτελέσματα παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά μεταξύ 

των δύο σιτηρεσίων στο βάρος των αρσενικών νυμφών (F = 80,72, df = 1, ρ < 

0,001). Οι νύμφες που προέκυψαν από το σιτηρέσιο «Manduca Premix-Heliothis 

Premix» είχαν μεγαλύτερο βάρος. Η αύξηση του βάρους των νυμφών ήταν 

αντιστρόφως ανάλογη της αύξησης της πυκνότητας των προνυμφών και στα δύο 

σιτηρέσια και διαπιστώθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά μεταξύ των τριών 

πυκνοτήτων εκτροφής (F = 114,98, df = 2, ρ < 0,001).

Πίνακας 6.2. Επίδραση εκτροφής σε διαφορετικές πυκνότητες, στην τεχνητή 
τροφή «Manduca Premix-Heliothis Premix» και Ivaldi-Sender στο βάρος των 
αρσενικών νυμφών του Cydia pomonella._________________________________

Πυκνότητα
Τεχνητή τροφή N Βάρος νυμφών 

(mg) (M.0.2± Τ.Σ3.)
Συν. μέσο βάρος

(προνύμφες νυμφών1
/ κυτίο) (mg) (Μ.0.2± Τ.Σ.3)

Manduca Premix 27 40,7±0,5
5 38,5±0,7a4

Ivaldi-Sender 21 36,8±0,8

Manduca Premix 51 36,4±0,6
10

Ivaldi-Sender 40
34,9±0,6b

33,2±0,7

Manduca Premix 67 32,6±0,5
15 30,2±0,6c

Ivaldi-Sender 51 27,8±0,6

1: Το συνολικό μέσο βάρος των νυμφών, για κάθε πυκνότητα και στις δύο τροφές.
2: Μέσος όρος.
3: Τυπικό σφάλμα.
4: Οι αριθμοί που ακολουθούνται από διαφορετικό γράμμα διαφέρουν στατιστικά κατά 
Tunkey F = 114,98, df = 2, ρ < 0,001.
Επίσης, σημαντική ήταν η αλληλεπίδραση μεταξύ σιτηρεσίων και πυκνοτήτων (F = 
4,1, df = 2, ρ = 0,023).

Το ίδιο φαινόμενο διαπιστώθηκε και στις θηλυκές νύμφες (Πίνακας 6.3.). Οι 

νύμφες που προέκυψαν από την εκτροφή των προνυμφών στο σιτηρέσιο Ivaldi-
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Sender είχαν μικρότερο βάρος και διέφεραν στατιστικώς σημαντικά από τις νύμφες 

του δεύτερου σιτηρεσίου (F = 57,3, df = 1, ρ< 0,001). Και στην περίπτωση αυτή η 

αύξηση του βάρους των νυμφών ήταν αντιστρόφως ανάλογη της αύξησης της 

πυκνότητας των προνυμφών και στα δύο σιτηρέσια και διαπιστώθηκε στατιστικώς 

σημαντική διαφορά μεταξύ των τριών πυκνοτήτων εκτροφής (F = 83,8, df = 2, ρ < 

0,001). Επιπλέον, παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά μεταξύ των 

επαναλήψεων (F = 2,1, df = 9, ρ = 0,047).

Πίνακας 6.3. Επίδραση εκτροφής σε διαφορετικές πυκνότητες, στην τεχνητή 
τροφή «Manduca Premix-Heliothis Premix» και Ivaldi-Sender στο βάρος των 
θηλυκών νυμφών του Cydia pomonella.___________________________________

Πυκνότητα
Τεχνητή τροφή N Βάρος νυμφών Συν. μέσο βάρος

(προνύμφες/ (mg) (M.0.2± Τ.Σ3.) νυμφών1
κυτίο) (mg) (Μ.0.2± Τ.Σ.3)

Manduca Premix 21 45,2±1,1
5

Ivaldi-Sender 18
44,5±0,6a4

43,4±0,7

Manduca Premix 40 41,4±0,6
10 38,9±0,7b

Ivaldi-Sender 33 36,3±0,7

15
Manduca Premix 66 39,1 ±0,3

36.9±0,6cIvaldi-Sender 57 34,9±0,6

1: Το συνολικό μέσο βάρος των νυμφών, για κάθε πυκνότητα και στις δύο τροφές.
2: Μέσος όρος.
3: Τυπικό σφάλμα.
4: Οι αριθμοί που ακολουθούνται από διαφορετικό γράμμα διαφέρουν στατιστικά κατά 
Tunkey F = 83,8, df = 2, ρ < 0,001.

6.3.2. Χρόνος ολοκλήρωσης προνυμφικών σταδίων

Η πυκνότητα εκτροφής των προνυμφών είχε αρνητική επίδραση στο χρόνο 

ολοκλήρωσης των προνυμφικών σταδίων. Συγκεκριμένα, η αύξηση του χρόνου 

ήταν ανάλογη της αύξησης της πυκνότητας των αρσενικών προνυμφών και 

διέφερε στατιστικώς σημαντικά για τις τρεις μεταχειρίσεις (F = 229, df = 1, ρ < 

0,001) (Πίνακας 6.4.).

Ο χρόνος ολοκλήρωσης των προνυμφικών σταδίων στο σιτηρέσιο «Manduca 

Premix-Heliothis Premix» ήταν λιγότερος και διέφερε στατιστικώς σημαντικά από 

τον αντίστοιχο χρόνο στο σιτηρέσιο Ivaldi-Sender (F = 10200, df = 1, ρ < 0,001).
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Πίνακας 6.4. Επίδραση εκτροφής σε διαφορετικές πυκνότητες, στην τεχνητή 
τροφή «Manduca Premix-Heliothis Premix» και Ivaldi-Sender στο χρόνο 
ολοκλήρωσης των αρσενικών προνυμφών του Cydia pomonella._______________

Πυκνότητα
(προνύμφες/κυτίο)

Τεχνητή

τροφή
N

Χρόνος 
ολοκλήρωσης 
προνυμφικών 

σταδίων (ημέρες) 
(Μ.0.2± Τ.Σ\)

Συν. μέσος χρόνος 
ολοκλήρωσης 
προνυμφικών 

σταδίων (ημέρες)1 
(Μ.0.2± τ.ς\)

Manduca 27 15,6±0,1

5 Premix 18,9+0,8a4

Ivaldi-Sender 21 22,2±0,1

Manduca 51 16,3±0,1

10 Premix 19,7+0,8b

Ivaldi-Sender 40 23,1 ±0,1

Manduca 67 17,2±0,1

15 Premix 20,7±0,8c

Ivaldi-Sender 51 24,0±0,1

1: Ο συνολικό μέσο χρόνος ολοκλήρωσης προνυμφικών σταδίων για κάθε πυκνότητα και 
στις δύο τροφές.
2: Μέσος όρος.
3: Τυπικό σφάλμα
4: Οι αριθμοί που ακολουθούνται από διαφορετικό γράμμα διαφέρουν στατιστικά κατά 
Tunkey F = 229, df = 2, ρ < 0,001

Το ίδιο φαινόμενο διαπιστώθηκε και στις θηλυκές προνύμφες (Πίνακας 6.5.). Ο 

χρόνος ολοκλήρωσης των προνυμφικών σταδίων στο σιτηρέσιο Ivaldi-Sender 

ήταν μεγαλύτερος και διέφερε στατιστικώς σημαντικά από το δεύτερο σιτηρέσιο (F 

= 8508, df = 1 ρ < 0,001). Η αύξηση του χρόνου ήταν ανάλογη της αύξησης της 

πυκνότητας των προνυμφών και στα δύο σιτηρέσια και διαπιστώθηκε στατιστικώς 

σημαντική διαφορά μεταξύ των τριών πυκνοτήτων εκτροφής (F = 226, df = 2, ρ < 
0,001). Επιπλέον, παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά και στις 

επαναλήψεις (F = 7, df = 9, ρ = 0,001) αλλά και μεταξύ της αλληλεπίδρασης των 

σιτηρεσίων και των πυκνοτήτων (F= 6, df = 2, ρ = 0,005).

6.3.3. Θνησιμότητα

Η σύσταση της τεχνητής τροφής είχε επίδραση στη θνησιμότητα των 

προνυμφών. Το μεγαλύτερο ποσοστό θνησιμότητας, σε όλες τις πυκνότητες, 

παρατηρήθηκε στις προνύμφες που εκτράφηκαν στο σιτηρέσιο Ivaldi-Sender 

(Πίνακας 6.6.). Μεταξύ των πυκνοτήτων, το μικρότερο ποσοστό θνησιμότητας και
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για τα δύο σιτηρέσια διαπιστώθηκε στη μεταχείριση κατά την οποία εκτράφηκαν 

πέντε προνύμφες ανά κυτίο.

Πίνακας 6.5. Επίδραση εκτροφής σε διαφορετικές πυκνότητες, στην τεχνητή 
τροφή «Manduca Premix-Heliothis Premix» και Ivaldi-Sender στο χρόνο 
ολοκλήρωσης των θηλυκών προνυμφών του Cydia pomonella.________________

Πυκνότητα
(προνύμφες/κυτίο)

Τεχνητή

τροφή
N

Χρόνος 
ολοκλήρωσης 
προνυμφικών 

σταδίων (ημέρες) 
(Μ.0.2± Τ.ΣΤ)

Συν. μέσος χρόνος 
ολοκλήρωσης 
προνυμφικών 

σταδίων (ημέρες)1 
(Μ.0.2± Τ.Σ3.)

Manduca 21 16,1 ±0,1

5 Premix 19,9±0,8a4

Ivaldi-Sender 18 23,0±0,1

Manduca 40 17,3±0,1

10 Premix 20,7±0,8b

Ivaldi-Sender 33 24,0±0,1

Manduca 66 17,9±0,1

15 Premix 21,6±0,9c

Ivaldi-Sender 57 25,4±0,1

1: Ο συνολικό μέσο χρόνος ολοκλήρωσης προνυμφικών σταδίων για κάθε πυκνότητα και 
στις δύο τροφές.
2: Μέσος όρος.
3: Τυπικό σφάλμα.
4: Οι αριθμοί που ακολουθούνται από διαφορετικό γράμμα διαφέρουν στατιστικά κατά 
Tunkey F = 226, df = 2, ρ < 0,001

Πίνακας 6.6. Επίδραση εκτροφής σε διαφορετικές πυκνότητες, στην τεχνητή 
τροφή «Manduca Premix-Heliothis Premix» και Ivaldi-Sender στη θνησιμότητα των 
προνυμφικών σταδίων του Cydia pomonella._____________________________________

Τεχνητή τροφή Πυκνότητα (προνύμφες/κυτίο) Θνησιμότητα (%)

«Manduca Premix- 5 4,0 a1

HeliothisPremix» 10 9,0 ab

15 11,3 ab

5 22,0 be

Ivaldi-Sender 10 27,0 c

15 29,3 c

1: Οι αριθμοί που ακολουθούνται από διαφορετικό γράμμα διαφέρουν στατιστικά κατά 
Tunkey F = 9,62, df = 5, ρ < 0,001.

6.4. Συμπεράσματα

Από τη μελέτη προκύπτει ότι η πυκνότητα εκτροφής των προνυμφών είχε 

αρνητική επίδραση στο βάρος των νυμφών. Συγκεκριμένα, η αύξηση του βάρους
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των νυμφών ήταν αντιστρόφως ανάλογη της αύξησης της πυκνότητας των 

προνυμφών (Πίνακες 6.2., 6.3.). Η τάση αυτή παρατηρήθηκε και στα δύο 

σιτηρέσια που εξετάστηκαν και για τα δύο φύλα. Το βάρος των νυμφών ήταν 

μεγαλύτερο, ανεξαρτήτως πυκνότητας στο σιτηρέσιο «Manduca Premix-Heliothis 

Premix» και για τα δύο φύλα.

Η μείωση της αύξησης του βάρους των νυμφών συνδέεται με την αυξημένη 

πυκνότητα των προνυμφών κατά τη διάρκεια της εκτροφής τους και αποτελεί 

σύνηθες φαινόμενο στα περισσότερα έντομα (Leonard 1968, Credland et al. 1986, 

Borash & Ho 2001, Agnew et al. 2002). Μεταξύ των δύο φύλων, η επίδραση της 

πυκνότητας και κατ’ επέκταση η έλλειψη τροφής έχει διαφορετικά αποτελέσματα. 

Τα θηλυκά άτομα είναι πιο ευαίσθητα στον παράγοντα πυκνότητα γιατί η έλλειψη 

τροφής οδηγεί σε μείωση της γονιμότητας. Επομένως, η αναπαραγωγή και η 

γονιμότητά τους εξαρτώνται κατά ένα μεγάλο μέρος από τα θρεπτικά συστατικά 

που συσσωρεύονται κατά τη διάρκεια της προνυμφιακής ανάπτυξης (Fantinou et 

al. 2008).

Επιπλέον, βρέθηκε ότι η πυκνότητα εκτροφής των προνυμφών είχε αρνητική 

επίδραση στο χρόνο ολοκλήρωσης των προνυμφικών σταδίων με την αύξηση του 

χρόνου να είναι ανάλογη της αύξησης της πυκνότητας των προνυμφών (Πίνακες 

6.4., 6.5.). Η τάση αυτή παρατηρήθηκε και στα δύο σιτηρέσια που εξετάστηκαν και 

στα δύο φύλα. Οι προνύμφες πολλών λεπιδοπτέρων επεκτείνουν την ανάπτυξή 

τους και συνεπώς την περίοδο σίτισής τους προκειμένου να επιτευχθεί ένα κρίσιμο 

μέγεθος για τη μεταμόρφωσή τους (Fischer & Fiedler 2001, Bauerfeind & Fischer 

2005). Έτσι, στο Pararge aegeria L., η υψηλή πυκνότητα προνυμφών οδήγησε σε 

μεγαλύτερη διάρκεια ανάπτυξης και σε χαμηλότερη επιβίωση (Gibbs et al. 2004). 

Αντίθετα, η υψηλή προνυμφική πυκνότητα ανάγκασε τις προνύμφες Porthetria 

dispar L. να αναπτυχθούν γρηγορότερα. Το γεγονός αυτό είναι πιθανώς μια 

προσαρμογή στην υψηλή πυκνότητα που έχει ως αποτέλεσμα την ταχύτερη 

ολοκλήρωση του κύκλου του εντόμου για την αποφυγή της εξάντλησης των πόρων 

στα προνυμφικά στάδια (Leonard 1968).

Επίσης, προκύπτει ότι το ποσοστό θνησιμότητας αυξήθηκε ανάλογα με την 

αύξηση της πυκνότητας των προνυμφών στα κυτία εκτροφής, γεγονός που 

οφείλεται στη χαμηλή διαθεσιμότητα πόρων στην κατάσταση αυξημένης 

πυκνότητας. Επιπλέον, το μεγαλύτερο ποσοστό θνησιμότητας παρουσιάστηκε στις 

προνύμφες που εκτράφηκαν στο σιτηρέσιο του Ivaldi-Sender.
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Τέλος, διαπιστώθηκε ότι ο χρόνος ολοκλήρωσης των προνυμφικών σταδίων 

στο σιτηρέσιο Ivaldi-Sender είναι μεγαλύτερος, ενώ το βάρος των νυμφών είναι 

μικρότερο ανεξαρτήτως της πυκνότητας εκτροφής. Έτσι, παρόλο που το κόστος 

για την εκτροφή μιας προνύμφης στο σιτηρέσιο αυτό εκτιμάται σε 0,012€, ενώ στο 

σιτηρέσιο «Manduca Premix-Heliothis Premix» σε 0,06€, το δεύτερο σιτηρέσιο 

είναι πιο αξιόπιστο για την εκτροφή των προνυμφών του C. pomonella σε 

εργαστηριακές συνθήκες γιατί η παραγωγή των προνυμφών πραγματοποιείται σε 

μικρότερο χρονικό διάστημα και ταυτόχρονα το βάρος των νυμφών, που έχει 

επίδραση στην μετέπειτα ζωή των ενηλίκων, είναι μεγαλύτερο. Κατά την διάρκεια 

της παρούσας μελέτης όλα τα δείγματα που συντηρούνταν σε εργαστηριακές 

συνθήκες εκτράφηκαν στο σιτηρέσιο «Manduca Premix-Heliothis Premix»
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7. Μελέτη της ανθεκτικότητας του Cydia pom oriel la σε
εντομοκτόνα

7.1. Εισαγωγή

Ο έλεγχος της καρπόκαψας τον 19° αιώνα ήταν εφικτός με την εφαρμογή 

ανόργανων φυσικών προϊόντων όπως κρυόλιθος, θείο, ορυκτέλαια, ρετινόλη και 

νικοτίνη. Στις αρχές του 20ου αιώνα, αυτά αντικαταστάθηκαν από το αρσενικό. 

Κατά την πρώτη εικοσαετία της χρήσης του πραγματοποιούνταν 1-3 εφαρμογές 

κατά την καλλιεργητική περίοδο και κατά την επόμενη δεκαετία οι εφαρμογές 

αυξήθηκαν στις 4-5. Η αύξηση αυτή οδήγησε στην εμφάνιση για πρώτη φορά 

ανθεκτικότητα του εντόμου στη Βόρεια Αμερική (Hough 1928). Στη συνέχεια, 

ανάπτυξη ανθεκτικότητας στη συγκεκριμένη δραστική ουσία διαπιστώθηκε στις 

περισσότερες μηλοπαραγωγικές περιοχές των Η.Π.Α. ενώ κατά την τελευταία 

χρονιά εφαρμογής του σκευάσματος οι εφαρμογές είχαν αυξηθεί στις 7-8 (Croft & 

Riedl 1991).

Στα μέσα της δεκαετίας του '40, η εισαγωγή του DDT έλυσε προσωρινά το 

πρόβλημα της ανθεκτικότητας στο αρσενικό και μέχρι το 1946 το είχε 

αντικαταστήσει στις περισσότερες μηλοπαραγωγικές περιοχές. Ωστόσο, μετά από 

επτά χρόνια συνεχούς χρήσης του, διαπιστώθηκε εμφάνιση ανθεκτικότητας και σε 

αυτή τη δραστική ουσία (Schmith 1955).

Η ανθεκτικότητα στο azinphos-methyl παρατηρήθηκε ύστερα από 30 χρόνια 

χρήσης του αλλά από το 1955 έχουν αναφερθεί αρκετές περιπτώσεις 

ανθεκτικότητας όπως και στο parathion (Welter et at 1991, Bush et at. 1993). Στη 

Βόρεια Αμερική καταγράφηκε ανθεκτικότητα σε δυο πληθυσμούς του εντόμου στο 

diflubenzuron το 1988, χωρίς να έχει προηγηθεί προηγούμενη εφαρμογή του 

σκευάσματος (Moffit et at. 1988). Μερικά χρόνια αργότερα, στην Καλιφόρνια, 

παρατηρήθηκε διασταυρούμενη ανθεκτικότητα μεταξύ του azinphos-methyl και του 

diflubenzuron (Welter etal. 1991).

Στην Ευρώπη καταγράφηκε ανθεκτικότητα στο diflubenzuron για πρώτη φορά 

το 1990 στην Ιταλία και στην Νότια Γαλλία, (Waldner et at. 1993, Sauphanor et al. 

1994). Βιοδοκιμές σε νεαρές προνύμφες και ωά σε γαλλικούς πληθυσμούς έδειξαν 

διασταυρούμενη ανθεκτικότητα μεταξύ των δραστικών ουσιών diflubenzuron,
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triflumuron, teflubenzuron, tebufenozide και fenoxycarb. Ταυτόχρονα οι 

παραπάνω πληθυσμοί αποδείχθηκαν ανθεκτικοί και στο azinphos-methyl 

(Sauphanor & Bouvier 1995). Βιοδοκιμές σε νεαρές και διαπαύουσες προνύμφες, 

από την ευρύτερη περιοχή της Γαλλίας κατέδειξαν ισχυρή ανθεκτικότητα στο 

diflubenzuron. Δείγματα από τις ίδιες περιοχές παρουσίασαν ανθεκτικότητα στο 

deltamethrin σε ενήλικα άτομα. (Sauphanor et al. 2000).

Οι Sauphanor et al. (1997) διαπίστωσαν αυξημένη δραστικότητα στις οξειδάσες 

μικτής λειτουργίας (MFO) σε δύο πληθυσμούς ανθεκτικούς στο deltamethrin και 

στο diflubenzuron. Η δραστικότητα της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST) δε 

διέφερε σημαντικά σε σχέση με τον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό. Επίσης, 

δεν παρατηρήθηκε καμία διαφορά στη δραστικότητα των ολικών 

καρβοξυλεραστών. Έτσι, πρότειναν ότι ο κύριος μηχανισμός εμφάνισης 

ανθεκτικότητας στο diflubenzuron και στο deltamethrin είναι η αυξημένη 

δραστικότητα των MFO με μικρή συμμετοχή των GSTs (Sauphanor et al. 1997). 

Επιπλέον, οι Brun-Barele et al. (2005) διαπίστωσαν υψηλή συχνότητα εμφάνισης 

της μεταλλαγής που είναι υπεύθυνη για τη διαφοροποίηση στη μοριακή δομή των 

διαμεμβρανικών πρωτεϊνών μεταφοράς νατρίου (knock down resistance kdr) σε 

πληθυσμούς του εντόμου ανθεκτικούς στο deltamethrin (Brun-Barale et al. 2005).

Παράλληλα, αποτυχημένες προσπάθειες ελέγχου του εντόμου καταγράφηκαν 

στην Ισπανία και Ελβετία (Charmillot et al 1999, Sauphanor et al 1998a). Δυο 

χρόνια αργότερα, στην Ελβετία, ανιχνεύτηκε διασταυρούμενη ανθεκτικότητα 

μεταξύ του azinphos-methyl και tebufenozide (Charmillot et al. 2001). Οι Reyes et 

al (2007) πραγματοποίησαν βιοδοκιμές με οργανοφωσφορικά, πυρεθροειδή, 

νεονικοτινοειδή, μακροκυκλικές λακτόνες και ρυθμιστές ανάπτυξης σε δείγματα 

διαπαύουσων προνυμφών καρπόκαψας από τη Γαλλία, Ιταλία, Ελβετία, Ισπανία 

και Αρμενία. Διαπιστώθηκε δραματική μείωση της αποτελεσματικότητας των 

δραστικών ουσιών που μελετήθηκαν, σε σύγκριση με τον ευαίσθητο εργαστηριακό 

πληθυσμό. Επιπλέον, αποδείχτηκε διασταυρούμενη ανθεκτικότητα μεταξύ του 

azinphos-methyl και του phosalone με νέες δραστικές ουσίες όπως το spinosad 

και thiacloprid. Η ανθεκτικότητα στο azinphos-methyl, diflubenzuron, spinosad, 

tebufenozide και thiacloprid συσχετίστηκε θετικά με την αυξημένη δραστικότητα 

των MFO. Η αυξημένη δραστικότητα του GST συσχετίστηκε με την ανάπτυξη 

ανθεκτικότητας στο azinphos-methyl. Επίσης, παρατηρήθηκε αρνητική συσχέτιση 

μεταξύ της αυξημένης δραστικότητας των ολικών καρβοξυλεστερασών (EST) και
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της εμφάνισης ανθεκτικότητας στο azinphos-methyl, tebufenozide και thiacloprid. 

Τέλος, δε διαπιστώθηκε σημαντική συσχέτιση στην ανθεκτικότητα στο deltamethrin 

με τη συχνότητα εμφάνισης της μετάλλαξης kdr (Reyes et at. 2007).

Οι Stara & Kocourek (2007) για να ανιχνεύσουν την ανθεκτικότητα του εντόμου 

σε πληθυσμούς από τη Δημοκρατία της Τσεχίας, πραγματοποίησαν βιοδοκιμές 

στο στάδιο του αυγού καθώς και σε νεαρές και αναπτυγμένες προνύμφες πέμπτου 

σταδίου. Παρόλο που διαπιστώθηκε διασταυρούμενη ανθεκτικότητα μεταξύ των 

δραστικών ουσιών fenoxycarb, teflubenzuron και phosalone, δεν παρατηρήθηκε 

ανθεκτικότητα στο diflubenzuron (Stara & Kocourek 2007). Στο Ισραήλ, 

αναφέρθηκε ανθεκτικότητα στο azinphos-methyl και σε ρυθμιστές ανάπτυξης 

(diflubenzuron, novaluron, teflubenzuron, pyriproxyfen, fenoxycarb και 

methoxyfenozide). Η εμφάνιση ανθεκτικότητας μεταξύ του azinphos-methyl, 

novaluron και methoxyfenozide, χωρίς προηγούμενη εφαρμογή των δύο 

τελευταίων δραστικών ουσιών, στις περιοχές από τις οποίες πραγματοποιήθηκε η 

συλλογή των δειγμάτων, πιθανώς σχετίζεται με ανάπτυξη διασταυρούμενης 

ανθεκτικότητας (Reuveny & Cohen 2004).

Βιοδοκιμές σε διαπαύουσες προνύμφες έδειξαν ανθεκτικότητα στο azinphos- 

methyl, σε πληθυσμούς από την Παταγονία της Αργεντινής. Παράλληλα, σε όλους 

τους ανθεκτικούς πληθυσμούς παρατηρήθηκε αυξημένη δραστικότητα των ολικών 

καρβοξυλεστερασών. Επομένως οι εστεράσες πιθανόν αποτελούν έναν από τους 

μηχανισμούς που εμπλέκονται στην ανάπτυξη ανθεκτικότητας στους πληθυσμούς 

αυτής της περιοχής στο azinphos-methyl (Jimena Solefio et at. 2008). Οι Fuentes- 

Contreras et at. (2007) πραγματοποίησαν βιοδοκιμές σε νεαρές και διαπαύουσες 

προνύμφες, για την ανίχνευση της ανθεκτικότητας στο azinphos-methyl σε 

πληθυσμούς από τη Χιλή. Αποτελέσματα βιοδοκιμών, σε νεαρές προνύμφες, δεν 

παρουσίασαν καμία σημαντική διαφορά σε σχέση με τον ευαίσθητο εργαστηριακό 

πληθυσμό. Αντίθετα, η θνησιμότητα των διαπαύουσων προνυμφών, εμφανίστηκε 

σημαντικά χαμηλότερη από τον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό. Στους 

πληθυσμούς που χαρακτηρίσθηκαν ως ανθεκτικοί, παρουσιάστηκε αυξημένη 

δραστικότητα της GST, σε σύγκριση με τον εργαστηριακό πληθυσμό (Fuentes- 

Contreras et at. 2007).

Ανθεκτικοί πληθυσμοί στο azinphos-methyl και στα πυρεθροειδή εντομοκτόνα, 

καταγραφήκαν και στη Νότια Αφρική (Blomefield 1994, Giliomee & Riedl 1998).
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Στη χώρα μας υπάρχουν ενδείξεις για την εμφάνιση ανθεκτικότητας της 

καρπόκαψας σε εντομοκτόνα. Έτσι, κυρίως σε περιοχές της Κεντρικής Μακεδονίας 

(Ημαθία και Πέλλα) ο έλεγχος του εντόμου με την εφαρμογή οργανοφωσφορικών 

και πυρεθροειδών εντομοκτόνων είναι αναποτελεσματικός (loannidis 1999).

Η παρούσα εργασία έχει ως στόχο την ανίχνευση ανάπτυξης ανθεκτικότητας σε 

διαφορετικές ομάδες εντομοκτόνων στις κύριες μηλοπαραγωγικές περιοχές της 

Ελλάδας. Τη διερεύνηση των πιθανών μηχανισμών που την προκαλούν και τη 

διαπίστωση διασταυρούμενης ανθεκτικότητας μεταξύ των εντομοκτόνων.

7.2. Υλικά και Μέθοδοι

7.2.1. Συλλογή δειγμάτων - Συνθήκες εκτροφής

Κατά τα έτη 2006-08 πραγματοποιήθηκε συλλογή 33 πληθυσμών προνυμφών 

που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου και 38 

πληθυσμών διαπαύουσων προνυμφών (Σχήμα 7.1.). Η δειγματοληψία των 

προνυμφών πραγματοποιήθηκε με τη συλλογή προσβεβλημένων καρπών. Μετά 

την προσεκτική αφαίρεση των προνυμφών, αυτές μεταφέρθηκαν σε κυτία 

εκτροφής τα οποία περιείχαν τεχνητή τροφή (Manduca Premix-Heliothis Premix; 

Stonefly Inc., Bryan, TX) και διατηρούνταν σε 23±1°C, 65±5% RH και L16:D8.

Η συλλογή των διαπαύουσων προνυμφών πραγματοποιήθηκε με την 

τοποθέτηση παγίδων κυματοειδούς χάρτου στον κορμό των δέντρων, στα τέλη 

Αύγουστου κάθε έτους. Η αφαίρεση των παγίδων γινόταν τον Οκτώβριο του ιδίου 

έτους. Για τη διακοπή της διάπαυσης, οι προνύμφες μεταφέρθηκαν για 

τουλάχιστον 3 μήνες, σε θαλάμους με χαμηλή θερμοκρασία 2±1°C και 

φωτοπερίοδο L12:D12 (Sauphanor et al. 2000). Στον Πίνακα 7.1. φαίνονται τα 

στοιχεία που αφορούν τον αριθμό των πληθυσμών που εξετάστηκαν, την περιοχή 

και το στάδιο του βιολογικού κύκλου.

Καθ’ όλη τη διάρκεια της μελέτης, πραγματοποιούνταν και αναπαραγωγή 

ευαίσθητου εργαστηριακού πληθυσμού προερχόμενου από το INRA Research 

Centre Avignon (Guennelon et al. 1981). Ο πληθυσμός αυτός χρησιμοποιήθηκε 

για τον υπολογισμό των διαγνωστικών δόσεων καθώς και ως μάρτυρας στα 

πειράματα που ακολούθησαν.
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Σχήμα 7.1. Περιοχές της Ελλάδας όπου συλλέχτηκαν οι πληθυσμοί της 
καρπόκαψας. 1: Αγια, 2: Αγιόκαμπος, 3: Αγ. Βλάσιος, 4: Αγ. Λαυρέντιος, 5: 
Αλεξάνδρεια, 6: Καστοριά, 7: Τρίπολη
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Πίνακας 7.1. Πληθυσμοί καρπόκαψας προερχόμενοι από διάφορες περιοχές της 
Ελλάδας που χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση_________________________________

Περιοχή Αριθμός πληθυσμών Στάδιο βιολογικού κύκλου

Αγ. Λαυρέντιος 2 Κ(1>

Αγιά 11 κ
Αγιόκαμπος 2 κ

Καστοριά 3 κ
Τ ρίπολη 2 κ

Αλεξάνδρεια 12 κ
Αγ. Βλάσιος 1 κ

Αγ. Λαυρέντιος 3 Δ

Αγιά 16 Δ

Αγιόκαμπος 2 Δ

Καστοριά 2 Δ

Αλεξάνδρεια 14 Δ

Αγ. Βλάσιος 1 Δ

1: Κ= Προνύμφες που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου, 
Δ= Διαπαύουσες προνύμφες

7.2.2. Εύρεση διαγνωστικών δόσεων

Για τον υπολογισμό των διαγνωστικών δόσεων διαφόρων δραστικών ουσιών, 

πραγματοποιήθηκαν τοπικές βιοδοκιμές σε νεαρές (0-4 ωρών) και αναπτυγμένες 

προνύμφες πέμπτου σταδίου του ευαίσθητου εργαστηριακού πληθυσμού. Αυτές 

που προέκυψαν, σε συνδυασμό με διαγνωστικές δόσεις που έχουν περιγράφει 

στη βιβλιογραφία, χρησιμοποιήθηκαν στις βιοδοκιμές που πραγματοποιήθηκαν 

στη μελέτη.

7.2.2. Ι. Νεαρές προνύμφες

Τα εντομοκτόνα που χρησιμοποιήθηκαν ήταν το Χέλγκαρ 25WG (fenoxycarb 

25%, Χελλαφάρμ ΑΕ, Ελλάς), Runner 240SC (methoxyfenozide 24%, Bayer 

CropScience ABEE, Ελλάς), Decis 2,5EC (deltamethrin 2,5%, Bayer CropScience 

ABEE, Ελλάς), Calypso 48SC (thiacloprid, Bayer CropScience ABEE, Ελλάς 48%) 

και Dimilin 25WP (diflubenzuron 25% Ντυ Ποντ ΑΕ, Ελλάς). Σε κάθε κελί της 

μικροπλάκας (96-πηγαδιών) προστίθονταν 150 μΙ από τεχνητή τροφή (Manduca 

Premix-Heliothis Premix; Stonefly Inc., Bryan, TX). Στη συνέχεια, στην επιφάνεια
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της τροφής εφαρμόζονταν 6 μΙ από κάθε εντομοκτόνο, διαλυμένο σε νερό ενώ για 

κάθε εντομοκτόνο εφαρμόστηκαν 7-9 διαφορετικές δόσεις. Πραγματοποιήθηκαν 3 

επαναλήψεις και κάθε επανάληψη περιελάμβανε 40 προνύμφες για κάθε 

εντομοκτόνο. Ο μάρτυρας περιελάμβανε μόνο νερό. Οι προνύμφες μεταφέρονταν 

ατομικά με πολύ μαλακό πινέλο σε ξεχωριστά πηγάδια. Στη συνέχεια η 

μικροπλάκα διατηρούνταν σε συνθήκες 25±1°C, 40±5% RH και φωτοπερίοδο 

L16:D8. Η θνησιμότητα καταγραφόταν μετά από 4 ημέρες (Reyes & Sauphanor 

2008).

7.2.2.2. Προνύμφες πέμπτου σταδίου

Τα εντομοκτόνα που χρησιμοποιηθήκαν ήταν σε τεχνικώς καθαρή μορφή. Οι 

δραστικές ουσίες που εξετάστηκαν ήταν το fenoxycarb (Χελλαφάρμ ΑΕ, Ελλάς), 

deltamethrin (Bayer CropScience ΑΒΕΕ, Ελλάς), tebufenozide (Άλφα Γεωργικά 

Εφόδια ΑΕΒΕ, Ελλάς), thiacloprid (Bayer CropScience ΑΒΕΕ, Ελλάς), fluvalinate 

(Άλφα Γεωργικά Εφόδια ΑΕΒΕ, Ελλάς), phosalone (Ανοργκαχήμ ΑΕ, Ελλάς), 

diflubenzuron (Ντυ Ποντ ΑΕ, Ελλάς), azinphos-methyl (Άλφα Γεωργικά Εφόδια 

ΑΕΒΕ, Ελλάς), teflubenzuron (BASF ΑΒΕΕ, Ελλάς), methoxyfenozide (Bayer 

CropScience ΑΒΕΕ, Ελλάς) και triflumuron (Bayer CropScience ΑΒΕΕ, Ελλάς). Ο 

διαλύτης που χρησιμοποιήθηκε ήταν η ακετόνη εκτός από το diflubenzuron που 

ήταν το tetrahydrofuran.

Οι τοπικές βιοδοκιμές πραγματοποιήθηκαν λίγο πριν αρχίσουν οι προνύμφες να 

σχηματίζουν το νυμφικό βομβύκιο. Στο μέσο του θώρακα κάθε προνύμφης, 

εφαρμόστηκε 1 μΙ από το διάλυμα της δραστικής ουσίας. Στον μάρτυρα 

εφαρμόστηκε μόνο ακετόνη. Για κάθε δραστική ουσία εφαρμόστηκαν από 6 έως 8 

διαφορετικές δόσεις. Πραγματοποιήθηκαν 3 επαναλήψεις και κάθε επανάληψη 

περιλάμβανε 20 προνύμφες για κάθε δραστική ουσία. Μετά την ολοκλήρωση των 

βιοδοκιμών, οι προνύμφες μεταφέρθηκαν σε κυτία που περιείχαν τεμάχιο 

κυματοειδούς χάρτου, για τη συμπλήρωση του βιολογικού τους κύκλου σε 

σταθερές συνθήκες 23±1°C,65±5% υγρασία και φωτοπερίοδο L16:D8. Η 

θνησιμότητα καταγραφόταν με βάση τη μη ενηλικίωση των προνυμφών.
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7.2.3. Βιοδοκιμές

Οι βιοδοκιμές διενεργήθηκαν στο στάδιο του ωού, σε νεαρές και αναπτυγμένες 

προνύμφες πέμπτου σταδίου καθώς και σε διαπαύουσες προνύμφες. 

Πραγματοποιήθηκαν με την εφαρμογή των διαγνωστικών δόσεων για κάθε 

δραστική ουσία. Στα αποτελέσματα παρουσιάζεται η διορθωμένη θνησιμότητα 

(Δ.Θ.) που υπολογίστηκε από τον τύπο του Abbot (Abbot 1925).

7.2.3.1. Στάδιο του ωού

Εξετάστηκαν 3 πληθυσμοί από την Αγιά και 3 από την Αλεξάνδρεια για την 

εμφάνιση ανθεκτικότητας στο Χέλγκαρ 25WG (fenoxycarb 25%, Χελλαφάρμ ΑΕ, 

Ελλάς), στο στάδιο των ωών με την εφαρμογή διαγνωστικής δόσης 5mg/l (90% 

θνησιμότητας του ευαίσθητου εργαστηριακού πληθυσμού) (Sauphanor et al 1998).

Από κάθε πληθυσμό εξετάστηκαν 15 ζευγάρια ενηλίκων ατόμων, 24-48 ωρών. 

Τα ενήλικα άτομα προήλθαν από τη συλλογή αναπτυγμένων προνυμφών πέμπτου 

σταδίου κατά τη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου. Μετά τον διαχωρισμό του 

φύλου βάσει της μορφολογίας των νυμφών (τα αρσενικά έχουν τέσσερα κοιλιακά 

διαφράγματα ενώ τα θηλυκά τρία), μεταφέρθηκαν σε ξεχωριστά κυτία για την 

ολοκλήρωση του βιολογικού τους κύκλου σε συνθήκες 23±1°C,65±5% L16:D8.

Για τη διεξαγωγή των βιοδοκιμών χρησιμοποιήθηκαν κυλινδρικά κλουβιά, με 

διάμετρο 8cm και ύψος 5cm από PVC. Η εσωτερική παράπλευρη επιφάνεια 

καθώς και η πάνω βάση ήταν καλυμμένη με λεπτό τούλι για την αποφυγή της 

ωοτοκίας. Στην κάτω βάση του κυλίνδρου ήταν τοποθετημένο Petri dish διαμέτρου 

10cm για την εναπόθεση των αυγών (Εικόνα 7.2.).

Η εφαρμογή του εντομοκτόνου γινόταν με ψεκαστήρα κάλυψης 1,7±0.1 mg/cm2 

με τη διαγνωστική δόση στην επιφάνεια του Petri dish. Μετά το πέρας 2 ωρών, 3 

ζευγάρια ενηλίκων ατόμων 24-48 ωρών, τοποθετούνταν μέσα σε κάθε κλουβί 

όπου και παρέμειναν για 48 ώρες ώστε να συζευχθούν. Μετά το πέρας των 48 

ωρών, το Petri dish μεταφέρονταν σε θάλαμο με συνθήκες 23±1°C, 70±5% RH και 

L16:D8 για να πραγματοποιηθεί η εκκόλαψη των ωών. Η θνησιμότητα 

υπολογίζονταν από τον τύπο:

% θνησιμότητα = (1 - αριθμός ωών που εκκολάφθηκαν/αριθμός ωών που 

γονιμοποιηθήκαν) X 100.
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Εικόνα 7.2. Κυλινδρικό κλουβί για την πραγματοποίηση των βιοδοκιμών στο 

στάδιο του ωού

7.2.3.2. Νεαρές προνύμφες

Οι διαγνωστικές δόσεις των εντομοκτόνων που προέκυψαν από την εφαρμογή 

των βιοδοκιμών στις νεαρές προνύμφες του ευαίσθητου εργαστηριακού 

πληθυσμού μαζί με τη διαγνωστική δόση του Gusathion Μ 25WP (azinphos- 

methyl 25%, Άλφα Γεωργικά Εφόδια ΑΕΒΕ, Ελλάς) χρησιμοποιήθηκαν για τη 

μελέτη της ανθεκτικότητας νεαρών προνυμφών (0-4 ωρών) F1 γενεάς, από 12 

πληθυσμούς. Η διαγνωστική δόση του azinphos-methyl που χρησιμοποιήθηκε 

ήταν 45 mg/I και προκαλεί 90% θνησιμότητα του ευαίσθητου εργαστηριακού 

πληθυσμού (Reyes & Sauphanor 2008).

Συλλέχθηκαν και αναπαράχθηκαν σε εργαστηριακές συνθήκες, πέντε 

πληθυσμοί από την περιοχή της Αγιάς, πέντε από την Αλεξάνδρεια, ένας από την 

Καστοριά και ένας από την Τρίπολη. Η διενέργεια τον βιοδοκιμών 

πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο που περιγράφηκε προηγουμένως για την εύρεση 

των διαγνωστικών δόσεων στις νεαρές προνύμφες.

7.2.3.3. Προνύμφες πέμπτου σταδίου.

Οι πληθυσμοί των προνυμφών που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της 

καλλιεργητικής περιόδου, εξετάστηκαν ως προς την ανθεκτικότητά τους στις 

δραστικές ουσίες azinphos-methyl, phosalone, deltamethrin, diflubenzuron,
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triflumuron, fenoxycarb, thiacloprid, tebufenozide. Οι βιοδοκιμές έγιναν με 

εφαρμογή διαγνωστικής δόσης (θανατώνει ποσοστό μεγαλύτερο από 94% του 

ευαίσθητου εργαστηριακού πληθυσμού) με μικροσύριγγα Hamilton στο μέσο του 

θώρακα της κάθε προνύμφης και διατηρούνταν στις συνθήκες που περιγράφηκαν 

προηγουμένως. Για κάθε δραστική ουσία οι βιοδοκιμές περιελάμβαναν 30 

προνύμφες.

7.2.3.4. Διατταύουσες προνύμφες.

Η ανίχνευση της ανάπτυξης ανθεκτικότητας στους πληθυσμούς των 

διαπαύουσων προνυμφών έγινε σύμφωνα με τη μέθοδο των Sauphanor et at. 

(2000). Μετά τη διακοπή της διαπαύσης, πραγματοποιήθηκαν βιοδοκιμές με 

τοπική εφαρμογή των διαγνωστικών δόσεων που παρουσιάζονται στον Πίνακα

7.2. (Sauphanor et at. 2000, Pasquier & Charmillot 2003, Reyes et al. 2007). Σε 

κάθε δραστική ουσία πραγματοποιήθηκαν βιοδοκιμές 40 προνυμφών για κάθε 

πληθυσμό. Οι τοπικές βιοδοκιμές διεξάγονταν σύμφωνα με τη μέθοδο που 

περιγράφηκε στις προνύμφες πέμπτου σταδίου

Πίνακας 7.2. Εντομοκτόνα και διαγνωστικές δόσεις που χρησιμοποιήθηκαν για 
την ανίχνευση της ανθεκτικότητας σε διαπαύουσες προνύμφες

Εντομοκτόνα Ποσοστό
θνησιμότητας

%

Διαγνωστικές 
συγκεντρώσεις 

(mg L-1)

Χημική ομάδα

Fenoxycarb 97,7 1 Καρβαμιδικά
Methoxyfenozide 99,1 100 Διακυλυδραζίνες

Deltamethrin 99,5 100 Πυρεθροειδή
Tebufenozide 94,6 300 Διακυλυδραζίνες

Thiacloprid 99,4 500 Νεονικοτινοειδή
Chlorpyrifos-methyl 95,6 1.200 Οργανοφωσφορικά

Phosalone 99,9 3.000 Οργανοφωσφορικά
Diflubenzuron 98,0 25.000 Φαινυλουρίες

Azinphos-methyl 97,0 400 Οργανοφωσφορικά

7.2.4. Βιοχημικές δοκιμές

Για τον προσδιορισμό των βιοχημικών μηχανισμών που εμπλέκονται στην 

ανθεκτικότητα, εξετάστηκαν συνολικά 1241 δείγματα. Συγκεκριμένα, μελετήθηκε η 

δραστικότητα των καρβοξυλεστερασών (EST), των τρανσφερασών της 

γλουταθειόνης (GST) και των οξειδασών μικτής λειτουργίας (MFO).
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7.2.4.1. Απομόνωση ενζύμων

Πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τη μέθοδο των Reyes et at. (2007). Σε 

πλαστικό φιαλίδιο χωρητικότητας 1,5 ml, όπου τοποθετήθηκαν 150μΙ Tampon 

Hepes (50mM, pH 7.0) ομογενοποιήθηκε το μισό τμήμα της κοιλιάς του ενηλίκου. 

Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές/λεπτό για 15min στους 4°C. Το 

υπερκείμενο, μεταφέρθηκε σε νέο πλαστικό φιαλίδιο και αποθηκεύτηκε στους - 

20°C. Για την εκτίμηση της ποσότητας των ολικών πρωτεϊνών του εντόμου 

εφαρμόστηκε η μέθοδος Bradford χρησιμοποιώντας 5 μΙ ενζύμου σε 2 

επαναλήψεις, με προσθήκη 300 μΙ αντιδραστηρίου BioRad (Bio-Rad Laboratories, 

Inc 1000 Alfred Nobel DriveHercules California 94547 U.S.A.). Η επώαση 

πραγματοποιήθηκε σε σκοτάδι στους 25°C για 5min και η εκτίμηση του 

πρωτεϊνικού περιεχομένου με φωτομέτρηση σε μήκος κύματος 595 nm. 

Παράλληλα, κατασκευάστηκε η πρότυπη καμπύλη βαθμονόμησης με πρότυπα 

διαλύματα BSA (Bovine Serum Albumin) (Bradford 1976).

7.2.4.2. Καρβοξυλεστεράσες (EST)

Η εκτίμηση της δραστικότητας των γενικών καρβοξυλεστερασών 

πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα το β-nathyl acetate (β-ΝΑ). 

Σε κάθε κελί της μικροπλάκας προστέθηκε 90 μΙ phosphate buffer (50 mM pH 6.5) 

με 0.1 mM υποστρώματος (β-ΝΑ), μαζί με 0,5 μΙ ενζύμου και 89,5 μΙ Hepes buffer 

(50 mM pH 7.0). Πραγματοποιήθηκε επώαση στους 30°C για 15min και 

ακολούθως προστέθηκε 20 μΙ από το διάλυμα χρωματισμού το οποίο περιείχε 

3grMfrpo Fast Garnet και 35grMfrpo sodium dodecyl sulfate. Ακολούθησε επώαση 

για 15 min σε συνθήκες δωματίου και στη συνέχεια καταγράφηκε η απορρόφηση 

στα 492 nm (Spectramax® M2, Molecular Devices, 1311 Orleans Avenue 

Sunnyvale CA 94089-1136 U.S.A). Ως μάρτυρας, χρησιμοποιήθηκαν 12 κελιά από 

κάθε πλάκα που περιείχαν 90 μΙ phosphate buffer (50 mM pH 7.2). Οι μονάδες 

μέτρησης εκφράστηκαν σε nmole β-naphthol/mg protein/min (Reyes et at. 2007, 

Walker 1998).

7.2.4.3. Τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST)

Η διερεύνηση των επιπέδων δραστικότητας της τρανσφεράσης της 

γλουταθειόνης (GST) διεξήχθη σύμφωνα με τη μέθοδο των Nauen & Stumpf 

(2002). Ως υπόστρωμα χρησιμοποιήθηκε το monochlorobimane (ΜΟΒ). Για την
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εκτίμηση της ενεργότητας χρησιμοποιήθηκαν εις διπλούν 30 μΙ ενζύμου από κάθε 

ενήλικο άτομο. Σε κάθε κελί της μικροπλάκας ELIZA προστέθηκε μαζί με 30 μΙ 

ενζύμου, 168 μΙ διαλύματος γλουταθιόνης (GSH) lOOmM σε διαλύτη Hepes buffer 

(50 mM pH 7.0) και 2 μΙ από 30 mM ΜΟΒ. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν 12 

κελιά από κάθε μικροπλάκα που περιείχαν 30 μΙ Hepes buffer χωρίς ένζυμο. Η 

επώαση πραγματοποιήθηκε στους 22°C για 20 min και στη συνέχεια η πλάκα 

μεταφέρθηκε στο φθορισμόμετρο. Ο φθορισμός μετρήθηκε χρησιμοποιώντας 

φίλτρο με 380 nm για τη διέργεση και 465 nm για την εκπομπή. Οι μονάδες 

μέτρησης εκφράστηκαν σε uf/mg protein.

7.2.4.4. Οξειδάσες μικτής λειτουργίας (MFO)

Ο υπολογισμός της δραστικότητας των οξειδασών μικτής λειτουργίας (MFO) 

ανιχνεύτηκε χρησιμοποιώντας 7-ethoxycoumarin O-deethylation (ECOD) με in vivo 

ανάλυση (Reyes et al. 2007). To μισό τμήμα της κοιλιάς του ενηλίκου ατόμου, 

τοποθετήθηκε σε πλαστικό φιαλίδιο χωρητικότητας 1,5 ml μαζί με ΙΟΟμΙ phosphate 

buffer (50 mM pH 7.2) και ethoxycoumarin (0.4 mM). Ακολουθούσε επώαση στους 

30°C για 4 ώρες και η αντίδραση σταματούσε με προσθήκη 50μΙ glycine buffer 

(0.1 mM pH 10.4) και 50 μΙ αιθανόλης. Δώδεκα βοθρία από κάθε μικροπλάκα, 

χρησιμοποιήθηκαν σαν μάρτυρας και περιείχαν ΙΟΟμΙ phosphate buffer (50 mM 

pH 7.2) και ethoxycoumarin (0.4 mM) μαζί με 50μΙ glycine buffer (0.1 mM pH 10.4) 

και 50 μΙ αιθανόλης πριν την επώαση. Ο φθορισμός μετρήθηκε χρησιμοποιώντας 

φίλτρο με 380 nm για την διέργεση και 465 nm για την εκπομπή Οι μονάδες 

μέτρησης εκφράστηκαν σε pg70H/mg protein/min.

7.2.5. Μοριακές δοκιμές
Εξετάστηκαν 1650 δείγματα που προήλθαν από τους πληθυσμούς των 

αναπτυγμένων προνυμφών που συλλέχθηκαν κατά την καλλιεργητική περίοδο και 

1900 δείγματα από τους πληθυσμούς των διαπαύουσων προνυμφών με μοριακά 

διαγνωστικά για την ύπαρξη τροποποιημένης ακετυλχολινεστεράσης (AChE) και η 

kdr ανθεκτικότητα.

7.2.5.1. Απομόνωση DNA

Η απομόνωση DNA έγινε σύμφωνα με τη μέθοδο των Malloch et al. (2006). Σε 

πλαστικό φιαλίδιο χωρητικότητας 1,5 ml, όπου τοποθετήθηκαν 40μΙ 5% Chelex

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



84

100 (Bio-Rad, Laboratories, Inc 1000 Alfred Nobel DriveHercules California 

94547 U.S.A) ομογενοποιήθηκε ένα πόδι εντόμου. Ακολούθησε ανάδευση για 

15”. Πραγματοποιήθηκε επώαση στους 56°C για 35 λεπτά και στην συνέχεια 

στους 95°C για 15 λεπτά. Κατόπιν έγινε νέα ανάδευση για 15” και φυγοκέντρηση 

στις 13.000 στροφές/λεπτό για δύο λεπτά. Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε νέο 

πλαστικό φιαλίδιο οπού και αποθηκεύτηκε στους -20°C.

7.2.5.2. Kdr ανθεκτικότητα και τροποποιημένη AChE

Ο καθορισμός της kdr ανθεκτικότητας και η ανίχνευση της τροποποιημένης 

ακετυλχολινεστεράσης (AChE) πραγματοποιήθηκε με την μέθοδο PCR-RFLP 

(Reyes et al. 2007, Cassanelli et al. 2006). Για τις αντιδράσεις χρησιμοποιήθηκαν 

50 ng DNA στόχου, 1 μονάδα Taq Πολυμεράσης, 2,5 mM dNTPs, 50 mM από τον 

κάθε primer, 25 mM MgCI2, IX reaction buffer (500 mM KCI, 100 mM Tris pH 9,0) 

και αποστειρωμένου νερού μέχρι τελικό όγκο 25 μΙ. Οι primers που 

χρησιμοποιήθηκαν για τον καθορισμός της kdr ανθεκτικότητας ήταν οι CpNaF 

(ΤAGAGAGCATGTGGGATTGC) και CpNaR (AATTTCGTAGCCCTTGATCG), 

ενώ για την ανίχνευση της τροποποιημένης ακετυλχολινεστεράσης (AChE) οι 

ACE1-CP-F2 (CGCTCGGTTTCCTTTTCTTTGACA) και ACE1-CP-R8 

(GTAAAATGGTAGTCACCCACCAT). Οι συνθήκες πολλαπλασιασμού του DNA 

στόχου για την kdr, ήταν 3 min στους 94°C, 35 κύκλοι με 30 sec στους 94°C, 1 min 

στους 55°C και 45 sec στους 72°C, ενώ για την AChE ήταν 4 min στους 95°C, 35 

κύκλοι με 40 sec στους 95°C, 40 sec στους 53°C, 1 min στους 72°C, και 10 min 

στους 72°C. Το πολλαπλασιαζόμενο DNA παρέμεινε στους 4°C μέχρι να γίνει 

ηλεκτροφόρηση σε 1,5% πηκτή αγαρόζης (που περιείχε 0,5 μίιπΓ1 βρωμιούχο 

αιθίδιο) σε διάλυμα ΤΑΕ (40 mM Tris/ acetate, 1 mM EDTA). Ο οπτικός έλεγχος 

των ζωνών έγινε σε συσκευή υπεριώδους ακτινοβολίας (UV).

Στην συνέχεια για την kdr ακολουθούσε πέψη με το ένζυμο περιορισμού 

Tsp509l (NEB, NEW ENGLAND BioLabs® Inc). Χρησιμοποιήθηκαν 5 μΙ από το 

προϊόν της PCR, 2 μονάδες από το ένζυμο περιορισμού, IX reaction buffer (500 

mM KCI, 100 mM Tris pH 9,0), που αποκτήθηκε από τον κατασκευαστή του 

ενζύμου και αποστειρωμένου νερού μέχρι τελικό όγκο 10 μΙ. Ακολουθούσε 

επώαση στο σκοτάδι, στους 65° C για 8 ώρες. Για την AChE ακολουθούσε πέψη 

με το ένζυμο περιορισμού Αρο I (NEB, NEW ENGLAND BioLabs® Inc). Η 

συγκέντρωση της αντίδρασης ήταν όμοια με την προηγουμένη. Ακολουθούσε
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επώαση στο σκοτάδι, στους 50° C για 8 ώρες. Τα προϊόντα κάθε πέψης 

διαχωρίστηκαν σε ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαμίδης 8%.

7.2.5.3. Στατιστική ανάλυση

Το στατιστικό πακέτο που χρησιμοποιήθηκε για την στατιστική ανάλυση της 

εύρεσης των διαγνωστικών δόσεων στις νεαρές και στις αναπτυγμένες προνύμφες 

πέμπτου σταδίου ήταν το Simply probit vir, 1.3 (®Pisces Conservation Ltd 2007). H 

στατιστική επεξεργασία των δεδομένων έγινε με το στατιστικό πακέτο 

STATISTICA 7.0 (StatSoft® Ins. USA). Η σύγκριση των ποσοστών θνησιμότητας 

πραγματοποιήθηκε με το X2 κριτήριο, ενώ προηγουμένως πραγματοποιήθηκε 

μετατροπή των τιμών σε τόξο ημιτόνου. Η συσχέτιση των Συντελεστών 

Ανθεκτικότητας και των Ποσοστών Θνησιμότητας, μεταξύ των διαφορετικών 

περιοχών, πραγματοποιήθηκε με τον έλεγχο U των Mann-Whitney. Η συσχέτιση 

μεταξύ της ενζυμικής δραστικότητας και της εμφάνισης ανθεκτικότητας στα 

εντομοκτόνα, όπως και η διαπίστωση της διασταυρούμενης ανθεκτικότητας 

πραγματοποιήθηκε με τον Συντελεστή Συσχέτισης Pearson.

7.3. Αποτελέσματα

7.3.1. Διαγνωστικές δόσεις
Τα αποτελέσματα από την διεξαγωγή των βιοδοκιμών στις νεαρές προνύμφες 

και στις αναπτυγμένες προνύμφες πέμπτου σταδίου (L5) που 

πραγματοποιηθήκαν στον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό, παρουσιάζονται 

στους Πίνακες 7.3 και 7.4.

Πίνακας 7.3. Αποτελέσματα από την διεξαγωγή των βιοδοκιμών σε νεαρές
προνύμφες στον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό.

Δραστικές
ουσίες

Αριθμός
προν.1 Κλίση X2 df LC50(mg/l)2 LCgo(mg/l)

Methoxyfenozide 960 4,52 14,82*' 6 0,64(0,57-0,72) 2,35(1,99-2,76)
Fenoxycarb 960 2,81 32,48* 6 1138(1062-1219) 2256(2094-24321)
Deltamethrin 960 4,20 15,14* 6 0,095(0,084-0,11) 0,38(0,32-0,459)
Thiacloprid 1200 4,66 14,19* 8 22,61(19,66-25,99) 140,4(113,4-173,8)

Diflubenzuron 960 4,17 22,56* 6 25,1(22,33-28,22) 104,8(87,34-125,8)
1: Αριθμός προνυμφών
2: *ρ = 0,05, **ρ = 0,01, *** ρ = 0,001.
3: Όρια εμπιστοσύνης για 95%.
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Η εργασία πραγματοποιήθηκε για να υπολογιστούν οι διαγνωστικές δόσεις που 

εφαρμόστηκαν στα προαναφερθέντα στάδια του εντόμου, για την μελέτη 

εμφάνισης ανθεκτικότητας.

Πίνακας 7.4. Αποτελέσματα από την διεξαγωγή των βιοδοκιμών σε προνύμφες 
πέμπτου σταδίου στον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό.___________________

Δραστικές
ουσίες

Αριθμός
προν.1 Κλίση X2 df LCS0(mg/l)3 LC90(mg/l)

Azinphos-methyl 480 4,61 6,73*" 7 65.38(53,79-79.46) 352,9(269,60-462)
Deltamethrin 460 4,26 2,28* 4 28,97(25,00-33,57) 80,85(65,6-99,65)
Fenoxycarb 440 3,61 14,59* 3 0,29(0,26-0,33) 0,68(0,57-0,80)
Phosalone 420 3,53 18,90* 6 766(672,10-873,30) 2.197(1.864-2.590)

Teflubenzuron 520 4,27 20,48* 6 30,2(23,62-38,62) 181,1(138,6-236,7)
Triflumuron 640 4,19 10,41* 6 23,95(20,56-27,9) 112,3(89,61-140,6)

Diflubenzuron 480 3,48 9,65* 4 5.705(5.014-6.491) 14.080(11.680-16.960)
Fluvalinate 480 3,55 26,45* 5 167,4(142,6-196,6) 512,1(405,2-647,3)

Tebufenozide 520 4,24 3,91* 4 61,18 (51,51-72,66) 208,6(160,6-271,1)
Thiacloprid 480 4,34 5,23* 7 32,67(27,46-38,86) 158,3(121,5-206,1)

Methoxyfenozide 560 3,46 3,58* 4 27,02(23,7-30,8) 76,55(64,04-91,5)
1: Αριθμός προνυμφών
2: * ρ = 0,05, **ρ = 0,01, ***ρ = 0,001
3: Όρια εμπιστοσύνης για 95%

Οι διαγνωστικές δόσεις που εφαρμόστηκαν στις τοπικές βιοδοκιμές των 

προνυμφών πέμπτου σταδίου παρουσιάζονται στον Πίνακα 7.5 Στις νεαρές 

προνύμφες εφαρμόστηκε η δόση που σκότωσε το 90% του ευαίσθητου 

πληθυσμού.

Πίνακας 7.5. Εντομοκτόνα και διαγνωστικές δόσεις που χρησιμοποιήθηκαν για 
την ανίχνευση της ανθεκτικότητας σε προνύμφες L5 οι οποίες συλλέχθηκαν κατά 
την διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου.____________________________________

Δραστικές
ουσίες

Ποσοστό
θνησιμότητας%

Διαγνωστικές 
συγκεντρώσεις (mg/I) Χημική ομάδα

Azinphos-methyl 94 500 Οργανοφωσφορικά
Deltamethrin 94 100 Πυρεθροειδή
Fenoxycarb 97 1 Καρβαμιδικά
Phosalone 97 3 600 Οργανοφωσφορικά

Teflubenzuron 95 300 Φαινυλουρίες
Triflumuron 96.1 200 Φαινυλουρίες

Diflubenzuron 99 29 500 Φαινυλουρίες
Fluvalinate 95 700 Πυρεθροειδή

Tebufenozide 95.2 300 Διακυλυδραζίνες
Thiacloprid 98.2 500 Νεονικοτινοειδή
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7.3.2. Βιοδοκιμές

7.3.2.1. Στάδιο ωού
Τα ποσοστά θνησιμότητας κυμανθήκαν από 77,6% έως 94,6% (Πίνακα 7.6.) 

Μόνο ένας πληθυσμός, από την Αλεξάνδρεια διέφερε στατιστικώς σημαντικά από 

τον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό (Χ2= 5,974, df= 1, ρ = 0,015).

Πίνακας 7.6. Θνησιμότητα (%) ωών 6 πληθυσμών, με την χρήση διαγνωστικής 
δόσης του fenoxycarb.__________________________________________________________

Κωδικός Περιοχή Διαχείριση Έτος
συλλογής

Θνησιμότητα (%)2

ΊξΤ1 90,3
AL15 Αλεξάνδρεια Χημική Καταπολέμηση 2008 77,6*
AL19 Αλεξάνδρεια Χημική Καταπολέμηση 2008 91,2ns
AL21 Αλεξάνδρεια Χημική Καταπολέμηση 2008 86,8ns
AG16 Αγιά Χημική Καταπολέμηση 2008 94,0ns
AG17 Αγιά Χημική Καταπολέμηση 2008 85,2ns
AG22 Αγιά Χημική Καταπολέμηση 2008 86,0ns

1: Ε.= Ευαίσθητος πληθυσμός.
2: Τα αποτελέσματα της σύγκρισης των ποσοστών θνησιμότητας μεταξύ του 
ευαίσθητου πληθυσμού και των 6 πληθυσμών χρησιμοποιώντας το X2 test, όπου 
ns = δεν είναι σημαντική, *ρ = 0.05, **ρ = 0.01, ***ρ = 0.001.

7.3.2.2. Νεαρές προνύμφες

Η δραστική ουσία στην οποία παρατηρήθηκε το μικρότερο ποσοστό 

θνησιμότητας (60%), επί του συνόλου των εξεταζόμενων πληθυσμών, ήταν το 

azinphos-methyl σε τρεις πληθυσμούς από την Αλεξάνδρεια Ημαθίας (Πίνακα

7.7.). Οι πληθυσμοί που συλλέχθηκαν από την Καστόρια και την Τρίπολη δεν 

διέφεραν στατιστικώς σημαντικά από τον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό.

Στο deltamethrin διαπιστωθήκαν οι περισσότεροι ανθεκτικοί πληθυσμοί. Μόνο ο 

πληθυσμός από την Τρίπολη δεν διέφερε στατιστικώς σημαντικά από τον 

ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό. Στο diflubenzuron παρατηρήθηκαν οκτώ 

ανθεκτικοί πληθυσμοί και τα ποσοστά θνησιμότητάς τους ήταν από 64,2% έως 

73,3%. Πέντε ευαίσθητοι πληθυσμοί διαπιστώθηκαν στο thiacloprid και οι 

περισσότεροι στη περιοχή της Αγιάς. Στην Αλεξάνδρεια παρατηρήθηκαν οι 

περισσότεροι ανθεκτικοί πληθυσμοί στο fenoxycarb. Τέλος στο methoxyfenozide 

δεν διαπιστώθηκε κανένας ανθεκτικός πληθυσμός. Τα ποσοστά θνησιμότητας 

ήταν υψηλά και κυμάνθηκαν από 83,3% μέχρι 93,3%.
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Πίνακας 7.7. Θνησιμότητα (%) 12 πληθυσμών νεαρών προνυμφών, με την χρήση 
διαγνωστικής δόσης σε έξι εντομοκτόνα._________________________ _______________

Κωδ. Περιοχή Διαχείρ. Ε. Σ.4 Θνησιμότητα (%)4
Azin5 Meth Delt Diflu Feno Thia

Τ1 90,1 90,2 90,2 91,1 91,3 90,4
Κ4 Καστοριά X. Κατ.2 2008 86,7ns 90,0ns 80,0* 86,6ns 86,6ns
AL6 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2007 70,0*** 86,7ns 64,3*** 73,3*** 83,3ns 74,0**
AL9 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2007 60,0*** 86,7ns 70,4*** 67,8*** 80,0* 81,4ns
AL15 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 63,3*** 86,7ns 63,0*** 82,1ns 83,3ns 82 7ns
AL19 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 60,0*** 90,0ns 72 4*** 64,2*** 80,0* 74,0**
AL22 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 60,0*** 83,3ns 71 4*** 68,9*** 76,6** 79,3*
AG7 Αγιά X. Κατ. 2007 76,9* 92,3ns 71 4*** 84,6ns 88,8ns 88,8ns
AGIO Αγιά X. Κατ. 2007 63,0*** 90,0ns 66,7*** 71 4*** 82,1ns 82,1ns
AG16 Αγιά X. Κατ. 2008 66,7*** 93,3ns 71 4*** 73,0*** 80,0* 81,4ns
AG17 Αγιά X. Κατ. 2008 73,3** 90,0ns 66,7*** 71 4*** 83,3ns 75,0**
AG23 Αγιά X. Κατ. 2008 66,7*** 86,7ns 63,0*** 67,8*** 80,0* 78,5*
TR3 Τρίπολη X. Κατ. 2007 83,3ns 83,3ns 86,6ns
Σύνολο 69,1*** 88,7ns 70,3*** 74,8** 82,2 "s 79,7*

1: Ε. = Ευαίσθητος πληθυσμός 
2: X. Κατ. = Χημική Καταπολέμηση 
3: Ε. Σ. = Έτος Συλλογής
4: Τα αποτελέσματα της σύγκρισης των ποσοστών θνησιμότητας μεταξύ του 
ευαίσθητου πληθυσμού και των 6 πληθυσμών χρησιμοποιώντας το X2 test, όπου 
ns = δεν είναι σημαντική, *ρ = 0.05, **ρ = 0.01, ***ρ = 0.001 
5: Azin = azinphos-methyl, Meth = methoxyfenozide, Delt = deltamethrin,
Diflu = diflubenzyron, Feno = fenoxycarb, Thia = thiacloprid

7.3.2.3. Αναπτυγμένες προνύμφες πέμπτου σταδίου.

Τα αποτελέσματα από την διενέργεια των τοπικών βιοδοκιμών των 

αναπτυγμένων προνυμφών πέμπτου σταδίου παραθέτονται στον Πίνακα 7.8. με 

την μορφή ποσοστών θνησιμότητας. Στον ίδιο πίνακα καταγράφονται τα 

αποτελέσματα της σύγκρισης των ποσοστών θνησιμότητας μεταξύ του ευαίσθητου 

πληθυσμού και των 33 πληθυσμών των προνυμφών πέμπτου σταδίου 

χρησιμοποιώντας το X2 κριτήριο.

Στο azinphos-methyl τα ποσοστά θνησιμότητας κυμάνθηκαν από 56,5% μέχρι 

100%. Ο μεγαλύτερος αριθμός ανθεκτικών πληθυσμών διαπιστώθηκε στην Αγιά. 

Ο μέσος όρος των ποσοστών θνησιμότητας για το σύνολο των δειγμάτων που 

εξεταστήκαν, στο phosalone ήταν 81,0%.
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Το χαμηλότερο ποσοστό θνησιμότητας ήταν 68,2% και παρατηρήθηκε σε δύο 

πληθυσμούς στην Αλεξάνδρεια και σε έναν στην Αγια.

Ο μεγαλύτερος αριθμός ανθεκτικών πληθυσμών διαπιστώθηκε στο deltamethrin 

και στο triflumuron. Μόνο ένας πληθυσμός από την Αγια δεν διέφερε στατιστικώς 

σημαντικά από τον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό, διαφορετικός για κάθε 

εντομοκτόνο. Στο deltamethrin παρατηρήθηκε ο χαμηλότερος μέσος όρος των 

ποσοστών θνησιμότητας όλων των πληθυσμών που εξετάστηκαν. Στους 

πληθυσμούς από την Αλεξάνδρειας διαπιστώθηκε υψηλότερη ανθεκτικότητα στο 

triflumuron και διέφεραν στατιστικώς σημαντικά από τους πληθυσμούς της Αγιάς 

(U = 33, Νι = 12, Ν2= 11, ρ = 0,0439).

Στο diflubenzuron οι πληθυσμοί με την υψηλότερη ανθεκτικότητα 

παρατηρηθήκαν στην Αλεξάνδρεια και το χαμηλότερο ποσοστό θνησιμότητας ήταν 

50%. Από την ίδια περιοχή προήλθαν και οι πιο ανθεκτικοί πληθυσμοί στο 

tebufenozide και στο thiacloprid και διέφεραν στατιστικώς σημαντικά από τους 

πληθυσμούς της Αγιάς με (U = 20, Νι = 11, Ν2= 10, ρ = 0,013) για το πρώτο και 

(U = 23,5, Νι = 12, Ν2 = 11, ρ = 0,009) για το δεύτερο εντομοκτόνο. Τα υψηλοτέρα 

ποσοστά θνησιμότητας παρατηρηθήκαν στο fenoxycarb και κυμάνθηκαν από 

71,4% εως 100%. Οι πληθυσμοί με τα χαμηλότερα ποσοστά θνησιμότητας στο 

παραπάνω εντομοκτόνο προήλθαν από την Τρίπολη.

Στον Πίνακα 7.9. παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των συσχετίσεων της 

αποτελεσματικότητας των οκτώ εντομοκτόνων, που χρησιμοποιηθήκαν στις 

βιοδοκιμές με τις προνύμφες πέμπτου σταδίου. Η συσχέτιση περιλάμβανε δέκα 

πληθυσμούς από την Αλεξάνδρεια Ημαθίας, δέκα από την Αγιά Λάρισας και έναν 

από την Τρίπολη Αρκαδίας. Παρατηρήθηκε διασταυρούμενη ανθεκτικότητα μεταξύ 

των περισσοτέρων εντομοκτόνων που εξετάστηκαν. Διασταυρούμενη 

ανθεκτικότητα δεν καταγράφηκε στο fenoxycarb με το phosalone, και το 

triflumuron. Στο triflumuron δεν παρατηρήθηκε διασταυρούμενη ανθεκτικότητα με 

το azinphos-methyl και στο thiacloprid με το phosalone.
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Πίνακας 7.9. Συσχέτιση της αποτελεσματικότητας δέκα εντομοκτόνων σε 21 
πληθυσμούς προνυμφών πέμπτου σταδίου του Cydia pomonella με τον
Συντελεστή Συσχέτισης Pearson.

Azin1 Phos Delt Diflu Triflu Feno Thia Tebu
Azin 1
Phos 0,585** 1
Delt 0,587** 0,588** 1
Diflu 0,432* 0,613** 0,661** 1
Triflu 0,261 0,625** 0,523* 0,475* 1
Feno 0,507* 0,418 0,725** 0,575* 0,379 1
Thia 0,437* 0,357 0,681** 0,458* 0,464* 0,552** 1
Tebu 0,469* 0,670** 0,704** 0,674** 0,782** 0,597** 0,618** 1

1: Azin = azinphos-methyl, Phos = phosalone, Delt = deltamethrin, Diflu = 
diflubenzuron, Ttiflu = triflumuron, Feno = fenoxycarb, Thia = thiacloprid, Tebu = 
tebufenozide

7.3.2.4. Διατταύουσες προνύμφες

Στον Πίνακα 7.10. παρουσιάζονται τα ποσοστά θνησιμότητας των 

διαπαύουσων προνυμφών και οι συσχετίσεις με τον ευαίσθητο εργαστηριακό 

πληθυσμό με το X2 κριτήριο. Όλοι οι πληθυσμοί που εξεταστήκαν εμφανιστήκαν 

ανθεκτικοί στο azinphos - methyl και στο phosalone. Στο πρώτο εντομοκτόνο 

παρατηρήθηκε ο χαμηλότερος μέσος όρος των ποσοστών θνησιμότητας των 

πληθυσμών που εξετάστηκαν. Υψηλότερη ανθεκτικότητα στο phosalone, 

παρατηρήθηκε στους πληθυσμούς από την Αλεξάνδρεια και διαπιστώθηκε 

στατιστικώς σημαντική διαφορά με τους πληθυσμούς από την Αγιά (U = 49, Νι = 

14, Ν2= 16, ρ = 0,0087).

Το χαμηλότερο ποσοστό θνησιμότητας στο chlorpyrifos - methyl ήταν 50% και 

καταγράφηκε σε έναν πληθυσμό από την Αλεξάνδρεια. Από την ίδια περιοχή 

προήλθε και ο πληθυσμός που εμφάνισε την υψηλότερη ανθεκτικότητα στο 

deltamethrin με ποσοστό θνησιμότητας 40%. Οι πληθυσμοί της προαναφερθείσας 

περιοχής διέφεραν στατιστικώς σημαντικά από τους πληθυσμούς της Αγιάς 

{U=60,5, Λ/,=14, Ν2= 16, ρ=0,032).

Ο μέσος όρος των ποσοστών θνησιμότητας για το σύνολο των δειγμάτων που 

εξετάστηκαν, στο diflubenzuron ήταν 74,9%. Το χαμηλότερο ποσοστό 

θνησιμότητας ήταν 52,9% και παρατηρήθηκε σε δύο πληθυσμούς στην Αγιά και σε 

έναν στην Αλεξάνδρεια.
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Στο tebufenoze και thiacloprid το χαμηλότερο ποσοστό θνησιμότητας ήταν 

56,3% και παρατηρήθηκε σε πληθυσμούς από την Αλεξάνδρεια. Στο fenoxycarb ο 

μέσος όρος των ποσοστών θνησιμότητας ήταν 80,1%, ενώ τα υψηλοτέρα 

ποσοστά παρατηρηθήκαν στο methoxyfenozide και κυμάνθηκαν από 70% εως 

100%.

Στον Πίνακα 7.11. παρουσιάζεται η συσχέτιση της αποτελεσματικότητας των 

εννιά εντομοκτόνων που χρησιμοποιήθηκαν στις βιοδοκιμές με διαπαύουσες 

προνύμφες από 30 πληθυσμούς. Διαπιστώθηκε διασταυρούμενη ανθεκτικότητα 

στις περισσότερες δραστικές ουσίες. Δεν παρατηρήθηκε μόνο μεταξύ των 

chlorpyrifos-methyl και azinphos-methyl, chlorpyrifos-methyl και fenoxycarb και 

μεταξύ των chlorpyrifos-methyl και deltamethrin.

Πίνακας 7.11. Συσχέτιση της αποτελεσματικότητας εννιά δραστικών ουσιών σε 30 
πληθυσμούς διαπαύουσων προνυμφών του Cydia pomonella με τον Συντελεστή 
Συσχέτισης Pearson.___________________________________________________________

Azin1 Chl-me Phos Delt Diflu Mez Tebu Thia Feno
Azin 1

Chl-me 0,358 1

Phos 0,759** 0,409* 1

Delt 0,868** 0,300 0,810** 1

Diflu 0,859** 0,392* 0,614** 0,783** 1

Mez 0,809** 0,457* 0,590** 0,729** 0,845** 1

Tebu 0,719** 0,466** 0,657** 0,658** 0,699** 0,664** 1

Thia 0,865** 0,458* 0,674** 0,765** 0,786** 0,771** 0,584** 1

Feno 0,731** 0,310 0,458* 0,679** 0,755** 0,708** 0,706** 0,572** 1
1: Azin = azinphos-methyl, Chl-me = chlorpyrifos-methyl, Phos = phosalone, Delt = 
deltamethrin, Diflu = diflubenzyron, Meth = methoxyfenozide, Tebu = tebufenozide, 
Thia = thiacloprid, Feno = fenoxycarb

7.3.2.5. Σύγκριση βιοδοκιμών σε διαφορετικά στάδια του εντόμου

Στον Πίνακα 7.12. παρουσιάζονται τα αποτελέσματα από τις βιοδοκιμές για 

τρεις πληθυσμούς από την Αλεξάνδρεια σε έξι εντομοκτόνα σε διαφορετικά στάδια 

του εντόμου. Διαπιστώθηκε ότι το υψηλότερο ποσοστό θνησιμότητας 

παρατηρήθηκε στις νεαρές προνύμφες, ενώ το χαμηλότερο ποσοστό 

διαπιστώθηκε στις διαπαύουσες προνύμφες για τα περισσότερα εντομοκτόνα. Η 

ίδια εικόνα διαπιστώθηκε και για τους πληθυσμούς από την Αγιάς (Πίνακας 7.13.).
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Πίνακας 7.12. Θνησιμότητα (%) τριών πληθυσμών από την Αλεξάνδρεια σε 
διαφορετικά στάδια του εντόμου._________ _______________________________________

Κωδ. Περιοχή Διαχείρ. Στ. Εντ." Θνησιμότητα (%)
Azin4 Mez Thia Delt Diflu Feno

Ν. Πρ.4 70,0 86,7 74,0 64,3 73,3 83,3
AL6 Αλεξάνδρεια X. Κατ.2 2007 Πρ. Πεμ. 

Διαπ. Πρ.
63,6
50,0 76,5

66,7
56,3

50,0
47,4

61,9
66,7

71,4
77,8

Ωό 77,6

AL15 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 Ν. Πρ 
Πρ. Πεμ. 
Διαπ. Πρ.

63.3 
56,5
44.4

86,7

70,0

82,7
63.6
66.7

63,0
68,2

47,4

82,1
72,7
56,3

83,3
83.3
68.4

Ωό 91,2

AL19 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 Ν. Πρ 
Πρ. Πεμ.

60,0
65,2

90,0 74,0
68,2

72.4
56.5

64,2
50,0

80,0
83,3

Διαπ. Πρ. 41,2 72,2 64,7 44,4 58,8 66,7
1: Ε. Σ. = Έτος Συλλογής.
2: X. Κατ. = Χημική Καταπολέμηση.
3: Στ. Εντ. = Στάδιο Εντόμου.
4: Ν. Πρ. = Νεαρές Προνύμφες, Πρ. Πεμ. = Προνύμφες Πέμπτου Σταδίου, Διαπ. 
Πρ. = Διαπαύουσες Προνύμφες.
5: Azin = azinphos-methyl, Meth = methoxyfenozide, Thia = thiacloprid, Delt = 
deltamethrin, Diflu = diflubenzyron, Feno = fenoxycarb.

Πίνακας 7.13. Θνησιμότητα (%) τριών πληθυσμών από την Αγιά σε διαφορετικά 
στάδια του εντόμου.__________ _________ ________________________________________
Κωδ. Περιοχή Διαχείρ. ΤςΤ" Στ. Evt.j Θνησιμότητα (%)

Azins Mez Thia Delt Diflu Feno
Ν. Πρ.4 76,9 92,3 88,8 71,4 84,6 88,8

AG7 Αγιά X. Κατ.2 2007 Πρ. Πεμ. 
Διαπ. Πρ.

71,4
52,9 81,0

100

64,7
77,3
66,7

81,8
60,0

85,7
75,0

Ωό 94,0

AG16 Αγιά X. Κατ. 2008 Ν. Πρ 
Πρ. Πεμ. 
Διαπ. Πρ.

66,7
63,6
50,0

93,3

76,5

81,4
68,2

61,1

71,4
59.1
57.1

73,0
66,7
52,9

80,0
73,9
58,8

Ωό 85,2

AG17 Αγιά X. Κατ. 2008 Ν. Πρ 
Πρ. Πεμ.

73,3
56,5

90,0 75,0
86,4

66,7
63,6

71,4
77,3

83.3
71.4

Διαπ. Πρ. 57,1 80,0 70,6 60,0 73,7 75,0
1: Ε. Σ. = Έτος Συλλογής.
2: X. Κατ. = Χημική Καταπολέμηση.
3: Στ. Εντ. = Στάδιο Εντόμου.
4: Ν. Πρ. = Νεαρές Προνύμφες, Πρ. Πεμ. = Προνύμφες Πέμπτου Σταδίου, Διαπ. 
Πρ. = Διαπαύουσες Προνύμφες.
5: Azin = azinphos-methyl, Meth = methoxyfenozide, Thia = thiacloprid, Delt = 
deltamethrin, Diflu = diflubenzyron, Feno = fenoxycarb.

Από το σύνολο των εξεταζόμενων πληθυσμών το μεγαλύτερο ποσοστό 

ανθεκτικών πληθυσμών, στις νεαρές προνύμφες, παρατηρήθηκε στο deltamethrin 

(Πίνακας 7.14). Στο ίδιο εντομοκτόνο διαπιστώθηκε το μεγαλύτερο ποσοστό 

ανθεκτικών πληθυσμών στις προνύμφες πέμπτου σταδίου. Στις διαπαύουσες 

προνύμφες στα εντομοκτόνα azinphos-methyl και phosalone δεν παρατηρήθηκε
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κανένας ευαίσθητος πληθυσμός. Ενώ στο methoxyfenozide όλοι οι πληθυσμοί των 

νεαρών προνυμφών που εξετάστηκαν εμφανίστηκαν ευαίσθητοι.

Πίνακας 7.14. Ποσοστό εμφάνισης μη ευαίσθητων πληθυσμών επί του συνόλου
των εξεταζόμενων 
εξετάστηκαν.

δειγμάτων σε κάθε στάδιο για όλα τα εντομοκτόνα που

Δραστική Ουσία Θνησιμότητα (%)
Ωά Νεαρές Προνύμφες Πέμπτου Διαπαύουσες

Προνύμφες Σταδίου Προνύμφες
Fenoxycarb 16,7 45,5 86,7 84.2
Azinphos-methyl - 83,8 90,9 100
Chlorpyrifos-methyl - - - 84,2
Phosalone - - 80,9 100
Deltamethrin - 91,7 96,3 92,1
Diflubenzuron - 66,6 92,6 78,9
Triflumuron - - 96,2 -
Methoxyfenozide - 0,0 - 84,2
Tebufenozide - - 86,2 84,2
Thiacloprid - 50,0 77,8 89,5

7.3.3. Βιοχημικές και μοριακές δοκιμές

7.3.3.1. Αναπτυγμένες προνύμφες πέμπτου σταδίου.

Ο Συντελεστής Ανθεκτικότητας της GST, κυμάνθηκε από 0,2 μέχρι 2,0 (Πίνακα 

7.15.). Το 24,2% των πληθυσμών που μελετήθηκαν, ήταν μεταξύ των ορίων 

0,2-1,0 και το 75,8% μεταξύ 1,1-2,0. Ο Συντελεστής Ανθεκτικότητας των MFO, 

κυμάνθηκε από 0,9 μέχρι 6,0. Το 33,4% των πληθυσμών που μελετηθήκαν, ήταν 

μεταξύ 0,9-3,0, και το 66,6% μεταξύ 3,1-6,0. Για τις EST ο συντελεστής 

ανθεκτικότητας κυμάνθηκε από 0,3 έως 0,8.
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Στον Πίνακα 7.16. παραθέτονται τα αποτελέσματα της συχνότητας εμφάνισης 

ανθεκτικών προνυμφών πέμπτου σταδίου στους 33 πληθυσμούς οι οποίοι είχαν 

τιμή μεγαλύτερη από το υψηλότερο 95% του ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου 

του ευαίσθητου εργαστηριακού πληθυσμού των GST, MFO και

καρβοξυλεστερασών. Επιπλέον καταγράφονται και οι τιμές της συχνότητας 

εμφάνισης των ατόμων, που παρουσίασαν ενζυμική δραστικότητα, στις 

καρβοξυλεστεράσες, χαμηλότερες από το χαμηλότερο 95% του ορίου 

εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου εργαστηριακού πληθυσμού.

Για την GST, η συχνότητα εμφάνισης των ανθεκτικών προνυμφών πέμπτου 

σταδίου κυμάνθηκε από 0,0% μέχρι 64%, ενώ για τα MFO, κυμάνθηκε από 7,5% 

μέχρι 80%. Τα ποσοστά των προνυμφών που εμφάνισαν τιμές μεγαλύτερες από 

το υψηλότερο 95% του ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου 

εργαστηριακού πληθυσμού, βάσει της ενζυμικής δραστικότητας των 

καρβοξυλεστερασών κυμανθήκαν από 0% μέχρι 21,4%. Ενώ η συχνότητα 

εμφάνισης των προνυμφών που εμφάνισαν τιμές χαμηλότερες από το χαμηλότερο 

95% του ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου εργαστηριακού 

πληθυσμού, βάση της ενζυμικής δραστικότητας των καρβοξυλεστερασών (EST<) 

κυμανθήκαν από 50% μέχρι 100,0%.

Παρατηρήθηκε θετική συσχέτιση μεταξύ της δραστικότητας των οξειδάσεων 

μικτής λειτουργίας MFO και της εμφάνισης ανθεκτικότητας στο azinphos-methyl (r 

= 0,529, df= 31, ρ = 0,0015,), στο fenoxycarb (r= 0,456, df= 28, p = 0,0114), στο 

thiacloprid (r= 0,414, df= 25, p = 0,0317). στο deltamethrin (r= 0,374, df= 26, p = 

0,0498,) και στο diflubenzuron (r= 0,428, df= 26, p = 0,0229)

FI συχνότητα εμφάνισης προνυμφών που εμφάνισαν τιμές χαμηλότερες από το 

χαμηλότερο 95% του ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου 

εργαστηριακού πληθυσμού, βάσει της ενζυμικής δραστικότητας των 

καρβοξυλεστερασών (EST<) συσχετίστηκε με την εμφάνιση ανθεκτικότητας στο 

thiacloprid (r= 0,387, df= 25, ρ = 0,0459), στο deltamethrin (r= 0,589, df= 26, ρ = 

0,0001), στο diflubenzuron (r = 0,451, df = 26, p = 0,0158,) στο phosalone (r = 

0,483, df= 19, p = 0,0262,) και στο tebufenozide (r = 0,565, df = 27, p = 0,0013).

Τέλος δεν παρατηρήθηκε σε κανένα από τα δείγματα που εξεταστήκαν η 

μεταλλαγή της τροποποιημένης ακετυλχολινεστεράσης (AChE) και η kdr 

ανθεκτικότητα.
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Πίνακας 7.16. Συχνότητα εμφάνισης ανθεκτικών προνυμφών πέμπτου σταδίου.

Κωδικός Περιοχή Διαχείριση Ε. Σ." Συχνότητα%
GST4 MFO5 EST>b EST<'

6,7 10 8,3 20,0

κι Καστοριά X. Κατ.2 2007 76,5*** 29,4*** 0,0** 76,5***
Κ2 Καστοριά X. Κατ. 2008 44,0*** 40,0*** 12,0ns 68,0***
Κ3 Καστοριά X. Κατ. 2008 20,0** 8,0ns 16,0ns 52,0***
AL1 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2006 5,7ns 28,3*** 13,2ns 64,2***
AL2 Αλεξάνδρεια Β. Κατ 2006 0,0** 8,7ns 8,7ns 91,3***
AL5 Αλεξάνδρεια Β. Κατ 2007 30,8*** 38,5*** 11,5ns 69,2***
AL6 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2007 31,4*** 62,7*** 7,8ns 84,3***
AL7 Αλεξάνδρεια Β. Κατ 2007 41 7*** 47,9*** 16,7ns 70,8***
AL8 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2007 33,3*** 33,3*** 7,4ns 88,9***
AL15 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 36,0*** 72,0*** 12,0ns 80,0***
AL16 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 64,0*** 80,0*** 12,0ns 68,0***
AL17 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 32,0*** 60,0*** 8,0ns 80,0***
AL18 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 52,0*** 52,0*** 8,0ns 80,0***
AL19 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 24,0*** 52,0*** 0,0ns 100***
AL20 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 32,0*** 40,9*** 12,0"s 84,0***
AGK1 Αγιόκαμπος Β. Κατ 2006 8,0ns 16ns 8,0"s 72,0***
AGK3 Αγιόκαμπος X. Κατ. 2007 22,7** 50,0*** 9,0"s 81,8***
AG1 Αγιά X. Κατ. 2006 2,5ns 7,5ns 7,5ns 75,0***
AG6 Αγιά Β. Κατ 2007 35,7*** 50,0*** 21,4** 60,7***
AG7 Αγιά X. Κατ. 2007 35,4*** 45,8*** 10,4ns 72,9***
AG8 Αγιά X. Κατ. 2007 50,0*** 52,0*** 6,0ns 86,0***
AG9 Αγιά Β. Κατ 2007 32,1*** 42,9*** 14,3ns 50,0***
AG16 Αγιά X. Κατ. 2008 36,0*** 64,0*** 8,0ns 84,0***
AG17 Αγιά X. Κατ. 2008 40,0*** 52,0*** 20,0* 64,0***
AG18 Αγιά X. Κατ. 2008 44,0*** 44,0*** 16,0ns 80,0***
AG19 Αγιά X. Κατ. 2008 36,0*** 8.0ns 16,0ns 68,0***
AG20 Αγιά X. Κατ. 2008 44,0*** 40,0*** 20,0* 68,0***
AG21 Αγιά X. Κατ. 2008 28,0*** 76,0*** 16,0ns 76,0***
AGB1 Αγ.Βλάσιος X. Κατ. 2008 24,0*** 28,0*** 16,0ns 64,0***
AGL2 Αγ.Λαυρέντιος X. Κατ. 2007 61,1*** 33,3*** 16,7ns 61,1***
AGL4 Αγ.Λαυρέντιος X. Κατ. 2008 36,0*** 60,0*** 16,0ns 76,0***
TR1 Τρίπολη X. Κατ. 2007 31,0*** 37,9*** 3,4ns 96,6***
TR2 Τρίπολη X. Κατ. 2007 4,2ns 12,5* 12,5ns 66,7***

1: Ε. = Ευαίσθητος πληθυσμός
2: X. Κατ. = Χημική Καταπολέμηση, Β. Κατ. = Βιολογική Καταπολέμηση 
3: Ε. Σ.= Έτος Συλλογής
4, 5: Ποσοστά εμφάνισης ατόμων στους πληθυσμούς στα GST και MFO τα οποία 
εμφάνισαν ενζυμική δραστικότητα μεγαλύτερη από το 95% του ανώτερου ορίου 
εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου πληθυσμού (122501 uf/mg prot 
και 222,02 pg 70Η/ mg prot /min)
6: Ποσοστά εμφάνισης ατόμων στους πληθυσμούς στις καρβοξυλεστεράσες οποία 
εμφάνισαν ενζυμική δραστικότητα μεγαλύτερη από το 95% του ανώτερου ορίου 
εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου πληθυσμού (1213,96
nmole/mg/min b naphthol)
7: Ποσοστά εμφάνισης ατόμων στους πληθυσμούς στις καρβοξυλεστεράσες οποία 
εμφάνισαν ενζυμική δραστικότητα μικρότερη από το 95% του χαμηλοτέρου ορίου 
εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου πληθυσμού (598,13
nmole/mg/min b naphthol)
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7.3.3.2. Διαπαύουσες προνύμφες

Ο Συντελεστής Ανθεκτικότητας της GST, κυμάνθηκε από 0,3 μέχρι 1,7 (Πίνακας

7.17. ). Το 50% των πληθυσμών που μελετήθηκαν, κυμάνθηκαν μεταξύ 0,3-1,0 και 

το υπόλοιπο 50% αποΐ,ΐ εως 1,7. Ο Συντελεστής Ανθεκτικότητας των MFO, 

κυμάνθηκε από 0,4 μέχρι 12,4. Το 81,4% των πληθυσμών που μελετηθήκαν, ήταν 

μεταξύ 0,4-4,0 και το 10,5% από 4,1 έως 8,0 και το 8,1% < 8. Για τις (EST) ο 

συντελεστής ανθεκτικότητας κυμάνθηκε από 0,2 έως 0,8.

Τα αποτελέσματα της συχνότητας εμφάνισης ανθεκτικών διαπαύουσων 

προνυμφών στους 38 πληθυσμούς, οι οποίοι είχαν τιμή μεγαλύτερη από το 

υψηλότερο 95% του ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου 

εργαστηριακού πληθυσμού στα GST, MFO και EST παρουσιάζονται στον Πίνακα

7.18. Επιπλέον καταγράφονται και οι τιμές της συχνότητας εμφάνισης των 

ατόμων, που παρουσίασαν ενζυμική δραστικότητα στις καρβοξυλεστερασές, 

χαμηλότερες από το χαμηλότερο 95% του ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου 

του ευαίσθητου εργαστηριακού πληθυσμού.

Η συχνότητα εμφάνισης των ανθεκτικών διαπαύουσων προνυμφών για την 

GST, κυμάνθηκε από 2,8% μέχρι 60%, ενώ για τα MFO, κυμάνθηκε από 0% μέχρι 

75%. Τα ποσοστά των προνυμφών που εμφάνισαν τιμές μεγαλύτερες από το 

υψηλότερο 95% του ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου 

εργαστηριακού πληθυσμού, βάσει της ενζυμικής δραστικότητας των 

καρβοξυλεστερασών κυμανθήκαν από 0% μέχρι 25%.

Ενώ η συχνότητα εμφάνισης των προνυμφών που εμφάνισαν τιμές 

χαμηλότερες από το χαμηλότερο 95% του ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου 

του ευαίσθητου εργαστηριακού πληθυσμού, βάση της ενζυμικής δραστικότητας 

των καρβοξυλεστερασών (EST<) κυμανθήκαν από 54,5% μέχρι 91,2%.

Παρατηρήθηκε θετική συσχέτιση μεταξύ της ενζυμικής δραστικότητας των MFO 

και της εμφάνισης ανθεκτικότητας στο azinphos-methyl (r = 0,449, df =28, ρ = 

0,0127), thiacloprid (r= 0,468, df= 36, ρ = 0,003), στο tebufenozide (r= 0,527, df 

= 36, p < 0,001), στο phosalone (r = 0,568, df = 38, p < 0,001) και στο 

methoxyfenozide (r = 0,475, df = 38, p = 0,002). Επίσης θετική συσχέτιση 

παρατηρήθηκε στο fenoxycarb (r=0,538, df= 38, ρ < 0,001), στο diflubenzuron (r = 

0,527, df= 38, p < 0,001), στο deltamethrin (r= 0,461, df= 38, p = 0,003) και στο 

chlorpyrifos-methyl (r= 0,3960, df= 38, p = 0,013).
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Πίνακας 7.18. Συχνότητα εμφάνισης ανθεκτικών διαπαύουσων προνυμφών
Κωδικός Περιοχή Διαχείριση Ε. Σ."

GST4
Συχνότπτα% 

MFCr EST>b ESK'
"Ε1 10,0 10,0 10,0 31,6

Κ5 Καστοριά X. Κατ.2 2008 20,0*** 35,0*** 25,0** 55,0***
Κ6 Καστοριά X. Κατ. 2008 14,3*** 42,9*** 9,5ns 90,5***
AL3 Αλεξάνδρεια Β. Κατ 2006 9,4ns 31,3*** 18,7ns 81,3***
AL4 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2006 27,3** 42,4*** 15,2ns 81,8***
AL10 Αλεξάνδρεια Β. Κατ 2007 6,3ns 34,4*** 15,6ns 71,9***
AL6 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2007 36,7*** 60,0*** 3,3* 90,0***
AL11 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2007 60,0*** 50,0*** 3,3* 76,7***
AL12 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2007 35,5*** 45,2*** 3,2* 87,1***
AL13 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2007 48,4*** 48,4*** 6,5ns 87,1***
AL14 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2007 17,2*** 55,2*** 13,8ns 79,3***
AL23 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 25,0** 70,0*** 5,0ns 70,0***
AL24 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 25,0** 40,0*** 5,0ns 85,0***
AL25 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 28,6*** 33,3*** 19,8*** 70,5***
AL19 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 40,9*** 59,1*** 9,3ns 54,5***
AL15 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 20,0* 45,0*** 5,0ns 90,0***
AL26 Αλεξάνδρεια X. Κατ. 2008 25,0** 25,0** 0,0*** 75,0***
AGK2 Αγιόκαμττος Β. Κατ 2006 17,6ns 14,7ns 8,8ns 91,2***
AGK4 Αγιόκαμττος X. Κατ. 2007 51,6*** 45,2*** 9,7ns 77 4***
AG2 Αγιά X. Κατ. 2006 14,3ns 28,6*** 0,0*** 85,7***
AG3 Αγιό X. Κατ. 2006 15,0ns 22,5* 5,0ns 77,5***
AG4 Αγιά Β. Κατ 2006 5,1ns 25,6** 12,8ns 79,5***
AG5 Αγιά X. Κατ. 2006 10,3ns 6,9ns 10,3ns 65,5***
AG11 Αγιά X. Κατ. 2007 28,1*** 43,8*** 9,4ns 78,1***
AG7 Αγιά X. Κατ. 2007 30,0*** 36,7*** 3,3"s 93,3***
AG12 Αγιά X. Κατ. 2007 15,6ns 31,3*** 15,6ns 56,3***
AG13 Αγιά X. Κατ. 2007 29,0*** 32,3*** 9,7ns 80,6***
AG14 Αγιά X. Κατ. 2007 44,8*** 48,3*** 3,5* 89,7***
AG15 Αγιά X. Κατ. 2007 21,2* 24,2** 11,6ns 66,7***
AG24 Αγιά X. Κατ. 2008 13,0ns 43,5*** 13,0ns 86,9***
AG25 Αγιά X. Κατ. 2008 35,0*** 45,0*** 10,0ns 65,0***
AG17 Αγιά X. Κατ. 2008 38,1*** 28,6*** 4,8ns 71 4***
AG26 Αγιά X. Κατ. 2008 35,0*** 45,0*** 10,0ns 65,0***
AG27 Αγιά X. Κατ. 2008 5,0ns 30,0*** 5,0"s 70,0***
AG16 Αγιά X. Κατ. 2008 35,0*** 75,0*** 5,0ns 65,0***
AGB2 Αγ. Βλάσιος X. Κατ. 2008 35,0*** 45,0*** 15,0ns 60,0***
AGL1 Αγ.Λαυρέντιος X. Κατ. 2006 2,8* 0,0ns 11,1ns 88,9***
AGL3 Αγ.Λαυρέντιος X. Κατ. 2007 16,7ns 40,0*** 10,0ns 80,0***
AGL5 Αγ.Λαυρέντιος X. Κατ. 2008 45,0*** 5,0ns 20,0* 65,0***

1: Ε. = Ευαίσθητος πληθυσμός.
2: X. Κατ. = Χημική Καταπολέμηση, Β. Κατ. = Βιολογική Καταπολέμηση.
3: Ε. Σ.= Έτος Συλλογής.
4, 5: Ποσοστά εμφάνισης ατόμων στους πληθυσμούς στα GST και MFO τα οποία 
εμφάνισαν ενζυμική δραστικότητα μεγαλύτερη από το 95% του ανώτερου ορίου 
εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου πληθυσμού (122439 uf/mg prot 
και 239,59 pg 70Η/ mg prot /min).
6: Ποσοστά εμφάνισης ατόμων στους πληθυσμούς στις καρβοξυλεστεράσες τα 
οποία εμφάνισαν ενζυμική δραστικότητα μεγαλύτερη από το 95% του ανώτερου 
ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου πληθυσμού (1143,73
nmole/mg/min b naphthol).
7: Ποσοστά εμφάνισης ατόμων στους πληθυσμούς στις καρβοξυλεστεράσες τα 
οποία εμφάνισαν ενζυμική δραστικότητα μικρότερη από το 95% του χαμηλότερου 
ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου πληθυσμού (614,80
nmole/mg/min b naphthol).
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Διαπιστώθηκε αρνητική συσχέτιση μεταξύ της ενζυμικής δραστικότητας των 

EST και της ανάπτυξης ανθεκτικότητας στο azinphos-oiethyl (r = -0,600, df = 28 ρ 

<0,001).

Τέλος σε κανένα από τα δείγματα που εξετάστηκαν δεν παρατηρήθηκε η 

μεταλλαγή της τροποποιημένης ακετυλχολινεστεράσης (AChE) και η kdr 

ανθεκτικότητα.

7.3.3.3. Βιοχημικοί μηχανισμοί ανθεκτικότητας σε πληθυσμούς από 
οπωρώνες με διαφορετική καταπολέμηση

Διαπιστώθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά, των μέσων όρων της 

συχνότητας εμφάνισης ανθεκτικών προνυμφών πέμπτου σταδίου στα MFO, 

μεταξύ των βιολογικών και συμβατικών οπωρώνων (X2 = 9,457, df = 1, ρ = 0,002) 

στην περιοχή της Αλεξάνδρειας Ημαθίας. Παρατηρήθηκε υψηλότερη συχνότητα 

στους πληθυσμούς που προήλθαν από συμβατικούς οπωρώνες. Χαμηλότερη 

συχνότητα εμφάνισης προνυμφών που χαρακτηριστήκαν ως (EST<) 

διαπιστώθηκε στους πληθυσμούς που προήλθαν από βιολογικούς οπωρώνες 

στην περιοχή της Αγιάς Λάρισας και παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική 

διαφορά μεταξύ οπωρώνων (Χ2= 5,213, df= 1, ρ = 0,022).

Παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά, των μέσων όρων της 

συχνότητας εμφάνισης ανθεκτικών διαπαύουσων προνυμφών στα MFO, μεταξύ 

των βιολογικών και συμβατικών οπωρώνων (X2 = 4,668, df = 1, ρ = 0,030) στην 

περιοχή της Αλεξάνδρειας και στην περιοχή της Αγιάς (X2 = 7,091, df = 1, ρ = 

0,008). Επίσης στατιστικώς σημαντική διαφορά διαπιστώθηκε και στην GST και 

στις δύο περιοχές (Αλεξάνδρεια X2 = 18,839, df = 1, ρ < 0,001, Αγιά X2 = 7,461, df 

= 1, ρ = 0,006). Η υψηλότερη συχνότητα παρατηρήθηκε στους πληθυσμούς που 

προήλθαν από συμβατικούς οπωρώνες. Όμως χαμηλότερη συχνότητα εμφάνισης 

προνυμφών που χαρακτηριστήκαν ως (EST>) διαπιστώθηκε στους πληθυσμούς 

που προήλθαν από συμβατικούς οπωρώνες στην περιοχή της Αγιάς Λάρισας και 

παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά μεταξύ των οπωρώνων (X2 = 

4,734, df= 1, ρ = 0,029).
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7.4. Συζήτηση

7.4.1. Επίπεδο Ανθεκτικότητας

Στην παρούσα μελέτη διαπιστώθηκε η ανάπτυξη ανθεκτικότητας, κυρίως στα 

οργανοφωσφορικά (azinphos - methyl, chlorpyrifos - methyl, phosalone) και 

πυρεθροειδή εντομοκτόνα (deltamethrin), στο C. pomonella στις κύριες 

μηλοπαραγωγικές περιοχές της Ελλάδας. Στα οργανοφωσφορικά εντομοκτόνα το 

ποσοστό των μη ευαίσθητων πληθυσμών κυμάνθηκε από 83,8% μέχρι 100%, για 

τα διάφορα στάδια του εντόμου που μελετήθηκαν (Πίνακας 7.14). Ο μεγαλύτερος 

αριθμός ανθεκτικών πληθυσμών παρατηρήθηκε στο azinphos - methyl. Ποσοστό 

μεγαλύτερο από 91,7% των πληθυσμών που εξετάστηκαν στο deltamethrin 

αποδείχθηκαν ανθεκτικοί.

Ανθεκτικότητα διαπιστώθηκε στους ρυθμιστές ανάπτυξης όπως στο 

diflubenzuron, triflumuron και tebufenozide. Στο πρώτο εντομοκτόνο το ποσοστό 

των ανθεκτικών πληθυσμών, ήταν από 66,6% μέχρι 92,6%. Το 96,2% των 

πληθυσμών που εξετάστηκαν στο triflumuron διαπιστώθηκαν μη ευαίσθητοι, ενώ 

στο tebufenozide ανθεκτικοί πληθυσμοί εμφανίστηκαν σε ποσοστό μεγαλύτερο 

από 84,2%. Στο νεονικοτινοειδές εντομοκτόνο thiacloprid τα ποσοστά των 

ανθεκτικών πληθυσμών κυμάνθηκαν από 50% μέχρι 89,5%. Τα εντομοκτόνα με 

την υψηλότερη αποτελεσματικότητα ήταν το methoxyfenozide και το fenoxycarb. Ο 

μεγαλύτερος αριθμός ανθεκτικών πληθυσμών παρατηρήθηκε κυρίως στην 

Αλεξάνδρεια Ημαθίας.

Η μειωμένη αποτελεσματικότητα του azinphos - methyl στον έλεγχο της 

καρπόκαψας έχει διαπιστωθεί στις κύριες μηλοπαραγωγικές περιοχές ανά τον 

κόσμο όπως στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής (Dunley & Welter 2000), στην 

Αυστραλία, (Thwaite et al. 1993), στην Νοτιοανατολική Γαλλία (Sauphanor et al 

1998), στην Ισπανία (Bosch et al. 1999), στο Ισραήλ (Reuveny & Cohen 2004), 

στην Νότια Αφρική (Giliomee & Riedl 1998), και στην Χιλή (Reyes et al. 2004). 

Επίσης, η ανθεκτικότητα στο deltamehtrin καθώς και στους ρυθμιστές ανάπτυξης 

έχει παρατηρηθεί σε πολλές χώρες (Sauphanor et al. 2000, Reuveny & Cohen, 

2004, Timm et al. 2006, Reyes et al. 2007, Stara & Kocourek, 2007, loriatti et al. 

2007).
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Διαφορές παρατηρήθηκαν ως προς την ανθεκτικότητα μεταξύ των διαφορετικών 

σταδίων της καρπόκαψας. Στις νεαρές προνύμφες παρατηρήθηκε ο μεγαλύτερος 

αριθμός των ευαίσθητων πληθυσμών σε σύγκριση με τους πληθυσμούς που 

προήλθαν από διαπαύουσες και προνύμφες πέμπτου σταδίου. Οι Reuveny & 

Cohen (2006), διαπίστωσαν ότι η θνησιμότητα στο azinphos-methyl μειώθηκε στα 

μεγαλύτερα προνυμφιακά στάδια σε σχέση με τις νεαρές προνύμφες. Επίσης οι 

Reyes & Sauphanor (2008), κατέληξαν στο συμπέρασμα ότι οι διαπαύουσες 

προνύμφες εμφανίζουν υψηλότερη ανθεκτικότητα από τις νεαρές προνύμφες. 

Επίσης, μεγαλύτερη ανθεκτικότητα στις προνύμφες πέμπτου σταδίου σε σχέση με 

τις νεαρές διαπιστώθηκε στο teflubenzyron και deltamehtrin (Bouvier et al. 2002).

7.4.2. Διασταυρούμενη Ανθεκτικότητα

Στην παρούσα μελέτη διαπιστώθηκε διασταυρούμενη ανθεκτικότητα μεταξύ των 

azinphos-methyl - phosalone - deltamethrin - diflubenzuron - thiacloprid - 

tebufenozide - fenoxycarb - methoxyfenozide. Δεν παρατηρήθηκε μεταξύ των 

azinphos-methyl και chlorpyrifos-methyl. Τα αποτελέσματα συμφωνούν με 

προγενέστερες μελέτες με πληθυσμούς του εντόμου από την Γαλλία και Αρμενία οι 

οποίοι διαπίστωσαν διασταυρούμενη ανθεκτικότητα μεταξύ των επτά 

προαναφερθέντων εντομοκτόνων (Sauphanor et al. 1998b, Sauphanor et al. 

1998c, Reyes et al. 2007). Oi Reuveny & Cohen (2004), παρατήρησαν σε 

ανθεκτικούς πληθυσμούς στο azinphos-methy, από το Ισραήλ ανθεκτικότητα στο 

methoxyfenozide χωρίς προγενέστερη εφαρμογή που πιθανώς οφείλεται σε 

διασταυρούμενη ανθεκτικότητα. Επιπλέον δεν διαπίστωσαν διασταυρούμενη 

ανθεκτικότητα μεταξύ των azinphos-methyl - chlorpyrifos-methyl.

Διασταυρούμενη ανθεκτικότητα διαπιστώθηκε μεταξύ των fenoxycarb - 

tebufenozide - deltamethrin - diflubenzuron - thiacloprid. Τα αποτελέσματα 

διαφέρουν από προηγούμενες μελέτες γιατί οι Sauphanor & Bouvier (1995) 

διαπιστώσαν διασταυρούμενη ανθεκτικότητα μεταξύ των diflubenzuron - 

triflumuron - tebufenozide και fenoxycarb. Οι Stara & Kocourek (2007) 

παρατήρησαν διασταυρούμενη ανθεκτικότητα σε πληθυσμούς από την Τσέχικη 

Δημοκρατία στο fenoxycarb και phosalone. Στην παρούσα μελέτη δεν 

διαπιστώθηκε διασταυρούμενη ανθεκτικότητα μεταξύ των δύο αυτών 

εντομοκτόνων.
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Επίσης, παρατηρήθηκε διασταυρούμενη ανθεκτικότητα μεταξύ των triflumuron - 

thiacloprid - tebufenozide - phosalone - deltamethrin - diflubenzuron, αλλά δεν 

διαπιστώθηκε μεταξύ των triflumuron και fenoxycarb την οποία διαπιστώσαν οι 

Sauphanor & Bouvier (1995). Τέλος παρατηρήθηκε συσχέτιση μεταξύ των 

ανθεκτικών πληθυσμών στα chlorpyrifos-methyl, diflubenzuron, thiacloprid, 

methoxyfenozide, tebufenozide αλλά ο συντελεστής συσχέτισης σε όλες τις 

περιπτώσεις ήταν μικρός (ρ = 0,392-0,466) (Πίνακας 7.11.).

7.4.3. Βιοχημική Βάση Ανθεκτικότητας

Στην παρούσα μελέτη παρατηρήθηκε θετική συσχέτιση μεταξύ της 

δραστικότητας των MFO και της ανθεκτικότητας στις προνύμφες πέμπτου σταδίου 

που συλλέχθηκαν κατά την διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου, σε όλες τις 

δραστικές ουσίες που μελετήθηκαν εκτός από το triflumuron, tebufenozide και 

phosalone. Θετική συσχέτιση παρατηρήθηκε μεταξύ της ανθεκτικότητας στα 

thiacloprid, deltamethrin, diflubenzuron, phosalone, tebufenozide και της 

συχνότητας των προνυμφών που εμφάνισαν τιμές χαμηλότερες από το 

χαμηλότερο 95% του ορίου εμπιστοσύνης του μέσου όρου του ευαίσθητου 

εργαστηριακού πληθυσμού, βάσει της ενζυμικής δραστικότητας των 

καρβοξυλεστερασών (EST<). Στις διαπαύουσες προνύμφες διαπιστώθηκε θετική 

συσχέτιση μεταξύ της δραστικότητας των MFO και της ανθεκτικότητας σε όλες τις 

δραστικές ουσίες. Διαπιστώθηκε αρνητική συσχέτιση με τη δραστικότητα των EST 

και της ανάπτυξης ανθεκτικότητας στο azinphos-methyl. Τέλος δεν παρατηρήθηκε 

καμιά επίδραση της δραστικότητας της GST στην εμφάνιση ανθεκτικότητας σε 

κανένα εντομοκτόνο. Διαπιστώθηκε ότι ο κύριος ενζυμικός μηχανισμός που μετέχει 

στην εμφάνιση ανθεκτικότητας και στα δύο στάδια του εντόμου, είναι η αυξημένη 

δραστικότητα των MFO.

Οι Reyes et al (2007) διαπίστωσαν θετική συσχέτιση σε πληθυσμούς που 

προέρχονταν από την Γαλλία, Ιταλία Ελβετία και Ισπανία, μεταξύ της εμφάνισης 

ανθεκτικότητας στο azinphos-methyl και της αυξημένης δραστικότητας των MFO, 

της GST και αρνητική συσχέτιση μεταξύ της ανθεκτικότητας και της δραστικότητας 

των EST. Πληθυσμοί ανθεκτικοί στο azinphos-methyl από την Χιλή παρουσίασαν 

θετική συσχέτιση με την GST αλλά τα MFO και οι EST δεν σχετίστηκαν με την 

ανθεκτικότητα (Fuentes-Contreras et al. 2007). Η ανθεκτικότητα στην ίδια 

δραστική ουσία σε πληθυσμούς από την Αργεντινή σχετίστηκε μονό με τις
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αυξημένες EST (Soleno et al. 2008). Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης 

καταδεικνύουν θετική συσχέτιση μεταξύ της εμφάνισης ανθεκτικότητας στο 

azinphos-methyl και της δραστικότητας της MFO και αρνητική συσχέτιση με τη 

δραστικότητας των EST. Επιπλέον σε διαφορά εντομοκτόνα παρατηρήθηκε θετική 

συσχέτιση μεταξύ της εμφάνισης ανθεκτικότητας και αυξημένης συχνότητας των 

(EST<).

Οι Bouvier et al. (2002) διαπίστωσαν ότι υπάρχει θετική συσχέτιση μεταξύ των 

GST και MFO και της ανθεκτικότητας στα πυρεθροειδή. Τα αποτελέσματα της 

παρούσας μελέτης συμφωνούν με αυτή την διαπίστωση. Επιπλέον, προέκυψε ότι 

η ανθεκτικότητα στο diflubenzuron σχετίζεται θετικά με την δραστικότητα των 

MFO. Στην ίδια διαπίστωση κατέληξαν και οι Reyes et al. (2007).

Διαπιστώθηκε θετική συσχέτιση μεταξύ της ανθεκτικότητας στο chlorpyrifos- 

methyl και της δραστικότητας των MFO. Σε πληθυσμούς από την Γαλλία, Ιταλία, 

Ελβετία και Ισπανία η ανθεκτικότητα στην ίδια δραστική ουσία δεν σχετίστηκε με 

κανέναν από τους παραπάνω βιοχημικούς μηχανισμούς (Reyes et al. 2007).

Τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν θετική συσχέτιση της 

αυξημένης δραστικότητας των MFO με την ανθεκτικότητας στο tebufenozide σε 

διαπαύουσες προνύμφες, ενώ οι Reyes et al. (2007) διαπιστώσαν ότι η 

ανθεκτικότητα στο tebufenozide σχετίζονταν θετικά με τη δραστικότητα των MFO 

και αρνητικά με την δραστικότητα των EST.

Η ανθεκτικότητα στο thiacloprid σχετίζεται θετικά με την δραστικότητα των MFO. 

Οι Reyes et al. (2007) διαπίστωσαν ότι οι EST και MFO εμπλέκονται στην 

ανθεκτικότητα του thiacloprid. Για τα έντομα Plutella xylostella (Linnaeus). 

(Lepidoptera: Plutellidae) και Bemisia tabaci (Gennadius) (Homoptera: Aleyroidae) 

παρατηρήθηκε ότι οι EST προσδίδουν ισχυρή ανθεκτικότητα στα νεονικοτινοειδή 

(Ninsin & Tanaka 2005, Nauen et al 2003). Στο Leptinotarsa decemlineata (Say) 

(Insecta: Coleoptera: Chrysomelidae) προτείνεται ότι εκτός από τα MFO στην 

ανθεκτικότητα στα νεονικοτινοειδή εμπλέκονται και άλλοι μηχανισμοί (Mota- 

Sanchez et al. 2006).

Οι διαφορές που παρατηρήθηκαν στα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης ως 

προς την επίδραση των ενζυμικών μηχανισμών στην εμφάνιση ανθεκτικότητας σε 

σχέση με άλλες μελέτες πιθανώς να οφείλεται στο ότι οι πληθυσμοί συλλέχθηκαν 

από διαφορετικές χώρες. Οι πληθυσμοί από διαφορετικές χώρες πιθανώς 

περιέχουν γενότυπους με διαφορετικά χαρακτηριστικά ανθεκτικότητας και λόγω
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της πιθανής μειωμένης γονιδιακής ροής δείχνουν διαφορετικό πρότυπο 

ανθεκτικότητας.

Η συσχέτιση της μειωμένης ενεργότητας των καρβοξυλ-εστερασών με την 

εμφάνιση ανθεκτικότητας στα οργανοφωσφωρικά εντομοκτόνα, παρόλο που εκ 

πρώτης όψεως φαίνεται αντιφατική, έχει περιγράφει βιοχημικά σε διάφορα έντομα 

όπως στο Lucilia cuprina (Wiedemann) (Townsend & Busvine, 1969) στο 

Chrysomya putoria (Wiedemann) (Beeman & Schmidt, 1982), στο Plodia 

interpunctella (Hilbner) (Tabashnik, 1991) και σε πληθυσμούς καρπόκαψας από 

την Αρμενία (Reyes et al. 2007). Αρχικά, η υπόθεση που είχε διατυπωθεί για την 

αιτιολόγιση αυτού του φαινομένου ήταν ότι, λόγω μεταλλαγής, η κύρια εστεράση 

είχε τροποποιηθεί έτσι ώστε να εμφανίζει μειωμένη ενεργότητα για το μη ειδικό 

υπόστρωμα που χρησιμοποιείται κατά τη μέτρηση της ενζυμικής δραστικότητας 

και αυξημένη για το εντομοκτόνο («mutant ali-esterase» hypothesis, 12-18 από το 

Newcomb et al. 1997). Αργότερα, μέσω στοχευμένης μεταλλαξιγένεσης της 

βουτυρυλ-χολινεστεράσης του ανθρώπου δείχθηκε και πειραματικά ότι μία τέτοια 

αλλαγή ως προς την ειδικότητα για το υπόστρωμα είναι εφικτή (19 από το 

Newcomb 1997). Η επιβεβαίωση της παραπάνω υπόθεσης πραγματοποιήθηκε με 

την ταυτοποίηση μίας αμινοξικής αλλαγής (Gly137Asp) στο ενεργό κέντρο της 

εστεράσης Ε3 του Lucilia cuprina που οδηγεί σε ενεργότητα, μειωμένη για τα 

τεχνητά υποστρώματα α-ΝΑ, ρ-ΝΡΑ και MtB αλλά αυξημένη για το 

οργανοφωσφωρικά CVP.

Πιθανώς, μία τέτοια λειτουργικά ανάλογη μεταλλαγή στο ορθόλογο γονίδιο της 

καρπόκαψας να αποτελεί την μοριακή εξήγηση της αρνητικής συσχέτισης που 

βρέθηκε. Αυτό θα μπορούσε να ελεγθεί με PCR με τους εκκινητές του Lucilia 

cuprina ή με τροποποιημένους εκκινητές σε cDNA ή σε γενωμικό DNA (εφόσον 

υβριδοποιούνται στο ίδιο εξόνιο) καρπόκαψας και αλληλούχηση του προϊόντος 

τόσο σε ευαίσθητα άτομα όσο και σε ανθεκτικά που εμφανίζουν τη συγκεκριμένη 

μειωμένη ενζυμική ενεργότητα (Newcomb et al. 1997).

7.4.4. Βιοχημικοί μηχανισμοί ανθεκτικότητας σε διαφορετικά στάδια 

ανάπτυξης του εντόμου

Διαφορές παρατηρηθήκαν μεταξύ των δύο σταδίων, στην επίδραση των MFO 

στην ανθεκτικότητα στο phosalone και στο tebufenozide. Στις διαπαύουσες 

διαπιστώθηκε θετική συσχέτιση ενώ στις προνύμφες πέμπτου σταδίου καμιά
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συσχέτιση. Επίσης, στους πληθυσμούς των διαπαύουσων προνυμφών 

παρατηρήθηκε αρνητική συσχέτιση της ενζυμικής δραστικότητας των EST και 

ανάπτυξης της ανθεκτικότητας στο azinphos-methyl. Στις προνύμφες πέμπτου 

σταδίου δεν διαπιστώθηκε καμιά επίδραση των EST. Τέλος, σε κανένα από τα 

εντομοκτόνα στα οποία διαπιστώθηκε θετική συσχέτιση με την αυξημένη 

συχνότητα των (EST<), στις προνύμφες πέμπτου σταδίου δεν παρατηρήθηκε 

συσχέτιση στις διαπαύουσες προνύμφες.

Οι διαφορές που παρατηρήθηκαν στους πιθανούς ενζυμικούς μηχανισμούς 

ανθεκτικότητας, πιθανόν να οφείλονται στα διαφορετικά στάδια του εντόμου που 

μελετήθηκαν (ενήλικα τα οποία προέκυψαν από προνύμφες πέμπτου σταδίου 

κατά την διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου και ενήλικα τα οποία προήλθαν 

από διαπαύουσες προνύμφες). Οι Reyes και Sauphanor 2008 διαπίστωσαν ότι οι 

τιμές των MFO, GST και EST ήταν υψηλότερες στα ενήλικα σε σχέση με τις νεαρές 

και διαπαύσες προνύμφες. Οι Bouvier et al. 2002, παρατήρησαν ότι στις νεαρές 

προνύμφες τα MFO ήταν αυξημένα σε σχέση με τις προνύμφες πέμπτου σταδίου. 

Οι Usmani και Knowles 2001 όμως διαπίστωσαν ότι οι τιμές των EST με 

υπόστρωμα α- και β-naphyl acetate ήταν υψηλότερες στις προνύμφες των Agrotis 

ipsilon (Hufn) και Spodoptera frugiperda (Smith) σε σχέση με τα ενήλικα.

7.4.5. Μοριακή Βάση ανθεκτικότητας

Σε κανέναν πληθυσμό δεν παρατηρήθηκε εμφάνιση γενοτύπων με 

τροποποιημένη ακετυλχολινεστεράση (AChE) και kdr ανθεκτικότητα. Οι γενότυποι 

με τροποποιημένη AChE προσδίδουν ανθεκτικότητα στα οργανοφωσφορικά και 

στα καρβαμιδικά εντομοκτόνα (Mutero et al. 1994, Villate et al. 2000). Επομένως, 

η ανθεκτικότητα σε αυτά τα εντομοκτόνα που καταγράφηκε, στους Ελληνικούς 

πληθυσμούς οφείλεται σε άλλον μηχανισμό και ο πιο πιθανός είναι η αυξημένη 

δραστηριότητας των MFO (Bouvier et al. 2002, Reyes et al. 2007, Fuentes et al. 

2007).

Επίσης η εμφάνιση ανθεκτικών γενοτύπων της kdr προσδίδουν ανθεκτικότητα 

στα πυρεθροειδή {Brun-Barale et al. 2005). Όμως παρόλο που ανιχνεύτηκαν 

ανθεκτικοί πληθυσμοί στο deltamethrin δεν παρατηρήθηκε κανένα δείγμα με την 

μετάλλαξη. Ο πιο πιθανός μηχανισμός ανθεκτικότητας είναι και σε αυτή την 

περίπτωση η αυξημένη ενζυμική δραστικότητα Το ίδιο συμπέρασμα προέκυψε και
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από προγενέστερες εργασίες σε πληθυσμούς από άλλες χώρες (Sauphanor et al. 

1997, Bouvier et at. 2002, Reyes et at. 2007).

7.4.6. Ανθεκτικότητα σε πληθυσμούς από οπωρώνες με διαφορετική 

καταπολέμηση

Στους πληθυσμούς που συλλέχθηκαν από βιολογικούς οπωρώνες 

παρατηρήθηκε υψηλότερο ποσοστό θνησιμότητας στα περισσότερα εντομοκτόνα 

σε σχέση με τους πληθυσμούς που προήλθαν από συμβατικούς οπωρώνες 

(Πίνακες 7.8, 7.10). Επίσης στους περισσοτέρους πληθυσμούς που προήλθαν 

από βιολογικούς οπωρώνες διαπιστώθηκε μικρότερη δραστικότητα των MFO σε 

σχέση με τους συμβατικούς και στα δύο στάδια του εντόμου που εξετάστηκαν.

Τα αποτελέσματα συμφωνούν με προγενέστερη μελέτη των Reuveny & Cohen 

(2004), στην οποία παρατήρησαν ότι η ανθεκτικότητα ήταν υψηλότερη στους 

πληθυσμούς που συλλέχθηκαν από συμβατικούς, μέτρια στους πληθυσμούς από 

οπωρώνες στους οποίους εφαρμόζονταν πρόγραμμα ολοκληρωμένης διαχείρισης 

και χαμηλότερη στους βιολογικούς. Επιπλέον οι Reyes et at. (2008) διαπίστωσαν 

ότι σε πληθυσμούς που συλλέχθηκαν από συμβατικούς οπωρώνες παρατηρήθηκε 

υψηλότερη δραστικότητα των MFO. Η διαπίστωση αυτή συμφωνεί με τα 

αποτελέσματα της παρούσας μελέτης και ενισχύει την υπόθεση ότι η αυξημένη 

δραστικότητα των MFO συμβάλει στην εμφάνιση ανθεκτικότητας.

7.4.7. Πρακτικές προεκτάσεις

Από την παρούσα μελέτη διαπιστώθηκε η εμφάνιση ανθεκτικότητας στις κυρίες 

μηλοπαραγωγικές περιοχές της Ελλάδας κυρίως στα οργανοφωσφορικά και 

πυρεθροειδή εντομοκτόνα του εντόμου C. pomonella. Παρατηρήθηκε επίσης 

ανθεκτικότητα σε ρυθμιστές ανάπτυξης εντόμων και νεονικοτινοειδή. Ανιχνεύτηκε η 

ύπαρξη διασταυρούμενης ανθεκτικότητας στα περισσότερα εντομοκτόνα. 

Παρατηρήθηκε ότι ο κύριος μηχανισμός εμφάνισης ανθεκτικότητας είναι η 

αυξημένη δραστικότητα των MFO και συμπληρωματικά η αυξημένη συχνότητα 

των (EST<). Επίσης, διαπιστώθηκε ότι στο methoxyfenozide δεν έχει εμφανιστεί 

ακόμα υψηλή ανθεκτικότητα.

Τα στοιχεία που προέκυψαν από την παρούσα μελέτη μπορεί να συμβάλουν σε 

προγράμματα ολοκληρωμένης διαχείρισης του C. pomonella και να βοηθήσουν 

στην κατανόηση του μεγέθους της ανθεκτικότητας στην Ελλάδα.
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8. Ικανότητα διασπορά της καρπόκαψας και γενετική
δομή πληθυσμών της

8.1. Εισαγωγή
Η καρπόκαψα παρουσιάζει ευρύτατη γεωγραφική εξάπλωση και συναντάται 

στις κυρίες μηλοπαραγωγικές περιοχές του κόσμου, γεγονός που οφείλεται στη 

δυνατότητα του εντόμου να προσαρμόζεται σε διαφορετικές περιβαλλοντικές 

συνθήκες (Barnes 1991). Καθοριστικό ρόλο στην προσαρμογή αυτή έχει η 

αναπαραγωγική ικανότητα σε ποικιλία κλιματικών συνθηκών και ξενιστών (Thaler 

et al. 2008). Εντυπωσιακή είναι η προσαρμογή του βιολογικού της κύκλου και του 

χρόνου διάπαυσής της κατά την εγκατάστασή της σε περιοχές των δύο 

ημισφαιρίων με αντίθετες εποχές (Salazar 1984).

Η γενετική σύσταση των πληθυσμών του εντόμου εξαρτάται από τη σύσταση 

των οπωρώνων που αποικεί, τη γεωγραφική απομόνωση των βιοτόπων της και 

την επιλογή των ξενιστών (Thaler et at. 2008, Chen & Dorn 2009). Επιπλέον, ένας 

σημαντικός παράγοντας που κατά περίπτωση μπορεί να μεταβάλει τη γενετική 

σύσταση και να τροποποιήσει τις συχνότητες αλληλομόρφων είναι οι 

επαναλαμβανόμενες εφαρμογές φυτοπροστατευτικών ουσιών (Franck et at. 2007). 

Επίσης, το ποσοστό της γονιδιακής ροής μεταξύ των πληθυσμών, εξαρτάται τόσο 

από την ικανότητα πτήσης των ενηλίκων όσο και από την ανθρώπινη 

δραστηριότητα, που συμβάλει στην παθητική μεταφορά του εντόμου (Fuentes- 

Contreras et at. 2007).

Για τη βελτίωση προγραμμάτων ολοκληρωμένης καταπολέμησης αποφασιστικό 

ρόλο παίζουν οι πληροφορίες των εντόμων-εχθρών από μελέτες γενετικής 

διαφοροποίησης των πληθυσμών (Denholm & Rowland 1992, Miller et a/. 2003; 

Endersby et al. 2006). Στο ίδιο πλαίσιο, σημαντική είναι η εκτίμηση του ποσοστού 

της γονιδιακής ροής καθώς μπορεί να εκτιμήσει την απόσταση διασποράς. Η 

ικανότητα διασποράς επηρεάζει τη διάδοση γονιδίων ανθεκτικότητας και την 

αποτελεσματικότητα προγραμμάτων καταπολέμησης με απελευθερώσεις στείρων 

εντόμων (Timm et al. 2006).

Τα αποτελέσματα από προγενέστερες μελέτες για τη γενετική σύσταση των 

πληθυσμών της καρπόκαψας, σε διαφορετικές περιοχές του κόσμου, είναι 

αντιφατικά. Η ανάλυση γαλλικών πληθυσμών με χρήση αλλοενζύμων, που 

συλλέχθηκαν από οπωρώνες με μήλα, αχλάδια και καρύδια διαπίστωσαν υψηλό
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βαθμό ομοιότητας μεταξύ τους (Bues et al. 1995). Βέβαια, αυτό θα μπορούσε να 

αποδοθεί στα αλλοένζυμα που εμφανίζουν αργό ρυθμό εξέλιξης και μικρότερη 

ευαισθησία σε σχέση με μοριακούς δείκτες που βασίζονται στο DNA. Ωστόσο, στο 

ίδιο συμπέρασμα κατέληξαν και οι Franck et al. (2007) για πληθυσμούς της 

Γαλλίας παρόλο που χρησιμοποίησαν στην ανάλυσή τους επτά 

μικροδορυφορικούς γενετικούς δείκτες. Παρομοίως, χαμηλή γενετική 

διαφοροποίηση βρέθηκε σε πληθυσμούς από κύριες μηλοπαραγωγικές περιοχές 

της Χιλής. Η ανάλυση βασίστηκε σε πέντε μικροδορυφορικούς γενετικούς δείκτες, 

και αποκάλυψε υψηλή γονιδιακή ροή ακόμα και σε περιπτώσεις που η απόσταση 

μεταξύ των οπωρώνων ήταν μεγαλύτερη από 185 Km (Fuentes-Contreras et al. 

2007).

Από την άλλη, οι Thaler et al. (2008) που μελέτησαν πληθυσμούς της Ιταλίας, 

Αυστρίας και Γερμανίας με δείκτες AFLP, διαπίστωσαν υψηλό βαθμό γενετικής 

διαφοροποίησης μεταξύ τους, ακόμα και σε μικρή γεωγραφική κλίμακα. Επίσης, σε 

μελέτη πληθυσμών από την Νοτιά Αφρική με AFLPs, παρόλο που δεν 

παρατηρήθηκε γενετική διαφοροποίησή τους μεταξύ διαφορετικών ξενιστών, 

βρέθηκε σημαντική διαφοροποίηση μεταξύ πληθυσμών από μηλιά ακόμη και στην 

περίπτωση που η απόσταση των οπωρώνων ήταν μικρότερη του 1 Km (Tim et al. 

2006). Τέλος, σημαντική γενετική διαφοροποίηση παρατηρήθηκε σε πληθυσμούς 

του εντόμου από διαφορετικούς ξενιστές και μεταξύ οπωρώνων μηλιάς στην 

Ελβετία με ανάλυση βασισμένη σε μικροδορυφόρους (Chen & Dorn 2009).

Η γονιδιακή ροή συνδέεται άμεσα με τη μετανάστευση, η οποία μπορεί να 

οδηγήσει σε αλλαγές των συχνοτήτων των αλληλομόρφων αλλά και στην 

εμφάνιση νέων αλληλομόρφων στη γενετική δεξαμενή ενός πληθυσμού. Έτσι, η 

γονιδιακή ροή εμφανίζεται μειωμένη σε πληθυσμούς σχετικά μη μεταναστευτικών 

ειδών (Peterson & Denno 1998, Loxdale & Lushai 2001).

Η αξιολόγηση την μετανάστευσης και της ικανότητας πτήσης του C. pomonella 

μπορεί να προσδιοριστεί με διάφορες προσεγγίσεις. Ένας τρόπος είναι οι 

εξαπολύσεις σημασμένων ατόμων και η παρακολούθηση των συλλήψεών τους σε 

φερομονικές παγίδες (Keil et al. 2001). Οι Mani & Wildbolz (1977) διαπίστωσαν ότι 

το μεγαλύτερο ποσοστό των εξαπολυθέντων αρσενικών ατόμων συλλήφθηκε εκ 

νέου στις φερομονικές παγίδες που ήταν τοποθετημένες σε ακτίνα 60 μέτρων από 

το σημείο εξαπόλυσης. Ένα πολύ μικρό ποσοστό εντοπίστηκε 11 χιλιόμετρα από 

το σημείο εξαπόλυσης.
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Η αξιολόγηση της ικανότητας πτήσης και των δύο φύλων πραγματοποιήθηκε 

πρώτη φορά από τους Keil et at. (2001) οι οποίοι εξαπέλυσαν σημασμένα 

αρσενικά και θηλυκά άτομα. Οι συλλήψεις των αρσενικών πραγματοποιηθήκαν με 

τη χρήση φερομονικών παγίδων, ενώ για τα θηλυκά χρησιμοποιηθήκαν «φωτεινές 

παγίδες». Αξιολογηθήκαν δύο πληθυσμοί για κάθε φύλο, μετά από επιλογή στο 

εργαστήριο βασισμένη στην κινητική δραστηριότητα. Ο πληθυσμός με την 

υψηλότερη κινητική δραστηριότητα χαρακτηρίστηκε ως «κινητικός» και ο 

πληθυσμός με την μικρότερη ως «στατικός». Τα αποτελέσματα της μελέτης 

έδειξαν ότι το 50,6% των αρσενικών «κινητικών» ατόμων και το 60,2% του 

«στατικού» πληθυσμού, συλλήφθησαν εκ νέου στις φερομονικές παγίδες που ήταν 

τοποθετημένες στα 75 μέτρα. Αντίθετα, μόνο το 3,6% των «κινητικών» ατόμων και 

το 1,1% των ατόμων του «στατικού» πληθυσμού συλλήφθησαν στα 550 μέτρα. 

Επίσης, κανένα θηλυκό άτομο δεν συλλήφθηκε εκ νέου στις «φωτεινές παγίδες». 

Ωστόσο, αυτές οι μέθοδοι δεν μπορούν να εκτιμήσουν τη συμβολή των 

μεταναστών στους τοπικούς πληθυσμούς, δεδομένου ότι η μετανάστευση δεν 

οδηγεί πάντα σε επιτυχή αποίκιση (Chapuis et at. 2009).

Ένας εναλλακτικός τρόπος που χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό της 

ικανότητας πτήσης του εντόμου ήταν ο «μύλος πτήσης», μία διάταξη 

προσομοίωσης που καταγράφει στο εργαστήριο την πτήση του εντόμου 

(Shunnacher et at. 1997b). Έτσι, διαπιστώθηκε ότι η καρπόκαψα μπορεί να πετάξει 

σε απόσταση μεγαλύτερη των 8 χιλιομέτρων και ότι η ικανότητα πτήσης ήταν 

παρόμοια στα θηλυκά και τα αρσενικά άτομα. Συγκεκριμένα, καταγράφηκε ότι το 

16,7% των παρθένων και το 10% των συζευγμένων αρσενικών, κάλυψαν 

απόσταση 5Km, ενώ την ίδια απόσταση κάλυψαν το 20% των παρθένων και το 

7,4% των συζευγμένων θηλυκών ατόμων.

Μια εναλλακτική προσέγγιση για τη μελέτη της μετανάστευσης είναι η χρήση 

μοριακών δεικτών DNA, όπως οι μικροδορυφόροι. Αυτοί παρέχουν μεγαλύτερη 

διακριτική ικανότητα εντός και μεταξύ των πληθυσμών, λόγω της ιδιότητάς τους να 

κληρονομούνται ως συνυπερέχοντες μεντελικοί δείκτες, γεγονός που καθιστά 

εφικτή τη διάκριση αλληλομόρφων πατρικής και μητρικής προέλευσης (Goldstein 

etal. 1995).

Στην Ελλάδα δεν έχει πραγματοποιηθεί ως τώρα κάποια γενετική πληθυσμιακή 

μελέτη της καρπόκαψας. Η καλλιέργεια του μήλου κατανέμεται σε όλη την 

ηπειρωτική Ελλάδα σε περιοχές με διαφορετικές κλιματικές και περιβαλλοντικές

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



117

συνθήκες. Επίσης, σε πολλές περιπτώσεις υπάρχει συγκαλλιέργεια και με άλλους 

ξενιστές του εντόμου. Αυτοί οι διαφοροποιημένοι βιότοποι της καρπόκαψας 

μπορούν να παρέχουν ευκαιρίες για υποδιαιρέσεις των πληθυσμών σε τοπικά 

προσαρμοσμένους πληθυσμούς.

Σκοπός της εργασίας αυτής είναι η μελέτη της γονιδιακής ροής και της 

μετανάστευσης του εντόμου που επηρεάζουν τη διασπορά δυνητικώς ανθεκτικών 

ατόμων, ώστε να επιλεγούν συγκεκριμένοι μέθοδοι φυτοπροστασίας, πιθανώς 

διαφορετικές για κάθε ξενιστή του εντόμου ή γεωγραφική περιοχή. Η μελέτη 

πραγματοποιήθηκε με ανάλυση μικροδορυφόρων σε πληθυσμούς της 

καρπόκαψας από διαφορετικές γεωγραφικές μηλοπαραγωγικές περιοχές της 

Ελλάδος καθώς και από διαφορετικούς ξενιστές όπως η καρυδιά και η αχλαδιά. 

Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε συγκριτική μελέτη Ελληνικών πληθυσμών και 

πληθυσμών προερχόμενων από διαφορετικούς ξενιστές από τη Νότια Γαλλία. 

Τέλος, η μελέτη της διασποράς του εντόμου πραγματοποιήθηκε με την εξαπόλυση 

και επανασυλλογή σημασμένων αρσενικών και θηλυκών ατόμων καθώς και με τον 

προσδιορισμό του βαθμού συγγένειας μεταξύ συλληφθέντων ατόμων σε δύο 

γειτονικούς οπωρώνες με χρήση μικροδορυφορικών δεικτών DNA.

8.2. Υλικά και Μέθοδοι

8.2.1. Αξιολόγηση ικανότητας διασποράς με εξαπόλυση σημασμένων 

ατόμων

Τα έτη 2007-2008 πραγματοποιήθηκε στην περιοχή της Αγιάς Λάρισας πείραμα 

εξαπολύσεων σημασμένων αρσενικών και θηλυκών ατόμων C. pomonella που 

είχε ως στόχο τη μελέτη της διασποράς του εντόμου. Η παρακολούθηση 

πραγματοποιήθηκε με παγίδες τύπου Δέλτα που περιείχαν σεξουαλικές 

φερομόνες και καϊρομόνες.

8.2.1.1. Πειραματικό σχέδιο έτους 2007

Το έτος 2007, το πείραμα διήρκησε από τις 11 Ιουνίου έως τις 26 Αυγούστου. Ο 

πληθυσμός του εντόμου που χρησιμοποιήθηκε προερχόταν από το INRA 

Research Centre στην Avignon Γαλλίας. Οι συνθήκες εκτροφής του πληθυσμού 

περιγράφονται στο δεύτερο κεφάλαιο. Ο διαχωρισμός μεταξύ θηλυκών και
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αρσενικών ατόμων λάμβανε χώρα στο στάδιο της νύμφης βάσει του αριθμού των 

τεσσάρων ή τριών κοιλιακών διαφραγμάτων αντίστοιχα (Bathon et al. 1991).

Η παρακολούθηση της διασποράς των εντόμων έγινε με την καταγραφή των 

συλλήψεων σημασμένων αρσενικών και θηλυκών, σε κολλητικές παγίδες τύπου 

Δέλτα (Pherocon@ MB, Trece Inc., Salinas). Συνολικά, χρησιμοποιηθήκαν 54 

παγίδες με εξατμιστήρα που περιείχε 0,1 mg σεξουαλικής φερομόνης και 0,1 mg 

καϊρομόνης (Pherocon@ CM-DA COMBO Caps, Trece Inc.). Ο εξατμιστήρας 

άλλαζε κάθε 20 ημέρες.

Το πειραματικό σχέδιο περιελάμβανε ένα τεμάχιο διαστάσεων 36 X 60m με 

περίπου 270 δέντρα. Μέσα ήταν τοποθετημένες σε εννιά δέντρα, παγίδες τύπου 

Δέλτα. Η απόσταση των παγίδων ήταν 18m μεταξύ των γραμμών και 30m επί της 

γραμμής φύτευσης. Στον οπωρώνα δεν εφαρμόζονταν καμιά μέθοδος 

καταπολέμησης (Εικόνα 8.1).

Εικόνα 8.1. Διάταξη παγίδων το έτος 2007.
R = Σημείο εξαπόλυσης.

Γύρω από το κεντρικό πειραματικό τεμάχιο ήταν τοποθετημένες σε πέντε 

δέντρα, στην περίμετρο ενός νοητού κύκλου με ακτίνα 360m από το σημείο 

εξαπόλυσης, από μία παγίδα τύπου Δέλτα. Η απόσταση μεταξύ των πέντε 

παγίδων ήταν περίπου 450m.

• · ·
30 m

30 m
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Συνολικά, πραγματοποιήθηκαν έξι εξαπολύσεις για τα αρσενικά και έξι για τα 

θηλυκά άτομα. Κάθε εξαπόλυση περιελάμβανε 200 ενήλικα 0-2 ημερών, για κάθε 

φύλο. Συνολικά εξαπολύθηκαν 2.400 άτομα. Τα αρσενικά άτομα, ήταν σημασμένα 

με πράσινη (Radglo JST11, Radiant color N.V. Houthalen) και τα θηλυκά με 

πορτοκαλί χρωστική (Radglo JST43, Radiant color N.V. Houthalen). Η χρώση των 

ενηλίκων πραγματοποιούταν την ημέρα της εξαπόλυσης, με τη βάδισή τους σε 

επιφάνεια που περιείχε την κάθε χρωστική. Τα έντομα ακινητοποιήθηκαν με 

έκθεση σε θερμοκρασία 4°C για 5min και τοποθετήθηκαν σε χάρτινο κυτίο 

διαστάσεων 20 X 30 X 30cm, οι εσωτερικές επιφάνειες του οποίου ήταν 

καλυμμένες με τη χρωστική σε μορφή σκόνης. Η εξαπόλυση πραγματοποιούταν 

κατά τις πρωινές ώρες (7-9π.μ.) με τη μεταφορά των εντόμων από το εργαστήριο.

Η χρονική διάρκεια κάθε επανάληψης ήταν έξι ημέρες και περιελάμβανε τρεις 

καταγραφές των συλληφθέντων εντόμων, ανά δύο ημέρες η κάθε μία. Η επιλογή 

των έξι ημερών βασίστηκε στο γεγονός ότι η χρονική διάρκεια κατά την οποία το 

έντομο παρουσιάζει τη μέγιστη ικανότητα πτήσης είναι κατά το διάστημα 2-7 

ημερών από την ενηλικίωσή του (Shumacher et al. 1997a). Η εξαπόλυση των 

θηλυκών πραγματοποιούταν δύο με τέσσερις ημέρες μετά τα αρσενικά, για 

αποφυγή αλληλεπίδρασης.

Οι εννιά παγίδες γύρω από το σημείο εξαπόλυσης τοποθετούνταν δύο ημέρες 

μετά την κάθε εξαπόλυση. Αυτό γινόταν για να δοθεί στα έντομα η δυνατότητα 

μετακίνησης χωρίς την επίδραση της προσελκυστικής ουσίας των παγίδων. Οι 

υπόλοιπες παγίδες ήταν τοποθετημένες στα σημεία συλλήψεων, όλη τη χρονική 

διάρκεια του πειράματος. Παράλληλα με την καταγραφή των εξαπολυθέντων 

ατόμων, καταγράφονταν και ο φυσικός πληθυσμός της καρπόκαψας που 

συλλαμβάνονταν στις παγίδες.

8.2.1.2. Πειραματικό σχέδιο έτους 2008

Το έτος 2008, χρησιμοποιηθήκαν τρεις πληθυσμοί: ο πρώτος ήταν ο ίδιος με το 

προηγούμενο έτος (ο πληθυσμός από τον INRA), ο δεύτερος ήταν πληθυσμός 

που συλλέχθηκε από την Αγιά Λάρισας το έτος 2007 και εκτράφηκε για ένα χρόνο 

σε εργαστηριακές συνθήκες και ο τρίτος πληθυσμός προήλθε από τη συλλογή 

προνυμφών κατά τη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου του έτους 2008. Η 

συλλογή των προνυμφών του τρίτου πληθυσμού πραγματοποιήθηκε από τη 

συλλογή προσβεβλημένων καρπών ή με χρήση παγίδων κυματοειδούς χάρτου.
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Μετά την αφαίρεση από τους καρπούς, τα έντομα ολοκλήρωναν το βιολογικό τους 

κύκλο σε τεχνητή τροφή «Manduca Premix-Heliothis Premix» (Stonefly Industries, 

INC Bryan, TX, USA) σε σταθερές συνθήκες 23±1°C, 65±5% RH και L16:D8. H 

χρονική διάρκεια του πειράματος ήταν από τις 24 Μάίου μέχρι τις 24 Σεπτεμβρίου.

Η παρακολούθηση της διασποράς των εντόμων έγινε όπως και την 

προηγούμενη χρονιά με την καταγραφή των εξαπολυθέντων ατόμων στις παγίδες 

τύπου Δέλτα. Το έτος 2008 χρησιμοποιηθήκαν συνολικά 36 παγίδες.

Η διάταξη των παγίδων παρουσιάζεται στην Εικόνα 8.2. Συγκεκριμένα, 

τοποθετήθηκαν εννιά παγίδες σε κάθε προσανατολισμό (Βορράς, Νότος, Ανατολή, 

Δύση) που σχημάτιζαν εννιά ομόκεντρους κύκλους. Ο πρώτος κύκλος είχε ακτίνα 

20m από το σημείο εξαπόλυσης (R) και ο δεύτερος 40m. Οι υπόλοιποι επτά 

ομόκεντροι κύκλοι, είχαν ακτίνα αυξημένη κατά 40m από τον προηγούμενο.

• * Λ

» · * Apple

11111 Wheat

■ Corn

m Tomato

J Road

• Trap

Εικόνα 8.2. Διάταξη παγίδων το έτος 2008. 

R = Σημείο εξαπόλυσης.

Συνολικά, εξαπολύθηκαν 3.600 άτομα που αντιστοιχούν σε δεκαοκτώ 

εξαπολύσεις, (έξι για κάθε πληθυσμό και τρεις για κάθε φύλο από κάθε 

πληθυσμό). Η χρώση και ο χρόνος εξαπόλυσης πραγματοποιήθηκαν όπως και
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την προηγουμένη χρονιά ενώ το σημείο εξαπόλυσης καθώς και ο πρώτος 

ομόκεντρος κύκλος, ήταν μέσα σε οπωρώνα στον οποίο δεν εφαρμόζονταν καμιά 

μορφή καταπολέμησης. Ο οπωρώνας ήταν ο ίδιος μέσα στον οποίο βρίσκονταν το 

κεντρικό πειραματικό τεμάχιο της προηγουμένης χρονιάς.

Η χρονική διάρκεια κάθε επανάληψης ήταν έξι ημέρες, και περιλάμβανε τρεις 

καταγραφές των συλληφθέντων εντόμων, ανά δύο ημέρες η κάθε μία. Η 

εξαπόλυση των δύο φύλων πραγματοποιούνταν ξεχωριστά και η διαφορά μεταξύ 

τους ήταν δύο με τέσσερις ημέρες. Στον πρώτο ομόκεντρο κύκλο, οι παγίδες 

τοποθετούνταν δυο ημέρες μετά την κάθε εξαπόλυση για το λόγο που 

προαναφέρθηκε. Οι υπόλοιπες παγίδες ήταν τοποθετημένες στα σημεία 

συλλήψεων όλη τη χρονική διάρκεια του πειράματος. Όπως και την προηγούμενη 

χρονιά, παράλληλα με την καταγραφή των εξαπολυθέντων ατόμων 

καταγράφονταν και ο φυσικός πληθυσμός της καρπόκαψας που συλλαμβάνονταν 

στις παγίδες.

8.2.1.3. Στατιστική ανάλυση

Η στατιστική επεξεργασία των δεδομένων έγινε με το στατιστικό πακέτο 

STATISTICA 7.0 (StatSoft® Ins. USA). Οι συγκρίσεις των μέσων όρων των 

συλλήψεων στις παγίδες έγινε με ανάλυση διακύμανσης (ANOVA) και 

συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκε το πλήρες τυχαιοποιημένο σχέδιο με ομάδες 

(RCBD). Τα δεδομένα μετατράπηκαν πριν την ανάλυση σύμφωμα με τον τύπο sqrt 

(χ+1) λόγω της ύπαρξης μηδενικών τιμών.

8.2.2. Αξιολόγηση ικανότητας διασποράς με χρήση μικροδορυφόρων

Το έτος 2007, προσδιορίστηκε ο βαθμός συγγένειας μεταξύ συλληφθέντων 

ατόμων σε δύο γειτονικούς οπωρώνες και αξιολογήθηκε η ικανότητα διασποράς 

του εντόμου χρησιμοποιώντας μικροδορυφορικούς δείκτες DNA.

8.2.2.1. Συλλογή δειγμάτων

Η επιλογή του οπωρώνα βασίστηκε στο γεγονός ότι η έκταση έπρεπε να ήταν 

σχετικά μεγάλη για την καλύτερη μελέτη της διασποράς του εντόμου. Επιπλέον, 

έπρεπε να μην εφαρμόζεται καμιά μορφή καταπολέμησης ώστε η δειγματοληψία 

να ήταν αντιπροσωπευτική της έκτασης. Η επιλογή δύο γειτονικών οπωρώνων 

έγινε με σκοπό να μελετηθεί η δισπορά μεταξύ τους. Για τους παραπάνω λόγους
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δεν επιλέχθηκε ο ίδιος οπωρώνας, στον οποίο πραγματοποιήθηκε την ίδια χρονιά 

το πείραμα των εξαπολύσεων, άλλα δύο γειτονικοί εγκαταλελημένοι με έκταση 12 

στρέμματα ο πρώτος (Α) και 14 στρέμματα ο δεύτερος (Β) (Εικόνα 8.3.)·

Εικόνα 8.3. Οπωρώνες (Α και Β) όπου μελετήθηκε η διασπορά της καρπόκαψας 
με τη χρήση δεικτών μικροδορυφορικού DNA.

Η συλλογή των δειγμάτων στους οπωρώνες Α και Β πραγματοποιήθηκε με την 

επιλογή 100 δένδρων στον καθένα και την ανάρτηση παγίδων κυματοειδούς 

χάρτου για τη συλλογή νυμφών. Η σήμανση των δέντρων γινόταν ανά τέσσερα 

δέντρα στην ίδια γραμμή και ανά δύο γραμμές. Συνολικά, πραγματοποιήθηκαν 

τέσσερις δειγματοληψίες, όσες και οι γενεές του εντόμου (μία διαπαύουσα γενεά 

και τρεις κατά τη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου). Οι νύμφες μεταφέρονταν 

στον εργαστηριακό θάλαμο και τοποθετούνταν σε ξεχωριστά κυτία μέχρι την έξοδο 

των τέλειων ατόμων. Οι συνθήκες διατήρησης των νυμφών, μέχρι την έξοδο των 

ενηλίκων, ήταν 23±1°C, 65±5 % RH και L16:D8.

Τα ενήλικα τοποθετούνταν σε πλαστικό φιαλίδιο που περιείχε 1 ml 98% 

αιθανόλης και αποθηκεύονταν στους -20°C. Για την ανάλυση χρησιμοποιήθηκαν 

186 δείγματα από 63 παγίδες στον οπωρώνα Α και 166 από 62 παγίδες στον 

οπωρώνα Β. Ο αριθμός των παγίδων από τις οποίες συλλέχθηκαν έντομα ήταν
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μικρότερος από τον αρχικό που τοποθετήθηκαν, γιατί δεν βρέθηκαν σε όλες τις 

παγίδες νύμφες. Το γεωγραφικό στίγμα των δέντρων και η μεταξύ τους απόσταση 

καταγράφηκε με GPS (GARMIN Corporation, GARMIN International Inc. USA).

8.2.2.2. Δείκτες μικροδορυφορικού DNA

Η απομόνωση του DNA από τα ενήλικα πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με τη 

μέθοδο των Malloch et al. (2006). Αναλυτικότερα, σε πλαστικό φιαλίδιο 

χωρητικότητας 1,5 ml, όπου τοποθετήθηκαν 40 μΙ 5% Chelex-100 (Bio-Rad), 

ομογενοποιήθηκε ένα πόδι εντόμου. Ακολούθησε ανάδευση για 15 sec σε vortex, 

επώαση στους 56°C για 35 min και ακολούθως στους 95°C για 15min. Κατόπιν, 

έγινε νέα ανάδευση για 15 sec σε vortex και φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 2 

min. Το υπερκείμενο, μεταφέρθηκε σε νέο πλαστικό φιαλίδιο όπου και 

αποθηκεύτηκε στους -20 °C.

Συνολικά, χρησιμοποιήθηκαν 11 μικροδορυφορικοί γενετικοί δείκτες (Cpl.62, 

Cp2.129, Cp2.131, Cp3.169, Cp3.180, Cp4.S, Cp4.129, Cp5.M, Cp5.24, Cp6.32, 

Cp6.46) (Franck et al. 2005 και Genbank IDs: DQ393948, DQ393907, DQ394027, 

DQ393997, DQ394014). Οι δείκτες αυτοί επιλέχθηκαν γιατί σε προηγούμενη 

μελέτη σε πληθυσμό της νοτιοανατολικής Γαλλίας δεν εμφάνισαν σημαντική 

απόκλιση από την ισορροπία Hardy-Weinberg ούτε ένδειξη ανισορροπίας 

σύνδεσης (Franck et al. 2005). Σε κάθε αντίδραση χρησιμοποιήθηκαν 50 ng DNA 

στόχου, 0,4 μΜ από τον κάθε εκκινητή, 0,5 unit Taq πολυμεράσης (Promega, 

Madison, Wl, U.S.A), 200 μΜ dNTPs (Invitrogen Ltd 3 Fountain Drive Inchinnan 

Business Park Paisley UK), 1,5 mM MgCl2, IX buffer (50 mM KCI, 10 mM Tris pH 

9,0) της ίδιας εταιρείας με το ένζυμο και ο τελικός όγκος ρυθμίστηκε στα 10 μΙ με 

αποστειρωμένο νερό.

Οι συνθήκες πολλαπλασιασμού ήταν ένας αρχικός κύκλος αποδιάταξης με 2 

min στους 94°C και 30 κύκλοι με 30 sec στους 94°C (αποδιάταξη), 40 sec σε 

θερμοκρασία συγκεκριμένη για κάθε ζεύγος εκκινητών (Πίνακας 8.1) που 

χρησιμοποιήθηκε (υβριδοποίηση των εκκινητών) και 40 sec στους 72 °C 

(πολυμερισμός), χρησιμοποιώντας τη γρηγορότερη μετάβαση μεταξύ των 

θερμοκρασιών. Από κάθε ζεύγος εκκινητών, ο reverse ήταν σημασμένος με τη 

χρωστική IRDye™ με μήκος κύματος εκπομπής 700 ή 800 nm. Η ηλεκτροφόρηση 

των προϊόντων της PCR πραγματοποιήθηκε σε πήκτωμα αποδιατακτικής 

πολυακρυλαμίδης (6,5%) στο αυτοματοποιημένο μηχάνημα αλληλούχησης Licor
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4200 ενώ η ανίχνευση και οπτικοποίησή τους έγινε με εφαρμογή του λογισμικού 

SAGA™ (American Laboratory Trading, Inc 12 Colton Rd. East Lyme) (Franck et 

at. 2005) (Εικόνα 8.4).

rt---------t---------t---------η
ϋ

Εικόνα 8.4. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR με τους εκκινητές Cp6.46 και Cp5.M 
σε αυτοματοποιημένο σύστημα αλληλούχησης Licor. Τα βέλη συμβολίζουν τις 
θέσεις του δείκτη DNA.

Για ζεύγη εκκινητών με παρόμοιες θερμοκρασίες (Cp3.180 και Cp4.S, Cp4.129 

και Cp5.24, Cp6.46 και Cp5.M, Cpl.62 και Cp6.32) πραγματοποιήθηκε πολλαπλή 

PCR (multiplex). Επίσης, στην ίδια ηλεκτροφόρηση περιλαμβάνονταν διαφορετικά 

προϊόντα, σημασμένα με την ίδια χρωστική, λαμβάνοντας υπ’ όψιν το μέγεθος 

τους, έτσι ώστε αυτά να διαχωρίζονται ικανοποιητικά καθώς και προϊόντα 

παρόμοιου μεγέθους με διαφορετική όμως σήμανση ώστε να εκπέμπουν σε 

διαφορετικό μήκος κύματος. Έτσι, πραγματοποιήθηκε παράλληλη ηλεκτροφόρηση 

των προϊόντων Cp3.180, Cp4.S και Cp2.129, Cp3.169, Cpl.62 και Cp6.32, 

Cp4.129 και Cp5.24, Cp6.46, Cp5.M και Cp2.131 παρουσία δείκτη γνωστών 

μοριακών μεγεθών (marker). Το λογισμικό SAGA™ αυτοματοποιεί την 

ηλεκτροφόρηση, την ταυτοποίηση των δειγμάτων, τη θέση των ζωνών του marker, 

την ταυτοποίηση των αλληλομόρφων και βαθμονομεί το μέγεθος των ζωνών.
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Πίνακας 8.1. Οι εκκινητές των μικροδορυφορικών τόπων, η θερμοκρασία
υβριδοποίησης (Ta) και το μέγεθος των προϊόντων PCR.

Μικροδορυφόρος Αλληλουχία εκκινητών (5'-3') Ta (°C) Μέγεθος PCR
Cpl.62 F: GTGTTCCAAATTAAGCTGACG 

R: GACATCCGCGAGAAACC 58 244

Cp2.129 F: TGCCGAGACTCTTCACTGC 
R: TCCAGGTCGCACAGAACC 60 168

Cp2.131 F: GATACTTCCGCGAACGGTAA 
R: CTTGCACTACGACGGGTGA 57 168

Cp3.169 F: GTATGGTTTGGCTTATGAGG 
R: TGCTCTTTTCACAATTTCAG 52 194

Cp3.180 F: GGCGAGAACGATTATTTCC 
R: ACATATTCT TCGGGCTTGC 58 209

Cp4.S F: TATGTTCTGTCCCTCACG 
R: AGCTGGTAA AAGGACACC 55 195

Cp4.129 F: CGTCCCATCCTGAATTATCG 
R: GCAAGGAACGACTGAAACATC 57 233

Cp5.M F: AAAAC AAG GTT AC AAC AAAC G 
R: CTTG GTT GAT GTTT G AACC 52 166

Cp5.24 F: AGTAGCAGAGCATCAGCAAGC 
R: CATTCCACGTCT TTGTGTGG 58 212

Cp6.32 F: CTGAATCCCGCCTCTTGG 
R: TGCACTTGGCTCGTTTAGC 58 189

Cp6.46 F: ATAGACATTGCCTCGTAGC 
R: GTTACGAAAGTTGGATTGC 53 232

* F= forward, R= reverse.

8.2.2.3. Ισορροπία Hardy-Weinberg

Για κάθε μικροδορυφόρο υπολογίστηκε ο αριθμός των αλληλομόρφων στον 

πληθυσμό και επιπλέον για κάθε γενιά υπολογίστηκε η αναμενόμενη (/-/exp) και 

παρατηρούμενη (Η0) ετεροζυγωτία, η τιμή Fis (F-statistics), η πιθανή ανισορροπία 

σύνδεσης ανά ζεύγος μικροδορυφόρων και τυχόν απόκλιση από την ισορροπία 

Hardy-Weinberg χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα GENEPOP (Raymond & 

Rousset 1995, http://qenepop.curtin.edu.au/). Ο έλεγχος του μοντέλου της 

απομόνωσης λόγω απόστασης, σύμφωνα με το οποίο η γονιδιακή ροή είναι 

συνάρτηση της απόστασης των πληθυσμών που συναποτελούν μία συνέχεια, 

πραγματοποιήθηκε με ανάλυση παλινδρόμησης (regression analysis) της 

γενετικής απόστασης μεταξύ ζευγών ατόμων και της γεωγραφικής απόστασης 

(Rousset 2000). Το επίπεδο σημαντικότητας ελέγχθηκε με το τεστ του Mantel 

(1967).
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δ.2.2.4. Ανάλυση συγγένειας (kinship analysis)

Η ανάλυση της συγγένειας (kinship analysis) πραγματοποιήθηκε μεταξύ 

ζευγαριών ατόμων από κάθε γενιά βάσει ελέγχου του λόγου πιθανοτήτων lodscore 

(Queller & Goodnight 1989). Η υπόθεση που ελέγχθηκε, βάσει των κοινών 

αλληλομόρφων σε κάθε γενετικό τόπο, ήταν ότι τα άτομα των ζευγών ήταν 

συγγενή πρώτου βαθμού σε σχέση με την εναλλακτική υπόθεση ότι είναι μη 

συγγενή. Για περισσότερους του ενός γενετικούς τόπους, ο λόγος των 

πιθανοτήτων είναι το άθροισμα του λόγου για κάθε έναν ξεχωριστά, θεωρώντας 

ότι δεν υφίσταται ανισορροπία σύνδεσης μεταξύ των διαφορετικών τόπων.

Οι τιμές του lodscore που προέκυψαν συγκρίθηκαν με 1.000.000 

προσομοιώσεις μη-συγγενών ζευγών ατόμων και ζευγών συγγενών πρώτου 

βαθμού λαμβάνοντας υπ’ όψιν τις συχνότητες των αλληλομόρφων μέσα σε κάθε 

γενιά. Γενικά, οι προσομοιώσεις των κατανομών των lodscores των μη συγγενών 

και συγγενών ζευγών ατόμων αλληλοεπικαλύπτονται και γι’ αυτό 

χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικά όρια τιμών (threshold) σε κάθε ομάδα δεδομένων 

από τα εξ ορισμού του προγράμματος, ώστε να αποφασισθεί εάν τα άτομα είναι 

συγγενή ή όχι.

Έτσι, για την εκτίμηση της διασποράς των συζευγμένων θηλυκών σε κάθε 

γενιά, χρησιμοποιήθηκε αρκετά χαμηλό threshold, ώστε ο αριθμός των μη 

συγγενών ζευγών ατόμων που ταξινομούνται κατά λάθος ως συγγενή ουσιαστικά 

να μηδενισθεί. Επίσης, για την εκτίμηση του αριθμού των θηλυκών που είχαν 

βιώσιμους απογόνους για κάθε γενιά, χρησιμοποιήθηκαν όρια τιμών που 

εξισορροπούν τον αριθμό των δύο τύπων λαθών (Type I και Type II error), δηλαδή 

την ταξινόμηση συγγενών ως μη-συγγενή και το αντίστροφο (Baudry et al. 1998). 

Αυτές οι τιμές ορίων παρέχουν εκτιμήσεις μη μεροληπτικές όταν υπάρχει 

σημαντική διαφορά στην αναλογία μη συγγενών / συγγενών ζευγών ατόμων.

8.2.2.5. Αριθμός συζευγμένων θηλυκών

Η εκτίμηση του αριθμού των θηλυκών (A/f) ή αλλιώς των ζευγών γονέων που 

συνεισφέρουν απογόνους σε κάθε δείγμα που συλλέχθηκε, έγινε με την μέθοδο 

που περιγράφουν οι Baudry et al. (1998). Ο υπολογισμός του Nf βασίστηκε στην 

παραδοχή ότι όλα τα θηλυκά άτομα έχουν, κατά μέσο όρο, τον ίδιο αριθμό 

απογόνων και συνεπώς ο αριθμός των συγγενών ανά οικογένεια σε ένα δείγμα 

ακολουθεί κατά προσέγγιση την κατανομή Poisson. Η μέση τιμή λ αντιστοιχεί στο
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μέσο αριθμό συγγενών που συνεισφέρουν στο δείγμα τα άτομα Λ/f. Σε ένα δείγμα 

στο οποίο παρατηρούνται Ns συγγενείς, ο αριθμός των θηλυκών είναι: Nf = Nsl λ. 

Η αναμενόμενη κατανομή των συγγενών ανά οικογένεια υπολογίσθηκε βάσει της 

κατανομής Poisson για κάθε οικογένεια με περισσότερους από έναν συγγενείς. Η 

μέση τιμή λ της κατανομής εκτιμήθηκε βάσει της μεθόδου μεγίστης πιθανότητας 

και η τιμή A/f προέκυψε από αυτήν την εκτίμηση.

Οι κατανομές των συγγενών ανά οικογένεια καθορίσθηκαν για τα ζεύγη των 

ατόμων που κατατάχθηκαν ως συγγενείς. Τα ζεύγη καθορίστηκαν βήμα προς 

βήμα ακολουθώντας τις τιμές των lodscores. Ένα συγκεκριμένο ζεύγος ατόμων 

ταξινομήθηκε σε μία προκαθορισμένη οικογένεια εφόσον οι γονότυποι και των δύο 

ατόμων ήταν συμβατοί με αυτούς των μελών της οικογένειας. Εναλλακτικά, 

δημιουργούνταν μία καινούρια οικογένεια για το καινούριο ζεύγος.

8.2.2.6. Διασπορά συζευγμένων θηλυκών

Καθώς οι προνύμφες δεν διασπείρονται μεταξύ των δέντρων κατά τη διάρκεια 

της ανάπτυξής τους, η χωρική κατανομή των συγγενών παρέχει ουσιαστικά 

εκτίμηση της διασποράς των μητέρων τους. Το όριο της διασποράς αυτών των 

συζευγμένων θηλυκών εκτιμήθηκε βάσει της χωρικής κατανομής μεταξύ των 

ζευγών συγγενών.

Η μετανάστευση μεταξύ των δύο οπωρώνων Α και Β (Εικόνα 8.3.) εκτιμήθηκε 

με την ανάλυση «Migrant detection» χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα GeneClass 

2 (Piry et al. 2004). Συγκεκριμένα, με το GeneClass2 υπολογίζονται οι μετανάστες 

πρώτης γενιάς. Το κριτήριο που χρησιμοποιήθηκε στους υπολογισμούς με βάση 

τη μεγίστη πιθανοφάνεια είναι η Μπαγεσυανή προσέγγιση που περιγράφεται από 

τους Rannala & Mountain (1997). Η τιμή της συχνότητας των χαμένων 

αλληλομόρφων ορίστηκε στο 0.01. Στην ανάλυση υπολογίζεται και η πιθανότητα 

που ένα άτομο δεν είναι μετανάστης, σύμφωνα με τη Μπαγεσυανή μέθοδο. 

Χρησιμοποιήθηκαν 10.000 προσομοιώσεις των ατόμων από κάθε δείγμα και η 

τιμή του σφάλματος Τύπου I (όριο πιθανότητας για τον υπολογισμό της 

προέλευσης ενός ατόμου) ορίστηκε στο 0.01.
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8.2.3. Συγκριτική μελέτη πληθυσμών από Ελλάδα και Γαλλία.

Η συγκριτική μελέτη της γενετικής πληθυσμών από διαφορετικούς ξενιστές από 

την Ελλάδα και τη Γαλλία έγινε με ανάλυση δεικτών μικροδορυφορικού DNA

8.2.3.1. Συλλογή δειγμάτων

Το έτος 2007 πραγματοποιήθηκε συλλογή εννέα πληθυσμών καρπόκαψας από 

πέντε διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές και από τρεις διαφορετικούς ξενιστές 

του εντόμου (Εικόνα 8.5). Συνολικά, συλλέχθηκαν πέντε πληθυσμοί από μηλιά, 

δύο από καρυδιά και δύο από αχλαδιά. Στον Πίνακα 8.2. παρουσιάζονται τα 

στοιχεία που αφορούν τις περιοχές και τους ξενιστές από τους οποίους 

συλλέχθηκαν οι πληθυσμοί και ο αριθμός των δειγμάτων.

Η συλλογή των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε κατά τη διάρκεια της 

καλλιεργητικής περιόδου με την ανάρτηση κυματοειδών παγίδων χάρτου για τη 

σύλληψη των αναπτυγμένων προνυμφών πέμπτου σταδίου, οι οποίες αναζητούν 

προφυλαγμένα καταφύγια για να νυμφωθούν. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε 

μεταφορά των δειγμάτων στον εργαστηριακό θάλαμο, σε ξεχωριστά κυτία, μέχρι 

την έξοδο των τέλειων ατόμων. Οι συνθήκες διατήρησης ήταν 23±1°C, 65±1% RH 

και L16:D8. Τα ενήλικα, μετά την έξοδό τους, τοποθετήθηκαν σε πλαστικό φιαλίδιο 

με 1 ml 98% αιθανόλης και φυλάσσονταν στους -20°C.

Στην ανάλυση χρησιμοποιήθηκαν επιπλέον έξι πληθυσμοί από τρεις 

διαφορετικούς ξενιστές του εντόμου, από τρεις περιοχές της Γαλλίας (Εικόνα 8.6.). 

Πληροφορίες σχετικά με τους ξενιστές καθώς και τον αριθμό των δειγμάτων 

παρατίθονται στον Πίνακα 8.2.

8.2.3.2. Ανάλυση δεικτών μικροδορυφορικού DNA

Στην ανάλυση χρησιμοποιήθηκαν οι ίδιοι δείκτες μικροδορυφορικού DNA που 

περιγράφηκαν προηγουμένως (Πίνακας 8.1.) και με την ίδια τεχνική που 

περιγράφηκε στην παράγραφο 8.2.2.2.

8.2.3.3. Συχνότητες αλληλομόρφων, ισσοροπία Hardy-Weinberg και 

ανισορροπία σύνδεσης

Η πιθανή ανισορροπία σύνδεσης ανά ζεύγος μικροδορυφόρων και τυχόν 

αποκλίσεις από την ισορροπία Hardy-Weinberg υπολογίσθηκαν με το πρόγραμμα 

GENEPOP (Raymond & Rousset 1995, http://qenepop.curtin.edu.au/).
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Εικόνα 8.5. Περιοχές της Ελλάδας από όπου συλλέχθηκαν οι πληθυσμοί της 
καρπόκαψας. 1: Αλεξάνδρεια, 2: Αγιά, 3: Πήλιο, 4: Αργος, 5: Τρίπολη.

Εικόνα 8.6. Περιοχές της Γαλλίας από όπου συλλέχθηκαν οι πληθυσμοί της 
καρπόκαψας 1: Avignon, 2: Valence, 3: St-Marcelin.
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Πίνακας 8.2. Πληθυσμοί καρπόκαψας από διάφορες περιοχές της Ελλάδας και 
της Γαλλίας.___________________________________________________________________
Κωδικός Ημ/νία

συλλογής
=ενιστής Περιοχή Γ εωγραφικό 

μήκος
Γεωγραφικό

πλάτος
Ν1

AlexA 22/7/07 Μηλιά Αλεξάνδρεια Ημαθίας 22° 28' 642" 40° 34' 648" 24

AgAa 20/7/07 Μηλιά Αγιά Λάρισας 22° 39' 544" 39° 40'719" 54

AgAb 20/7/07 Μηλιά Αγιά Λάρισας 22° 39' 382" 39° 40’ 770" 44

AgW 25/7/07 Καρυδιά Αγιά Λάρισας 22° 40’102" 39° 42’ 118" 25

PiA 7/8/07 Μηλιά Αγ. Λαυρέντιος Μαγνησίας 23° 03’ 574" 39° 27’ 107" 19

PiP 24/7/07 Αχλαδιά Κορωττί Μαγνησίας 23° 03' 328" 39° 19' 047" 21
PiW 17/7/07 Καρυδιά Αγριό Μαγνησίας 23° 02’514" 39° 22' 874" 29

ArgP 28/7/07 Αχλαδιά Άργος Αργολίδας 22° 37'311" 37° 36' 121" 23

TrA 25/7/07 Μηλιά Τρίπολη Αρκαδίας 22° 22' 745" 37° 31' 814" 19

MarW 5/07-6/072 Καρυδιά St-Marcelin 05° 28' 45° 14' 29

ValA 5/062 Μηλιά Valence, Γαλλία 04° 95' 44° 97' 36

ValP 5/04-6/042 Αχλαδιά Valence, Γαλλία 04° 96’ 44° 96' 25

ValW 5/06-5/062 Καρυδιά Valence, Γαλλία 04° 97' 44° 96’ 20
EcoA 5/07-6/072 Μηλιά Avignon, Γαλλία 04° 93' 43° 81' 20
EcoP 5/072 Αχλαδιά Avignon, Γαλλία 04° 90' 43° 87' 25

1=0 αριθμός των δειγμάτων από κάθε πληθυσμό. 
2= Ημερομηνία ενηλικίωσης των εντομών.

Για κάθε πληθυσμό και για όλους τους γενετικούς τόπους προσδιορίστηκε ο 

μέσος αριθμός των αλληλομόρφων, οι συχνότητές τους, η τιμή Rs (allelic 

richness), που αποτελεί μία εκτίμηση του αριθμού των αλληλομόρφων ανεξάρτητα 

από το μέγεθος του δείγματος, η αναμενόμενη (ΗΕχρ) και η παρατηρούμενη (Η0) 

ετεροζυγωτία.

8.2.3.4. Μπαγεσυανή ανάλυση ομαδοποίησης και ταξινόμησης

Το πρόγραμμα Structure (Pritchard et al. 2000) χρησιμοποιείται για τη 

διερεύνηση της γενετικής δομής πληθυσμών βάσει δεδομένων αλληλομόρφων 

από πολλούς γενετικούς τόπους. Συγκεκριμένα, είναι εφικτή η εκτίμηση της 

παρουσίας διακριτών πληθυσμών, η ταξινόμηση ατόμων σε πληθυσμούς, η 

μελέτη ζωνών υβριδισμού και μεταναστεύσεων. Το πρόγραμμα μπορεί να 

εφαρμοστεί σε δεδομένα από διάφορους γενετικούς δείκτες, όπως 

μικροδορυφόρους, SNPs, RFLPs και AFLPs.
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Το πρόγραμμα Structure ver. 2 χρησιμοποιήθηκε για την ομαδοποίηση των 

δειγμάτων σε γενετικές ομάδες {Κ). Για τον προσδιορισμό της δομής των 

πληθυσμών, χρησιμοποιείται Μπαγεσιανή ανάλυση (Bayesian analysis). 

Συγκεκριμένα, χωρίς προηγούμενη πληροφορία σχετικά με τα δείγματα (π.χ. 

περιοχή δειγματοληψίας, ξενιστής κ.λπ.), εφαρμόστηκαν και τα δύο γενεαλογικά 

μοντέλα που καθορίζουν το βαθμό των γενετικών σχέσεων συγγένειας: 1) το 

μοντέλο της ανάμιξης (admixture) σύμφωνα με το οποίο κάποιο ποσοστό του 

γονιδιώματος κάθε ατόμου προέρχεται από όλους τους πληθυσμούς. Το μοντέλο 

θεωρεί ύπαρξη γονιδιακής ροής μεταξύ των πληθυσμών, σε βαθμό ικανό ώστε τα 

άτομα να έχουν κοντινούς προγόνους σε περισσότερους από έναν πληθυσμό και 

2) το μοντέλο της μη-ανάμιξης (no-admixture) κατά το οποίο τα άτομα 

διαχωρίζονται από τον ένα ή τον άλλο πληθυσμό, δηλαδή η γονιδιακή ροή είναι 

τόσο μικρή που τα άτομα είναι ουσιαστικά σαν να έχουν προκύψει είτε από τον ένα 

είτε από τον άλλο πληθυσμό.

Επιπλέον, για κάθε ένα από τα δυο ανωτέρω μοντέλα, εφαρμόστηκαν δύο 

εναλλακτικά μοντέλα για τις αλληλομορφικές συχνότητες, αυτό που τις θεωρεί 

ανεξάρτητες και αυτό που τις θεωρεί συσχετιζόμενες Το μοντέλο των ανεξάρτητων 

αλληλομορφικών συχνοτήτων θεωρεί ότι οι αλληλομορφικές συχνότητες σε έναν 

πληθυσμό δεν σχετίζονται καθόλου με αυτές άλλων πληθυσμών και υποδηλώνει 

ότι η γονιδιακή ροή είναι και ήταν για μεγάλο χρονικό διάστημα πολύ μικρή ή 

μηδενική. Το μοντέλο των συσχετιζόμενων αλληλομορφικών συχνοτήτων θεωρεί 

ότι οι αλληλομορφικές συχνότητες σε διαφορετικούς πληθυσμούς είναι πιθανόν να 

είναι παρόμοιες, γεγονός που μπορεί να οφείλεται στη μετανάστευση ή στην 

ύπαρξη κοινού πρόγονου.

Οι εξ ορισμού παράμετροι του προγράμματος είναι το μοντέλο της ανάμιξης και 

των ανεξάρτητων αλληλομορφικών συχνοτήτων. Πολλοί ερευνητές προτείνουν ως 

αρχή για τις περισσότερες αναλύσεις το μοντέλο της ανάμιξης καθώς, όπως 

υποστηρίζουν, βελτιώνει την ομαδοποίηση για στενά συγγενικούς πληθυσμούς. 

Ωστόσο, σ’ αυτήν την περίπτωση υπάρχει ο κίνδυνος να υπερεκτιμηθεί το Κ. Το 

εναλλακτικό μοντέλο είναι καταλληλότερο για πληθυσμούς πλήρως διακριτούς και 

συχνά είναι πιο ευαίσθητο στην ανίχνευση δυσδιάκριτης δομής. Σε κάθε 

περίπτωση πραγματοποιήθηκαν 10 προσομοιώσεις (100.000 MCMC επαναλήψεις 

και 20.000 περίοδος burn-in) για κάθε τιμή Κ (Κ = 1-10).

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



132

8.2.3.5. Ανάλυση Μοριακής Διακύμανσης, γενετικές αποστάσεις

Η μελέτη της γενετικής διαφοροποίησης μεταξύ των πληθυσμών εξετάστηκε με 

AMOVA (Analysis of Molecular Variance) χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα 

Arlequin, ver. 2.0 (Schneider et al. 2000). Υπολογίστηκε ο συντελεστής Fst, που 

απεικονίζει τη διαφοροποίηση μεταξύ των πληθυσμών και η αλληλομορφική 

διαφοροποίηση (allelic differentiation), που εκτιμά το ποσοστό των διαφορετικών 

αλληλομόρφων μεταξύ των πληθυσμών.

Για τη μελέτη των φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ των πληθυσμών 

χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα POPULATIONS, ver. 1.1.28 (Langella 1999— 

2003, http://bioinformatics.org/~trvphon/DOPulations/)· Από τα αποτελέσματα του 

προγράμματος κατασκευάστηκε φυλογενετικό δέντρο UPGMA (Unweighted Pair 

Group Method with Arithmetic Mean) που βασίζεται στον αριθμό των διαφορετικών 

αλληλομόρφων για δεδομένα από πολλαπλούς γενετικούς τόπους (allele shared 

distance=DAS) εφαρμόζοντας 1000 επαναλήψεις (bootstrap).

8.3. Αποτελέσματα

8.3.1. Μελέτη διασποράς με εξαπόλυση σημασμένων ατόμων

8.3.1.1. Έτος 2007

Στο Σχήμα 8.1. παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των συλλήψεων των 

εξαπολυθέντων ατόμων του C. pomonella σε σχέση με την απόσταση από το 

σημείο εξαπόλυσης, για το έτος 2007. Παρατηρήθηκε ότι η μέγιστη απόσταση 

μετακίνησης μέσα στον οπωρώνα των αρσενικών ατόμων ήταν 34m ενώ η 

αντίστοιχη απόσταση για τα θηλυκά ήταν 18m. Η πλειονότητα των αρσενικών και 

θηλυκών ατόμων συλλήφθηκε στα 18m.

Στον Πίνακα 8.3 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα των συλλήψεων των 

εξαπολυθέντων ατόμων στις παγίδες τύπου Δέλτα το έτος 2007, εξετάζοντας 

ξεχωριστά τις συλλήψεις των αρσενικών και θηλυκών ατόμων τόσο του 

ευαίσθητου εργαστηριακού πληθυσμού όσο και του φυσικού πληθυσμού. Τα 

αποτελέσματα αυτά περιλαμβάνουν τις συλλήψεις έως τη μέγιστη απόσταση 

εντοπισμού εξαπολυθέντων ατόμων. Όταν συνυπολογίστηκαν και οι πέντε
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περιφερειακές παγίδες, στις οποίες δεν καταγράφηκε κανένα εξαπολυθέν άτομο, 

τότε ο μέσος όρος των ατόμων ανά παγίδα ελαχιστοποιήθηκε (0,202±0,401).

Σχήμα 8.1. Ποσοστό συλληφθέντων ενηλίκων καρπόκαψας σε σχέση με την 
απόσταση το έτος 2007.

Πίνακας 8.3. Αποτελέσματα συλλήψεων στις παγίδες τύπου Δέλτα.

Εξαπόλυση
Αριθμός
παγίδων

Ημερομηνία
Αρσενικά

(Μ.Ο^Τ.Σ2)
Θηλυκά

(Μ.Ο^Τ.Σ2)
Φυσικός

πληθυσμός
1η 9 16/6/2007 0,583±0,295 0 0,375±0,095
2π 9 23/6/2007 0 0 0,528±0,073

3η 9 30/6/2007 0,667±0,273 0,306±0,155 0,306±0,062

4η 9 16/7/2007 0,611±0,229 0,250±0,167 0,417±0,064

5η 9 30/7/2007 0,861±0,398 0,250±0,131 0,611 ±0,109

6η 9 12/8/2007 0,083+0,059 0,167±0,083 0,542±0,079

1: Μέσος όρος συλληφθέντων ατόμων/παγίδα/ημέρα. 
2: Τυπικό σφάλμα.

Μεταξύ των δύο φύλων παρατηρήθηκε στατιστικούς σημαντική διαφορά (F = 

6,763, df = 1, ρ = 0,011). Συγκεκριμένα, από το σύνολο των εξαπολυθέντων 

αρσενικών ατόμων, το 8,42% συλλήφθηκε στις φερομονικές παγίδες ενώ το 

αντίστοιχο ποσοστό για τα θηλυκά ήταν 2,90%. Επίσης, στατιστικώς σημαντική 

διαφορά διαπιστώθηκε και μεταξύ των εξαπολύσεων (F = 2,584, df= 5, ρ = 0,031). 

Τέλος, στατιστικώς σημαντική διαφορά (F = 7,355, df - 1, ρ = 0,008) 

ταυτοποιήθηκε και μεταξύ των συλλήψεων των εξαπολυθέντων ατόμων και του 

φυσικού πληθυσμού, με το φυσικό πληθυσμό να έχει μεγαλύτερη τιμή.
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8.3.1.2. Έτος 2008
Τα αποτελέσματα των συλλήψεων για το έτος 2008 παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 8.4. Αναλυτικότερα, παρουσιάζονται οι συλλήψεις των εξαπολυθέντων 

αρσενικών και θηλυκών ατόμων του εργαστηριακού πληθυσμού (Πίνακας 8.4Α), 

του πληθυσμού από την Αγιά που εκτράφηκε στο εργαστήριο (Πίνακας 8.4Β), του 

πληθυσμού ο οποίος συλλέχθηκε κατά τη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου το 

έτος που πραγματοποιήθηκε το πείραμα (Πίνακας 8.4Γ), καθώς και οι συλλήψεις 

του φυσικού πληθυσμού (Πίνακας 8.4Α, 8.4Β, 8.4Γ). Όπως και κατά το 

προηγούμενο έτος, ο αριθμός των ατόμων αντιστοιχεί στις συλλήψεις έως τη 

μέγιστη απόσταση εντοπισμού εξαπολυθέντων ατόμων.

Πίνακας 8.4. Αποτελέσματα συλλήψεων εξαπολυθέντων άτόμων στις παγίδες 
τύπου Δέλτα κατά τη διάρκεια των εξαπολύσεων του εργαστηριακού πληθυσμού 
(Α), του εργαστηριακού πληθυσμού της Αγιάς (Β) και του πληθυσμού που 
συλλέχθηκε κατά την καλλιεργητική περίοδο.
A

Εξαπόλυση
Αριθμός
παγίδων

Ημερομηνία
Αρσενικά

(Μ.Ο^Τ.Σ2)
Θηλυκά

(Μ.Ο^Τ.Σ2)
Φυσικός

πληθυσμός
1η 12 24/05/2008 0,666±0,139 0,515±0,092 0,632±0,103
2π 12 01/07/2008 0,667±0,154 0,479±0,116 0,643±0,106

3η 12 09/08/2008 0,624±0,136 0,508±0,107 0,716±0,099

Β

Εξαπόλυση
Αριθμός
παγίδων

Ημερομηνία
Αρσενικά

(Μ.Ο^Τ.Σ2)
Θηλυκά

(Μ.Ο^Τ.Σ2)
Φυσικός

πληθυσμός

1η 12 07/06/2008 1,021 ±0,175 0,736±0,129 0,270±0,519

2η 12 13/07/2008 0,791 ±0,128 0,548±0,110 0,608±0,080

3η 12 29/07/2008 0,772±0,141 0,645±0,124 0,465±0,731

Γ

Εξαπόλυση
Αριθμός
παγίδων

Ημερομηνία
Αρσενικά

(Μ.Ο^Τ.Σ2)
Θηλυκά

(Μ.Ο^Τ.Σ2)
Φυσικός

πληθυσμός

1η 12 19/06/2008 1,201 ±0,214 0,715±0,132 0,378±0,076

2η 12 26/07/2008 0,903±0,161 0,806±0,150 1,167±0,182

3η 12 12/09/2008 0,813±0,145 0,139±0,043 0,700±0,212

1: Μέσος όρος των συλληφθέντων ατόμων/παγίδα/ημέρα. 
2: Τυπικό σφάλμα.
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Από το σύνολο των εξαπολυθέντων αρσενικών ατόμων, το 20,17%, 26,67% και 

29,83% του ευαίσθητου εργαστηριακού πληθυσμού, του πληθυσμού της Αγιός 

που εκτράφηκε στο εργαστήριο και του μη εργαστηριακού πληθυσμού, δηλαδή 

των ατόμων που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου, 

αντίστοιχα επανασυλλήφθηκαν στις παγίδες. Το μεγαλύτερο ποσοστό 

παρατηρήθηκε στα άτομα που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της καλλιεργητικής 

περιόδου. Τα αντίστοιχα ποσοστά συλλήψεων των θηλυκών ατόμων ήταν 

χαμηλότερα. Συγκεκριμένα, για τον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό, το 

ποσοστό ήταν 15,17%, για τον εργαστηριακό πληθυσμό της Αγιάς 19,5% και για 

τον μη εργαστηριακό πληθυσμό 16,17%. Η διαψορά μεταξύ αρσενικών-θηλυκών 

ατόμων είναι στατιστικώς σημαντική (F = 8,961, df = 1, ρ = 0,003) για τον μη 

εργαστηριακό πληθυσμό, για όλες τις επαναλαμβανόμενες εξαπολύσεις που 

πραγματοποιήθηκαν σ'αυτόν τον πληθυσμό (F = 4,834, df = 2, ρ = 0,011). 

Αντίθετα, στους υπόλοιπους πληθυσμούς δεν διαπιστώθηκε στατιστικώς 

σημαντική διαφορά.

Επίσης, στατιστικώς σημαντική διαφορά παρατηρήθηκε μεταξύ των συλλήψεων 

των εξαπολυθέντων ενηλίκων του εργαστηριακού πληθυσμού της Αγιάς και του 

φυσικού πληθυσμού του εντόμου (F = 9,898, df = 1, ρ = 0,02), με τον πρώτο 

πληθυσμό να εμφανίζει υψηλότερες τιμές.

Τέλος, περισσότερα ήταν τα ενήλικα του μη εργαστηριακού πληθυσμού που 

συλλήφθηκαν στις παγίδες, σε σχέση με το φυσικό πληθυσμό, με τη διαφορά αυτή 

να είναι στατιστικώς σημαντική μεταξύ των πληθυσμών (F = 5,135, c/f =1, ρ = 

0,027) και των επαναλήψεων (F = 14,102, df= 2, ρ < 0,001).

Από τα αποτελέσματα των συλλήψεων των εξαπολυθέντων αρσενικών ατόμων 

του εντόμου για το έτος 2008 (Σχήμα 8.2.) παρατηρήθηκε ότι η μέγιστη απόσταση 

μετακίνησης των ατόμων και των τριών πληθυσμών ήταν 80πι εντός του 

οπωρώνα. Για τον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό, τον εργαστηριακό 

πληθυσμό της Αγιάς και τον μη εργαστηριακό πληθυσμό, τα ποσοστά των 

αρσενικών ατόμων που συλλήφθηκαν σε απόσταση 20πι ήταν 6,66%, 8,6% και 

10,33%, 40ιπ 12,5%, 15,16% και 16,16% και 80m 1%, 2,83% και 3,33% 

αντίστοιχα.

Ομοίως και για τα θηλυκά άτομα των τριών πληθυσμών, η μέγιστη απόσταση 

μετακίνησής τους εντός του οπωρώνα ήταν 80m (Σχήμα 8.3) Τα αντίστοιχα 

ποσοστά των θηλυκών ατόμων για τον ευαίσθητο εργαστηριακό πληθυσμό, τον
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εργαστηριακό πληθυσμό της Αγιας και τον μη εργαστηριακό πληθυσμό ήταν 

5,66%, 7,3% και 5,33% για απόσταση 20m, 8,16%, 10,13% και 8,83% για 40m και 

1,33%, 1,83% και 2% για τη μέγιστη απόσταση των 80m.

8.3.2. Μελέτη συγγένειας και διασποράς με χρήση δεικτών

μικροδορυφορικού DNA

Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε στα 303 άτομα (78 δείγματα από την πρώτη 

γενιά, 93 από τη δεύτερη, 108 από την τρίτη και 24 από την διαπαύουσα γενεά, 

Πίνακας 8.5.) που συλλέχθηκαν κατά το έτος 2007 από τους δύο 

εγκαταλελλημένους γειτονικούς οπορώνες στην περιοχή της Αγιάς Λάρισας 

(Εικόνα 8.3.). Η ανάλυση βασίστηκε σε 11 μικροδορυφορικούς τόπους οι οποίοι 

ενισχύθηκαν με PCR (Πίνακας 8.1.).

8.3.2.1. Γενετική ποικιλότητα και ισορροπία Hardy-Weinberg

Ο αριθμός των αλληλομόρφων στην πρώτη και τη δεύτερη γενεά κυμάνθηκε 

από 3 έως 23, στην τρίτη από 3 έως 22 και στην τέταρτη από 3 έως 17 ενώ οι 

πέντε από τους 11 μικροδορυφόρους εμφάνισαν 10 ή περισσότερα αλληλόμορφα 

σε όλες τις γενιές (Πίνακας 8.5.). Στον Πίνακα 8.5. παρατίθενται οι τιμές της 

αναμενόμενης (Hexp) και της παρατηρούμενης (Η0) ετεροζυγωτίας. Επίσης 

(Πίνακας 8.5.), φαίνεται ο υπολογισμός του συντελεστή F\S, που μετρά τον βαθμό 

ομομιξίας, που κυμάνθηκε από -0,08 έως 0,23. Γενικά το εύρος των τιμών του 

είναι από -1 (καθολου ομομιξία) έως +1 (πλήρης ταύτηση). Τέλος, για όλους τους 

γενετικούς τόπους, υπολογίστηκαν τυχόν αποκλίσεις από την ισορροπία Hardy- 

Weinberg και ανά ζεύγη, η ύπαρξη ανισορροπίας σύνδεσης, δηλαδή η κατάσταση 

κατά την οποία κάποιοι συνδυασμοί αλληλομόρφων απαντώνται περισσότερο ή 

λιγότερο συχνά σε σχέση με το αναμενόμενο, που θα προέκυπτε από τον 

ανεξάρτητο συνδυασμό τους. Παρόλο που απόκλιση από το νόμο των Hardy- 

Weinberg παρατηρήθηκε σε όλες τις γενεές, αυτή περιορίστηκε σε λίγους μόνο 

μικροδορυφορικούς δείκτες (1-5) και η πιθανότητα ήταν υψηλή σε λίγες 

περιπτώσεις (Πίνακας 8.5.). Από τα 276 ζευγάρια των γενετικών τόπων, τα 56 

έδειξαν σημαντική ανισορροπία σύνδεσης, αριθμός μεγαλύτερος από τον 

αναμενόμενο (0,05 χ 276 = 13.8).
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Απόσταση (m)

Σχήμα 8.2. Το ποσοστό των συλληφθέντων αρσενικών ατόμων σε σχέση με την 
απόσταση το έτος 2008.

—χ— Εργαστηριακός Ευαίσθητος πληθυσμός

Σχήμα 8.3. Το ποσοστό των συλληφθέντων θηλυκών ατόμων σε σχέση με την 
απόσταση το έτος 2008.
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8.3.2.2. Εκτίμηση συγγένειας

Στην Εικόνα 8.7. παρουσιάζεται η παρατηρούμενη και βάσει προσομοίωσης 

κατανομή των lod scores για κάθε ζεύγος ατόμων, για κάθε μία από τις τέσσερις 

γενεές του εντόμου που εξετάστηκαν, από τους οπωρώνες της περιοχής της Αγιάς 

Λάρισας. Οι εξ ορισμού τιμές του ορίου (threshold) lod score που 

χρησιμοποιήθηκαν από το πρόγραμμα κυμάνθηκαν από 1,741 έως 3,062, 

ανάλογα με τις γενεές. Ωστόσο, στη μελέτη αυτή επιλέχθηκε threshold = 5,52 για 

όλες τις γενεές ώστε ο αριθμός των μη συγγενών ζευγών ατόμων, που 

ταξινομήθηκαν κατά λάθος ως συγγενή (Type I error) ουσιαστικά να μηδενιστεί. Με 

αυτήν την τιμή theshold ταυτοποιήθηκαν 2, 5, 25 και 0 ζεύγη αδελφών στην 

πρώτη, δεύτερη, τρίτη και διαπαύουσα γενεά αντίστοιχα (Πίνακας 8.6.).

Πίνακας 8.6. Αριθμός συγγενών (αδέλφια) ανά γενεά. Εκτίμηση των σφαλμάτων 
τύπου I και II (Type I και Type II error). ____________________________________

Γ ενιές Ν1 Ns2 Type 1 error Type II error
Πρώτη 78 2 (0,065%) 0,000240 0,369030

Δεύτερη 93 5 (0,114%) 0,000195 0,363640

Τρίτη 108 25 (0,425%) 0,000141 0,372530

Διαπαύουσα 24 0 (0,00%) 0,000133 0,441280

1: Αριθμός δειγμάτων που εξετάστηκαν.
2: Αριθμός ζευγαριών αδελφών υπολογισμένα με όριο = 5,25.

Με βάση την παραδοχή ότι ο αριθμός των συγγενών ανά οικογένεια σε ένα 

δείγμα ακολουθεί κατά προσέγγιση την κατανομή Poisson υπολογίστηκαν οι 

παρατηρούμενοι και οι αναμενόμενοι αριθμοί οικογενειών (Πίνακας 8.7.). Η 

παράμετρος λ της κατανομής για την πρώτη γενεά ήταν λ = 0,4435, για την 

δεύτερη λ = 0,4183, για την τρίτη λ = 1,4053 και για την διαπαύουσα γενεά λ = 

0,1766. Η μέση τιμή λ αντιστοιχεί στο μέσο αριθμό συγγενών που συνεισφέρουν 

στο δείγμα τα άτομα A/f (αριθμός θηλυκών ή ζευγών γονέων που συνεισφέρουν 

απογόνους). Στατιστικώς σημαντική διαφορά μεταξύ των παρατηρούμενων και 

αναμενόμενων τιμών παρατηρήθηκε μόνο στην τρίτη γενεά (χ2 = 23,501, df= 5, ρ 

< 0,001).
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Εικόνα 8.7. Κατανομές συχνοτήτων του lod score για κάθε μία από τις τέσσερις 
γενεές της καρπόκαψας για τα ζεύγη συγγενών και μη-συγγενών ατόμων.

Πίνακας 8.7. Παρατηρούμενοι (Η0) και αναμενόμενοι (Hexp.) αριθμοί αδελφών 
βάσει παραδοχής κατανομής Poisson._____________________________________
Αριθμός ενηλίκων που 
αντιπροσωπεύουν μια 

οικογένεια

1η Γενεά1 2η Γενεά2 3η Γενεά3 Διαπαύουσα
Γενεά4

Avs. Παρ'5. Αν. Παρ. Αν. Παρ. Αν. Παρ.
1 22,2 48 25,6 48 26,5 48 3,6 48

2 4,9 15 5,4 15 18,7 15 0,3 15

3 - - 0,7 15 8,7 15 - -
4 - - - - 3,1 15 - -
5 - - - - 0,9 15 - -
6

“V. ..2--- ο ί-------π-
- - - - 0,2 15 - -

2: X2 = 5,519, <#= 2, ρ = 0,063.
3: χ2 = 23,501, df= 5, ρ < 0,001.
4: χ2 = 1,227, df= 1, ρ = 0,268.
5: Αναμενόμενοι αριθμοί οικογενειών.
6: Παρατηρούμενοι αριθμοί οικογενειών.
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Ο αριθμός των αδερφών σε σχέση με την απόσταση παρουσιάζεται στην 

Σχήμα 8.4. Η απόσταση προέκυψε από την ανάλυση όλων των αδερφών και από 

τις τέσσερις γενεές και για τους δύο οπωρώνες μαζί. Διαπιστώθηκε ότι η 

μεγαλύτερη απόσταση μετακίνησης ήταν 240m ενώ τα περισσότερα συγγενή 

άτομα ανιχνεύτηκαν σε απόσταση 80m.

Σχήμα 8.4. Ο αριθμός αδερφών σε σχέση με την απόσταση.

Στον Πίνακα 8.8 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του αριθμού των ατόμων 

που μετανάστευσαν μεταξύ των δύο οπωρώνων (Εικόνα 8.3). Το ποσοστό των 

ατόμων που μετανάστευσε από τον οπωρώνα Β στον Α, ήταν λίγο μεγαλύτερο, 

αλλά δεν παρατηρήθηκε στατιστικώς σημαντική διαφορά μεταξύ του αριθμού των 

ατόμων που μετακινήθηκαν από τον έναν οπωρώνα στον άλλο σε καμία γενεά 

(πρώτη γενεά χ2 = 0,318, df= 1, ρ = 0,573, δεύτερη γενεά χ2= 0,374, df= 1, ρ = 

0,541, τρίτη γενεά χ2= 0,033, df= 1, ρ = 0,856).

8.3.3. Συγκριτική μελέτη πληθυσμών από Ελλάδα και Γαλλία

Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε σε 413 δείγματα από εννιά ελληνικούς και έξι 

γαλλικούς πληθυσμούς και από διαφορετικούς ξενιστές (Εικόνες 8.5. και 8.6., 

Πίνακας 8.2.). Η ανάλυση βασίστηκε σε 11 μικροδορυφορικούς τόπους (Πίνακας

8.1.).
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Πίνακας 8.8. Αριθμός μεταναστευτικών ατόμων μεταξύ των οπωρώνων Α και Β, 
στις τρεις γενεές που μελετήθηκαν.____________________________________________

ΓνΤΤ-22 Μ 1 An KlIrT 2 τη Λ n-τη Β Μ 3 An Μ<-τ ΠΤΤΛ τη Β Λτη ΛΓ ενεές Νβ1 Αρ. Μετ.2 από το Α στο Β Να3 Αρ. Μετ. από το Β στο Α
Πρώτη 38 11 (28,9)4 40 13(32,5)

Δεύτερη 41 12 (29,3) 52 17(32,7)

Τρίτη 51 9(17,6) 57 11(19,3)

1: Αριθμός δειγμάτων που εξετάστηκαν από το χωράφι Α.
2: Αριθμός μεταναστευτικών ατόμων.
3: Αριθμός δειγμάτων που εξετάστηκαν από το χωράφι Β.
4: (Ποσοστό μεταναστευτικών ατόμων).

8.3.3.1. Γενετική ποικιλομορφία πληθυσμών

Ο μέσος αριθμός των αλληλομόρφων κυμάνθηκε από 6,7 (πληθυσμός EcoA 

από την Avignon Γαλλίας, ξενιστής: μηλιά) έως 10,4 (πληθυσμός AgAa από την 

Αγιά Λάρισας, ξενιστής: μηλιά). Η τιμή Rs ήταν υψηλότερη για τους ελληνικούς 

πληθυσμούς και κυμάνθηκε από 6,8 έως 7,8, σε σχέση με τους γαλλικούς στους 

οποίους ήταν από 6,1 έως 6,6 και μάλιστα η διαφορά που παρατηρήθηκε μεταξύ 

των δύο πληθυσμών ήταν στατιστικώς σημαντική (U = 0,000, ρ = 0,001).

Η μέση παρατηρούμενη ετεροζυγωτία στους ελληνικούς πληθυσμούς, για όλους 

τους γενετικούς τόπους, ήταν μεταξύ 0,561 και 0,694, ενώ για τους γαλλικούς ήταν 

λίγο υψηλότερη και κυμάνθηκε από 0,582 έως 0,705 (Πίνακας 8.9.). Από τα 

αποτελέσματα του προγράμματος Bottleneck, που ανιχνεύει φαινόμενα στενωπού, 

λαμβάνοντας υπ’ όψιν την αναμενόμενη και παρατηρούμενη ετεροζυγωτία, 

βρέθηκε ότι μόνο δύο πληθυσμοί, ένας από την Ελλάδα και ένας από τη Γαλλία 

παρουσίασαν σημαντικές διαφορές μεταξύ των δυο ετεροζυγωτιών (ΡίΑ και ValA, 

πληθυσμοί από τον Αγ. Λαυρέντιο Μαγνησίας και Valence Γαλλίας αντίστοιχα, 

ξενιστές: μηλιά και αχλαδιά αντίστοιχα). Συνεπώς, υπάρχουν ενδείξεις ότι 

υπάρχουν φαινόμενα στενωπού σε αυτούς τους πληθυσμούς.

Απόκλιση από την ισορροπία Hardy-Weinberg παρατηρήθηκε σε λίγες μόνο 

περιπτώσεις και αφορούσε μικρό αριθμό μικροδορυφορικών τόπων (Πίνακας 

8.10.). Επιπλέον, το επίπεδο σημαντικότητας ήταν σχετικά υψηλό (ρ = 0,01) μόνο 

σε πληθυσμό της Αγιάς από μήλα (AgAB) για δύο μικροδορυφορικούς τόπους 

(Cp2.129, Cp5.24) και στον πληθυσμό από την Avignon (EcoP) από αχλάδια για 

τον μικροδορυφορικό τόπο Cp5M. Όταν η δοκιμή της απόκλισης από την 

ισορροπία Hardy-Weinberg εφαρμόστηκε για όλους τους γενετικούς τόπους κάθε 

πληθυσμού, υψηλό επίπεδο σημαντικότητας (ρ = 0,001) διαπιστώθηκε σε δύο
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πληθυσμούς (AlexA, AgAb) (Πίνακας 8.10.). Ωστόσο, σημαντικές αποκλίσεις 

παρατηρήθηκαν και στους πληθυσμούς PiP, PiW, ValW και EcoP (Μαγνησία, 

Valence, Avignon, Πίνακας 8.10.). Από τα 825 ζευγάρια των γενετικών τόπων, τα 

63 έδειξαν σημαντική ανισορροπία σύνδεσης, αριθμός λίγο μεγαλύτερος από τον 

αναμενόμενο (0,05 χ 825 = 41,25). Η μέση τιμή του συντελεστή FiS για όλους τους 

γενετικούς τόπους δεν διέφερε μεταξύ των πληθυσμών των δύο χωρών (U = 14,0, 

ρ = 0,124).

Πίνακας 8.9. Δείκτες γενετικής ποικιλομορφίας σε πληθυσμούς από Ελλάδα και 
Γαλλία. Αριθμός δειγμάτων που εξετάστηκαν (Ν), μέσος αριθμός αλληλομόρφων 
(η), τιμή Rs (allelic richness), αναμενόμενη (/-/exp) και παρατηρούμενη 
ετεροζυγωτία (Η0) για όλους τους γενετικούς τόπους.

Κωδικός* Ξενιστής Περιοχή Ν η Rs Wexp Ho

AlexA Μηλιά Αλεξάνδρεια Ημαθίας 24 7,5 6,8 0,666 0,650

AgAa Μηλιά Αγιά Λάρισας 54 10,4 7,3 0,659 0,643

AgAb Μηλιά Αγιά Λάρισας 44 9,5 7,2 0,671 0,610

AgW Καρυδιά Αγιά Λάρισας 25 8,5 7,5 0,641 0,646

PiA Μηλιά Αγ. Λαυρέντιος Μαγνησίας 19 7,3 7,1 0,699 0,694

PiP Αχλαδιά Κορωπί Μαγνησίας 21 7,4 7,0 0,598 0,561

PiW Καρυδιά Αγριά Μαγνησίας 29 8,0 6,9 0,644 0,584

ArgP Αχλαδιά Άργος Αργολίδας 23 8,8 7,8 0,668 0,613

TrA Μηλιά Τρίπολη Αρκαδίας 19 7,6 7,3 0,626 0,636

MarW Καρυδιά St-Marcelin 29 7,8 6,6 0,639 0,611

ValA Μηλιά Valence, Γαλλία 36 7,3 6,1 0,647 0,656

ValP Αχλαδιά Valence, Γαλλία 25 7,1 6,3 0,635 0,629

ValW Καρυδιά Valence, Γαλλία 20 6,8 6,4 0,654 0,705

EcoA Μηλιά Avignon, Γαλλία 20 6,7 6,4 0,639 0,662

EcoP Αχλαδιά Avignon, Γαλλία 25 7,0 6,2 0,605 0,582

*Οι κωδικοί των πληθυσμών παρουσιάζονται στον Πίνακα 8.2.
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8.3.3.2. Γενετική διαφοροποίηση πληθυσμών

Η γενετική διαφοροποίηση μεταξύ των πληθυσμών εξετάστηκε με ανάλυση 

AMOVA. Συγκεκριμένα, υπολογίστηκε το ποσοστό της γενετικής 

παραλακτικότητας εντός των πληθυσμών, μεταξύ των πληθυσμών και μεταξύ των 

ομάδων (πληθυσμοί της Ελλάδας και της Γαλλίας), (Πίνακας 8.11.). Το 95% της 

παρατηρούμενης παραλλακτικότητας οφείλεται σε διαφορές ενδοπληθυσμιακές, το 

1,1% σε διαπληθυσμιακές και το 3,9% σε διαφορές μεταξύ ελληνικών-γαλλικών 

πληθυσμών. Η γενετική διαφοροποίηση, μεταξύ των πληθυσμών εντός κάθε 

ομάδας δεν ήταν στατιστικώς σημαντική (ρ = 0,074). Αντίθετα, οι δύο ομάδες των 

πληθυσμών (Ελλάδα-Γαλλία) διαφοροποιήθηκαν σημαντικά (ρ = 0,006).

Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε σημαντική διαφοροποίηση στους έξι από τους 11 

μικροδορυφόρους (Cp5.24, Cp5M, Cp6.46, Cp2.131, Cp4.129, Cp6.32), (Πίνακας 

8.11.).

Επιπλέον, η γενετική διαφοροποίηση των 15 πληθυσμών εκτιμήθηκε και μέσω 

υπολογισμού του συντελεστή Fst ανά ζεύγη πληθυσμών (Πίνακας 8.12.). Στις 

περισσότερες περιπτώσεις η τιμή του Fst ήταν χαμηλή και κυμάνθηκε από -0,002 

μέχρι 0,081, γεγονός που υποδηλώνει υψηλή γονιδιακή ροή μεταξύ τους. Σχετικά 

υψηλό Fst (> 0,062) παρατηρήθηκε σε τέσσερα ζευγάρια ελληνικών πληθυσμών 

(AlexA-AgW, AlexA-PiA, PiA-PiP, AgW-TrA). Στις τρεις από τις τέσσερις 

περιπτώσεις οι πληθυσμοί προήλθαν από διαφορετικό ξενιστή ενώ η μεγαλύτερη 

τιμή του Fst (= 0,081), παρατηρήθηκε μεταξύ του πληθυσμού από την 

Αλεξάνδρεια Ημαθείας που συλλέχθηκε από μήλα και του πληθυσμού από την 

Αγιά Λάρισας που συλλέχθηκε από καρύδια.

Στους γαλλικούς πληθυσμούς, σχετικά υψηλό Fst διαπιστώθηκε μόνο σε δύο 

περιπτώσεις:, μεταξύ του πληθυσμού από την Avignon που συλλέχθηκε από μήλα 

και του πληθυσμού από την St-Marcelin που συλλέχθηκε από καρύδια (FSr = 

0,068) καθώς και μεταξύ του πρώτου πληθυσμού και αυτού από την Valence που 

συλλέχθηκε επίσης από καρύδια (FSt = 0,064). Οι υψηλότερες τιμές FSt 

ταυτοποιήθηκαν μεταξύ πληθυσμών των δύο χωρών, και συγκεκριμένα σε επτά 

περιπτώσεις υπερέβαινε το 0,06. Η υψηλότερη τιμή διαπιστώθηκε μεταξύ του 

πληθυσμού από τον Αγ. Λαυρέντιο Μαγνησίας που συλλέχθηκε από μήλα και του 

πληθυσμού από την Valence που συλλέχθηκε από καρύδια (FSt = 0,083).

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



CO CO CM ο Tt CM CD LD Tf o CO
_ 00 ID CM co ο Tt CO o O o o

Ο CM τ C0 o o o CD O CD o

ο θ' o' θ’ ο" θ' o" o" o" o' o’ o' o"

<
<
D

1_ D
1
ο C
ΙΟ
Ό

»-
k9 00 Γ'-_ 00 Is- CD CO ID LD 05 CO 05

<
<

0s ·*<
s

θ' ο~ ο’ ο" 00
Τ— T— T— T- co’' co’

W δ
> 1=
3

ΙΟ
Ό
η.
ο
>

+-» 
ο ^ 
υ ®r L ο C0 CO ID r^· CO CD 00 LO CO LO

1 a δ ο ο ο 00 o o o τ- τ- LD
3 ο ο ο_ ο_^ ο_ o o o Ο Ο O
Η
Ο
»Λ

™ ε
> ο

θ' θ' ο" ο" θ' o" o’ o’ o' o’ o' o’

Ο ο
Η
ω
Έ

■*-
Ό

τ" T_ T"

< Ο
;z
□

1-
C
1-

. ο ό 00 Is- CM τ— 00 T— Tt CD LO COο
ο > < θ' ο” cm" ^-Γ T— o’ T-" o'*3 > 2
ο.

ί
ο 3 δ

ο 3.10 1=
9- > Ό
D ω 3.
Q- ΙΟ Ο

8 |Ο
ΙΟ > >

3
τ_ CM CO 00 00 LO CO co CD ID T_

ο 3 Ε ο ο ο ο ο ο o o o o O o
Ο. Ι 1- ■2 Q. ο ο ο ο ο o o o o O o o

12.
Ο
w>
ο

V
ο
1-

ω £ 
> ο

θ' ο~ ο" ο" θ' o' o" o’ o~ o’ o” o’'

ω
1—
ω

>
ω

ο

h- S
'οο 4- CO CO co co CO CO co co CO co CO CO
ΙΟ "Ο Τ"“ ■*“ Τ— Τ“ Τ” V τ- T— τ— T- ■*“ V"
τ—
Τ—

3
Ο Ο
ι- κ-

C
Ο I-

« Ό °ι Τ- τ- τ- σ> Ο 05 V- o
->

> ^ < CD~ σΓ 00 h-" -sf Is- h-’ r-" co’ cd'' o
< 3 2 cd ο ο 05 00 cd 05 05 CD 05 CD CD
> Η
ο Ο

3.
>

ο
1=

< '13
ο ΙΟ

ο
3_

>
3
1-

ο ε
ο ® 
£ c CM C0 00 Ο) CM o CM ID LO Is- 1^-

b Ο1 III CD ο 05 οο τ— LD CM o C30 05 CO'00
.< -ο ■*“ 00 οο co CM CM 'd- CO CM CO LO
00
h-
Ο

1-
>

LU Si θ' θ' ο' ο" o' o~ o’ o’ CD o’ o' co’'

1=
Ο

< L-Λ
■ τ— ο Ν· r·- ID T— 05 05 T— 05 o T“ o

ο ο ο ο ο T— 05 o τ— O o T—
00 00 00 C0 00 CD oo CO 00 C30 CD Ό00 1-

V ο ο 05 T— 05 L-Λ
ο 00 CD CM CM CO CO CM CM O Ό

* τ- CD CM CO Tj- τ- CO
ο Η CO C0 CM τ- LO ID Tf CD CM Tt CD O> u>

_> ο Q- CL Ο. ο- Q. CL CL Q. CL Q. o >

b Ι_ υ ο ο ο Ο o o o O O O
LO

1__*

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



'3d ζ
>■ t- Q.Q
D > * o * * * * * * * * * * ■K C/) -K
ιο > δ
CIO °-

LU *■K ** *•K ** •K•K *■K ** ** ** ** ■K* •K z : 1

1- ο
'Ο 2 ν <o

o
t > — o * * * * * * * * •K * •it CO o *
σ '3 ^ LU *■K ** ** ** ** ♦* *•K ** ** ** ** ** Z i o':

>- *
3 σ ί
-δ ό τ--
* CT °-

i
ro * * ■K * * * * * * CO C/3

N-co o *
CNO
o cn

. 1- ο > •K* ** ** ■K•K ** ** ** ** ** z ** Z i o': o' z
2-ο ν
^ g α
D D * Q. co ^CO CN inCN

I— _ * (Q * * •K ■K * * * * * * ■K O* O * o *

5 > lo
> ** ** ■K•K ·*:* ** ** ** ** ** ** ■K■K 1 o': o': o':

* 'D Ο
σ 1= ο

< in in cn co
ΙΟ . V Τ Ν- 'Τ CN
Π > (Q * * * •K * * * * * * Ο Ο * O o
° -3 °·
·< π.ΐ_.

> ** ** ** ■K* *■K ** ** ** ** ** 1 o' * o * o * o':

LU D > 
•ο = '3 coin δ N- 00T- CO <J>o
1= C- 3- C3 * * * * •K * * * * o * o * o o * o cn
σ % b ** ** ** ** ** ** •K* ■K■K ** 1 di *Ο -K o' * o' : o' Z
u» t= φ
i- > J< o CO in in in
σ 3 |= < * CO CO δ * in o * co o * cn in o * o * o
ο > 1— *■K ** ** 2 * ** z ** | __" *o * o' ί o' * o': o': o' *
Ε S' 3
Q. D *“ 
D ι- ο Q_ LO CO m oo co o o
^ ω ^ CDL_

o T— N" CO CO N- Τ
3. π * cn CO * * o co o o * o * O * O * Ο *

U» g
C > ω < •K* ** z ** z ** ** 1 o z o' * ο' ί o' * -K *O * CD ¥ o':

^ ‘3 =■
> Q- L/1 CO in o co CN CN CO co
-3 ο c- g N- CO o CO O co
3. 9- b * •K * * CO O * o * o 0 0)0 o * O cn o *
b σ .£=■ E ** ** ** ** *•K z 1 o" ** o" * o' * Ο Z o * o: θ' Z o':
^ ιο Ο φ |=
Φ ^ ο in co o ■'3- o CO h- oo CN
-< D Ο τ— CN CO CN O CO O

I— u-f- b ο
LO 3 9-

did ** N
S

* *
•K■K* 1

o
o~

*
*

O
CD **

o * 
o" *

δ *
CD *

o * 
οί

O *
o' *

o co O *
o' z o':

o cn 
o' z

τ— ο α
ο ^ CO CO T— N- <J) CO in co m CO
<Λ^ ° 1^1
2 α ΈU t -

CO o LO LO h- Τ CN co τ in
<
E ** * ■K* * ,

o
o~

•K** 0,
0

N
S O

o~
***

o « 
ο" ί

o
o” *

Ο
ο' ί

o * 
o' *

ο * o *_'· * _r *O * CD -K
o * 
o':

3. Φ 9-
C--5 ο- CO o CN CD CO co h- o in in
b c § CN in O Ν' CO CN CN Ν- T- inrf- ο ρ- σι

<
*** N

S

N
S ,

o^
o”

*■K*
o_
o'

*** 0,
0

N
S O^

o"
***

o * 
όϊ

o ^_r *o * 0,
0

**
★ o 

o' * 0,
0

**
*

0,
0

**

o *_r * O *

§-^1 r^ CO CN LO in Q CJ) CO v- CO m
ο - α < LD LO Τ ^· o o r-i CO CO τ- Tt o

9- g 5Oft
m
<

ft** N
S

,

0‘0 o
o~

■K**
Ο
o~

•K
*

O
o~

•K**
O C/3 O C/3 
O Z O Z

CO o *O ”7 ,—r * 1 -E. O *
o * 
o' %

0‘0*
0‘0 o cn 

o' Z

10 te g

|
m CN <■—\ CO -Γ- CO O CD CN CN CO oo
< >—> /—\ LO lO τ- O o o CN o o

P =) C5 D) * *»—t 0) o * o * Ο o * O O C/3 o C/3 o * o * o o * o
to O > < ** | O1 Z o 5 o~ *•K o' ■K* o" ■K■K o' * ο Ζ ο Z O ? o * o' * o' : o' *
> CT
l! ^ *“‘UJ O < CN T_ o -Γ- h- T_ CO T_ CO in in cn CN
c\i >- ^ " X Τ 00 1^- CN in T— Τ CN in τ- CO τ—1Z i— sO c Ο * O o * o * O^ * o * o^ Ο o * o * o * o o * o_. ^ 
«> δ £ l- < 1 o' ί o' ί o' ί o" * o~ ** o ** o’" * o' * o' ί οί o': o' * o': o' -K

^ _ c- 
g 0-0 σ

ZL
* £ > 
g Is

CT
b X0)

re
<U)

-Ω
<
O)

§
o < CL §

0.U)V. ί
5re <

re
0.
re

§ < ^ o
re o

0.
o
o

h io e
CT
n < < < < Dl £ E < 1- > > > LU LU

Ο
ι κ

ω
δι

κο
ί τ

ω
ν 

πλ
ηθ

υσ
μώ

ν 
πα

ρο
υσ

ιά
ζο

ντ
αι

 σ
το

ν Π
ίν

ακ
α 

8.
2.

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



148

Η σχηματική απεικόνιση των φυλογενετικών σχέσεων των πληθυσμών 

πραγματοποιήθηκε με την κατασκευή δενδρογράμματος UPGMA, που στηρίχτηκε 

στη γενετική απόσταση DAS. Παρόλο που οι τιμές bootstrap δεν ήταν ιδιαίτερα 

υψηλές, το δέντρο απεικονίζει ξεκάθαρα το διαχωρισμό των ελληνικών και των 

γαλλικών πληθυσμών (Εικόνα 8.8.). Επίσης, από το δενδρόγραμμα είναι 

προφανές ότι, μεταξύ των ελληνικών πληθυσμών, δεν παρατηρήθηκε 

διαχωρισμός είτε βάσει περιοχής (Βόρεια, Κεντρική και Νότια Ελλάδα) είτε βάσει 

προέλευσης ξενιστή.

γ EcoP
41 EcoA

13
21

ValW
MarW

60 ValP

13

ValA

— AleA

29

27

10

PilP

AgAa 
25j AgAb 

*—AgiW 
l7 I—ArgPLT"

261-------------- PilA

82 TriA
PilW

Γ αλλία

Ελλάδα

I------------ 1
0.01

Εικόνα 8.8. Δενδρόγραμμα UPGMA που απεικονίζει τη γενετική απόσταση βάσει 
των κοινών αλληλομόρφων, μεταξύ των 15 πληθυσμών του Cydia pomonella. Οι 
αριθμοί αντιπροσωπεύουν το ποσοστό αξιοπιστίας των κλάδων, εφαρμόζοντας 
1000 εικονικές δειγματοληψίες (bootstraps). Οι κωδικοί των πληθυσμών 
παρουσιάζονται στον Πίν 8.2.

Η Μπαγεσιανή ανάλυση με το πρόγραμμα STRUCTURE έδειξε ότι τα δείγματα 

που εξετάστηκαν, ομαδοποιούνται σε δύο γενετικές ομάδες (Κ = 2, Ελλάδα και 

Γαλλία). Η επιλογή του Κ - 2 έγινε σύμφωνα με τα κριτήρια των Gamier et al., 

Lecis et al. και Evvano et al. (2005) και βασίστηκε στο γεγονός ότι η υψηλότερη
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αύξηση του LnPPD (λογάριθμος της μετα-πιθανότητας) παρατηρήθηκε για Κ = 2. 

Εκτός από την αύξηση του LnPPD, η επιλογή της τιμής του Κ πρέπει να είναι 

συντηρητική, ώστε να επιλεχθεί ο μικρότερος δυνατός αριθμός γενετικών ομάδων 

που εξηγεί ικανοποιητικά τα δεδομένα και να αποφευχθεί ένας μη 

υποστηριζόμενος πολυδιαχωρισμός. Η επιλογή του Κ = 2 ήταν πιο εμφανής όταν 

συνυπολογίσθηκε και η τυπική απόκλιση από τις 10 επαναλήψεις για κάθε τιμή Κ 

(Εικόνες 8.9 - 8.10 a, b, c, d). Αξίζει να σημειωθεί ότι και τα δύο μοντέλα (ανάμιξης 

και μη-ανάμιξης) ομαδοποίησαν τα δείγματα σε δύο γενετικές ομάδες Κ= 2.

Την καλύτερη ικανότητα διάκρισης δείχνει το γενεαλογικό μοντέλο χωρίς 

ανάμιξη (Πίνακας 8.13.). Ταξινομεί τα άτομα με μεγαλύτερη ακρίβεια βάσει της 

προέλευσής τους και με τα δύο μοντέλα που χρησιμοποιήθηκαν (CAF, IAF). 

Επιπλέον το ποσοστό των ατόμων που δεν διαχωρίστηκαν είναι μικρότερα σε 

σχέση με το γενεαλογικό μοντέλο ανάμιξης. Όπως παρατηρήθηκε για τον 

πληθυσμό από την Αλεξάνδρεια Ημαθίας που συλλέχθηκε από μήλα, το 

γενεαλογικό μοντέλο χωρίς ανάμιξη, σύμφωνα με το μοντέλο CAF, διέκρινε 21 

άτομα από την Ελλάδα, μηδέν από την Γαλλία και δεν μπόρεσε να διαχωρίσει 

τρία. Στην Εικόνα 8.11. δίνεται οπτικοποιημένα τα αποτελέσματα του μοντέλου της 

χωρίς ανάμιξης (IAF).

Ενώ το γενεαλογικό μοντέλο ανάμιξης, σύμφωνα με το ίδιο μοντέλο (CAF) και 

τον ίδιο πληθυσμό διέκρινε δύο Γαλλικά άτομα, 11 Ελληνικά και δεν μπόρεσε να 

διαχωρίσει 11 άτομα.
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Πίνακας 8.13. Διαχωρισμός του C. pomonella σε δύο γενετικές ομάδες. Τα άτομα 
κατηγοριοποιούνται σε μια ενιαία ομάδα όταν το ποσοστό καταγωγής τους σ’ 
αυτήν ήταν μεγαλύτερο από 80%.

Κωδικός Ξενιστής Περιοχή Ν Γενεαλογικό 
μοντέλο ανάμιξης

CAF1 IAF2

Γ ενεαλογικό 
μοντέλο χωρίς 

ανάμιξη 
CAF IAF

AgAa Μηλιά Κ. Ελλάδα 54 0-28-26 0-11-43 1-42-11 1-46-7"
AgAb Μηλιά Κ. Ελλάδα 44 2-20-22 0-10-34 3-36-5 3-37-4
AlexA Μηλιά Β. Ελλάδα 24 2-11-11 0-4-20 0-21-3 0-22-2
AgW Καρυδιά Κ. Ελλάδα 25 0-21-4 0-9-16 1-23-1 1-23-1
ArgP Αχλαδιά Ν. Ελλάδα 23 0-13-10 0-6-17 1-18-4 1-17-8
EcoP Αχλαδιά Avignon, Γαλλία 25 15-1-9 9-0-16 20-1-4 21-1-1
EcoA Μηλιά Avignon Γαλλία 20 15-0-5 9-0-11 19-0-1 19-1-5
MarW Καρυδιά St-Marcelin Γαλλία 29 0-21-8 12-0-17 25-1-3 25-1-3
PiA Μηλιά Κ. Ελλάδα 19 1-15-3 1-3-15 1-16-2 1-16-2
PiP Αχλαδιά Κ. Ελλάδα 21 0-15-6 0-3-18 1-17-3 1-18-2
PiW Καρυδιά Κ. Ελλάδα 29 1-13-15 1-7-21 5-19-5 4-20-5
TrA Μηλιά Ν. Ελλάδα 19 5-8-6 0-2-17 5-9-5 5-10-4
ValP Αχλαδιά Valence Γαλλία 25 17-0-8 11-0-14 22-0-3 21-0-4
ValW Καρυδιά Valence Γαλλία 20 14-0-6 6-0-14 17-0-3 20-0-0
ValA Μηλιά Valence Γαλλία 36 31-5-0 19-0-17 35-0-1 35-0-1
1: Μοντέλο που θεωρεί τις αλληλομορφικές συχνότητες αλληλοεξαρτώμενες.
2: Μοντέλο που θεωρεί τις αλληλομορφικές συχνότητες ανεξάρτητες.
3: 1-46-7: 1 άτομο προσδιορίστηκε ότι ανήκει στη γαλλική ομάδα, 46 άτομα στην ελληνική 
ομάδα και 7 δε διαχωρίστηκα.

Εικόνα 8.11. Ομαδοποίηση βάσει του μοντέλου χωρίς ανάμιξη (IAF) των 15 
πληθυσμών σε δύο γενετικές ομάδες (Κ = 2, Ελλάδα = κόκκινο χρώμα και Γαλλία 
= πράσινο χρώμα ). Κάθε μπάρα δείχνει το ποσοστό του γενώματος του ατόμου 
που ανήκει στον καθένα από τους δυο πληθυσμούς. 1 = AgAa, 2 = AgAb, 3= 
AlexA, 4 = AgW, 5 = ArgP, 6 = EcoP, 7 =EcoA, 8 = MarW, 9 = PiA, 10 = PiP, 11 = 
PiW, 12 = TrA, 13 = ValP, 14 = ValW, 15 = ValA. Οι κωδικοί των πληθυσμών 
παρουσιάζονται στον Πίν 5.2. Οι πληθυσμοί χωρίζονται μεταξύ τους με μαύρη 
γραμμή.

8.4. Συζήτηση

8.4.1. Διασπορά του Cydia pomonella

Η μελέτη της διασποράς του εντόμου Cydia pomonella, πραγματοποιήθηκε με την 

εξαπόλυση σημασμένων αρσενικών και θηλυκών ατόμων και καταγραφή των
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συλλήψεων τους σε παγίδες τύπου Δέλτα που περιείχαν καϊρομόνη και 

σεξουαλική ψερόμενη (MMR). Η μέθοδος έχει εφαρμοστεί στο παρελθόν αλλά 

μόνο για αρσενικά άτομα με χρήση σεξουαλικών φερομονών (Mani & Wildbolz 

1977, Bloem et al. 1998, Keil et at. 2001) ενώ η διασπορά των θηλυκών ατόμων 

είχε εκτιμηθεί μόνο με παγίδευση σε κολλητικές ταινίες αναρτημένες στα δέντρα 

γύρω από το σημείο εξαπόλυσης (Bloem et al. 1998) και με έμμεσες μεθόδους σε 

εργαστηριακά πειράματα (Schumacher et al. 1997b).

Στη μελέτη αυτή, για πρώτη φορά, πραγματοποιείται παρακολούθηση της 

διασποράς των θηλυκών ατόμων με παγίδες τύπου Δέλτα που περιείχαν 

καϊρομόνη. Η καϊρομόνη έχει χρησιμοποιηθεί με επιτυχία στο παρελθόν, για την 

παρακολούθηση των πληθυσμών του εντόμου σε οπωρώνες και τον 

προσδιορισμό του χρόνου εφαρμογής επέμβασης (Landolt & Guedot 2006).

Από τα αποτελέσματα των συλλήψεων παρατηρήθηκε μικρότερο ποσοστό 

συλληφθέντων ατόμων το έτος 2007 σε σχέση με το 2008. Επίσης, διαπιστώθηκε 

διαφορά στην απόσταση μετακίνησης του εντόμου μεταξύ των δύο ετών. Το έτος 

2007 η μέγιστη απόσταση επανασύλληψης ήταν 34 μέτρα και το 2008 ήταν 80 

μέτρα. Μια πιθανή αιτία είναι η διαφορετική διάταξη των παγίδων κατά τα δύο έτη. 

Το έτος 2007 οι παγίδες ήταν τοποθετημένες σε απόσταση 4, 18, 30 και 34 μέτρων 

και αμέσως μετά σε απόσταση 360 μέτρα από το σημείο εξαπόλυσης, ενώ το 

επόμενο έτος η διάταξη ήταν σε ομόκεντρους κύκλους με ακτίνα 20 μέτρα από το 

σημείο εξαπόλυσης ο πρώτος, 40 μέτρα ο δεύτερος και οι υπόλοιποι επτά 

ομόκεντροι κύκλοι είχαν ακτίνα αυξημένη κατά 40 μέτρα από τον προηγούμενο. 

Επομένως, είναι πιθανόν το έτος 2007 μερικά εξαπολυθέντα άτομα να 

μετακινήθηκαν σε απόσταση μεγαλύτερη των 34 μέτρων αλλά λόγω απουσίας 

παγίδων να μην καταγράφηκαν οι πτήσεις τους.

Επιπλέον και τα δύο έτη διαπιστώθηκε μεγαλύτερος αριθμός συλληφθέντων 

αρσενικών ατόμων στις παγίδες και μάλιστα η διαφορά μεταξύ αρσενικών-θηλυκών 

ήταν στατιστικώς σημαντική για τις συλλήψεις των εξαπολυθέντων ατόμων το 2007 

καθώς και για τον πληθυσμό που προέκυψε από τη συλλογή προνυμφών την 

καλλιεργητική περίοδο το 2008. Ως πιθανή αιτία γι’ αυτό είναι η σύσταση της 

προσελκυστικής ουσίας που εκτός από καϊρομόνη, που αποτελεί προσελκυστικό 

τροφής και για τα δύο φύλα, περιελάμβανε και σεξουαλική φερομόνη η οποία 

προσελκύει μόνο τα αρσενικά άτομα.
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To 2007 τα αρσενικά άτομα μετακινήθηκαν σε μεγαλύτερη απόσταση (34 μέτρα) 

σε σχέση με τα θηλυκά (18 μέτρα) ενώ το 2008 δεν παρατηρήθηκε διαφορά στη 

μέγιστη απόσταση πτήσης μεταξύ των δύο φύλων (80 μέτρα). Το μεγαλύτερο 

ποσοστό παρατηρήθηκε στα 40 μέτρα ενώ δεν καταγράφηκε διαφορά στην 

απόσταση πτήσης μεταξύ των τριών διαφορετικών πληθυσμών που εξετάστηκαν, 

γεγονός που υποδηλώνει ότι οι συνθήκες εκτροφής δεν επηρεάζουν την ικανότητα 

πτήσης του εντόμου. Ωστόσο, παρατηρήθηκε διαφορά στο ποσοστό των 

συλλήψεων μεταξύ των πληθυσμών, με το υψηλότερο ποσοστό να καταγράφεται 

στα άτομα που συλλέχθηκαν κατά τη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου. 

Πιθανώς, το υψηλότερο ποσοστό οφείλεται στην καλύτερη προσαρμογή αυτού του 

πληθυσμού στις φυσικές συνθήκες, επειδή ο χρόνος διατήρησής του σε 

εργαστηριακές συνθήκες ήταν μικρός (10-15 ημέρες).

Επιπρόσθετα, η διασπορά του εντόμου εκτιμήθηκε και με ανάλυση συγγένειας 

(Kinship analysis) μεταξύ ενήλικων ατόμων. Αυτή η μέθοδος χρησιμοποιείται 

ευρέως σε διάφορους τομείς της μοριακής οικολογίας και της εξέλιξης και παρέχει 

σημαντικές πληροφορίες για τη μελέτη της αναπαραγωγικής και της κοινωνικής 

συμπεριφοράς. Επιπλέον, η χρήση των μικροδορυφορικών δεικτών DNA για τον 

προσδιορισμό του βαθμού συγγένειας μεταξύ ατόμων, έχει συμβάλει σημαντικά 

στην αποτελεσματικότητα των δοκιμών πατρότητας (Cameron et al. 2004) και 

πλέον θεωρούνται οι ιδανικοί δείκτες για τον καθορισμό των σχέσεων συγγένειας 

μεταξύ ατόμων (Queller et al. 1993). Αυτό οφείλεται στη μεγαλύτερη διακριτική 

ικανότητα που παρέχουν εντός των πληθυσμών, λόγω της ιδιότητάς τους να 

κληρονομούνται ως συνυπερέχοντες μεντελικοί δείκτες (Goldstein et al. 1995), των 

πολλαπλών αλληλομόρφων τους και της γρήγορης ανάλυσης πολλών ατόμων ή 

της ταυτόχρονης ανάλυσης πολλών διαφορετικών δεικτών για ένα άτομο (Grapputo 

et al. 2006). Γενικά, ένας μικρός αριθμός μικροδορυφορικών δεικτών είναι επαρκής 

για να διακρίνει τα συγγενή από τα μη συγγενή άτομα (Brookfield & Parkin 1992), 

ωστόσο για την ανίχνευση μικρότερων σχέσεων συγγένειας είναι προτιμότερη η 

χρήση περισσότερων (Queller etal. 1993).

Λόγω όλων των παραπάνω πλεονεκτημάτων που παρέχουν οι μικροδορυφόροι, 

επιλέχθηκαν κατά τη μελέτη αυτή ως οι πλέον κατάλληλοι δείκτες για τη διερεύνηση 

της συγγένειας και κατ’ επέκταση της διασποράς του εντόμου. Συγκεκριμένα, η 

μελέτη πραγματοποιήθηκε σε 303 άτομα και από τις τέσσερις γενεές, με τη χρήση 

11 μικροδορυφορικών δεικτών. Επίσης, κατά τη μελέτη επιλέχθηκε χαμηλό
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threshold (5,52) για την καλύτερη αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. Αυτό 

αποδεικνύεται και από το γεγονός ότι το άθροισμα των σφαλμάτων τύπου I και II 

(Type I και Type II error) ήταν μικρότερο από 0,5 σε όλες τις γενεές (Brookfeld & 

Parkin 1992). Επιπλέον το δραστικό μέγεθος του πληθυσμού ήταν ίδιο σε κάθε 

γενεά. Βάσει των αποτελεσμάτων των δοκιμών πατρότητας η μέγιστη απόσταση 

μετακίνησης ήταν 240 μέτρα ενώ το μεγαλύτερο ποσοστό ατόμων παρατηρήθηκε 

στα 80 μέτρα. Επίσης, μεταξύ των δύο γειτονικών οπωρώνων όπου 

πραγματοποιήθηκε η μελέτη, διαπιστώθηκε ποσοστό μετακίνησης ατόμων της 

τάξεως του 25%.

Από τις δύο εναλλακτικές προσεγγίσεις που εφαρμόστηκαν για την εκτίμηση της 

διασποράς του εντόμου παρατηρήθηκε διαφορά, με τις δοκιμές πατρότητας να 

υποδεικνύουν μεγαλύτερη μετακίνηση του εντόμου σε σχέση με τα αποτελέσματα 

της παρακολούθησης των σημασμένων ατόμων. Η διαφορά αυτή πιθανότατα 

οφείλεται στο ότι οι δοκιμές πατρότητας καθιστούν δυνατή την παρατήρηση της 

διασποράς του εντόμου κατά τη διάρκεια της ζωής του με φυσικό τρόπο χωρίς την 

ανθρώπινη παρέμβαση σε αντίθεση με την εναλλακτική μέθοδο κατά την οποία τα 

άτομα καταπονούνται, όσο λεπτοί και να είναι οι χειρισμοί που εφαρμόζονται. 

Συνεπώς, τα αποτελέσματα που προκύπτουν από τον έλεγχο συγγένειας 

θεωρούνται πιο αξιόπιστα.

Ωστόσο και με τις δύο μεθόδους διαπιστώθηκε ότι ο μεγαλύτερος αριθμός 

ατόμων του C. pomonella μετακινήθηκε σε σχετικά μικρή απόσταση (40m, 80m), 

ενώ λίγα μόνο άτομα εντοπίστηκαν σε μεγαλύτερη απόσταση (80m, 240m), 

γεγονός που αποδεικνύει ότι το έντομο αυτό είναι κυρίως στατικό, ενώ μπορεί μέσα 

στον πληθυσμό να υπάρχουν άτομα με σχετικά μεγαλύτερη ικανότητα πτήσης.

Οι παλαιότερες μελέτες της ικανότητας πτήσης και της απόστασης μετακίνησης 

της καρπόκαψας βασίστηκαν αποκλειστικά σε πειράματα (MMR) ή προσωμίωσης 

πτήσης. Οι Mani & Wildbolz (1977), διαπίστωσαν ότι το μεγαλύτερο ποσοστό των 

εξαπολυθέντων αρσενικών συλλήφθηκε στις φερομονικές παγίδες που ήταν 

τοποθετημένες σε ακτίνα 60 μέτρων από το σημείο εξαπόλυσης, ενώ μόνο ένα 

πολύ μικρό ποσοστό διασκορπίσθηκε μερικά χιλιόμετρα. Σε συμφωνία είναι και τα 

αποτελέσματα των Keil et at. (2001), οι οποίοι παρατήρησαν ότι το μεγαλύτερο 

ποσοστό των εξαπολυθέντων αρσενικών ατόμων συλλήφθηκε σε απόσταση 75 

μέτρων, ενώ η μέγιστη απόσταση ήταν 250 μέτρα. Επιπλέον, διαπίστωσαν ότι η 

ικανότητα διασποράς του εντόμου βασίζεται σε κληρονομήσιμα γενετικά
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χαρακτηριστικά. Έτσι, μέσα στον πληθυσμό υπάρχουν άτομα τα οποία 

μετακινούνται σε μικρές αποστάσεις αλλά και άτομα με μεγαλύτερη δυνατότητα 

διασποράς, που πιθανώς έχουν την ικανότητα να αποικίσουν νέους βιοτόπους σε 

περίπτωση που διαταραχθεί ο παλιός.

Οι μόνες μελέτες που αφορούν την μετακίνηση ατόμων και των δύο φύλων 

στηρίχτηκαν σε προσεγγίσεις που θα μπορούσαν να θεωρηθούν αμφιλεγόμενες. 

Συγκεκριμένα, οι Schumacher et al. (1997b) χρησιμοποίησαν το «μύλο πτήσης» 

ως σύστημα προσομοίωσης της ικανότητας πτήσης του εντόμου σε εργαστηριακές 

συνθήκες και βάσει αυτού κατέληξαν σε εκτιμήσεις απόστασης πτήσης του, που 

ωστόσο στηρίζονται σε ένα σύστημα όπου το έντομο είναι παγιδευμένο και δεν έχει 

άλλη εναλλακτική επιλογή από το να μετακινείται. Επίσης, η μελέτη αυτή κατέληξε 

στο ότι δεν υπήρχε διαφορά μεταξύ της απόστασης και της διάρκειας πτήσης 

μεταξύ των δύο φύλων. Διαφορές βρέθηκαν μεταξύ παρθένων και συζευγμένων 

ατόμων, με τα πρώτα να μπορούν να μετακινούνται σε μεγαλύτερες αποστάσεις, 

πιθανώς για λόγους εύρεσης ταιριού. Σε αντίθεση με αυτήν τη μελέτη είναι η 

εκτίμηση των Bloem et al. (1998), οι οποίοι βρήκαν ότι τα αρσενικά μετακινούνται 

σε μεγαλύτερες αποστάσεις από τα θηλυκά, χρησιμοποιώντας όμως απλές 

κολλητικές ταινίες για σύλληψη όλων των ατόμων, χωρίς να έχουν επιλέξει κάποιο 

τρόπο σήμανσης.

8.4.2. Γενετική παραλλακτικότητα και γονιδιακή ροή μεταξύ πληθυσμών

Η μελέτη της γενετικής παραλλακτικότητας, δομής και γονιδιακής ροής 

πραγματοποιήθηκε σε εννιά ελληνικούς και έξι γαλλικούς πληθυσμούς 

καρπόκαψας από διαφορετικούς ξενιστές (μηλιά, καρυδιά, αχλαδιά) και περιοχές 

(Βόρεια, Κεντρική, Νότια Ελλάδα και Νότια Γαλλία). Συνολικά, αναλύθηκαν 413 

δείγματα με 11 δείκτες μικροδορυφορικού DNA, αριθμός αρκετά μεγάλος που 

αυξάνει την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. Οι αποκλίσεις που παρατηρήθηκαν 

από τον H-W πιθανόν να οφείλονται σε αυξημένη ομομιξία. Το φαινόμενο αυτό 

μπορεί να παρατηρηθεί ύστερα από συνεχείς εφαρμογές εντομοκτόνων που έχει 

ως αποτέλεσμα την επιβίωση μονό ανθεκτικών γενοτύπων που αναπαράγονται 

μεταξύ τους. Για την Ελλάδα, παρόλο που η καρπόκαψα αποτελεί σημαντικό 

πρόβλημα για τις καλλιέργειες, δεν είχε πραγματοποιηθεί ως τώρα καμία μελέτη 

της γενετικής των πληθυσμών της.
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Η μελέτη της γενετικής δομής είναι σημαντική γιατί παρόλο που κατά τις 

πληθυσμιακές μελέτες χρησιμοποιείται ο όρος «πληθυσμός», αποκλειστικά βάσει 

της γεωγραφικής περιοχής από όπου έγινε η δειγματοληψία, δεν είναι γνωστή εκ 

των προτέρων η διάρθρωσή τους και το επίπεδο γονιδιακής ροής μεταξύ τους. Η 

Μπαγεσυανή ανάλυση έδειξε ότι οι πληθυσμοί διαχωρίζονται σε δύο ομάδες, με 

την πρώτη να περιέχει όλους τους Ελληνικούς και τη δεύτερη όλους τους 

Γαλλικούς πληθυσμούς. Σε συμφωνία με αυτόν το διαχωρισμό ήταν και τα 

αποτελέσματα που προέκυψαν και από την κατασκευή του φυλογενετικού δέντρου. 

Εντός της Ελλάδας, δεν διαπιστώθηκε γεωγραφικός διαχωρισμός μεταξύ των 

πληθυσμών που συλλέχθηκαν από τη Βόρεια, Κεντρική και Νότια Ελλάδα ακόμα 

και σε περιπτώσεις όπου οι οπωρώνες απείχαν μεταξύ τους απόσταση μεγαλύτερη 

των 300km. Το γεγονός αυτό δείχνει ότι οι ελληνικοί πληθυσμοί δεν είναι 

χωρισμένοι σε υποπληθυσμούς, ανεξάρτητα από το μικροκλίμα και την 

τοπογραφία της κάθε περιοχής. Επιπλέον, δεν ήταν εφικτή η ομαδοποίηση των 

πληθυσμών βάσει των ξενιστών από τους οποίους προήλθαν. Επομένως, φαίνεται 

ότι δεν υπάρχουν διαφορετικές φυλές του εντόμου που αποικίζουν τους 

διαφορετικούς ξενιστές. Το ίδιο φαινόμενο διαπιστώθηκε και για τους γαλλικούς 

πληθυσμούς τόσο μεταξύ πληθυσμών από οπωρώνες μηλιάς όσο και μεταξύ 

διαφορετικών ξενιστών.

Τα αποτελέσματα αυτά υποδεικνύουν υψηλή γονιδιακή ροή ακόμα και μεταξύ 

απομακρυσμένων πληθυσμών και εκ πρώτης όψεως έρχονται σε αντίθεση με τις 

εκτιμήσεις της διασποράς και της ικανότητας πτήσης του εντόμου που έδειξαν ότι 

το έντομο δεν διασπείρεται σε μεγάλες αποστάσεις και μόνο ένας πολύ μικρός 

αριθμός ατόμων κάθε πληθυσμού μπορεί να μετακινηθεί σε μεγαλύτερη απόσταση 

με τα άτομα αυτά πιθανώς να μην είναι σε θέση να μεταβάλλουν τη γενετική 

σύσταση των τοπικών πληθυσμών. Δηλαδή, παρόλο που η γονιδιακή ροή μεταξύ 

πληθυσμών μεταναστευτικών ειδών με ικανότητα πτήσης σε μεγάλες αποστάσεις 

όπως το Plutella xylostella (L.), Vanessa atalanta (L.), είναι σύνηθες φαινόμενο 

(Endersby et at. 2006) σε αυτήν τη μελέτη φαίνεται να ισχύει και για την 

καρπόκαψα που είναι ένα μη-μεταναστευτικό είδος. Συνήθως σε τέτοια είδη η 

γενετική σύσταση των τοπικών πληθυσμών που απέχουν μεταξύ τους απόσταση 

μεγαλύτερη από 20Κιπ είναι διαφορετική (Harpen et al. 2003). Ωστόσο, η ροή 

γονιδίων μεταξύ των ελληνικών πληθυσμών μπορεί να εξηγηθεί με την ανθρώπινη 

δραστηριότητα, ιδιαίτερα ταξιδιωτών, από την εμπορική μεταφορά ή από τα
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μεταφερόμενα κενά δοχεία συλλογής φρούτων και τη μεταφορά προσβεβλημένων 

καρπών, μέσω των οποίων πραγματοποιείται παράλληλα και η μεταφορά του 

εντόμου. Επίσης με το φαινόμενο του stepping stone, δηλαδή τη σταδιακή 

μεταφορά γονιδίων από οπωρώνα σε οπωρώνα και από περιοχή σε περιοχή σε 

βάθος χρόνου.

Παρόμοιες μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί για το έντομο σε άλλες χώρες 

έχουν δώσει αντιφατικά αποτελέσματα. Έτσι, οι Bues et al. (1995) μελέτησαν 

Γαλλικούς πληθυσμούς από οπωρώνες με μήλα, αχλάδια και καρύδια, με τη χρήση 

αλλοενζύμων. Διαπίστωσαν υψηλό βαθμό ομοιότητας μεταξύ των πληθυσμών 

από τους διαφορετικούς ξενιστές και ως πιθανή αιτία πρότειναν τη μετανάστευση 

από τον κύριο ξενιστή, τα μήλα, στους δευτερεύοντες περιστασιακούς ξενιστές που 

είναι τα αχλαδιά και τα καρύδια. Αν και αυτό θα μπορούσε να αποδοθεί στη χρήση 

αλλοενζύμων ως δείκτες, οι Franck et al. (2007) μελέτησαν 27 πληθυσμούς από 

Γαλλία, Ιταλία, Αρμενία και Χιλή με τη χρήση επτά μικροδορυφόρων, διαπίστωσαν 

απομόνωση λόγω απόστασης στην υπερεθνική κλίμακα και γενετική 

διαφοροποίηση των πληθυσμών. Ωστόσο, μεταξύ των 24 γαλλικών πληθυσμών 

δεν βρέθηκε κάποιο στοιχείο γεωγραφικής δομής μεταξύ των οπωρώνων Γαλλικών 

πληθυσμών Ωστόσο, διαπίστωσαν γενετική διαφοροποίηση μεταξύ των 

πληθυσμών από διαφορετικές χώρες. Επιπλέον, σε ένα μικρό ποσοστό, 1 % για τα 

δείγματα της Γαλλίας και 3% για τα δείγματα της Ιταλίας, δεν κατέστει δυνατός ο 

προσδιορισμός της χώρας προέλευσης. Μικρή γενετική διαφοροποίηση βρέθηκε 

και σε πληθυσμούς από τις κύριες μηλοπαραγωγικές περιοχές της Χιλής, ακόμα 

και σε περιπτώσεις που η απόσταση μεταξύ των οπωρώνων ήταν μεγαλύτερη από 

185 Km .Βρέθηκε με την χρήση πέντε μικροδορυφορικών γενετικών δεικτών, 

χαμηλή γενετική διαφοροποίηση μεταξύ 11 πληθυσμών ακόμα και σε περιπτώσεις 

που η απόσταση μεταξύ των οπωρώνων ήταν μεγαλύτερη από 185 Km (Fuentes- 

Contreras et al. 2007).

Αντίθετα, τα αποτελέσματα σε πληθυσμούς από χώρες της Κεντρικής 

Ευρώπης, έδειξαν μικρή γονιδιακή ροή μεταξύ των πληθυσμών. Έτσι, οι Thaler et 

al. (2008), με την εφαρμογή δεικτών AFLP, διαπίστωσαν υψηλό βαθμό γενετικής 

διαφοροποίησης μεταξύ των πληθυσμών που συλλέχθηκαν από την Ιταλία, 

Αυστρία και Γερμανία. Στο ίδιο συμπέρασμα κατέληξαν και οι Tim et al. (2006), οι 

οποίοι μελέτησαν τη γονιδιακή ροή μεταξύ πληθυσμών από τη Νότια Αφρική 

χρησιμοποιώντας τους ίδους μοριακούς δείκτες. Σημαντική γενετική
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διαφοροποίηση παρατηρήθηκε μεταξύ των πληθυσμών, ακόμα και σε 

περιπτώσεις που η απόσταση των οπωρώνων ήταν μικρότερη του 1 Κπι. Στους 

πληθυσμούς του εντόμου που προήλθαν από διαφορετικούς ξενιστές, όπως 

αχλάδια και πυρηνόκαρπα, δεν προέκυψε σημαντική γενετική διαφοροποίηση. 

Τέλος, η ανάλυση 15 πληθυσμών από διάφορους ξενιστές από την Ελβετία με τη 

χρήση εννιά μικροδορυφόρων έδειξε υψηλή γενετική διαφοροποίηση μεταξύ των 

δειγμάτων που προέρχονταν τους διαφορετικούς ξενιστές καθώς και μεταξύ των 

πληθυσμών από μηλιά από διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές (Chen & Dorn 

2009).

Τα αποτελέσματα των παραπάνω μελετών μπορεί να είναι αντιφατικά λόγω 

διάφορων παραμέτρων. Αρχικά, οι μελέτες αυτές δεν βασίζονται όλες στους ίδιους 

μοριακούς δείκτες οπότε είναι αναμενόμενο και η διακριτική ικανότητα να ποικίλλει. 

Ωστόσο, ακόμα και με την εφαρμογή των ίδιων δεικτών, υπάρχουν περιπτώσεις 

όπου αναφέρεται τόσο υψηλή όσο και χαμηλή γονιδιακή ροή μεταξύ πληθυσμών. 

Είναι πιθανόν, ότι αυτή η απόκλιση οφείλεται στις διαφορετικές γεωγραφικές 

τοπογραφίες και περιβαλλοντικές συνθήκες αλλά και στην παράμετρο του χρόνου, 

με περιοχές με παλαιό εγκαθιδρυμένους οπωρώνες να δείχνουν και μεγαλύτερη 

γενετική διαφοροποίηση.

8.4.3.Πρακτικές προεκτάσεις
Οι πληθυσμιακές γενετικές μελέτες συμβάλλουν στην κατανόηση της εξελικτικής 

ιστορίας και δυναμικής του είδους καθώς και στην πορεία διασποράς του από το 

αρχικό σημείο εμφάνισης μέχρι την εγκαθίδρυσή του σε άλλες γεωγραφικές 

περιοχές. Οι πληροφορίες για τη γενετική δομή των φυσικών πληθυσμών 

μπορούν να δώσουν απαντήσεις σε ένα εύρος ερωτημάτων, όπως σε φαινόμενα 

μετανάστευσης και εισβολής σε νέες περιοχές καλλιέργειας. Επιπλέον, οι μελέτες 

της γενετικής σύστασης των πληθυσμών καθώς και της γονιδιακής ροής και της 

διασποράς των εντομών μπορεί να παρέχουν σημαντικές πληροφορίες σε 

προγράμματα ολοκληρωμένης καταπολέμησης. Η γνώση της ομοιότητας μεταξύ 

των πληθυσμών βοηθούν στην κοινή διαχείρισή τους σε μεγάλη έκταση 

μειώνοντας το κόστος της καταπολέμησης. Η μελέτη της γενετικής σύστασης των 

τοπικών πληθυσμών καθώς και το μέγεθος της γονιδιακής ροής μπορούν να 

μειώσουν τις περιβαλλοντικές επιπτώσεις από τις άσκοπες εφαρμογές των
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φυτοπροστατευτικών ουσιών και να συμβάλουν στην καθυστέρηση εμφάνισης 

ανθεκτικότητας.

Η γνώση της ικανότητας πτήσης συμβάλει στην καλύτερη εφαρμογή 

προγραμμάτων αποτροπής σύζευξης γνωρίζοντας την απόσταση πέρα από την 

οποία τα μέλη ενός δεδομένου είδους διασκορπίζονται μέσα στον οπωρώνα και 

την τοποθέτηση των φερομονικών παγίδων σε κατάλληλες αποστάσεις ώστε να 

είναι αποτελεσματικές για τις συλλήψεις των αρσενικών ατόμων (Chen & Don 

2009). Επιπλέον, σε προγράμματα εξαπόλυσης στείρων εντόμων, η γνώση της 

ικανότητας πτήσης αλλά και της γενετικής σύστασης των πληθυσμών που 

εξαπολύονται καθώς και των πληθυσμών στην περιοχή που εφαρμόζονται, είναι 

σημαντική για την επιτυχή καταπολέμηση (Tim et al. 2006). Η υψηλή γονιδιακή 

ροή μπορεί να καθυστερήσει την εμφάνιση γονιδίων ανθεκτικότητας λόγω της 

ανάμιξης και της σύζευξης ευαίσθητων ατόμων με ανθεκτικά. Ωστόσο, τα υψηλά 

επίπεδα της γονιδιακής ροής μπορεί να προωθήσουν την εξέλιξη της 

ανθεκτικότητας όταν ανθεκτικά άτομα μετακινούνται στον ευαίσθητο πληθυσμό 

(Slatkin 1987).

Από την παρούσα μελέτη διαπιστώθηκε ότι μεταξύ γειτονικών οπωρώνων 

παρατηρήθηκε μετακίνηση πληθυσμών. Το γεγονός αυτό αποδεικνύει την ανάγκη 

της συνεργασίας μεταξύ των καλλιεργητών για τον έλεγχο του εντόμου σε 

μεγαλύτερη κλίμακα με τις ίδιες μεθόδους καταπολέμησης. Επιπλέον κρίνεται 

αναγκαία η εκχέρσωση εγκαταλελειμμένων οπωρώνων γιατί δημιουργούνται 

καταφύγια για τα έντομα.
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9. Γενική Συζήτηση

Η παρούσα μελέτη συνέβαλλε στην αύξηση της γνώσης μας σε διάφορους 

τομείς του βιολογικού κύκλου της καρπόκαψας, της ανάπτυξης ανθεκτικότητας σε 

εντομοκτόνα και της γενετικής δομής πληθυσμών της. Οι πληροφορίες που 

αποκτήθηκαν έχουν κοινό παρονομαστή και στοχεύουν στην ολοκληρωμένη 

διαχείριση του εντόμου. Αρχικά, αξιολογήθηκαν δύο τεχνητά σιτηρέσια ώστε να 

επιτευχθεί η αποτελεσματική και ταυτόχρονα οικονομική εκτροφή των προνυμφών 

σε εργαστηριακές συνθήκες. Στη συνέχεια, διευκρινίστηκε η αξιοπιστία μοντέλων 

της φαινολογίας του εντόμου και η δυνατότητα εφαρμογής τους στη χώρα μας. 

Ακολούθως, μελετήθηκε η ανάπτυξη ανθεκτικότητας πληθυσμών της καρπόκαψας 

σε διάφορα εντομοκτόνα και των μοριακών και βιοχημικών μηχανισμών που 

εμπλέκονται σε αυτήν. Επιπλέον, εξετάστηκε η ικανότητα πτήσης και η διασπορά 

του εντόμου εφαρμόζοντας δύο εναλλακτικές προσεγγίσεις. Τέλος, διερευνήθηκε η 

γενετική ποικιλότητα πληθυσμών της καρπόκαψας από διαφορετικές περιοχές της 

Ελλάδας και από διαφορετικούς ξενιστές καθώς και η γονιδιακή ροή τόσο μεταξύ 

τους όσο και σε σύγκριση με πληθυσμούς από τη Γαλλία.

Σχετικά με την αξιολόγηση των δύο σιτηρεσίων παρατηρήθηκε ότι ο χρόνος 

ολοκλήρωσης των προνυμφικών σταδίων στο σιτηρέσιο «Manduca Premix- 

Heliothis Premix» ήταν μικρότερος. Επιπλέον, το βάρος των νυμφών ήταν 

μεγαλύτερο ανεξαρτήτως της πυκνότητας εκτροφής σε σύγκριση με το σιτηρέσιο 

Ivaldi-Sender. Είναι γνωστό ότι η ικανοποιητική εκτροφή των προνυμφών στα 

Λεπιδόπτερα είναι από τους σημαντικότερους παράγοντες που έχουν επιπτώσεις 

στην επιβίωση και την αναπαραγωγή των ενηλίκων. Επομένως παρόλο που το 

κόστος για την εκτροφή των προνυμφών είναι πενταπλάσιο σε σχέση με το 

σιτηρέσιο Ivaldi-Sender, το σιτηρέσιο «Manduca Premix-Heliothis Premix» 

προτείνεται ως καταλληλότερο για την εκτροφή των προνυμφών της C. pomonella.

Εξετάζοντας την πιστότητα των μοντέλων πρόγνωσης σε δύο 

μηλοπαραγωγικές περιοχές της Ελλάδος (Αγιά Λάρισας και Ζαγορά Μαγνησίας) 

παρατηρήθηκαν διαφορές μεταξύ της εμφάνισης των ενηλίκων, βάσει των 

καμπύλών πτήσης, και των ημερομηνιών που προέκυψαν από τα τρία μοντέλα. 

Από το γεγονός αυτό γίνεται αντιληπτή η ανάγκη για τη μελέτη του ρυθμού 

ανάπτυξης ελληνικών πληθυσμών και για την ανάπτυξη καινούριων μαθηματικών 

μοντέλων που να προσομοιώνουν με ακρίβεια τους πληθυσμούς ανάλογα με τις
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περιοχές προέλευσης. Επιπλέον, από τη μελέτη των καμπύλων πτήσεων σε αυτές 

τις δύο περιοχές, προέκυψε ότι στην Αγια υπάρχουν τέσσερις γενεές του εντόμου 

το έτος, ενώ στη Ζαγορά τρεις με τέσσερις γενεές, γεγονός που θα πρέπει να 

ληφθεί υπ’ όψιν κατά τη φυτοπροστασία.

Η μειωμένη αποτελεσματικότητα διαφόρων ομάδων εντομοκτόνων έχει 

διαπιστωθεί στις κύριες μηλοπαραγωγικές περιοχές ανά τον κόσμο. Οι βιοδοκιμές, 

που πραγματοποιήθηκαν με εφαρμογή διαγνωστικών δόσεων, σε διάφορα στάδια 

του εντόμου, έδειξαν ανάπτυξη ανθεκτικότητας σε πληθυσμούς από τις κύριες 

μηλοπαραγωγικές περιοχές της Ελλάδας, κυρίως στα οργανοφωσφορικά 

(azinphos - methyl, chlorpyrifos - methyl, phosalone) και πυρεθροειδή 

εντομοκτόνα (deltamethrin). Επίσης, ανθεκτικότητα διαπιστώθηκε στους ρυθμιστές 

ανάπτυξης όπως το diflubenzuron, triflumuron και tebufenozide και νεονικοτινοειδή 

(thiacloprid). Οι πληθυσμοί που εμφάνισαν την υψηλότερη ανθεκτικότητα 

διαπιστώθηκαν στις περιοχές της Αλεξάνδρειας Ημαθίας και Αγιά Λάρισας. 

Ωστόσο, τα αποτελέσματα των βιοδομικών έδειξαν ότι το methoxyfenozide 

(μιμητές της εκδυσόνης) είναι σχετικά αποτελεσματικό εναντίον του C. pomonella.

Ένα σοβαρό βήμα στην αντιμετώπιση της ανθεκτικότητας είναι ο 

προσδιορισμός της διασταυρούμενης ανθεκτικότητας. Ο προσδιορισμός των 

κατηγοριών της είναι ουσιώδης για να εφαρμόζεται εναλλαγή εντομοκτόνων ώστε 

να αποφεύγεται η συνεχής επιλογή του ίδιου ανθεκτικού μηχανισμού. Δυστυχώς 

και στην Ελλάδα για τα περισσότερα εντομοκτόνα που εξετάστηκαν διαπιστώθηκε 

διασταυρούμενη ανθεκτικότητα τόσο μεταξύ παλαιότερων εντομοκτόνων 

(οργανοφωσφορικά, πυρεθροειδή, νεονικοτινοειδή) όσο και για τους ρυθμιστές 

ανάπτυξης.

Οι πιο σημαντικοί μηχανισμοί ανθεκτικότητας αφορούν είτε στην αυξημένη 

ικανότητα των εντόμων να αποικοδομούν τα εντομοκτόνα, είτε στη δομική 

μεταβολή των στόχων τους. Από τη μελέτη διαπιστώθηκε ότι ο κύριος μηχανισμός 

που εμπλέκεται στην εμφάνιση ανθεκτικότητας στους ελληνικούς πληθυσμούς 

είναι η αυξημένη δραστικότητα των οξειδασών μικτής λειτουργίας (MFO). 

Επιπλέον, η μειωμένη δραστικότητα των καρβοξυλεστερασών (EST) φαίνεται να 

συσχετίζεται με το φαινόμενο της ανθεκτικότητας.

Η μελέτη της διασποράς του εντόμου, πραγματοποιήθηκε με δύο εναλλακτικές 

μεθόδους. Συγκεκριμένα, με την εξαπόλυση σημασμένων αρσενικών και θηλυκών 

ατόμων και καταγραφή των συλλήψεών τους σε παγίδες τύπου Δέλτα που
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περιείχαν καϊρομόνης και σεξουαλική φερομόνη και με την ανάλυση συγγένειας 

(Kinship analysis) μεταξύ ενηλίκων ατόμων με τη χρήση μικροδορυφορικών 

δεικτών DNA. Πρέπει να σημειωθεί ότι είναι η πρώτη φορά που πραγματοποιείται 

παρακολούθηση της διασποράς των θηλυκών ατόμων του εντόμου C. pomonella 

με παγίδες τύπου Δέλτα που περιείχαν καϊρομόνη. Τα αποτελέσματα των δύο 

μεθόδων παρουσίασαν διαφορές. Έτσι, με την πρώτη μέθοδο διαπιστώθηκε ότι ο 

μεγαλύτερος αριθμός ατόμων μετακινήθηκε σε σχετικά μικρή απόσταση (40πι) ενώ 

λίγα μόνο άτομα εντοπίστηκαν σε μεγαλύτερη απόσταση (80m) από το σημείο 

εξαπόλυσης. Τα αποτελέσματα της Kinship analysis έδειξαν ότι η πλειονότητα των 

ατόμων μετακινήθηκε πάλι σε σχετικά μικρή απόσταση (80m), μεγαλύτερη ωστόσο 

από αυτήν που διαπιστώθηκε με την πρώτη μεθοδολογία, ενώ λίγα μόνο άτομα 

εντοπίστηκαν και σε απόσταση 240m. Η διαφορά αυτή πιθανότατα οφείλεται στο 

ότι οι δοκιμές πατρότητας καθιστούν δυνατή την παρατήρηση της διασποράς του 

εντόμου κατά τη διάρκεια της ζωής του με φυσικό τρόπο χωρίς την ανθρώπινη 

παρέμβαση. Ωστόσο και από τις δύο μεθόδους διαπιστώθηκε ότι το έντομο αυτό 

είναι κυρίως στατικό, ενώ μπορεί μέσα στον πληθυσμό να υπάρχουν άτομα με 

σχετικά μεγαλύτερη ικανότητα πτήσης.

Η γενετική δομή πληθυσμών του C. pomonella από διάφορους ξενιστές από την 

Ελλάδα και τη Γαλλία, μελετήθηκε με την χρήση 11 μικροδορυφορικών δεικτών 

DNA. Τα αποτελέσματα της ανάλυσης διαχώρισαν τους πληθυσμούς σε δύο 

ομάδες, με την πρώτη να περιέχει τους Ελληνικούς και τη δεύτερη αυτούς από τη 

Γαλλία. Δεν διαπιστώθηκε διαφοροποίηση μεταξύ των πληθυσμών που 

συλλέχθηκαν από τη Βόρεια, Κεντρική και Νότια Ελλάδα, αλλά ούτε και σύμφωνα 

τον ξενιστή προέλευσης (μηλιά, αχλαδιά, καρυδιά). Το ίδιο φαινόμενο 

παρατηρήθηκε και για τους Γαλλικούς πληθυσμούς. Η υψηλή γονιδιακή ροή 

μεταξύ των πληθυσμών δεν μπορεί να δικαιολογηθεί από την διασπορά του 

εντόμου γιατί όπως διαπιστώθηκε δεν μετακινείται συνήθως σε μεγάλες 

αποστάσεις. Μια πιθανή εξήγηση για τη ροή γονιδίων μεταξύ πληθυσμών από 

διαφορετικές περιοχές είναι η ανθρώπινη δραστηριότητα και ιδιαιτέρα μέσω των 

μεταφερόμενων κενών δοχείων συλλογής φρούτων και τη μεταφορά 

προσβεβλημένων καρπών που πραγματοποιείται μέσω του εμπορίου.

Συνοψίζοντας, τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης έδειξαν ότι το C. 

pomonella είναι ένα είδος που στην Ελλάδα δεν παρουσιάζει ιδιαίτερη γενετική 

ποικιλότητα, ακόμα και μεταξύ απομακρυσμένων πληθυσμών. Η γνώση της
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ομοιότητας μεταξύ των πληθυσμών καθιστά δυνατή την κοινή διαχείριση του 

εντόμου σε μεγάλη έκταση, με τον ίδιο τρόπο αντιμετώπισης μειώνοντας έτσι το 

κόστος της καταπολέμησης. Ωστόσο, η εμφάνιση ανθεκτικότητας καθώς και η 

διαπίστωση διασταυρούμενης ανθεκτικότητας μεταξύ των περισσοτέρων 

εντομοκτόνων, υποδηλώνει ότι η εφαρμογή ενός προγράμματος εναλλαγής 

εντομοκτόνων προκειμένου να καθυστερήσει η ανθεκτικότητα, ίσως δεν θα έχει 

την αναμενόμενη επιτυχία. Συνεπώς, κρίνεται αναγκαίο να βελτιωθούν οι μέθοδοι 

καταπολέμησης με εναλλακτικές μεθόδους, όπως μικροβιακά εντομοκτόνα, 

συστήματα μαζικής παγίδευσης ή χρήσης της μεθόδου σύγχυσης της σύζευξης. 

Επίσης, η ανάπτυξη μοντέλων πρόγνωσης εμφάνισης του εντόμου, τα οποία θα 

είναι προσαρμοσμένα στους ελληνικούς πληθυσμούς θα συμβάλουν στην ακριβή 

εφαρμογή των μέσων καταπολέμησης στο κατάλληλο στάδιο, μειώνοντας τη 

συχνότητα εφαρμογής των χημικών εντομοκτόνων που οδηγούν στην εμφάνιση 

ανθεκτικότητας με την επιλογή των αντίστοιχων γονιδίων.
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Tampon glycine pH 10.4 (500ml)

1. Υλικά

• Glycine (MB = 111,53)

• NaOH

• Απεσταγμένο νερό

2. Προετοιμασία

1. Διαλύονται 2,062gr glycine σε 100ml απεσταγμένο νερό

2. Ρυθμίζεται το pH με προσθήκη 0,9gr NaOH

3. Συμπληρώνεται με απεσταγμένο νερό έως τα 500ml

4. Το διάλυμα (Tampon glycine pH 10.4) φυλάσσεται σε συνθήκες δωματίου

Tampon phosphate pH 6.5 50mM (800ml)

1. Υλικά

• H2Na04P*2H20 (MB =156,01)

• HNa204P*2H20 (MB = 372,24)

• EDTA (MB=372,24)

• Απεσταγμένο νερό

2. Διαλύματα

• 0,2M H2Na04P*2H20: Σε lit απεσταγμένο νερό προστίθενται 31,202gr 

H2Na04P*2H20

• 0,2M HNa204P*2H20: Σε lit απεσταγμένο νερό προστίθενται 39,2gr

HNa204P*2H20

• 0,5M EDTA: Σε 1ml απεσταγμένο νερό προστίθενται 0,18612gr EDTA

3. Εκτέλεση

1. Διαλύονται 128ml 2M H2Na04P*2H20 σε 500ml απεσταγμένο νερό

2. Ρυθμίζεται το pH με προσθήκη 72ml 0,2Μ HNa204P*2H20

3. Συμπληρώνεται με απεσταγμένο νερό έως τα 800ml

4. Διαλύονται στο διάλυμά 160μΙ 0,5Μ EDTA και 12,4gr DTT
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5. Το διάλυμα (Tampon phosphate pH 6.5 50mM) φυλάσσεται στους 4°C

Tampon phosphate pH 7.2 50mM (1000ml)

1. Υλικά

• H2Na04P*2H20 (MB =156,01)

• HNa204P*2H20 (MB = 372,24)

• EDTA (MB=372,24)

• Απεσταγμένο νερό

2. Διαλύματα

• 0,2M H2Na04P*2H20: Σε lit απεσταγμένο νερό προστίθενται 31,202gr 

H2Na04P*2H20

• 0,2M HNa204P*2H20: Σε lit απεσταγμένο νερό προστίθενται 39,2gr

HNa204P*2H20

• 0,5M EDTA: Σε 1ml απεσταγμένο νερό προστίθενται 0,18612gr EDTA

3. Παρασκευή

1. Διαλύονται 190ml 2M HNa204P*2H20 σε 650ml απεσταγμένο νερό

2. Ρυθμίζεται το pH με προσθήκη 60ml 0,2Μ H2Na04P*2H20

3. Συμπληρώνεται με απεσταγμένο νερό έως τα 1000ml

4. Διαλύονται στο διάλυμα 200μΙ 0,5Μ EDTA και 15,5gr DTT

5. Το διάλυμα (Tampon phosphate pH 6.5 50mM) φυλάσσεται στους 4°C

Tampon Hepes 50 mM (pH 7.0) (250ml)

1. Υλικά

• Hepes (MB = 238,3)

. NaOH

• Απεσταγμένο νερό

2. Προετοιμασία
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1. Διαλύονται 2.978,7mgr Hepes σε 200ml απεσταγμένου νερού

2. Ρυθμίζεται το pH με προσθήκη 1,1grNaOH

3. Συμπληρώνεται με απεσταγμένο νερό έως τα 250ml

4. Το διάλυμα Tampon Hepes 50 mM (pH 7.0) φυλάσσεται στους 4°C
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Παρασκευή πηκτής πολυακρυλαμίδης

1. Υλικά

• Ακρυλαμίδη

• Bis-ακρυλαμίδη

• Amonium Persulate

• Ουρία

• 2ΟΧ ΤΒΕ

• TEMED

• Bind silane (Promega)

• Αιθανόλη 100%

• Οξικό οξύ

• Sigmacode (Sigma)

2. Προετοιμασία διαλυμάτων

• Μητρικό διάλυμα Πολυακρυλαμίδης 30%: 29 gr ακρυλαμίδης + 1 gr Bis- 

ακρυλαμίδης διαλύονται σε 70 ml dH20 και στη συνέχεια διηθούνται και 

συμπληρώνονται με dH20 έως τα 100 ml. Το διάλυμα διατηρείται στους 4 °C.

• Διάλυμα APS (Amonium Persulate) 20%: 0,1 gr APS διαλύεται σε 500μΙ dH20

3. Προετοιμασία

Παρασκευή Πηκτής πολυακρυλαμίδης 6%
25ml 50ml 70ml

2,4 gr Ουρίας 4,8 gr Ουρίας 6,72 gr Ουρίας
5ml μητρικού διαλύματος 
πολυακριλαμίδης

10ml μητρικού
διαλύματος
πολυακριλαμίδης

14 ml μητρικού
διαλύματος
πολυακριλαμίδης

1,25 ml 20Χ ΤΒΕ 2,5ml 20Χ ΤΒΕ 3,5ml 20Χ ΤΒΕ

Και στις δυο περιπτώσεις, το διάλυμα διηθείται και συμπληρώνεται με dH20 

έως τα 25 ή τα 50 ή τα 70 ml αντίστοιχα.

Για να αρχίσει ο πολυμερισμός της ακρυλαμίδης, στο παραπάνω διάλυμα 

προσθέτουμε: TEMED και APS
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25ml 50ml 70ml
25 μΙ TEMED 50μΙ TEMED 70 μΙ TEMED
150 μΙ διαλύματος APS 
(Amonium Persulfate) 
20%

300μΙ
διαλύματος 
APS (Amonium 
Persulfate)
20%

420 μΙ διαλύματος APS 
(Amonium Persulfate) 
20%

Αμέσως το διάλυμα χύνεται στη συσκευή πηκτής και τοποθετείται η χτένα 

δημιουργίας πηγαδιών.

Παρασκευή Πηκτής πολύακρυλαμίδης 8%
25ml 50ml 70ml

2,4gr Ουρίας 4,8 gr Ουρίας 6,72 gr Ουρίας
6,65ml μητρικού
διαλύματος
πολυακριλαμίδης

13.3ml μητρικού
διαλύματος
πολυακριλαμίδης

18,62 ml μητρικού
διαλύματος
πολυακριλαμίδης

1,25ml ΤΒΕ20Χ 2,5ml ΤΒΕ 20Χ 3,5ml ΤΒΕ 20Χ

Και στις δυο περιπτώσεις, το διάλυμα διηθείται και συμπληρώνεται με dH20 

έως τα 25 ή τα 50 ή τα 70 ml αντίστοιχα.

Για να αρχίσει ο πολυμερισμός της ακρυλαμίδης, στο παραπάνω διάλυμα 

προσθέτουμε :

25ml 50ml 70ml
25 μΙ TEMED 50μΙ TEMED 70 μΙ TEMED
150 μΙ διαλύματος APS 
(Amonium Persulfate) 
20%

300μΙ
διαλύματος 
APS (Amonium 
Persulfate)
20%

420 μΙ διαλύματος APS 
(Amonium Persulfate) 
20%

Αμέσως το διάλυμα χύνεται στη συσκευή πηκτής και τοποθετείται η χτένα 

δημιουργίας πηγαδιών.
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Παρασκευή Πηκτής πολύακρυλαμίδης 8% (Μεγάλο GEL 1mm)

75ml 100ml

31,5 gr ουρίας 41,9 gr ουρίας

5,78 gr Acrylamide 7,7 gr Acrylamide

0,2 gr Bis-acrylamide 0,27 gr Bis-acrylamide

3,75 ml TBE20X 4,98 ml TBE20X

Και στις δυο περιπτώσεις ακολουθεί διήθηση στο διάλυμα και συμπληρώνεται με 

dH20 έως τα 75 ml ή τα 100 αντίστοιχα.

Για να αρχίσει ο πολυμερισμός της ακρυλαμίδης, στο παραπάνω διάλυμα 

προσθέτουμε :

75ml 100ml

37,5 μΙ TEMED 50 μΙ TEMED

200μΙ APS 20% 266μΙ APS 20%

Αμέσως το διάλυμα χύνεται στη συσκευή πηκτής και τοποθετείται η χτένα 

δημιουργίας πηγαδιών.

Χρώση πηκτώματος ακρυλαμίδης

1. Υλικά

• Αιθανόλη 

. AgN03

. NaBH4

• οξικό οξύ

• ψορμαλδεϋδη (HCHO)

2. Διαλύματα
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Διάλυμα 1: Σε 72 ml ddH20 προστίθενται 8 ml αιθανόλης και 10λ οξικό οξύ και ο 

όγκος ρυθμίζεται στα 400ml με Η20.

Διάλυμα 2: Διαλύεται 1 gr AgN03 σε lit Η20

Διάλυμα 3: Περιέχει 3 gr NaOH, 0,01 gr NaBH4 και 0.8 ml HCHO σε τελικό όγκο 

200ml

3. Προετοιμασία

Το πηκτωμα απομακρύνεται από τη συσκευή ηλεκτροφόρησης και επωάζεται:

• Με το Διάλυμα I, δύο φορές (200 ml κάθε φορά) για 3 min έκαστη

• Με το Διάλυμα II (200ml) για 10 min. Ενδιάμεσα ξεπλένουμε δύο φορές με dH20, 

για 2 min την κάθε φορά

• Με το Διάλυμα III (200ml) μέχρι να εμφανιστούν οι ζώνες (15-20min).

Παρασκευή πηκτώματος αγαρόζης

1. Υλικά
Tris - base 
Acetic Acid 
EDTA 0,5M 
Αγαρόζη
Βρωμιούχο αιθίδιο

2. Διαλύματα

• 50χΤΑΕ

50 X ΤΑΕ
250 ml 100 ml

60,5 gr Tris - base 24,20 Tris - base
14,25 ml Acetic Acid 5,7 ml Acetic Acid
25 ml EDTA0.5M 10 ml EDTA 0,5M

• Βρωμιούχο αιθίδιο: 10mg βρωμιούχου αιθιδίου διαλύονται σε 1ml dH20. To 

διάλυμα φυλάσσεται σε σκοτάδι.

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



195

• Διάλυμα EDTA 0.5Μ pH 8

EDTA C ,5 pH 8
50ml 100ml 800ml

EDTA (gr) 11,63 23,26 186,1
NaOH (gr) 1,25 2,5 20,0
H2Q (gr) 50 100 800

To διάλυμα φυλάσσεται στους 8°C.

3. Προετοιμασία

1. Σε κωνική φιάλη, τοποθετούνται 50 ml διαλύματος ΙχΤΑΕ και 1 gr αγαρόζης.

2. Το μίγμα τοποθετείται στο μαγνητικό αναδευτήρα και αναδεύευται με 

θέρμανση, μέχρι το διάλυμα να γίνει διαυγές.

3. Αφού κρυώσει λίγο το διάλυμα, προσθίθεται 1 μΙ βρωμιούχο αιθίδιο.

4. Το διάλυμα αναδεύεται και χύνεται στη συσκευή πηκτής, όπου έχει ήδη 

τοποθετηθεί η χτένα για τη δημιουργία των πηγαδιών.

5. Το πήκτωμα πήζει σε θερμοκρασία δωματίου σε ~15min
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Μέτρηση ενεργότητας MFOs

1. Υλικά

• Tampon phosphate buffer 50mM (pH 7.2)

• 7-ethoxycoumarine (7EC) 20mM διαλυμένο σε αιθανόλη (φυλάσσεται στους 

- 20°C)

• Αιθανόλη

• Glycine buffer (pH 10.4): Περιέχει 50% tampon glycine pH 10.4 και 50% 

αιθανόλη

• micro tubes

• micro pipettes

• microplates (96 wells)

• falcons των 50 ml

2. Διαλύματα

• 7-ethoxycoumarine (7EC) 20mM: Σε 10ml αιθανόλης προστίθονται 0,03804gr 

7-ethoxycoumarine

• Διάλυμα-Α: Σε πλαστικό φιαλίδιο προστίθονται 200μΙ 7EC 20mM και στη 

συνέχεια ο όγκος συμπληρώνεται έως τα 10ml με Tampon phosphate buffer 50mM 

(pH 7,2)

3. Προετοιμασία

1. Σε πλαστικό φιαλίδιο χωρητικότητας 1,5 ml, τοποθετείται ένα μέρος του 

σώματος του εντόμου. Για τα ενήλικα το μισό τμήμα της κοιλιάς.

2. Προστίθονται ΙΟΟμΙ Διαλύματος-Α

3. Πραγματοποιείται επώαση σε σκοτεινό θάλαμο, στους 23°C για 4 h

4. Το δείγμα φυγοκεντρείται για Imin στις 2000 στροφές στους 25°C

5. Η αντίδραση σταματάει μετά από 4 h με την προσθήκη 50 μΙ glycine buffer και 

50 μΙ αιθανόλης

6. Χρησιμοποιούνται 12 πλαστικά φιαλίδια χωρητικότητας 1,5 ml στα οποία 

τοποθετούνται 50 μΙ glycine buffer και 50 μΙ αιθανόλης από τη αρχή της 

αντίδρασης (πριν την επώαση) ως μάρτυρας

7. Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέα πλάκα (96 πηγαδιών).
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8. Ο φθορισμός μετριέται χρησιμοποιώντας φίλτρο με 380 nm για τη διέγερση και 

465 nm για την εκπομπή.

Πρότυπη καμπύλη MFOs

1. Υλικά

• 7-Hydroxycoumarin (7ΗΟ)

• Tampon glycine pH 10.4

• Tampon phosphate pH 7.2

• Αιθανόλη

2. Διαλύματα

• Μητρικό διάλυμα περιεκτικότητας 1000ng 70Η/μΙ: Σε 5ml αιθανόλης

προστίθενται 0.005gr70H.

• Διάλυμα Ε περιεκτικότητας 100ng 70Η/μΙ: Σε 1ml από το Μητρικό διάλυμα 

προστίθενται 9ml αιθανόλης.

• Διάλυμα D περιεκτικότητας 10ng 70Η/μΙ: Σε 500μΙ από το Μητρικό διάλυμα 

προστίθενται 49.5ml αιθανόλης.

• Διάλυμα C περιεκτικότητας Ing 70Η/μί: Σε 1ml από το Διάλυμα D προστίθενται 

9ml αιθανόλης.

3. Προετοιμασία

Η πρότυπη καμπύλη υπολογίζεται από τη σχέση που εκφράζει το λογάριθμο 

της συγκέντρωσης του 70Η, σε ng, ως συνάρτηση της λογαριθμιμένης τιμής του 

OD που προκύπτει από το φθορισμόμετρο. Η δημιουργία της καμπύλης βασίζεται 

στον Πίνακα 1.

• Στην πρώτη γραμμή αναγράφονται οι αριθμοί των πλαστικών φιαλίδιων που στο 

τέλος μεταφέρονται στο κελί της μικροπλάκας με τον ίδιο αριθμό που 

χρησιμοποιήθηκαν.

• Στη δεύτερη γραμμή αναγράφονται οι συγκεντρώσεις, σε ng από το 70Η, που 

χρησιμοποιούνται.
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• Στην τρίτη γραμμή αναγράφεται η ποσότητα από το Tampon glycine (μΙ) που 

προστίθεται. Για όλες τις περιπτώσεις παραμένει σταθερή στα 100 μΙ.

• Στην τέταρτη γραμμή αναγράφονται οι ποσότητες από το Tampon phosphate (μΙ) 

που χρησιμοποιούνται ως υπόστρωμα.

• Στην πέμπτη γραμμή αναγράφονται οι ποσότητες από τα διαλύματα C, D και Ε 

σε (μΙ) που προστίθενται, ώστε να επιτευχθεί η επιθυμητή συγκέντρωση του 70Η 

σε ng.

• Στην έκτη γραμμή αναγράφονται ποια διαλύματα χρησιμοποιήθηκαν σε κάθε 

περίπτωση, με αποτέλεσμα να επιτευχθεί η επιθυμητή συγκέντρωση του 70Η σε 

ng.

1. Η τελική ποσότητα σε κάθε πλαστικό φιαλίδιο είναι 200 μΙ. Η ποσότητα του 

Tampon glycine παραμένει σταθερή (100 μΙ) ενώ αλλάζει μόνο η ποσότητα από τα 

διαλύματα C, D και Ε. Επομένως η τελική συγκέντρωση 32 ng 70Η στο eppendrof 

tube με τον αριθμό 7 επιτεύχθηκε με την προσθήκη 68 μΙ Tampon phosphate και 

32 μΙ από το διάλυμα C. Η ίδια μεθοδολογία εφαρμόζεται και για τα υπόλοιπα 

πλαστικά φιαλίδια.

2. Πραγματοποιείται φυγοκέντρηση για Imin στις 2000 στροφές στους 25°C

3. Ακολουθεί επώαση σε σκοτεινό θάλαμο, στους 23°C για 4 h

4. Πραγματοποιείται φυγοκέντρηση για Imin στις 2000 στροφές στους 25°C

5. Το διάλυμα μεταφέρεται σε νέα πλάκα

6. Ο φθορισμός μετριέται χρησιμοποιώντας φίλτρο με 380 nm για τη διέγερση και 

465 nm για την εκπομπή και προκύπτουν οι αντίστοιχες τιμές των OD.
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Πίνακας 1. Ποσότητες για τη δημιουργία της πρότυπης καμπύλης

ΑΙΑ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ng 70Η 0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024

Tampon glycine 

(Ml)

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Υπόστρωμα (μΙ) 

Tampon 

phosphate 

pH 7.2

100 99 98 96 92 84 68 36 87,2 74,4 48,8 89,8

Διαλύματα C,D,E 

(Ml)

1 2 4 8 16 32 64 12,8 25,6 51,2 10,2

Διάλυμα C Διάλυμα D Διάλ.Ε

Από την πρότυπη καμπύλη βαθμονόμησης προκύπτει γραμμική εξίσωση της 

μορφής y=ax+b η οποία χρησιμοποιείται στη συνέχεια για την μετατροπή των 

τιμών του φθορισμόμετρου, των διαφορετικών δειγμάτων, σε pg 70H/min.

Μετατροπή τιμών OD σε pg 70Η / min / mg

Από τον υπολογισμό της πρότυπης καμπύλης υπολογίζονται οι συντελεστές a 

και b της γραμμικής εξίσωσης y=ax+b. Στη συνέχεια για την μετατροπή των OD σε 

pg 70Η/ιπίη χρησιμοποιείται η εξίσωση F(x)=((EXP(((LOG(F3-$M$5)- 

2,3009)/0,6783)*2,3))*1000)/240.

F3 = Η τιμή σε OD για το δείγμα που βρίσκεται στο κελί F3 

$Μ$5 = Ο μέσος όρος του μάρτυρα

2,3009 = Ο συντελεστής a από τη γραμμική εξίσωση y=ax+b που προκύπτει από 

την πρότυπη καμπύλη.

0,6783 = Ο συντελεστής b από τη γραμμική εξίσωση y=ax+b που προκύπτει από 

την πρότυπη καμπύλη.

2,3 = Σταθερά

1000 = Η μετατροπή των ng σε pg 

240 = Ο χρόνος(4x60)

Τέλος, για την μετατροπή των pg 70H/min σε pg 70H/iOin/mg διαιρείται η τιμή του 

F(x) με την τιμή της πρωτεΐνης που μετρήθηκε στο αντίστοιχο δείγμα.
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Εκτίμηση ολικής πρωτεΐνης

Για την εκτίμηση της ποσότητας των ολικών πρωτεϊνών του εντόμου 

χρησιμοποιείται 1 μί ομογενοποιήματος σε 2 επαναλήψεις. Για κάθε έντομο 

προστίθενται σε 2 βοθρία, 1 μΙ ομογενοποιήματος και 300 μί διαλύματος που 

προκύπτει από αραίωση διαλύματος BioRad (BioRad) σε απεσταγμένο νερό με 

αναλογία ενός όγκου BioRad προς τρεις όγκους απεσταγμένου νερού. Για το 

μάρτυρα χρησιμοποιούνται 2 επαναλήψεις και στο βοθρίο προστίθενται μόνο 300 

μί διαλύματος που προκύπτει από αραίωση διαλύματος BioRad (BioRad) σε 

απεσταγμένο νερό με αναλογία ενός όγκου BioRad προς τρεις όγκους 

απεσταγμένο νερού. Η πλάκα παραμένει σε σκοτεινό μέρος επί 5 min σε 

θερμοκρασία δωματίου (25°C) και λαμβάνεται η ένδειξη του φασματοψωτόμετρου 

(OD: optical density) για το τελικό σημείο της αντίδρασης (end point) στα 630 nm. 

Πριν τη διαδικασία εκτίμησης της ολικής ποσότητας πρωτεϊνών του εντόμου 

κατασκευάζεται η πρότυπη καμπύλη βαθμονόμησης του οργάνου με πρότυπα 

διαλύματα BSA (Bovine Serum Albumin) συγκεντρώσεων 0, 1, 2, 5, 7, 5, 10 και 15 

pg/ml.

Υπολογίζεται ότι η σχέση που εκφράζει την ποσότητα ολικής πρωτεΐνης (Υ) ως 

συνάρτηση της τιμής OD (X) του οργάνου είναι γραμμική της μορφής y=0,1 X (χ- 

0,07). Με βάση τη συγκεκριμένη εξίσωση υπολογίζεται η ποσότητα ολικών 

πρωτεϊνών του εντόμου (pg ολικής πρωτεΐνης/ έντομο) αφού προηγουμένως 

διαιρεθεί με την αρχική ποσότητα πρωτεΐνης.

Μέτρηση ενεργότητας GST

1.Υλικά

• Glutathione (GSH) 100 mM, ΜΒ= 307.3

• Tampon Hepes 50 mM, MB= 283 (Sigma H-3375)

. NaOH

• Chlorobimane (MCB) 0.3 mM, MB= 226.7 (Fluka code:69899)
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• Απεσταγμένο νερό

• Αιθανόλη

2. Διαλύματα

• A-GSH, 100 mM

1. Προστίθενται 30,7mg GSH σε 1ml απεσταγμένο νερό και παρασκευάζεται 

πάντα την ώρα που εκτελείται το πείραμα

• Β - Chlorobimane (MCB) 30 mM

1. Προστίθενται 6,8mg MCB σε 1 ml αιθανόλης και παρασκευάζεται πάντα την 

ώρα που εκτελείται το πείραμα

• Διάλυμα Αι

1. Προστίθενται 720μΙ GSH, 100 mM σε 17,6ml Tampon Hepes 50 mM (pH 

7.0)

• Διάλυμα Βι

1. Προστίθενται 250μΙ Chlorobimane (MCB) 30 mM σε 2250μΙ Tampon Hepes 

50 mM (pH 7.0).

3. Εκτέλεση

1. Σε κάθε βοθρίο της μικροπλάκας (96 βοθρίων) προστίθενται 30μΙ από το 

ένζυμο. Για κάθε έντομο εκτελούνται δύο επαναλήψεις.

2. Στην μικροπλάκα αφήνονται 8 πηγάδια χωρίς ένζυμο, τα οποία 

χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρας. Εκεί, αντί για ένζυμο προστίθενται 30μΙ Tampon 

Hepes 50 mM (pH 7.0)

3. Σε κάθε βοθρίο προστίθενται 150μΙ από το διάλυμα Αι

4. Στη συνέχεια προστίθενται 20μΙ από το διάλυμα Βι

5. Ακολουθεί επώαση για 20min στους 22°C.

6. Ο φθορισμός μετρείται χρησιμοποιώντας φίλτρο με 380 nm για τη διέγερση και 

465 nm για την εκπομπή

Μετατροπή OD σε UF/mg πρωτεΐνης

Προκύπτει από τον τύπο (Α2-$Μ$5)/Α21, όπου

• Α2 =η ένδειξη από το φθορισμόμετρο για το δείγμα που βρίσκεται στο κελί Α2

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/05/2024 08:24:58 EEST - 18.219.50.162



202

• $Μ$5= Ο μέσος όρος από τα δείγματα του μάρτυρα

• Α21= Η τιμή της πρωτεΐνης που μετριέται από το δείγμα Α2

Μέτρηση ενεργότητας εστερασών

1. Υλικά

• Acetate

• β- nathyl acetate

• Fast-garnet

• Sodium dodecyl sulfate (SDS)

• Sodium phosphate buffer 50mM (pH 7,2)

• Sodium phosphate buffer 50mM (pH 6,5)

• Tampon Hepes 50 mM, MB= 283 (Sigma H-3375)

• Απεσταγμένο νερό

2. Διαλύματα

• Διάλυμα-Β: Προστίθενται 18,8mg β- nathyl acetate σε 1 ml ακετόνης και ο 

όγκος συμπληρώνεται με απεσταγμένο νερό ως τα 10 ml.

• Τελικό διάλυμα: Σε falcon των 50 ml προστίθενται 5,5 ml από το διάλυμα-Β, 

8,25 ml Sodium phosphate (pH 6,5) και 33ml απεσταγμένο νερό

• Διάλυμα χρωματισμού: Σε falcon των 50 ml προστίθενται 30mg Fast garnet, 

350mg SDS και 10ml απεσταγμένο νερό.

3. Προετοιμασία

1. Σε κάθε βοθρίο της μικροπλάκας (96 βοθρίων) προστίθενται 90μΙ από το τελικό 

διάλυμα και 90μΙ από το ένζυμο των εντόμων.

2. Στην μικροπλάκα αφήνονται 8 πηγάδια χωρίς ένζυμο τα οποία 

χρησιμοποιούνται ως μάρτυρας. Εκεί, αντί για ένζυμο προστίθενται 90μΙ Sodium 

phosphate (pH 7,2)

3. Ακολουθεί επώαση για 15 min στους 30°C.

4. Στη συνέχεια προστίθενται 20μΙ από το «διάλυμα χρωματισμού».
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5. Ακολουθεί επώαση για 15 min, σε θερμοκρασία δωματίου και η απορρόφηση 

μετριέται στα 492 nm

Κατασκευή πρότυπης καμπύλης

1. Υλικά

• Β naphtol

• β- nathyl acetate

• Acetate

• Sodium phosphate buffer 50mM (pH 6,5)

• Fast-garnet

• SDS

• d H20

2. Διαλύματα

• Μητρικό διάλυμα περιεκτικότητας 1000ng p-nathol/pl: Σε 1ml ακετόνης και 4ml 

d H20 προστίθενται 0.005gr β-nathol

• Διάλυμα E περιεκτικότητας lOOng β-nathol /μΙ: Σε 1ml από το Μητρικό διάλυμα 

προστίθενται 2ml ακετόνης και 7ml d Η20

• Διάλυμα D περιεκτικότητας 10ng β-nathol /μΙ: Σε 500μΙ από το Μητρικό διάλυμα 

προστίθενται 10ml ακετόνης και 39,5ml d Η20

• Διάλυμα C περιεκτικότητας Ing β-nathol /μI: Σε 1ml Διάλυμα D προστίθενται 2ml 

ακετόνης και 7ml d Η20

• Διάλυμα υποστρώματος

1. Διάλυμα W: Σε 1ml ακετόνης προστίθενται 18,8mg β- nathyl acetate και ο 

όγκος συμπληρώνεται ως τα 100 ml με d Η20

2. Τελικό διάλυμα: Σε 8,25 ml Sodium phosphate buffer 50mM (pH 6,5) 

προστίθενται 33 ml d H20 και 5,5 ml από το διάλυμα W

• Διάλυμα χρωματισμού: Σε 10ml απεσταγμένου νερού προστίθενται 30mg Fast 

garden και 0,35gr SDS.
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3. Προετοιμασία

Η πρότυπη καμπύλη υπολογίζεται από τη σχέση που εκφράζει το λογάριθμο 

των συγκεντρώσεων του β-nathol σε ng, ως συνάρτηση των τιμών του OD που 

προκύπτουν από το φθορισμόμετρο. Η δημιουργία της πρότυπης καμπύλης 

βασίζεται στον Πίνακα 2.

Σε κάθε βοθρίο της πλάκας (96 wells) προστίθεται η αντίστοιχη ποσότητα του 

υποστρώματος και στη συνέχεια η αντίστοιχη ποσότητα από τα διάφορα 

διαλύματα του β-nathol, όπως αναγράφεται στον Πίνακα 2.

1. Ακολουθεί επώαση για 15 min στους 30°C.

2. Στη συνέχεια προστίθενται 20μΙ από το «διάλυμα χρωματισμού».

3. Ακολουθεί επώαση για 15 min, σε θερμοκρασία δωματίου και η 

απορρόφηση μετριέται στα 492 nm

Από την πρότυπη καμπύλη βαθμονόμησης προκύπτει γραμμική εξίσωση της 

μορφής y=ax+b η οποία χρησιμοποιείται στη συνέχεια για την μετατροπή των 

τιμών του φθορισμόμετρου, των διαφορετικών δειγμάτων, σε nmole/mg/min b 

naphthol.

Πίνακας 2. Δημιουργία πρότυπης καμπύλης
Α/Α 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Ζ 0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1020 2040 4090 8190

Q 180 179 178 176 172 164 148 116 167.2 154.4 128.2 169.8 159.6 139.1 98.1

R 0 1 2 4 8 16 32 64 12.8 25.6 51.2 10.2 20.4 40.9 81.9

τ Διάλυμα C Διάλυμα D Διάλυμα Ε

U 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

1. Α/Α = Ο αριθμός των κελιών της μικροπλάκας
2. Ζ = Tang του Β naphtol
3. Q = Η ποσότητα του υποστρώματος σε μΙ
4. R = Η ποσότητα από τα διάφορα διαλύματα του β-nathol σε μί
5. Τ = Τα διαλύματα που χρησιμοποιούνται σε κάθε περίπτωση.
6. U = Η ποσότητα του διαλύματος χρωματισμού

Μετατροπή OD σε nmole / mg πρωτεΐνης / min b naphthol

Για να μετατραπούν οι τιμές (OD) σε nmole/mg/min b naphthol χρησιμοποιείται 

ο τύπος (((((T3)/0,000332)/(R3*0,0005))/144,179)/15)
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• T3 = Η ένδειξη από το φασματοφωτόμετρο για τη δραστικότητα των 

εστερασών του δείγματος Τ3 μείον την ένδειξη του μαρτύρα σε (OD).

• 0,000332 = Ο συντελεστής b από τη γραμμική εξίσωση y=bx+a που 

προκύπτει από την πρότυπη καμπύλη.

• R3 = Η τιμή σε mg/m της ολικής πρωτεΐνης για το δείγμα που βρίσκεται 

στο κελί Τ3

• 0,0005 = Η ποσότητα του ομογενοποιήματος δηλ. 0,5μΙ

• 144,179 = Το Μ.Β. του b naphthol

• 15 = 0 χρόνος επώασης
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Πρωτόκολλο απομόνωσης DNA με 5% Chelex 100 (Bio-Rad)

1. Υλικά

• Chelex 100 (Bio-Rad)

• Απεσταγμένο νερό

2. Εκτέλεση

1. Σε tube με 40μΙ 5% Chelex 100 (Bio-Rad) ομογενοποιείται ένα πόδι από ένα 

ενήλικο άτομο Cydia pomonella

2. Πραγματοποιείται vortex για 5-10 sec

3. Ακολουθεί επώαση στους 56°C για 35 min

4. Ακολούθως επώαση στους 95°C για 15 min

5. Πραγματοποιείται vortex για 5-10 sec

6. Φυγοκέντρηση στις 1200τριπ για 2 min

7. Μεταφορά του υπερκείμενου σε νέο tube

8. Αποθήκευση στους -20°C

PCR-RFLP για ταυτοποίηση της τροποποιημένης AChE

1. Υλικά

• Για την PCR χρησιμοποιούνται οι εξής εκκινητές:

ACE1-CP-F2 CGC TCG GTT TCC ΤΤΤ TCT TTG ACA 

ACE1-CP-R8 GTA AAA TGG TAG TCA CCC ACC AT

• Για την πέψη χρησιμοποιείται το ένζυμο Αρο I

2. Εκτέλεση

Η PCR περιλαμβάνει: 20 ng DNA, 15 ριποΙ ACE1-CP-F2, 15 pmol ACE1-CP-R8, 

200μΜ dNTPs, 2.5 U Taq Polymerase (1U), lx buffer, 1.5mM MgCI2, και dH20 

μέχρι τελικό όγκο 25 μΙ

Οι συνθήκες πολλαπλασιασμού του DNA στόχου είναι 4 min στους 95°C, 35 

κύκλοι με 40 sec στους 95°C, 40 sec στους 53°C, 1 min στους 72°C, και 10 min 

στους 72°C.
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Στη συνέχεια λαμβάνονται 5 μΙ από το προϊόν της PCR και προσθίθονται 1U από 

το ένζυμο Αρο I μαζί με buffer 1χ. Η αντίδραση επωάζεται στους 50°C για 1 h. Το 

προϊόν της πέψης ηλεκτροφορείται σε πήκτωμα ακρυλαμίδης στο οποίο 

πραγματοποιείται χρώση νιτρικού αργύρου. Αν υπάρχει η μετάλλαξη (GTT) σε 

ομοζυγωτία, το άτομο είναι ανθεκτικό και δεν υπάρχει η θέση αναγνώρισης της 

Αρο I, οπότε προκύπτει μία ζώνη στις 745 bp. Αν δεν υπάρχει η μετάλλαξη (ΤΤΤ), 

το άτομο είναι ευαίσθητο και προκύπτουν δυο ζώνες, 405 bp και 340 bp 

αντίστοιχα.

PCR-RFLP για ταυτοποίηση της μεταλλαγής kdr

1. Υλικά

• Για την PCR χρησιμοποιούνται οι εξής εκκινητές:

CpNaF TAG AGA GCA TGT GGG ATT GC 

CpNaR AAT TTC GTA GCC CTT GAT CG

• Για την πέψη χρησιμοποιείται το ένζυμο Tsp509l

2. Εκτέλεση
Η PCR περιλαμβάνει: 20 ng DNA, 50 ng DNA στόχου, 1 μονάδα Taq 

Πολυμεράσης, 2,5 mM dNTPs, 50 mM από τον κάθε primer, 25 mM MgCl2, IX 

reaction buffer (500 mM KCI, 100 mM Tris pH 9,0) και αποστειρωμένου νερού 

μέχρι τελικό όγκο 25 μΙ.

Οι συνθήκες πολλαπλασιασμού του DNA στόχου για την kdr, είναι 3 min στους 

94°C, 35 κύκλοι με 30 sec στους 94°C, 1 min στους 55°C και 45 sec στους 72°C, 

Στη συνέχεια λαμβάνονται 5 μΙ από το προϊόν της PCR και προσθίθονται 2U από 

το ένζυμο Tsp509l μαζί με buffer 1 χ, σε τελικό όγκο αντίδρασης 20μΙ. Η αντίδραση 

επωάζεται στους 65°C ολονύκτια. Το προϊόν της πέψης ηλεκτροψορείται σε 

πήκτωμα ακρυλαμίδης στο οποίο πραγματοποιείται χρώση νιτρικού αργύρου. Αν 

υπάρχει η μετάλλαξη (ΑΑΤΤ) σε ομοζυγωτία, το άτομο είναι ανθεκτικό και θα 

υπάρχει η θέση αναγνώρισης του Tsp509l, οπότε προκύπτει μία ζώνη στις 80bp 

και μία στις 32bp. Αν δεν υπάρχει η μετάλλαξη (ΤΤΤ), το άτομο είναι ευαίσθητο και 

προκύπτει μία ζώνη στις 112bp. Στην περίπτωση που το άτομο είναι ετερόζυγο, 

προκύπτουν ζώνες 112bp, 80bp και 32bp.
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