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3  Συγκριτική αξιολόγηση της αποτελεσµατικότητας τριών ειδών Εντοµοπαθογόνων Νηµατωδών (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidae) έναντι ώριµων προνυµφών και νυµφών της Μύγας της Μεσογείου, Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae)  ΠΜΣ Επιστήµες & Συστήµατα Φυτικής Παραγωγής Τµήµα Επιστήµης Φυτικής Παραγωγής  Εργαστήριο Γεωργικής Ζωολογίας & Εντοµολογίας    ΠΕΡΙΛΗΨΗ  Σκοπός της διατριβής είναι η διερεύνηση της αποτελεσµατικότητας των  εντοµοπαθογόνων νηµατωδών (ΕΠΝ) για την αντιµετώπιση της µύγας της Μεσογείου (MM), Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae). Η MM, κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης της µπορεί να περάσει ένα σηµαντικό χρονικό διάστηµα στο έδαφος, είτε ως νύµφη εντός του εδάφους, είτε µέσα στα υπολείµµατα των φρούτων στην επιφάνεια του εδάφους, τα οποία µάλιστα µπορούν να φιλοξενήσουν ένα σηµαντικό αριθµό ατόµων. Εποµένως, ο έλεγχος των σταδίων της ΜΜ που βρίσκονται στην επιφάνεια ή εντός του εδάφους, πιθανόν να µπορούσε να ενταχθεί σε ένα ολοκληρωµένο πρόγραµµα διαχείρισης της και εκτός της καλλιεργητικής περιόδου. Στην εργασία πραγµατοποιήθηκε, εργαστηριακή διερεύνηση της αποτελεσµατικότητας των εµπορικά διαθέσιµων εντοµοπαθογόνων νηµατωδών (ΕΠΝ) (Heterorhabditis bacteriophora, Steinernema carpocapsae, και Steinernema feltiae). Συγκεκριµένα διερευνήθηκε 1) η αποτελεσµατικότητα τους έναντι των ώριµων προνυµφών και των νυµφών της ΜΜ σε βιοδοκιµές µε τρυβλία, 2), η αποτελεσµατικότητα, και η υπολειµµατική τους δράση σε υπόστρωµα εδάφους παρόµοιο µε αυτό ενός οπωρώνα, και 3) η ικανότητα εισχώρησης των ΕΠΝ εντός των καρπών που έχουν πέσει στο έδαφος, και ο παρασιτισµός των προνυµφών της ΜΜ, και αν αυτή η ικανότητα των ΕΠΝ διαφέρει ανά είδος ΕΠΝ και καρπού (πορτοκάλια ή µήλα). Γενικά, τα αποτελέσµατα των πειραµάτων υποδεικνύουν ότι ο S. feltiae, είναι το πιο αποτελεσµατικό είδος έναντι των ώριµων προνυµφών της ΜΜ, καθών παρουσίασε τη µακρύτερη υπολειµµατική διάρκεια µετά την εφαρµογή του στο υπόστρωµα. Επίσης, έχει την ιδιότητα να κινείται µέσα στους καρπούς και να παρασιτεί προνύµφες τόσο σε µήλα όσο και σε πορτοκάλια. Άρα, το S. feltiae είναι το καλύτερο είδος εντοµοπαθογόνου νηµατώδη για εφαρµογή εκτός καλλιεργητικής περιόδου, µεταξύ αυτών που δοκιµάστηκαν, και σύµφωνα µε τις συνθήκες που χρησιµοποιήθηκαν.      Επιστηµονική περιοχή: Μύγα Μεσογείου  Λέξεις κλειδιά: Μύγα Μεσογείου, αντιµετώπιση, Εντοµοπαθογόνοι νηµατώδεις, βιοδοκιµές, αποτελέσµατα      



4 Comparative effectiveness evaluation of three species of Entomopathogenic Nematodes (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidae) against mature larvae and pupae of the Mediterranean Fruit Fly, Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae)  MSc Faculty of Crop Sciences & Systems Department of Faculty of Crop Science Laboratory of Agricultural Zoology & Entomology   ABSTRACT  In this thesis, we assess the efficacy Entomopathogenic Nematodes (EPN) for the control of Mediterranean Fruit Fly (Ceratitis capitata Wiedemann). Mediterranean fruit fly (or medfly) can pass a significant period of time in the soil during its development: Τhe flies pupate in the soil and they can also be found as larvae in rotten fruits and residues in the soil which can harbor a significant number of overwintering flies. Therefore, controlling medfly stages that are in the soil during their over-wintering phase can incorporate in an integrated, offseason, pest management program of the medfly. Initially, the thesis describes characteristics of the biology and ecology of the Mediterranean fly and the entomopathogenic nematodes. Then, various studies that examine the use of entomopathogenic nematodes for the control of fruit flies, in the laboratory and to a lesser extent in the field, are reviewed. In the experimental part, the culturing of medfly and EPN are described. Then the experiments investigating the efficacy of commercially available entomopathogenic nematodes (Heterorhabditis bacteriophora, Steinernema carpocapsae, and Steinernema feltiae). Specifically, I investigated 1) the efficacy against the mature larvae and the pupae of medfly in petri-dish bioassays 2) the efficacy and residual activity of EPN on soil substrate similar to an orchard and 3) the ability of EPN to move into fruit that fell into the soil and parasitize larvae of MM, and if this capacity differs according to EPN and fruit type (oranges-apples). Generally, the experimental results indicate that S. feltiae is the most effective EPN species in controlling mature medfly larvae, and in addition, it has the longest residual activity after its application on the substrate. Also, it can move inside the fruits and parasitize medfly larvae in apples and oranges. Therefore, the best EPN species for off-season control of the medfly is the S. feltiae.    Scientific area: Mediterranean Fruit Fly   Keywords: Mediterranean Fruit Fly, Biological control, Entomopathogenic Nematodes, bioassays, results     
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6                           “Υγιεία τίµιον αλλ' ευµετάστατον” Πλούταρχος (Αρχαίος Έλληνας ιστορικός)  47-120 µ.Χ.
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9 ΕΙΣΑΓΩΓΗ ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: Η ΜΥΓΑ ΤΗΣ ΜΕΣΟΓΕΙΟΥ, Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera:Tephritidae) 1.1 ΓΕΝΙΚΑ Η µύγα της Μεσογείου, Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae) (ΜΜ) έχει ένα εξαιρετικά µεγάλο εύρος ξενιστών, υψηλό οικονοµικό αντίκτυπο, και παγκόσµια εξάπλωση (Malacrida et al., 2006), µε τη βοήθεια του εµπορίου, µέσω των µολυσµένων καρπών (Copeland et al., 2002; Dekker and Messing, 2005). Προέρχεται από την υποσαχάρια Αφρική (Camargo et al., 1996), και η πρώτη της καταγραφή, εκτός της περιοχής καταγωγής της, αναφέρεται να έγινε στην Αλγερία στα τέλη του 1850 και στην Τυνησία το 1855 (CABI, 2019). Η παρουσία της στην Ευρώπη αναφέρθηκε στη Πορτογαλία το 1898, ενώ στην Ελλάδα πολύ αργότερα, το 1915 (CABI, 2019). Συνεχίστηκε στη Βραζιλία το 1901 (CABI, 2019), και από εκεί στη Χαβάη το 1907 (Gasparich et al., 1997). Έφτασε και στην Αυστραλία, όπου εξαπλώθηκε στο Κουίνσλαντ το 1909 (Permkam and Hancock, 1994). Επίσης, από τη Βραζιλία συνέχισε κεντρικά στη Κόστα Ρίκα το 1955, στη Γουατεµάλα το 1976, και στο Μεξικό το 1977 (CABI, 2019). Στη Βόρεια Αµερική σηµειώθηκε στο Τέξας και τη Καλιφόρνια, το 1966 και το 1975, αντίστοιχα (Gasparich et al., 1997). Τέλος, πέρασε από την Ευρώπη στη Μέση Ανατολή, µε πρώτη καταγραφή στην επαρχία Mazandaran του Ιράν, το 1977 (CABI, 2019).    



10   Εικόνα 1: Παγκόσµια κατανοµή του είδους C. capitata, έως το 2002. Πηγή: (https://www.researchgate.net/figure/Global-distribution-of-the-species-C-capitata_fig1_10987964)                 



11 1.2. ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ ΒΙΟΛΟΓΙΑ Η ΜΜ είναι ένα πολυφάγο είδος µε ξενιστές που έχουν καταγραφεί από τις οικογένειες Anacardiaceae, Cucurbitaceae, Loganiaceae, Meliaceae, Oleaceae, Podocarpaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Sapotaceae και Solanaceae (Mau and Kessing, 1992). Προσβάλλει από ηµιώριµους, αλλά και ώριµους καρπούς, και στην Ελλάδα προκαλεί σηµαντικές ζηµιές σε εσπεριδοειδή, µήλα, αχλάδια, ροδάκινα, σύκα και άλλους καρπούς (Τζανακάκης, 1998). Τα θηλυκά άτοµα της µύγας της Μεσογείου µε τον ωοθέτη τους ανοίγουν µια οπή, και εναποθέτουν 1-6 ωά στο επικάρπιο ή βαθύτερα στο µεσοκάρπιο των καρπών (CABI, 2019). Τα ωά είναι λευκά, στενόµακρα, µε διαστάσεις 0,9-1,1 x 0,2 mm (Εικ. 2), (Τζανακάκης, 1998). Οι προνύµφες που εξέρχονται από τα ωά, είναι ακέφαλες, χρώµατος λευκοκίτρινου, και φθάνουν τα 7,9 x 1,5-2 mm (Εικ. 3), διανοίγουν σήραγγες, καταναλώνοντας τη σάρκα των φρούτων (Τζανακάκης, 1998). Η ΜΜ διαχειµάζει ως προνύµφη µέσα στους προσβεβληµένους καρπούς ή αν ο χειµώνας είναι ήπιος ένα µικρό ποσοστό του πληθυσµού διαχειµάζει και ως ενήλικο (π.χ., στη Κρήτη) (Τζανακάκης, 1998), ενώ το προνυµφικό της στάδιο µπορεί να διαρκέσει από 6 έως 33 ηµέρες, ανάλογα µε το είδος του ξενιστή και τη θερµοκρασία ανάπτυξης της. Για παράδειγµα, στα πορτοκάλια για να φτάσει στο στάδιο της νύµφης µπορεί να χρειαστεί 14 ηµέρες στους 25ºC, και 26 ηµέρες στους 21ºC, ενώ στα ροδάκινα από 10 (στους 25ºC) έως 15 ηµέρες (στους 21ºC) (Christenson and Foote, 1960; Mau and Kessing, 1992). Ακόµα, στα µήλα το προνυµφικό στάδιο µπορεί να διαρκέσει από 23 ηµέρες στους  25ºC, και 33 ηµέρες στους 21ºC (Papadopoulos and Katsoyannos, 2002). Οι ώριµες προνύµφες, όταν είναι έτοιµες να νυµφωθούν, εξέρχονται από τους καρπούς, πέφτουν στο έδαφος, όπου και νυµφώνονται  (Thomas et al., 2001). Οι νύµφες είναι ελλειψοειδής, χρώµατος από ανοιχτό καστανό έως σκούρο (Εικ. 4) και διαστάσεων 4-4,5 x 2-2,5 mm (Τζανακάκης, 1998). Το βάθος νύµφωσης µιας προνύµφης κυµαίνεται από 2 έως 20 cm, ανάλογα αν το έδαφος είναι αργιλώδες ή αµµώδες. Ωστόσο βρέθηκε ότι, το αργιλώδες έδαφος δεν ευνοεί τόσο την νύµφωση του C. Capitata, όσο το αµµώδες έδαφος (Ahmed et al., 2007). Τα ενήλικα άτοµα (Εικ. 5), έχουν µήκος 4-6 mm και πλάτος 1,2-2 mm, µε µαύρες, κίτρινες, και καστανές κηλίδες στο θώρακα και τις πτέρυγες, και µε άνοιγµα η κάθε µια 4,5 mm (Τζανακάκης, 1998). Η κοιλιά τους είναι πορτοκαλοκίτρινη µε δύο κασταστανέρυθρες εγκάρσιες ζώνες και πολλά στίγµατα. Το µήκος της κοιλιάς του θηλυκού είναι λίγο µεγαλύτερο του πλάτος της και ο εξέχων ωοθέτης είναι κιτρινέρυθρος, και µήκους 0,9-1,3 mm. Τα ενήλικα άτοµα τρέφονται µε ζαχαρούχες ουσίες όπως, χυµούς ώριµων 



12 φρούτων, νέκταρ, µελιτώδη απεκκρίµµατα κοκκοειδών και αζωτούχες ουσίες πλούσιες σε πρωτεΐνες όπως, τα περιττώµατα των πουλιών (Mau and Kessing, 1992; Τζανακάκης, 1998). Σε ιδανικές συνθήκες µπορούν να ζήσουν για αρκετούς µήνες (Carey et al., 2008). Αφού ωριµάσουν αναπαραγωγικά και συζευχθούν, τα θηλυκά ξεκινούν την ωοτοκία. Στην Ελλάδα έχει το έτος από 3 γενεές στη Βόρεια Ελλάδα και 7 γενεές στη Νότια Ελλάδα, ανάλογα µε τις κλιµατικές συνθήκες και τη διαθεσιµότητα των ξενιστών (Τζανακάκης, 1998).   Εικόνα 2: Ωά του είδους C. capitata. Πηγή: (https://www.researchgate.net/publication/273295914_The_Mediterranean_fruit_fly_-_Know_your_enemy)          



13  Εικόνα 3: Οι προνύµφες του είδους C. capitata. Πηγή: (https://www.researchgate.net/publication/273295914_The_Mediterranean_fruit_fly_-_Know_your_enemy)  Εικόνα 4: Νύµφες του είδους C. capitata. Πηγή: (https://www.researchgate.net/publication/273295914_The_Mediterranean_fruit_fly_-_Know_your_enemy) 



14   Εικόνα 5: Το ενήλικο άτοµο του είδους C. capitata. Πηγή: (https://www.researchgate.net/publication/273295914_The_Mediterranean_fruit_fly_-_Know_your_enemy)       



15  Εικόνα 6: Εικόνες προβολής του είδους C. capitata σε εσπεριδοειδή. Πηγή: (https://www.researchgate.net/publication/273295914_The_Mediterranean_fruit_fly_-_Know_your_enemy)  1.3. ΟΙΚΟΛΟΓΙΑ Η ΜΜ προέρχεται από δασικά οικοσυστήµατα, όπου εξελίχθηκε και έχει προσαρµοστεί επιτυχώς σε καλλιεργούµενες και αστικές περιοχές. Το εύρος των ξενιστών της, της δίνει την ικανότητα να χρησιµοποιεί σχεδόν οποιοδήποτε είδος καρπού για την ανάπτυξη των προνυµφών. Ζει σε µεσογειακά κλίµατα, στα οποία καλλιεργούνται τα εσπεριδοειδή. Παρόλο που είναι σε θέση να ανέχεται χαµηλές θερµοκρασίες, η επέκταση της στην Βόρεια Ευρώπη φαίνεται να παρεµποδίστηκε λόγω των χαµηλών θερµοκρασιών. Η χαµηλότερη θερµοκρασία ανάπτυξης που έχει καταγραφεί για τη δραστηριότητα των προνυµφών είναι 10,2°C (Duyck and Quilici, 2002), ενώ η υψηλότερη θερµοκρασία είναι 30°C, όπου η δραστηριότητα των ενήλικων ατόµων µειώνεται ή αναστέλλεται (Cayol, 1996).    1.4. ΖΗΜΙΕΣ ΚΑΙ ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΗ ΣΗΜΑΣΙΑ 



16 Γενικά, σε παγκόσµιο επίπεδο η ΜΜ θεωρείται ένα έντοµο καραντίνας (Kapongo et al.,  2007), λόγω της ικανότητας επιβίωσης της σε ψυχρότερα κλίµατα σε σχέση µε άλλα είδη µυγών των φρούτων και του µεγάλου εύρος ξενιστών της, το οποίο ανέρχεται στα 350 είδη φυτών (Papadopoulos and Katsoyannos, 2002). Οι καρποί  που προσβάλλονται συνήθως φέρουν ευδιάκριτα νύγµατα ωοτοκίας, ενώ στους προσβεβληµένους καρπούς αναπτύσσονται δευτερογενώς και µύκητες (Cayol et al., 1994). Ακόµα, όταν οι καρποί σαπίζουν, ωοτοκούν εκεί και άλλα είδη εντόµων όπως, Drosophila spp., και Carpophilus spp., όπου οι προνύµφες τους επιτείνουν τη βλάβη (Τζανακάκης, 1998). Η ζηµιά στις καλλιέργειες φρούτων είναι υψηλή και µπορεί να φτάσει και το 100% (CABI, 2019), ενώ δαπανούνται εκατοµµύρια δολάρια ετησίως για τον ελέγχο του πληθυσµού της και τη παρεµπόδιση διάδοσής της (Mau and Kessing, 1992). Στην Ελλάδα η δυναµική του πληθυσµού έχει µελετηθεί σε περιοχές της Χίου (Papadopoulos and Katsoyannos, 2003), στη Βόρεια Ελλάδα (Papadopoulos et al., 1996; Papadopoulos and Katsoyannos, 2002), στην Αττική (Μουρίκης, 1965), αλλά και στη Κρήτη (Mavrikakis et al., 2000). Πρόσφατες µελέτες στη βόρεια Ελλάδα δείχνουν ότι τα γιγαρτόκαρπα, τα πυρηνόκαρπα (ιδιαίτερα οι ποικιλίες που ωριµάζουν αργά το καλοκαίρι και το φθινόπωρο), τα σύκα και οι λωτοί αποτελούν σηµαντικούς ξενιστές του εντόµου C. capitata. Επίσης, στα παράλια του Ν. Μαγνησίας το έντοµο προσβάλει εκτός από γιγαρτόκαρπα και πυρηνόκαρπα, και νεράντζια, πορτοκάλια, µανταρίνια, κυδώνια, κεράσια (Μάϊο) και σταφύλια. Τέλος, και στη περιοχή της Κρήτης έχει αναφερθεί προσβολή των σταφυλιών από την µύγα της Μεσογείου (Παπαδόπουλος και συνεργάτες, 2010).    



17  Εικόνα 7: Προσβολή των καρπών από το είδος C. capitata. Πηγή:  (https://www.researchgate.net/publication/273295914_The_Mediterranean_fruit_fly_-_Know_your_enemy)             



18 1.5. ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ 1.5.1. ΧΗΜΙΚΗ ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ Οι πιο ενδεικνυόµενοι τρόποι καταπολέµησης είναι οι δολωµατικοί ψεκασµοί και οι ψεκασµοί κάλυψης. Οι δολωµατικοί ψεκασµοί είναι µια πιο φιλική µεθοδος προς το περιβάλλον, γιατί έχουν τη µικρότερη δυνατή επίπτωση σε ωφέλιµα έντοµα (παρασιτοειδή και αρπακτικά), σε σχέση µε τους ψεκασµούς κάλυψης (Τζανακάκης, 1998). Οι δολωµατικοί ψεκασµοί αποτελούνται από ένα εντοµοκτόνο, αναµεµειγµένο µε ένα δόλωµα 2% υδρολυµένης πρωτεΐνης, το οποίο προσελκύει τα ενήλικα άτοµα (Τζανακάκης, 1998). Τα εντοµοκτόνα που µπορούν να χρησιµοποιηθούν σύµφωνα µε το Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίµων, φέρουν τις δραστικές ουσίες Malathion (έγκριση έως 30/4/2021), Phosmet (έγκριση έως 31/12/2019), και Deltamethrin (έγκριση έως 31/10/2020), (ΥΠΑΑΤ, 2019). Ψεκάζονται οι φράκτες και οι θάµνοι στη περίµετρο του οπωρώνα, το εσωτερικό και το επάνω µέρος της κόµης των δένδρων, καθώς και κλαδιά που δεν έχουν καρπούς. Οι ψεκασµοί κάλυψης καλό είναι να αποφεύγονται γιατί ελαττώνουν τους φυσικούς εχθρούς άλλων επιβλαβών εντόµων, όπως του λεκανίου (Τζανακάκης, 1998). Επίσης, ένα εντοµοκτόνο που χρησιµοποιήται σήµερα για τον έλεγχο της ΜΜ στους οπωρώνες είναι το spinosad, το οποίο προέρχεται από προιόν ζύµωσης του βακτηρίου Saccharopolyspora spinosa, και είναι ευρέος φάσµατος µε χαµηλή τοξικότητα στα θηλαστικά και µπορεί να χρησιµοποιηθεί και στη  βιολογική καλλιέργεια (Gazit et al., 2013). Το  spinosad έχει έγκριση από το Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίµων έως 30/4/2019, όπου και θα τεθεί υπό αξιολόγηση για ανανέωση της ισχύς του (ΥΠΑΑΤ, 2019).  1.5.2. ΚΑΛΛΙΕΡΓΗΤΙΚΑ ΜΕΤΡΑ Μια µέθοδος µείωσης του πληθυσµού των διαχειµαζόµενων σταδίων της ΜΜ, είναι η κοπή των µολυσµένων φρούτων από τα δέντρα. Στη συνέχεια, από τα µολυσµένα φρούτα συλλέγονται πλήρως αναπτυγµένες προνύµφες, οι οποίες θανατώνονται σε ζεστό νερό και τοποθετούνται σε 70% ισοπροπενόλη (Thomas et al., 2001).  1.5.3. ΜΑΖΙΚΗ ΠΑΓΙ∆ΕΥΣΗ Γενικά, η µαζική παγίδευση χρησιµοποιείται στις περιοχές της Μεσογείου για τον έλεγχο του C. capitata Wiedemann σε εσπεριδοειδή. Η τεχνική βασίζεται στην τοποθέτηση παγίδων µε προσελκυστικό (Martinez-Ferrer et al., 2011), για τη συλλογή 



19 των ενήλικων ατόµων (Gazit, 2015). Tοποθετούνται 42 παγίδες ανά εκτάριο, σε οπωρώνες µε ώριµους καρπούς (Ros et al., 2002). Τα αρσενικά άτοµα της ΜΜ προσελκύονται από το συνθετικό υλικό, το trimedlure, το οποίο βασίζεται στο άρωµα του σπορέλαιου Angelica archangelica Radix (Gazit, 2015). To trimedlure αντικαθίσταται κάθε δύο µηνες (Ros et al., 2002). Αυτό ενσωµατώνεται σε παγίδες τύπου Steiner (αποτελείται από δύο ηµισφαίρια τύπου χοάνης και στο εσωτερικό έχει µια µικρή φιάλη που περιέχει το trimedlure και εντοµοκτόνο), και τύπου Jackson (είναι ένα χαρτόνι σε τριγωνικό σχήµα, το οποίο περιέχει ένα στόµιο µε το trimedlure και ένα µικρό πλαστικό καλάθι µε µια κολλώδη πλάκα στον πυθµένα του). Η παγίδα τύπου Jackson (Εικ. 8) προσελκύει περίπου δύο φορές περισσότερες µύγες από τη τύπου Steiner (Εικ. 9), αλλά η κολλητική πλάκα µε το στόµιο πρέπει να αντικαθίστανται συχνά. Επιπλέον, γεµίζει σκόνη και άµµο (Gazit, 2015). Άλλη παγίδα είναι του τύπου McPhail (Εικ. 10) σε βελτιωµένη έκδοση, στην οποία µπορεί να τοποθετηθούν τρείς χηµικές ουσίες (οξεικό αµµώνιο,1,4-διαµινοβουτάνιο και τριµεθυλαµίνη), και προσελκύει τόσο τα αρσενικά όσο και τα θηλυκά άτοµα της ΜΜ (Τζανακάκης, 1998).    Εικόνα 8: Παγίδα τύπου Jackson. Πηγή:  (https://www.researchgate.net/publication/273295914_The_Mediterranean_fruit_fly_-



20 _Know_your_enemy)         Εικόνα 9: Παγίδα τύπου Steiner. Πηγή:  (https://www.researchgate.net/publication/273295914_The_Mediterranean_fruit_fly_-_Know_your_enemy)  



21  Εικόνα 10:  Παγίδα τύπου McPhail. Πηγή: (https://share24.gr/pagidepste-dako-tis-elias-viologikes-pagides-ke-prostatefste-tis-elies-sas-diavaste-ola-osa-prepi-na-xerete/)  1.5.4. ΜΕΘΟ∆ΟΣ ΣΤΕΙΡΩΝ ΕΝΤΟΜΩΝ Μια άλλη τεχνική ελέγχου είναι η απελευθέρωση στείρων αρσενικών ατόµων, τα οποία συζευγνύονται µε τα άγρια θηλυκά, τα οποία εναποθέτουν στείρα ωά. Αυτή η µέθοδος δοκιµάστηκε σε περιοχές της Κύπρου, Ισραήλ, Ιταλίας, Ισπανίας, Μεξικό, κεντρική Αµερική και Περού, µόνη της ή και σε συνδυασµό µε κάποιο εντοµοκτόνο. Στην Ισπανία, δοκιµάστηκε χωρίς τη βοήθεια εντοµοκτόνου, µε τα αποτελέσµατα της να παρέχουν µια αποτελεσµατική, γρήγορη και οικονοµική τεχνητή µέθοδο στείρωσης των αρσενικών ατόµων της ΜΜ, έτοιµη για χρήση σε όλα τα SIT προγράµµατα (Sterile Insect Technique), (Juan-Blasco et al., 2013). Επίσης, στην Ελλάδα δοκιµάστηκε τις περιόδους 1994 – 1996 (σε πειραµατικό στάδιο), σε πορτοκαλεώνες της κοιλάδας του Φόδελε στο Ηράκλειο Κρήτης µε ενθαρρυντικά αποτελέσµατα (Τζανακάκης, 1998).  1.5.5. ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ Ο βιολογικός έλεγχος έχει δοκιµαστεί µε την απελευθέρωση κάποιων παρασιτοειδών (Hymenoptera), όπως Diachasmimorpha tryoni, (Wharton and Marsh, 1978), και Aganaspis daci (Εικ. 11), το οποίο καταγράφηκε για πρώτη φορά στην Ελλάδα (Χίο) και συγκεκριµένα να παρασιτεί τη µύγα της Μεσογείου (Papadopoulos and 



22 Katsoyannos, 2003). Αυτή η µέθοδος έχει από µόνη της µια µερική επιτυχία (Montoya et al., 2012). Επίσης, για την αντιµετώπιση της ΜΜ έχουν δοκιµαστεί και οι εντοµοπαθογόνοι µύκητες µε αρκετά υποσχόµενα αποτελέσµατα, όπως Beauveria bassiana και Metarhizium anisopliae, τα οποία έχουν χρησιµοποιηθεί µε τη µορφή σπρέυ κάλυψης, αποτελούµενο από εναιώρηµα κονιδίων (Quesada-Moraga et al., 2006). Τέλος, οι εντοµοπαθογόνοι νηµατώδεις Steinernema spp. και Heterorhabditis spp., έχουν χρησιµοποιηθεί για την αντιµετώπιση των µυγών των φρούτων, όπως στην δυτική µύγα των κερασιών (Stark and Lacey, 1999), στο έντοµο Bactrocera oleae Rossi (Sirjani et al., 2009), και στο έντοµο Anastrepha ludens Loew (Toledo et al., 2006). Οι ΕΠΝ έχουν δείξει ενθαρρυντικά αποτελέσµατα για την αντιµετώπιση της ΜΜ, όπου αναλύονται στο επόµενο κεφάλαιο.   Εικόνα 11:  Το παρασιτοειδές έντοµο A. daci. Πηγή: (http://www.waspweb.org/Cynipoidea/Figitidae/Eucoilinae/Aganaspis/Aganaspis_species.htm)      



23  ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: ΕΝΤΟΜΟΠΑΘΟΓΟΝΟΙ ΝΗΜΑΤΩ∆ΕΙΣ (Rhabditida: Heterorhabditidae, Steinernematidae) 2.1. ΓΕΝΙΚΑ Από όλα τα είδη των εντοµοπαθογόνων νηµατωδών (ΕΠΝ) που µελετήθηκαν, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι οικογένειες των Steinernematidae και Heterorhabditidae. Τα  νεαρά µολυσµατικά άτοµα, διαθέτουν ιδιότητες παρασιτοειδών και αρπακτικών εντόµων (διαθέτουν χηµειοϋποδοχείς και κινούνται), καθώς και των εντοµοπαθογόνων παραγόντων (είναι επιθετικοί, σκοτώνουν γρήγορα τους ξενιστές τους, µπορούν εύκολα να καλλιεργηθούν in vivo και έχουν υψηλό αναπαραγωγικό δυναµικό), (Gaugler, 1981, 1988). Ακόµα, οι ΕΠΝ έχουν ένα ευρύ φάσµα ξενιστών, είναι ασφαλείς για τους µη στόχους οργανισµούς και τα φυτά (Poinar, 1989; Kaya and Gaugler, 1993), και εφαρµόζονται εύκολα µε τη χρήση ψεκασµού (Kaya and Gaugler, 1993). Επίσης, είναι φορείς των βακτηρίων του γένους Xenorhabdus και γι'αυτό ονοµάζονται εντοµοπαθογόνοι (Kaya and Gaugler, 1993). Ο νηµατώδης βασίζεται στο συµβιωτικό βακτήριο (symbiont), όπου µέσω της παραγωγής αντιβιοτικών καταστέλει τους ανταγωνιστικούς δευτερογενείς µικροοργανισµούς, που πιθανόν να αναπτυχθούν στον ξενιστή, και κατόπιν σταδιακά διασπά τους ιστούς του ξενιστή σε χρήσιµα θρεπτικά συστατικά για τον νηµατώδη. Το βακτήριο εξασφαλίζει από τον νηµατώδη προστασία, καθώς και την αναστολή των αντιβακτηριακών πρωτεϊνών του ξενιστή (Akhurst, 1980; Kaya and Gaugler, 1993).  2.2. ΒΙΟΛΟΓΙΑ Οι ανήλικοι ΕΠΝ, τρίτης ηλικίας ή µολυσµατικά ανήλικα (infective juveniles - Ijs) των Steinernema spp. φέρουν στο πεπτικό τους σύστηµα βακτήρια του γένους Xenorhabdus spp (Murfin et al., 2015), ενώ αυτά των Heterhorhabditis spp. φέρουν βακτήρια του γένους Photorhabdus spp. (Blackburn et al., 2016). Όταν βρεθεί ο κατάλληλος ξενιστής, ο ΕΠΝ εισέρχεται στο εσωτερικό του µόνο µέσω του στόµατος, του πρωκτού ή από πιθανά τραύµατα που µπορεί να έχει το έντοµο, και ελευθερώνει το βακτήριο (Bedding and Molyneux, 1982), το οποίο µετά την ελευθέρωση του προκαλεί σηψαιµία στο ξενιστή εντός 48 ωρών. Οι ΕΠΝ τρέφονται µε τους αποσυντιθεµένους ιστούς του ξενιστή και ολοκληρώνουν 2 έως 3 γενεές εντός του νεκρού σώµατος του ξενιστή, από όπου τελικά θα εξέλθουν ως µολυσµατικά ανήλικα (infective juveniles), τα οποία θα αναζητήσουν άλλο ξενιστή(-ες) (Shapiro-Ilan and Gaugler, 2002). Ο αριθµός των ΕΠΝ που εξέρχονται από έναν ξενιστή, µπορεί να κυµαίνεται από δεκάδες έως 



24 εκατοντάδες (Shapiro-Ilan and Gaugler, 2002). Οι ΕΠΝ δεν τρέφονται εκτός του ξενιστή και βασίζονται στα αποθέµατα ενέργειας τους, τα οποία κρίνονται κρίσιµα για την επιτυχία της επιβίωσης και διασποράς τους ως προς την αναζήτηση νέων ξενιστών και το ξεκίνηµα µιας νέας µόλυνσης. Συγκεκριµένα, τα επίπεδα λιπιδίων και γλυκογόνου στο σώµα των µολυσµατικών ανήλικων (infective juveniles) έχουν συνδεθεί µε τη µολυσµατικότητα σε διάφορα είδη ΕΠΝ (Patel et al., 1997; Menti et al., 2000).    Εικόνα 12:  Βιολογία εντοµοπαθογόνων νηµατωδών. Πηγή: Απόστολος Καπράνας      



25   2.3. ΣΥΜΠΕΡΙΦΟΡΑ – ΟΙΚΟΛΟΓΙΑ ΝΗΜΑΤΩ∆ΩΝ Για να αυξήσουν την πιθανότητατα επιτυχίας στην αναζήτηση και εντοπισµό του κατάλληλου ξενιστή, οι ΕΠΝ χρησιµοποιούν δύο στρατηγικές. Άρχικά βασίζονται, σε  δονήσεις που προέρχονται από τη δραστηριότητα των ξενιστών στο έδαφος ή σε άλλο υπόστρωµα (Burman and Pye, 1980; Byers and Poinar, 1982), στη θερµοκρασία του εδάφους (Burman and Pye, 1980; Byers and Poinar, 1982; Torr et al., 2004), το παραγόµενο  CO2 ή και άλλες χηµικές ουσίες (Dillman et al., 2012). ∆εύτερη στρατηγική, είναι η διάκριση τους ως προς την µέθοδο που ακολουθούν στην αναζήτηση τροφής και διακρίνονται σε ενέδρας και περιπολίας. Ως ενέδρας χαρακτηρίζεται το είδος Steinernema carpocapsae (Weiser) Wouts, Mrácek, Gerdin and Bedding (Εικ. 10α.), ενώ το Steinernema feltiae ως ενέδρας και περιπολίας µαζί. Τα είδη ενέδρας παραµένουν στην επιφάνεια του εδάφους και ανυψώνουν το σώµα τους στον αέρα, και όταν διαβεί προς το µέρος τους ο ξενιστής (Campbell and Gaugler, 1993; Campbell and Kaya, 1999, 2002; Campbell and Gaugler, 1997), τον οποίο καταλαβαίνουν µέσω των παραγόµενων του χηµικών ουσιών ή CO2 (Dillman et al., 2012), πηδούν προς το µέρος του και προσκολλούνται πάνω του. Τα είδη Heterorhabditis spp. χαρακτηρίζονται ως περιπολίας, τα οποία κινούνται έρποντας µέσα στο εδάφος αναζητώντας τον ξενιστή (Campbell and Gaugler, 1993; Campbell and Kaya, 1999; Campbell and Gaugler, 1997). Πολύ σηµαντικό είναι ότι οι ΕΠΝ ενέδρας είναι πιο επιτυχείς σε ξενιστές που κινούνται, παρά οι ΕΠΝ περιπολίας (Gaugler et al., 1997).  Τέλος, µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν για τη βιωσιµότητα όλων των ειδών των ΕΠΝ σε υγρό περιβάλλον (Lindegren et al., 1981; Miller and Bedding, 1982), υπέδειξαν ότι οι εντοµοπαθογόνοι νηµατώδεις δεν µπορούν να επιβιώσουν σε άλλο περιβάλλον, εκτός του φυσικού τους περιβάλλον που είναι το έδαφος, και έτσι η χρήση τους περιορίστηκε στο έδαφος (Kaya and Gaugler, 1993). 



26  Εικόνα 13: α. Οι ΕΠΝ S. carpocapsae (αριστερά), και β. H.  bacteriophora (δεξιά) Πηγή: (https:/www.semanticscholar.org/paper/Entomopathogenic-Nematodes-(-Steinernematidae-and-)-Hazir-Kaya/4679ee3eb677749d1cb0943532ee0731b8141468/figure/2) 2.4. ∆ΙΑΣΠΟΡΑ Η διασπορά των νηµατωδών είναι απαραίτητος για την επιβίωση τους, διότι αν δεν διασκορπιστούν στο έδαφος, δεν θα µπορέσουν να βρουν ξενιστές για να ολοκληρώσουν το βιολογικό τους κύκλο (Epsky et al.,1988; Timper et al., 1988). Παράγοντες που µπορούν να επηρεάσουν τον διασκορπισµό τους, είναι οι αβιοτικοί παράγοντες, οι οποίοι περιλαµβάνουν το έδαφος, την υγρασία και τη θερµοκρασία. Όσο αφορά το έδαφος, γενικά, τα αµµώδη εδάφη ευνοούν τη µετακίνηση των νηµατωδών (Koppenhöfer & Fuzy, 2006). Ακόµα, επηρεάζονται από την ακτινοβολία, και όταν έρθουν αντιµέτωποι µε το υπεριώδες φως,  οι απώλειες τους µπορούν να κυµανθούν µεταξύ 40 και 90%, εντός ολίγων ωρών ή ηµερών µετα από την εφαρµογή τους (Smits, 1996). Τέτοιο παράδειγµα, είναι το S. carpocapsae (Weiser) Wouts, Mrácek, Gerdin and Bedding (Rhabditida: Steinernematidae), το οποίο µπορούσε να υποστεί µια απότοµη πτώση εντός 4 ηµερών µετά την εφαρµογή του, λόγω ότι ως ΕΠΝ ενέδρας παρέµενε 



27 πολύ ώρα ακίνητο κοντά στην επιφάνεια του εδάφους (Elmowitz et al., 2013). 2.5. ΑΝΑΚΥΚΛΩΣΗ (ΠΕΡΑΙΤΕΡΩ ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ) Μετά την µείωση του αρχικού αριθµού των εφαρµοζόµενων νηµατωδών λόγω ότι, κάποιοι θα πεθάνουν από την ακτινοβολία, τη θερµοκρασία, και τη πείνα,  οι πληθυσµοί τους µπορούν να ενισχυθούν και να διατηρηθούν µε ανακύκλωση (περαιτέρω αναπαραγωγή), σε ξενιστές στόχους και µη στόχους. Σύµφωνα µε το Smits (1996), ο πληθυσµός διατηρεί ένα αρκετά σταθερό επίπεδο "ίσως 10.000-40.000 άτοµα /m2". Τα περισσότερα είδη ΕΠΝ µπορούν να χρησιµοποιήσουν ένα αρκετά ευρύ φάσµα ξενιστών, και εφόσον περισσότερα από 100.000 Ijs (infective juveniles) µπορούν να παραχθούν από ένα µεγάλο ξενιστή (Lindegren et al., 1993), ένας µεγάλος πληθυσµός ευπαθών εντόµων-ξενιστών µπορεί να συµβάλει σηµαντικά στην διατήρηση των πληθυσµών τους (Griffin, 2015). Η χρονική διάρκεια η οποία απαιτείται για την ανακύκλωση τους κυµαίνεται από µόλις 1 µήνα (McGraw et al., 2010), έως αρκετά χρόνια (Ferguson et al., 1995; Dillon et al., 2008). Μερικά αγρονοµικά συστήµατα συµβάλλουν περισσότερο στην ανακύκλωση των ΕΠΝ από κάποια άλλα. Σε καλλιέργειες του αγρού, η µακρύτερη διάρκεια του Heterorhabditis bacteriophora Poinar ήταν 23 µήνες και αυτό µετά την εφαρµογή σπόρων σιταριού και κόκκινου τριφυλιού (Susurluk and Ehlers, 2007). Οµοίως, η εµφάνιση των ΕΠΝ αυξήθηκε, από την άνοιξη έως το φθινόπωρο, σε καλλιέργειες µε υψηλές πυκνότητες πιθανών ξενιστών (Griffin, 2015). Οι ΕΠΝ που αναδύονται από τους ξενιστές, µπορεί να διαφέρουν από τους εµπορικά παραγόµενους ΕΠΝ στο εργαστήριο και σε βιοαντιδραστήρες, ως προς τη φυσιολογία, το µέγεθος, τη συµπεριφορά, το ρυθµό και τη κίνηση στο έδαφος (Grewal et al., 1999; Dillon et al., 2006; Ebssa and Koppenhofer, 2012).  Οι ΕΠΝ που παρήχθησαν στο κηρόσκωρο, Galleria mellonella έχουν αυξηµένη διασπορά και µολυσµατικότητα (Shapiro and Glazer, 1996; Shapiro and Lewis, 1999). Αυτό µπορεί να οφείλεται είτε στη φυσιολογική κατάσταση των ΕΠΝ, είτε στη παρουσία ερεθισµάτων που προσδίδουν τον ξενιστή όπως, η αµµωνία ή οι φεροµόνες ( Shapiro and Glazer, 1996; San-Blas et al., 2008; Kaplan et al., 2012).       



28  2.6. ΜΑΖΙΚΗ ΠΑΡΑΓΩΓΗ Η µαζική παραγωγή εντοµοπαθογόνων νηµατωδών περιλαµβάνει: Πρώτον, τη µέθοδο καλλιέργειας in vivo, η οποία στηρίζεται στη µέθοδο δολώµατος του κηρόσκωρου (Galleria bait method) (Shapiro and Gaugler, 2002), και τη τοποθέτηση των πτωµάτων σε White trap (ειδικές παγίδες συλλογής ΕΠΝ) (White, 1927), οι οποίες εκµεταλλεύονται τη φυσική µετανάστευση των απογόνων των ΕΠΝ από το πτώµα του ξενιστή. Η πρακτική συνίσταται τη µόλυνση, τη συγκοµιδή, τη συµπύκνωση και αν χρειαστεί και την απολύµανση. Οι ξενιστές µολύνονται σε τρυβλία µε διηθητικό χαρτί ή κάποιο άλλο υπόστρωµα που ευνοεί τη µόλυνση, όπως το έδαφος. Μετά από περίπου 2-5 ηµέρες, τα µολυσµένα έντοµα µεταφέρονται σε White trap (ειδικές παγίδες συλλογής νηµατωδών) (Shapiro-Ilan et al., 2001), οι οποίες αποτελούνται από ένα τρυβλίο ή δίσκο που περιστοιχίζεται από νερό. Μετά από περίπου µια βδοµάδα, οι ΕΠΝ µετακινούνται από τα πτώµατα των ξενιστών προς το νερό όπου συγκοµίζονται. Παράγοντες που µπορούν να επηρεάσουν την απόδοση της in vivo καλλιέργειας είναι η  δοσολογία των νηµατωδών και η πυκνότητα των ξενιστών (Boff et al., 2000; Shapiro-Ilan et al., 2002a). Μια δόση που είναι πολύ χαµηλή µπορεί να οδηγήσει σε χαµηλή θνησιµότητα του ξενιστή, ενώ µια δόση που είναι υπερβολικά υψηλή µπορεί να οδηγήσει στον ανταγωνισµό (Shapiro-Ilan et al., 2012). Επιπλέον, οι περιβαλλοντικοί παράγοντες (θερµοκρασία, αερισµός και υγρασία) µπορούν να επηρεάσουν την απόδοση της (Burman and Pye, 1980; Grewal et al., 1994; Shapiro-Ilan et al., 2002a; Dolinski et al., 2007). ∆εύτερον, είναι η µέθοδος in vitro στερεής καλλιέργειας (Εικ.14), η οποία βασίζεται στην εισαγωγή των νηµατωδών σε ένα θρεπτικό µέσο ή αλλιώς στερεή καθαρή καλλιέργεια (Lunau et al., 1993). Η στερεή καλλιέργεια περιλαµβάνει τη καλλιέργεια των ΕΠΝ αναµεµειγµένη µε αφρό πολυεθέρα (Bedding, 1981), ο οποίος έχει αποστειρωθεί και µολυνθεί πρωτύτερα µε τα συµβιωτικά τους βακτήρια (Bedding, 1981, 1984). Παράγοντες που µπορούν να επηρεάσουν την απόδοση της in vitro στερεάς καλλιέργειας είναι ο ρυθµός εισαγωγής των ΕΠΝ (Han et al., 1992; Wang and Bedding, 1998), ο χρόνος καλλιέργειας δηλαδή αν είναι µεγαλύτερης διάρκειας µπορεί να υπάρχει καλύτερη απόδοση αλλά να οδηγήσει στη θνησιµότητα των νηµατωδών (Han et al., 1992), και η σύνθεση του µέσου (Shapiro-IIan et al., 2012). Επίσης, υπάρχει και η µέθοδος in vitro υγρής καλλιέργειας (Εικ.15), στην οποία πρώτα εισάγονται τα συµβιωτικά βακτήρια και µετά οι νηµατώδεις (Buecher and Popiel, 



29 1989; Surrey and Davies, 1996; Strauch and Ehlers, 2000), σε µέσον όπως ο κρόκος αυγού, η σκόνη γάλακτος, εκχύλισµα από ήπαρ κ.α. (Surrey and Davies, 1996; Ehlers et al., 2000; Yoo et al., 2000). Παράγοντες που µπορούν να επηρεάσουν την απόδοση της in vitro υγρής καλλιέργειας, είναι ο καλός αερισµός, το CO2, η περιεκτικότητα σε λιπίδια και η θερµοκρασία (Ehlers et al., 2000; Strauch and Ehlers, 2000, Yoo et al., 2000).   Εικόνα 14: Μέθοδος in vitro στερεής καλλιέργειας σε άγαρ. Πηγή: (https://www.researchgate.net/figure/Liver-kidney-agar-plate-Image-A-on-the-left-shows-a-dish-with-successful-growth-of_fig3_266623234)   Εικόνα 15: Μέθοδος in vitro υγρής καλλιέργειας σε µέσον ήπατος. Πηγή: (https://www.researchgate.net/figure/Liver-kidney-agar-plate-Image-A-on-the-left-



30 shows-a-dish-with-successful-growth-of_fig3_266623234)  2.7. Η ΕΦΑΡΜΟΓΗ ΤΩΝ ΕΠΝ Οι εντοµοπαθογόνοι νηµατώδεις (ΕΠΝ) µπορούν να εφαρµοστούν µε απλούς ψεκαστήρες, µε φυσητήρες οµίχλης και µε αεροψεκασµούς (Shapiro-Ilan et al., 2006α). Η µέθοδος εφαρµογής εξαρτάται από το είδος της καλλιέργειας και τις περιβαλλοντικές συνθήκες (Fife et al., 2005; Shapiro-Ilan et al., 2006a). Όσο αφορά το τρόπο εφαρµογής τους µπορεί να είναι είτε σε ένα απλό υδάτινο εναιώρηµα, είτε σε εναιώρηµα νερού µε διασκορπισµένους κόκκους από πηλό, τύρφη, βερµικουλίτη κ.α. (Kaya and Gaugler, 1993).   Παράγοντες που µπορούν να επηρεάσουν την επιτυχία της εφαρµογής τους είναι η δόση τους (Kaya and Gaugler, 1993), ο ανταγωνισµός τους µε άλλους εντοµοπαθογόνους και µε αρπακτικά έντοµα (Griffin, 2015), η προστασία τους από την υπεριώδη ακτινοβολία, η επαρκής υγρασία του εδάφους, η θερµοκρασία (Kaya, 1990, Shapiro-Ilan et al., 2006a), και η υφή του εδάφους (Kaya and Gaugler, 1993). Ένας ακόµα σηµαντικός παράγοντας είναι και η εφαρµογή λιπασµάτων και εντοµοκτόνων. Γενικά, σε µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν, εφαρµόζοντας τα λιπάσµατα στη συνιστώµενη δόση, είχαν µικρή επίδραση στην αποτελεσµατικότητα των ΕΠΝ (Shapiro et al., 1996b; Bednarek and Gaugler, 1997), σε σχέση µε µια υψηλότερη δόση και τη κοπριά  (Shapiro et al., 1996b; Bednarek and Gaugler, 1997; Shapiro et al., 1999b). Τέλος, ορισµένα  παρασιτοκτόνα µπορεί να είναι τοξικά για τους ΕΠΝ (π.χ. abamectin, acephate, aldicarb, dodine, fenamiphos, methomyl, parathion και Teflubenuron), ενώ κάποια άλλα τείνουν να είναι πιο δραστικά όταν εφαρµόζονται µαζί µε τους ΕΠΝ (π.χ. carbaryl, chlorpyrifos, dimethoate, endosulfan, fonofos, tefluthrin, imidicloprid) (Alumai and Grewal, 2004; Koppenhofer and Fuzy, 2008; Shapiro -Ilan et al., 2011b).           



31   ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: Η ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΑΝΤΙΜΕΤΩΠΙΣΗ ∆ΙΠΤΕΡΩΝ ΤΗΣ ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑΣ Tephritidae  ΜΕ ΕΝΤΟΜΟΠΑΘΟΓΟΝΟΥΣ ΝΗΜΑΤΩ∆ΕΙΣ Γενικά, οι ΕΠΝ ως οργανισµοί του εδάφους εξαρτώνται και από τις επικρατέστερες συνθήκες του εδάφους. Η υγρασία είναι ένας κρίσιµος παράγοντας. Σε πολύ υγρά ή ξερά εδάφη, το οξυγόνο µπορεί να είναι σε έλλειψη και έτσι, η µετακίνηση των νηµατωδών να είναι περιορισµένη (Stuart et al., 2015). Η θερµοκρασία του εδάφους είναι ένας ακόµα σηµαντικός παράγοντας για την επιβίωση τους. Κάποια είδη ΕΠΝ είναι ανεκτικά στη θερµότητα, και άλλα στο κρύο (Glazer et al., 1991). Το pH του εδάφους µπορούν να επηρεάσουν τους ΕΠΝ.  Βρέθηκε ότι τα είδη H. bacteriophora και S. carpocapsae ήταν αποτελεσµατικότερα σε pH 6,9 και 8,0 από ό, τι σε pH 5,6 (Stuart et al., 2015).  3.1. ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΕΣ ΣΕ ΤΡΥΒΛΙΑ Αρχικά, οι ερευνητικές µελέτες των Malan and Manrakhan (2009), οι οποίοι εξέτασαν την αποτελεσµατικότητα των ΕΠΝ H. bacteriophora, H. zealandica και S. khoisanae έναντι του προνυµφικού σταδίου, του σταδίου της νύµφης και των ενήλικων ατόµων τόσο του C. capitata Wiedemann όσο και του C. rosa Karsch, σε βιοδοκιµές που πραγµατοποιήθηκαν στο εργαστήριο, και τα οποία έδειξαν ότι υπήρχε κάποια αποτελεσµατικότητα στο στάδιο της προνύµφης και όχι τόσο στο στάδιο της νύµφης. Οι Rohde et al. (2012) εξέτασαν τη παθογένεια των ΕΠΝ, S. carpocapsae και Heterorhabditis sp., έναντι του προνυµφικού σταδίου και της νύµφης της ΜΜ, σε συγκεντρώσεις 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 και 400 Ιj / έντοµο. Έδειξαν ότι, στο στάδιο της προνύµφης προκάλεσαν υψηλή θνησιµότητα έως και 85%, έναντι της νύµφης µε 35 – 44%, και ότι οι καλύτερες συγκεντρώσεις ήταν οι µικρότερες ξεκινώντας από 100 Ij ανά άτοµο.  3.2. ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΕΣ ΣΕ Ε∆ΑΦΟΣ Οι Gazit et al. (2000), χρησιµοποιώντας πλαστικά δοχεία (11 x 20 x 20 cm µε επιφάνεια 400 cm2), αξιολόγησαν τη µολυσµατικότητα των ΕΠΝ σε διάφορους τύπους εδάφους (αµµώδες και αργιλώδες), θερµοκρασίας (17, 22 και 27 °C) και υγρασίας (10% (w/w)). Προστέθηκαν οι ΕΠΝ S. riobrave Texas, S. feltiae SF, S. carpocapsae Mexican, S. carpocapsae ALL, S. glaseri, Heterorhabditis sp. IS-5, IS12, IS-21, IS23, IS-25 και H. bacteriophora HP88, όπου οι S. riobrave Texas και Heterorhabditis sp. IS-5 βρέθηκαν να είναι τα πιο αποτελεσµατικά, µε το S. riobrave Texas να έχει µεγαλύτερη 



32 µολυσµατικότητα και καλύτερη αντοχή στις περιβαλλοντικές συνθήκες που δοκιµάστηκαν. Η µεγαλύτερη υπολειµµατική διάρκεια που παρουσίασε ήταν έως 10 ηµέρες. Επιπλέον, οι µελέτες των Rohde et al. (2010, 2012), που πραγµατοποιήθηκαν στη ΜΜ σε  πλαστικά δοχεία (12 cm χ 6 cm), µε εναιώρηµα νηµατωδών 125 Ij / cm2, καθώς και των Karagoz et al., (2009), σε γλαστράκια επιφάνειας 113 cm2 µε εναιώρηµα νηµατωδών 100 Ij/cm2, έδειξαν ότι τα είδη Steinernema spp. (συγκεκριµένα το S. feltiae), είχαν µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα από τα Heterorhabditis spp.  ΠΙΝΑΚΑΣ 1. ∆ιερεύνηση ερευνητικών µελετών αποτελεσµατικότητας των ΕΠΝ έναντι των µυγών των φρούτων (Diptera:Tephritidae) ΜΕΛΕΤΕΣ ΕΙ∆ΟΣ ΞΕΝΙΣΤΗ ΤΥΠΟΣ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ ΕΙ∆ΟΣ EPN ΠΙΟ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΙΚΑ Gazit et al., 2000 C. capitata Βιοδοκιµές εδάφους S. riobrave (Texas) S. feltiae (SF) S. carpocapsae (Mexican) S. carpocapsae (ALL) S. glaseri Heterorhabditis sp. (IS-5, IS12, IS-21, IS23, IS-25) H. bacteriophora (HP88) S. riobrave (Texas)  Karagoz et al., 2009 C. capitata Βιοδοκιµές εδάφους  S. feltiae S. carpocapsae S. weiseri Heterorhabditis sp. S. feltiae  Minas et al., 2016 C. capitata Βιοδοκιµές εδάφους      Αγρός (µόνο το LPP7) - Καλλιέργεια: Guava S. carpocapsae Heterorhabditis sp. (LPP2, LPP14, LPP17) H. indica (LPP1) H. baujardi (LPP7) H. bacteriophora (HP88)  H. baujardi (LPP7)- µόνο στον αγρό Heterorhabditis sp. (LPP17)       H. baujardi (LPP7) Rohde et al., 2010 C. capitata Βιοδοκιµές εδάφους S. carpocapsae (ALL) Heterorhabditis sp. S. carpocapsae (ALL) 



33  (RSC01) Rohde et al., 2012 C. capitata Βιοδοκιµές τρυβλίων  S. feltiae (Sn) S. carpocapsae (ALL) S. glaseri (Na) S. riobrave (355) S. arenarium Heterorhabditis sp. (PI, RSC01, RSC02, RSC03, RSC05, JPM3, JPM3.1, JPM4) H. bacteriophora (HP88) S. carpocapsae (ALL) Heterorhabditis sp. (RSC01) Barbosa-Negrisoli et al., 2009 Anastrepha fraterculus Βιοδοκιµές εδάφους  Αγρός-Καλλιέργεια: Ροδάκινων H. bacteriophora (RS33, RS56, RS57, RS58, RS72, RS88, RS107) S. feltiae (RS76) S. glaseri (RS38) S. rarum (RS47, RS55, RS70, RS89, RS90, RS102, RS106) S. riobrave (RS59) Steinernema sp. (RS69, RS92) S. riobrave (RS59) H. bacteriophora RS88) Malan and Manrakhan, 2009 C. capitata C. rosa Βιοδοκιµές τρυβλίων  H. bacteriophora (SF1, SF134, SF286) H. zealandica (SF41) S. khoisanae (SF87) H. bacteriophora (SF1, SF134, SF286)- (C. capitata) H. zealandica (SF41)- (C. rosa) Heve et al., 2016 Anastrepha suspensa Βιοδοκιµές τρυβλίων  Βιοδοκιµές εδάφους   S. riobrave   S. carpocapsae (ALL) S. glasseri-group S. glasseri (Sg-Na) S. rarum S. feltiae S. diaprepesi H. indica (Bartow) H. indica (Homestead) H.  zealandica H. floridensis H.  bacteriophora S. feltiae H.  bacteriophora 



34 Kamali et al., 2013 Dacus ciliatus Βιοδοκιµές τρυβλίων  Βιοδοκιµές εδάφους  Βιοδοκιµές καρπών (αγγούρια) H. bacteriophora S. carpocapsae  S. carpocapsae Kepenekci et al., 2015 Rhagoletis cerasi L. Βιοδοκιµές εδάφους S. carpocapsae S. feltiae   H. bacteriophora H. marelatus S. feltiae Hertz et al., 2006 Rhagoletis cerasi L. Βιοδοκιµές εδάφους σε Καλλιέργεια κερασιών S. feltiae S. feltiae Torrini et al., 2017 Bactrocera oleae  Βιοδοκιµές εδάφους S. carpocapsae (ItS-CAO1) H. bacteriophora  (ItH-LU1) S. carpocapsae (ItS-CAO1) Langford et al., 2014 Bactrocera tryoni Βιοδοκιµές εδάφους S. feltiae (T319) S. carpocapsae (BW) H. bacteriophora (NJ) S. feltiae (T319) Sirjani et al., 2009 Bactrocera oleae Βιοδοκιµές εδάφους  Βιοδοκιµές καρπών (ελιάς)  S. feltiae S. carpocapsae S. riobrave S. glaseri H. bacteriophora H. marelatus S. feltiae Toledo et al., 2005,2006 Anastrepha ludens Βιοδοκιµές εδάφους Βιοδοκιµές καρπών (µάνγκο) Αγρός-Καλλιέργεια: Μάνγκο(Mango) H. bacteriophora H. bacteriophora  Yee and  Rhagoletis  Βιοδοκιµές S. carpocapsae S. feltiae S. carpocapsae S. feltiae 



35 Lacey, 2003 indifferens εδάφους S. intermedium Fetoh et al., 2011 Bactrocera zonata Dacus ciliatus Βιοδοκιµές εδάφους H. bacteriophora (Poinar) S. carpocapsae (ALL) H. bacteriophora (Poinar) ΣΚΟΠΟΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ Προηγούµενες µελέτες µε την ΜΜ, αλλά και µε άλλες µύγες των φρούτων επικεντρώνονται στην χρήση των ΕΠΝ εντός της καλλιεργητικής περιόδου. Για παράδειγµα, ο Minas et al. (2016) δοκίµασαν την αποτελεσµατικότητα του H. baujardi (LPP7) για την αντιµετώπιση της ΜΜ σε καλλιέργεια γκουάβας, σε περιοχή τροπικού κλίµατος στην Βραζιλία, µε ικανοποιητικά αποτελέσµατα. Έκαναν τεχνητές µολύνσεις στον αγρό εντός της καλλιεργητικής περιόδου µε εξαιρετικές χαµηλές δόσεις (2.5 ΕΠΝ/1cm3 ή 10 ΕΠΝ/προνύµφη), όµως µε επαναλαµβανόµενες εφαρµογές ΕΠΝ σε συνθήκες εξαιρετικά υψηλής υγρασίας. Παροµοίως, σε παρόµοιες κλιµατικές συνθήκες, οι Barbosa-Negrisoli et al. (2009) δοκίµασαν εάν οι ΕΠΝ µπορούν να µολύνουν προνύµφες του είδους Anastrepha fraterculus Wiedemann µέσα σε φρούτα στο έδαφος µε απευθείας εφαρµογή εναιωρήµατος εντοµοπαθογόνων νηµατωδών σε τεχνητά ή φυσικά µολυσµένα ροδάκινα µε θετικά αποτελέσµατα. Οι Toledo et al. (2005, 2006) δοκίµασαν την αποτελεσµατικότητα του ΕΠΝ H.bacteriophora κατά του είδους Anastrepha ludens Loew σε καλλιέργεια µάνγκο στο Μεξικό µε ενθαρρυντικά αποτελέσµατα (50-75% µόλυνση), αλλά σε δόσεις αρκετά υψηλές (250-500 ΕΠΝ/ προνύµφη ή 345 ΕΠΝ/cm3,) και µερικές φορές επαναλαµβανόµενες. Αυτό που δεν έχει διερευνηθεί, είναι αν οι ΕΠΝ µπορούν να εφαρµοστούν µετά το πέρας της καλλιεργητικής περιόδου µε σκοπό τη µείωση του αριθµού των προς διαχείµαση προνυµφών της ΜΜ (προνύµφες που πέφτουν στο έδαφος για να νυµφωθούν χωρίς ή µαζί µε τον προσβεβληµένο καρπό) σε περιοχές µε µεσογειακό κλίµα. Ο σκοπός είναι να εξεταστεί εάν οι ΕΠΝ µπορούν να χρησιµοποιηθούν σε χαµηλές δόσεις ή/και µε µία µόνο εφαρµογή. Η παρούσα µεταπτυχιακή µελέτη έρχεται να συµβάλει σε αυτό το σκοπό µε α) την εργαστηριακή αξιολόγηση της αποτελεσµατικότητας των εµπορικά διαθέσιµων ΕΠΝ Steinernema carpocapsae, Steinernema feltiae (Rhabditida: Steinernematidae) και Heterorhabditis bacteriophora (Rhabditida:Heterorhabditidae), κατά των ώριµων προνυµφών και των νυµφών του C. Capitata Wiedemann , στην Ελλάδα, και ευρύτερα  στις κλιµατικές συνθήκες της Μεσογείου, β) την διερεύνηση της αποτελεσµατικότητας και της υπολειµµατικής τους δράσης, σε εδαφικό υπόστρωµα, γ) την εξέταση της 



36 ικανότητας εισόδου και µετακίνησης των ΕΠΝ εντός των καρπών (που έχουν πέσει στο έδαφος), και το παρασιτισµό των προνυµφών της ΜΜ,  και τέλος, δ) αν αυτή η ικανότητά του παρασιτισµού εξαρτάται από το είδος του καρπού (πορτοκάλι και µήλο), και εάν διαφέρει για τα τρία είδη των ΕΠΝ. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 4.1. ΕΚΤΡΟΦΕΣ 4.1.1. ΕΚΤΡΟΦΗ ΤΟΥ ΕΙ∆ΟΥΣ Ceratitis capitata Wiedemann Η εργαστηριακή αποικία του Μπενάκειου Φυτοπαθολογικού Ινστιτούτου, είχε αναπτυχθεί από συλλογή µολυσµένων µε προνύµφες καρπών νερατζιάς (Citrus aurantium L.) από διάφορες περιοχές της Αττικής. Όταν εµφανίστηκαν τα ενήλικα άτοµα, τοποθετήθηκαν σε κλωβούς (Εικ. 14) διαστάσεων 30x30x30cm και εφοδιάζονταν µε νερό και τροφή (µίγµα 1:4 υδρολυµένης ζύµης και ζάχαρης). Κατά προσέγγιση, τοποθετήθηκαν 100 ενήλικα άτοµα σε κάθε ένα κλωβό. Μετά τη σύζευξη των ενήλικων ατόµων, τα θηλυκά εναπόθεταν τα ωά τους σε ένα τρυβλίο (µε διάµετρο 9cm), όπου το οποίο στην επάνω επιφάνεια του είχε τοποθετηθεί ένα πλαστικό κοίλο εσωτερικά κούφιο, ηµισφαιρικό καπάκι (µε διάµετρο 5 cm), χρώµατος κόκκινου, και έχει πάνω του µικρές οπές (Εικ. 13α.) (Diamantidis et al., 2009). Για τη παροχή τροφή της αποικίας, στο κάτω µέρος του τρυβλίου της ειδικής κατασκευής τοποθετούνταν 5 ml φρέσκου χυµού πορτοκαλιού. Εν συνεχεία, τα ωά συλλέγονταν από αυτό το τρυβλίο µε τη βοήθεια µιας µικρής, λεπτής βούρτσας και τοποθετούνταν µέσα σε γυάλινα τρυβλία (µε διάµετρο 9mm), σε ειδικό µίγµα τροφής (Εικ. 13β.), που περιείχε νερό (500ml), ζάχαρη (100g), ζυθοζύµη (100g), σόγια (50g), ασκορβικό οξύ (8g), κιτρικό οξύ (8g), προπιονικό νάτριο (1,5g), και άλατα (2g). Επιπροσθέτως, τα γυάλινα τρυβλία (µε διάµετρο 9 cm) τοποθετούνταν σε λεκάνη µε διαστάσεις 30x30x30 cm, µε διηθητικό χαρτί στο πάτο τους και καλύπτονταν µε ένα διαφανές διάρητο ύφασµα (τούλι). Η εκτροφή πραγµατοποιούταν σε εργαστηριακό δωµάτιο υπό σταθερές συνθήκες θερµοκρασίας (25- 27οC), σχετικής υγρασίας (65%) και 16 ωρών φωτόφασης.      



37  Εικόνα 16: Τρυβλίο εναπόθεσης ωών. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα   Εικόνα 17: Ανάπτυξη προνυµφών σε ειδικό µίγµα τροφής. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα 



38   Εικόνα 18: Εκτροφή του εντόµου Ceratitis capitata. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα                 



39 4.1.2. ΕΚΤΡΟΦΗ ΤΩΝ ΕΝΤΟΜΟΠΑΘΟΓΟΝΩΝ ΝΗΜΑΤΩ∆ΩΝ (ΕΠΝ) Η εταιρεία Bio-insecta προµήθευσε στο Μπενάκειο Φυτοπαθολογικό Ινστιτούτο, τρία είδη ΕΠΝ, τα S. carpocapsae, S. feltiae και H. bacteriophora, µέσα σε φακελάκι µε αδρανές υλικό (βερµικουλίτη) και άλλα υλικά (Εικ. 19). Σε ένα δοχείο µε νερό (12,5 x12,5 x 6cm), τοποθετείτο διηθητικό χαρτί, στην επιφάνεια του οποίου τοποθετείτο το περιεχόµενο από ένα φακελάκι µε ΕΠΝ και αδρανές υλικό για διάστηµα οκτώ ωρών (Εικ. 20). Τα µολυσµατικά νεαρά άτοµα  (infective juveniles - Ijs) των νηµατωδών, διαπερνώντας το διηθητικό χαρτί, συγκεντρώνονταν στο νερό. Ακολούθως, αυτό το υδάτινο εναιώρηµα χρησιµοποιήθηκε στην in vivo εκτροφή των εντοµοπαθογόνων νηµατωδών µε τη µέθοδο δολώµατος του κηρόσκωρου (Galleria bait method) (Εικ. 21). Σε τρυβλία τύπου Petri (9cm),  µε τις δυο τους εσωτερικές όψεις επικαλυµµένες µε διηθητικό χαρτί (filter papers, της εταιρείας whatman), διανεµήθηκε οµοιόµορφα µε τη βοήθεια πιπέτας, 1ml του υδάτινου εναιωρήµατος, σε συγκέντρωση 1000-2000 Ij/ml. σύµφωνα µε τους McMullen and Stock (2014). Ύστερα, προστέθηκαν 5-6 προνύµφες του τελευταίου σταδίου του είδους του εντόµου G. mellonella σε κάθε τρυβλίο, ώστε να επιτευχθεί µία δόση των 100-200 Ijs/προνύµφη. Κατόπιν, τα τρυβλία σφραγίστηκαν µε parafilm (για διατήρηση της υγρασίας) και στο πάνω µέρος του αναγράφησαν πληροφορίες όπως, το όνοµα του είδους του ΕΠΝ, ο αριθµός των προνυµφών του εντόµου G. mellonella, και η ηµεροµηνία της µόλυνσης. Στη συνέχεια, διατηρήθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου στους 22 ± 1°C, µε σχετική υγρασία 49%, και ελεγχόντουσαν καθηµερινά. Ύστερα από 3-4 ηµέρες, αφαιρέθηκαν οι νεκρές προνύµφες του εντόµου µε προσοχή και µε εµφανή τα σηµάδια της µόλυνσης τους από τους εντοµοπαθογόνους νηµατώδεις και τοποθετήθηκαν σε white trap. Το white trap (Εικ. 22), αποτελείται από ένα δοχείο (διαστάσεων 12,5 x12,5 x 6 cm), όπου στο πάτο του βρίσκεται αναποδογυρισµένο ένα τρυβλίο (τύπου petri), διαµέτρου 45 mm, και από πάνω του εισάγεται ένα ελαφρώς βρεγµένο διηθητικό χαρτί (διαµέτρου 90 mm), στο οποίο τοποθετούµε τις παρασιτισµένες προνύµφες του εντόµου (G. mellonella). Κατόπιν, στο δοχείο προστίθεται  νερό (µέχρι ύψους 1 cm), και κλείνεται µε πώµα και πάνω στο πώµα αναγράφονται το όνοµα του είδους του ΕΠΝ, η ηµεροµηνία µόλυνσης και η ηµεροµηνία της παγίδευσης. Μετά από µια βδοµάδα, παρατηρήθηκε η έναρξη της εξόδου των εντοµοπαθογόνων νηµατωδών στο νερό, και το υδάτινο εναιώρηµα συλλέχθηκε µε πιπέτα (όγκου 10ml). Μετά από καθαρισµό µε νερό (3 πλύσεις ακολουθούµενες από κατακρήµνιση), τα εναιωρήµατα τοποθετήθηκαν σε φιάλες κυτταροκαλλιέργειας (400ml) (Εικ. 23), και αποθηκεύτηκαν σε ειδικό θάλαµο 



40 συντήρησης στους 10 ± 1°C και σχετικής υγρασίας 72%. Για την προετοιµασία των εναιωρηµάτων και των δόσεων που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα οι ΕΠΝ µετρήθηκαν κάτω από στερεοσκόπιο µε εύρος µεγέθυνσης 0,8x-4x και 0,67x-4,5x,  σε χαραγµένα τρυβλία καταµέτρησης (counting dish- Εικ. 24).  Εικόνα 19: Ο ΕΠΝ S. feltiae µέσα σε φακελάκι µε αδρανές υλικό (βερµικουλίτη). Πηγή: Χρονοπούλου Άννα  Εικόνα 20: Υδάτινα εναιωρήµατα νηµατωδών. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα 



41    Εικόνα 21: Η µέθοδος δολώµατος του κηρόσκωρου (Galleria bait method). Πηγή: Χρονοπούλου Άννα    Εικόνα 22: White trap. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα  



42  Εικόνα 23: Φιάλες κυτταροκαλλιέργειας. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα   Εικόνα 24:   Χαραγµένα τρυβλία καταµέτρησης Πηγή: Χρονοπούλου Άννα 



43  4.2. ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ 4.2.1. ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΕΣ ΣΕ ΤΡΥΒΛΙΑ ΤΥΠΟΥ Petri Για την αξιολόγηση της αποτελεσµατικότητας των ειδών των ΕΠΝ S. carpocapsae, S. feltiae (Rhabditida: Steinernematidae), και H. bacteriophora (Rhabditida: Heterorhabditidae), στον έλεγχο της προνύµφης και νύµφης του είδους C. Capitata Wiedemann, έγιναν βιοδοκιµές σε τρυβλία (Εικ. 25, 26). Αρχικά, το εσωτερικό του τρυβλίου (90 mm) καλύφθηκε από διηθητικό χαρτί και στις δύο πλευρές του. Προστέθηκε 2 ml εναιωρήµατος ΕΠΝ σε κάθε πλευρά, και αντίστοιχα νερό για το µάρτυρα. Στη συνέχεια, τοποθετήθηκαν 10 προνύµφες σε κάθε ένα από τα 5 τρυβλία,  και σε άλλα 5 τρυβλία τοποθετήθηκαν 10 νύµφες, άρα σύνολο 10 τρυβλία για το κάθε είδος ΕΠΝ της κάθε µεταχείρισης, και 10 για το µάρτυρα, οπότε χρησιµοποιήθηκαν 100 τρυβλία σε κάθε µεταχείριση. Οι διαφορετικές µεταχειρίσεις των ΕΠΝ που χρησιµοποιήθηκαν ήταν των 100 Ij, 50 Ij και 25 Ij/προνύµφη ή νύµφη, ενώ για το µάρτυρα χρησιµοποιήθηκε µόνο νερό. Οι αξιολογήσεις ξεκίνησαν µετά από τρείς ηµέρες και κατόπιν καθηµερινά ώστε να επιβεβαιωθεί η θνησιµότητα τόσο του προνυµφικού σταδίου όσο και του σταδίου της νύµφης, και έως να ολοκληρωθεί η εµφάνιση των ενήλικων ατόµων της ΜΜ. Κάθε πειραµατικό σετ αποτελούνταν από πέντε επαναλήψεις από κάθε µεταχείριση. Συνολικά για κάθε στάδιο (προνύµφη/νύµφη) έγιναν έξι πειραµατικά σετ, οπότε για κάθε µεταχείριση υπήρξαν συνολικά 30 επαναλήψεις. Τα πειράµατα έγιναν σε θερµοκρασία δωµατίου  22 ± 1°C και σχετικής υγρασίας 49%.   



44   Εικόνα 25: Βιοδοκιµές τρυβλίων. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα   Εικόνα 26: Βιοδοκιµές τρυβλίων. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα  



45  4.2.2. ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΕΣ ΣΕ ΚΛΩΒΟΥΣ Στο δεύτερο πειραµατικό σκέλος, για την αξιολόγηση της αποτελεσµατικότητας και της υπολειµµατικής δράσης των ειδών των ΕΠΝ S. carpocapsae, S. feltiae, και H. bacteriophora, στον έλεγχο της προνύµφης και νύµφης του είδους C. capitata, έγιναν βιοδοκιµές σε κλωβούς (Εικ. 27). Το πείραµα διεξήχθει σε τρείς φάσεις σε ειδικό θάλαµο φωτοπεριόδου του Μπενάκειου Φυτοπαθολογικού Ινστιτούτου, υπό ελεγχόµενες συνθήκες, µε θερµοκρασία δωµατίου  21 ± 1°C και σχετικής υγρασίας 49%. Η αποτελεσµατικότητα και υπολειµµατική δράση των ΕΠΝ αξιολογήθηκε σε συνθήκες που προσοµοιάζουν την φθινοπωρινή περίοδο, όπου αναπτυγµένες προνύµφες εξέρχονται από τα φρούτα και πέφτουν στο έδαφος για να νυµφωθούν και να διαχειµάσουν. Για αυτό το λόγο χρησιµοποιήσαµε υπόστρωµα µε σύσταση 7:3 άµµου-εδαφικού µείγµατος (τύρφη), σε πλαστικά δοχεία (διαστάσεων 20x20), και όγκου 400 cm2, τα οποία τοποθετήθηκαν σε εντοµολογικούς κλωβούς (διαστάσεων 30x30x30 cm). Σε κάθε δοχείο προστέθηκε 160ml εναιωρήµατος µε 60.000 Ij από κάθε νηµατώδη και ακολούθως προστέθηκαν 100  προνύµφες ΜΜ, οι οποίες παρατηρήθηκε να εισέρχονται άµεσα στο υπόστρωµα. Η δόση που χρησιµοποιήθηκε, ήταν σύµφωνα µε  από τους Gazit, et al., (2000), όπου βρέθηκε ότι, η µέγιστη δραστηριότητα των ΕΠΝ ήταν σε πυκνότητα 150 Ij/cm2 άρα 150Ij/cm2 *400cm2 = 60.000 Ij. Μετά από δύο βδοµάδες στο ίδιο δοχείο προστέθηκαν άλλες 100 προνύµφες ΜΜ, και  µετά από τέσσερις βδοµάδες άλλες 100 προνύµφες πάλι στο ίδιο δοχείο. Οπότε, συνολικά προσθέθηκαν 300 προνύµφες της ΜΜ σε διάστηµα 4 βδοµάδων. Κάθε βδοµάδα γινόταν επίσης, εφαρµογή περίπου 100 ml νερού µε σκοπό τη διατήρηση της υγρασίας του υποστρώµατος περίπου στο 10-15% που είναι και το ποσοστό που µπορούν να  έχουν βέλτιστη δράση, ενώ σε κορεσµένα εδάφη οι ΕΠΝ αδρανοποιούνται (Griffin, 2015). Συνολικά έγιναν οκτώ επαναλήψεις (δοχεία) ανά µεταχείριση. Μετά από 19 περίπου ηµέρες από την τοποθέτηση των προνυµφών, τα ενήλικα άτοµα της ΜΜ άρχισαν να εξέρχονται από το υπόστρωµα και να παρατηρούνται στους κλωβούς. Τα ενήλικα άτοµα ΜΜ συλλέγονταν µε τη βοήθεια αναρροφητήρα (Εικ. 28) ανά κλωβό, αποθηκεύονταν σε φυγοκεντρικούς σωλήνες τύπου falcon (Εικ. 29), και καταµετρούνταν.  



46   Εικόνα 27: Βιοδοκιµές σε κλωβούς. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα   Εικόνα 28: Αναρροφητήρας. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα 



47   Εικόνα 29: Φυγοκεντρικοί σωλήνες τύπου falcon. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα                  



48 4.2.3. ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΕΣ ΣΕ ΚΑΡΠΟΥΣ Στο τρίτο πειραµατικό σκέλος για την αξιολόγηση της αποτελεσµατικότητας και της διερεύνησης της ικανότητας µετακίνησης των ειδών των ΕΠΝ S. carpocapsae, S. feltiae, και H. bacteriophora, στον έλεγχο της προνύµφης και νύµφης του είδους C. capitata, έγιναν βιοδοκιµές σε καρπούς. Το πείραµα διεξήχθει, σε ειδικό θάλαµο φωτοπεριόδου του Μπενάκειου Φυτοπαθολογικού Ινστιτούτου, υπό ελεγχόµενες συνθήκες, µε θερµοκρασία δωµατίου  21 ± 1°C και σχετικής υγρασίας 49%. Πορτοκάλια (Εικ. 30) και µήλα (Εικ. 31) προσβλήθηκαν τεχνητά µε 50 ωά ή νέο-εκκολαφθείσες προνύµφες της ΜΜ ανοίγοντας µια µικρή τοµή (στο πορτοκάλι βαθιά µέχρι την σάρκα) και µεταφέροντας τις προνύµφες στο σηµείο αυτό µε ένα λεπτό πινέλο, κάτω από το στερεοσκόπιο. Κατόπιν τα προσβεβληµένα φρούτα τοποθετήθηκαν στην επιφάνεια υποστρώµατος µε σύσταση 7:3 άµµου-εδαφικού µείγµατος (τύρφη), µέσα σε πλαστικά δοχεία (διαστάσεων 12x12cm), και όγκου 144 cm2, στο οποίο είχε γίνει προηγουµένως εφαρµογή µε 80ml εναιωρήµατος, δηλαδή µε 21.600 νηµατώδεις (150Ij/cm2 *144cm2 = 21.600 Ij). Συνολικά έγιναν έξι επαναλήψεις (τρείς επαναλήψεις µε πορτοκάλι και τρείς µε µήλο) για το κάθε ένα είδος ξεχωριστά (S. carpocapsae, S. feltiae και H. bacteriophora), και έξι επαναλήψεις µε 80 ml νερό µόνο για µάρτυρες. Η αξιολόγηση πραγµατοποιήθηκε µετά από 26 µέρες για τα πορτοκάλια, ενώ τα µήλα χρειάστηκαν άλλη µια βδοµάδα. Οι καρποί διαµελίστηκαν  µε προσοχή και διερευνήθηκαν εξονυχιστικά για την εύρεση τυχόν υγειών ή προσβεβληµένων από νηµατώδεις προνυµφών.  Τέλος, το µίγµα εδάφους ελέγχθηκε επισταµένως, και καταγράφηκε ο αριθµός των εξερχόµενων νυµφών της ΜΜ, ώστε να επιβεβαιωθεί  το ποσοστό θνησιµότητας τους.   



49  Εικόνα 30:  Βιοδοκιµές σε παρτοκάλια. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα   Εικόνα 31:  Βιοδοκιµές σε µήλα. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα 



50  Εικόνα 32: Προσβεβληµένη προνύµφη από τον ΕΠΝ S. feltiae σε πορτοκάλι. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα   Εικόνα 33: Προσβεβληµένη προνύµφη από τον ΕΠΝ S. carpocapsae σε µήλο. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα   



51  Εικόνα 34: Προσβεβληµένες προνύµφες από το ΕΠΝ H. bacteriophora σε πορτοκάλι. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα   Εικόνα 35: Προσβεβληµένες προνύµφες από το ΕΠΝ H. bacteriophora. Πηγή: Χρονοπούλου Άννα   



52 4.3. ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 4.3.1. ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΕΣ ΣΕ ΤΡΥΒΛΙΑ ΤΥΠΟΥ Petri Συνήθως, τα δεδοµένα των βιοδοκιµών σε βιοκτόνα αναλύονται αφού πρώτα τα αποτελέσµατα από τις διάφορες µεταχειρίσεις, διορθώνονται χρησιµοποιώντας τον τύπο του Abbott, εφόσον η θνησιµότητα στο µάρτυρα είναι 5-20%. Ωστόσο στα πειραµατά µας παρατηρήθηκε επανειληµµένα ότι η θνησιµότητα στο µάρτυρα ξεπερνούσε κατά πολύ το 20% (προνύµφη ~26%, Νύµφη~32%). Για αυτό το λόγο επιλέξαµε να προχωρήσουµε σε  απευθείας σύγκριση των διάφορων µεταχειρίσεων (είδος νηµατώδη και δόση) συµπεριλαµβανοµένου του µάρτυρα, µεταξύ τους. Για να το πετύχουµε αυτό, εφαρµόσαµε Γενικευµένα Γραµµικά Μοντέλα (Generalized Linear Models), και συγκεκριµένα για να µελετήσουµε την επίδραση των διαφορετικών µεταχειρίσεων. Στη θνησιµότητα των προνυµφών και των νυµφών της ΜΜ χρησιµοποιήσαµε τη λογιστική παλινδρόµηση, η οποία είναι κατάλληλη για αναλογικά δεδοµένα (ποσοστά θνησιµότητας στην περίπτωσή µας, x άτοµα νεκρά/10), όπου υπήρχε στατιστικώς σηµαντική επίδραση των µεταχειρίσεων στην θνησιµότητα. Προχωρήσαµε σε δοκιµασία πολλαπλών συγκρίσεων (post-hoc test) µε τη µέθοδο Bonferroni (Sokal & Rohlf, 1995). Η ανάλυση έγινε µε το στατιστικό λογισµικό SPSS v.21 (IBM, Armonk, NY, USA).  4.3.2. ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΕΣ ΣΕ ΚΛΩΒΟΥΣ Τα δεδοµένα µας ακολουθούσαν κανονική κατανοµή και έτσι, εφαρµόσαµε ανάλυση παραλλακτικότητας δύο παραγόντων, ώστε να διερευνηθεί, κατά πόσο η έξοδος των ενήλικων ατόµων  της ΜΜ επηρεάζεται από τη µεταχείριση (µάρτυρας, H. bacteriophora, S. carpocapsae και S. feltiae) και το χρόνο προσθήκης των προνυµφών µετά την εφαρµογή, της εκάστοτε µεταχείρισης (0, 2 και 4 βδοµάδες), καθώς και από την αλληλεπίδραση τους. Για την περαιτέρω σύγκριση των µέσων όρων κάθε παράγοντα προχωρήσαµε σε δοκιµασία Least Significant Difference (L.S.D). Κατόπιν, προχωρήσαµε σε µονο-παραγοντική σύγκριση των µέσων όρων όλων των επεµβάσεων για κάθε συνδυασµό µεταχείρισης και χρόνου µε Tukey-Kramer.       



53 ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5: ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 5.1. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΩΝ ΣΕ ΤΡΥΒΛΙΑ ΤΥΠΟΥ Petri Γενικά, οι διάφορες µεταχειρίσεις των ΕΠΝ, H. bacteriophora, S. carpocapsae και S. feltiae, στις δόσεις των 100 Ij, 50 Ij και 25 Ij/προνύµφη, είχαν στατιστικά σηµαντική επίδραση στην θνησιµότητα των προνυµφών της ΜΜ (F9,290 = 3.573, P < 0.001), όπως φαίνεται στο ιστόγραµα 1. Σε σχέση µε το µάρτυρα µόνο το H. bacteriophora στην ανώτερη δόση των 100Ij/προνύµφη, και το S. carpocapsae σε δόση 50 και 100Ij/προνύµφη διέφεραν σηµαντικά. Αντίθετα, οι διάφορες µεταχειρίσεις δεν επηρέασαν σηµαντικά την θνησιµότητα των νυµφών της ΜΜ (F9,290 = 1.525, P = 0.138).     Control = Μάρτυρας Ιστόγραµµα 1: Θνησιµότητα προνυµφών της Μύγας της Μεσογείου, C. capitata σε διαφορετικές δόσεις από τους εντοµοπαθογόνους νηµατώδεις H. bacteriophora, S. carpocapsae και S. feltiae σε βιοδοκιµές σε τρυβλία petri. Οι στήλες που συνοδεύονται από το ίδιο γράµµα δεν διαφέρουν σηµαντικά (Bonferroni,post-hoc test πολλαπλών συγκρίσεων, α = 0,05).  



54   Control = Μάρτυρας Ιστόγραµµα 2: Θνησιµότητα νυµφών της Μύγας της Μεσογείου, C. capitata σε διαφορετικές δόσεις από τους εντοµοπαθογόνους νηµατώδεις H. bacteriophora, S. carpocapsae και S. feltiae σε βιοδοκιµές σε τρυβλία petri.                



55 5.2. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΩΝ ΣΕ ΚΛΩΒΟΥΣ Tόσο η µεταχείριση, όσο και το χρονικό διάστηµα µεταξύ της εφαρµογής της κάθε µεταχείρισης (H. bacteriophora, S. carpocapsae και S. feltiae) και της πρόσθεσης προνυµφών (κάθε 0, 2, και 4 βδοµάδες), επηρέασαν σηµαντικά τον αριθµό των ενήλικων της ΜΜ που παρατηρήθηκαν στους κλωβούς, ενώ η αλληλεπίδραση αυτών των παραγόντων δεν ήταν σηµαντική (Πίνακας 2).   Πίνακας 2. Ανάλυση Παραλλακτικότητας εξόδου ενήλικων της ΜΜ Εξαρτηµένη µεταβλητή: ανήλικα C. capitata Πηγή παραλλακτικότητας Άθροισµα τετραγώνων Βαθµοί ελευθερίας Mέσο τετράγωνο F P Μοντέλο 34581,281a 11 3143,753 10,662 <0.001 Σηµείο τοµής 266177,344 1 266177,344 902,720 <0.001 Μεταχείριση 16568,115 3 5522,705 18,730 <0.001 Χρόνος 15506,437 2 7753,219 26,294 <0.001 Μεταχείριση* Χρόνος 2506,729 6 417,788 1,417 0.218 Σφάλµα 24768,375 84 294,862   Σύνολο 325527,000 96    ∆ιόρθωση συνόλου 59349,656 95    a. συντελεστής προσδιορισµού R= ,583 (∆ιορθωµένος συντελεστής προσδιορισµού = ,528)   Το είδος του ΕΠΝ που οδήγησε στο µικρότερο αριθµό ενηλίκων ΜΜ ήταν το S. feltiae (37.45 ± 3.5), ακολουθούµενο από τα H. bacteriophora (51 ± 3.5) και S. carpocapsae (48.54 ± 3.5), τα οποία δεν διέφεραν σηµαντικά, ενώ στο µάρτυρα (73.62 ± 3.5) παρατηρήθηκε σηµαντικά µεγαλύτερος αριθµός ενήλικων ΜΜ σε σύγκριση µε όλες τις µεταχειρίσεις. Επίσης, ο αριθµός των ενηλίκων επηρεάστηκε σηµαντικά και από το χρονικό διάστηµα, όπου οι προνύµφες εκτέθηκαν στις µεταχειρίσεις. Περισσότερα 



56 ενήλικα της ΜΜ παρατηρήθηκαν όσο το διάστηµα εφαρµογής-έκθεσης αυξανόταν. Στο ιστόγραµµα 3 παρουσιάζεται ο αριθµός των ενηλίκων της ΜΜ, που παρατηρήθηκαν στους κλωβούς ανά συνδυασµό µεταχείρισης και χρονικού διαστήµατος.      Control = Μάρτυρας Ιστόγραµµα 3: Έξοδος ενήλικων της Μύγας της Μεσογείου, C. capitata σε κλωβούς µε διαφορετικές µεταχειρίσεις. Οι στήλες που συνοδεύονται από το ίδιο γράµµα δεν διαφέρουν σηµαντικά (Tukey Kramer post-hoc test πολλαπλών συγκρίσεων, α = 0,05).         



57 5.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΒΙΟ∆ΟΚΙΜΩΝ ΣΕ ΚΑΡΠΟΥΣ Γενικά, οι περισσότερες ΜΜ αναπτύχθηκαν στο πορτοκάλι παρά στο µήλο. Στο µάρτυρα αναπτύχθηκαν περισσότερες ΜΜ από ότι στους ΕΠΝ (Πίνακας 2, 3). Μάλιστα σε µερικές επαναλήψεις µε ΕΠΝ δεν βρήκαµε ούτε µια προνύµφη ή νύµφη ΜΜ. Σε µερικές µεταχειρίσεις µε ΕΠΝ παρατηρήθηκαν νεκρές παρασιτισµένες προνύµφες, οι οποίες έδειχναν ένα χαρακτηριστικό µεταχρωµατισµό, ενδεικτικό της προσβολής τους από ΕΠΝ. Πιο συχνά βρήκαµε παρασιτισµένες προνύµφες από ΕΠΝ στις µεταχειρίσεις µε το S. feltiae (Πίνακας 3, 4).    Πίνακας 3. Αριθµός ανηλίκων της ΜΜ που βρέθηκαν σε πορτοκάλια και µήλα, σε διαφορετικές µεταχειρίσεις (σύνολο νυµφών που βρέθηκαν στο έδαφος και προνυµφών που βρέθηκαν µέσα σε φρούτα ζωντανές και νεκρές), µέσος όρος ± Σ.Φ.  Μάρτυρας H. bacteriophora S. carpocapsae S. feltiae Μήλο 35.33 ± 7.53 3 ± 1.52 4.66 ± 2.40 7.3 ± 4.66 Πορτοκάλι 41.66 ± 4.05 6.66 ±3.38 4.33 ± 2.6 18.33 ± 7.31           



58 Πίνακας 4. Αναλυτικά αποτελέσµατα από βιοδοκιµές σε καρπούς. ΜΕΤΑΧΕΙΡΙΣΗ ΦΡΟΥΤΟ ΝΥΜΦΕΣ-ΧΩΜΑ ΝΕΚΡΕΣ ΠΡΟΝΥΜΦΕΣ-ΦΡΟΥΤΟ ΠΑΡΑΣΙΤΙΣΜΕΝΕΣ ΠΡΟΝΥΜΦΕΣ -ΦΡΟΥΤΟ ΣΥΝΟΛΟ Μάρτυρας πορτοκάλι 35 0 0 35 Μάρτυρας πορτοκάλι 36 13 0 49 Μάρτυρας πορτοκάλι 12 29 0 41 Μάρτυρας µήλο 31 0 0 31 Μάρτυρας µήλο 36 14 0 50 Μάρτυρας µήλο 25 0 0 25 H. bacteriophora πορτοκάλι 6 1 4 11 H. bacteriophora πορτοκάλι 3 6 0 9 H. bacteriophora πορτοκάλι 0 0 0 0 H. bacteriophora µήλο 4 0 0 4 H. bacteriophora µήλο 3 2 0 5 H. bacteriophora µήλο 0 0 0 0 S. carpocasae πορτοκάλι 9 0 0 9 S. carpocasae πορτοκάλι 4 0 0 4 



59 S. carpocasae πορτοκάλι 0 0 0 0 S. carpocasae µήλο 7 0 1 8 S. carpocasae µήλο 6 0 0 6 S. carpocasae µήλο 0 0 0 0 S. feltiae πορτοκάλι 15 0 1 16 S. feltiae πορτοκάλι 6 0 1 7 S. feltiae πορτοκάλι 32 0 0 32 S. feltiae µήλο 15 0 1 16 S. feltiae µήλο 4 0 2 6 S. feltiae µήλο 0 0 0 0                 



60 ΣΥΖΗΤΗΣΗ Στη παρούσα µεταπτυχιακή διατριβή πραγµατοποιήθηκε διερεύνηση της αποτελεσµατικότητας εντοµοπαθογόνων νηµατωδών στον έλεγχο της µύγας της Μεσογείου. Σκοπός της µελέτης ήταν, πρώτον, να διερευνηθεί στο εργαστήριο η αποτελεσµατικότητα των εµπορικά διαθέσιµων ΕΠΝ (Heterorhabditis bacteriophora, Steinernema Carpocapsae, και Steinernema feltiae), κατά ώριµων προνυµφών και νυµφών της ΜΜ στην Ελλάδα, δεύτερον, να διερευνηθεί η υπολειµµατική τους δράση σε υπόστρωµα εδάφους παρόµοιο µε αυτό ενός οπωρόνα, και τρίτον, να εξεταστεί κατά πόσο οι νηµατώδεις µπορούν να εισχωρήσουν και να παρασιτήσουν σε προνύµφες της ΜΜ µέσα σε καρπούς που έχουν πέσει στο έδαφος, και αν αυτή η ικανότητά τους διαφέρει ανά είδος ΕΠΝ και καρπού (πορτοκάλι-µήλο). Στο πρώτο πείραµα µας, αξιολογήθηκε η αποτελεσµατικότητα των S. carpocapsae, S. feltiae και H. bacteriophora, έναντι των προνυµφών και των νυµφών της ΜΜ. Η εφαρµογή έγινε σε συγκεντρώσεις των 100 IJ, 50 IJ και 25 IJ/προνύµφη ή νύµφη.  Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν, έδειξαν ότι υπήρχε σηµαντική  αποτελεσµατικότητα στο στάδιο της προνύµφης και όχι τόσο στο στάδιο της νύµφης, από τα είδη H. bacteriophora και S. carpocapsae, κάτι στο οποίο συµφωνούν και οι Malan and Manrakhan (2009) για τα είδη Heterorhabditis spp., χωρίς να καταγράψουν και εκείνοι κάποια µόλυνση στις νύµφες. Επίσης, οι Rohde et al. (2012), έδειξαν ότι οι H. bacteriophora και S. carpocapsae προκάλεσαν, επίσης, υψηλή ή παρόµοια θνησιµότητα σε προνύµφες συµφωνώντας µε το πείραµα µας.  Ωστόσο, επειδή υπήρχε µεγάλη θνησιµότητα στο µάρτυρα στη δικιά µας µελέτη, δεν µπορούµε να εξάγουµε ακριβή συµπεράσµατα ως προς την αποτελεσµατικότητα ή να συγκρίνουµε τις δύο µελέτες. Πιθανώς, τα βρεγµένα διηθητικά χαρτιά (filter papers) να ευνοούν την ανάπτυξη µικροοργανισµών (βακτηρίων και µυκήτων), οι οποίοι είναι βλαβεροί για τις προνύµφες της ΜΜ (προσωπικές παρατήρησεις), ή το τρυβλίο να µην προσφέρει ένα περιβάλλον κατάλληλο για την επιβίωση των προνυµφών της ΜΜ (π.χ., έλλειψη αερισµού). Ακολούθως, διερευνήσαµε την αποτελεσµατικότητα και υπολειµµατική δράση των ΕΠΝ σε υπόστρωµα µε σύσταση 7:3 (άµµου:τύρφη), του οποίου τα ποιοτικά χαρακτηριστικά (περιεκτικότητα σε οργανική ουσία και υγρασία) είναι παρόµοια µε αυτά ενός οπωρώνα. Τα αποτελέσµατα των βιοδοκιµών έδειξαν ξεκάθαρα ότι το S. feltiae και σε λιγότερο βαθµό το S. carpocapsae, είχαν µεγαλύτερη υπολειµµατική διάρκεια έως και δύο βδοµάδων, µε µία τάση, αν και όχι στατιστικώς σηµαντική, ο S. feltiae να έχει κάποια αποτελεσµατικότητα και έως τέσσερις βδοµάδες. Έτσι, συγκριτικά µε την ερευνητική µελέτη των Gazit et al. (2000), όπου αξιολογήθηκαν οι ΕΠΝ για τον έλεγχο 



61 του εντόµου C. capitata σε υπόστρωµα χώµατος και άµµου, στην παρούσα µελέτη βρέθηκαν παρόµοια αποτελέσµατα καθώς τα είδη Steinernema spp., είχαν µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα και καλύτερη αντοχή από τα Heterorhabditis spp. Όµως, οι Gazit et al. (2000) αναφέρουν ότι αυτό µειώθηκε µετά από 10 ηµέρες και χάθηκε τελείως µετά από 14 ηµέρες. ∆ιαπίστωσαν ότι αυτό ίσως να µπορούσε να αποφευχθεί και να συνεχίσει να υπάρχει αποτελεσµατικότητα, εάν υπήρχαν επανειληµµένες εφαρµογές. Η µεγαλύτερη υπολειµµατική δράση των Steinernema spp.  στα δικά µας πειράµατα, πέραν των 14 ηµερών, πιθανόν να οφείλεται στην προσθήκη ξενιστών σε τακτά χρονικά  διαστήµατα (πρώτα µετά από δύο βδοµάδες και µετά από τέσσερις βδοµάδες), που είχε ως αποτελέσµα έως ένα βαθµό, στην ανακύκλωση (περαιτέρω αναπαραγωγή), και αύξηση του πληθυσµού των ανήλικων µολυσµατικών ΕΠΝ στο υπόστρωµα. Η καλύτερη αποτελεσµατικότητα του S. feltiae η οποία έχει αναφερθεί και σε άλλες µελέτες (Rohde et al. 2010, 2012, Karagoz et al., 2009), οφείλεται στο ότι είναι ένας νηµατώδης ενέδρας και περιπολίας µαζί, οπότε µπορούσε να κινηθεί καλύτερα στο έδαφος και να σκοτώσει τις προνύµφες σε σύγκριση µε τα υπόλοιπα είδη. Εντούτοις, και το S. carpocapsae είχε αρκετά ικανοποιητική υπολλειµατική δράση πιθανώς λόγω του µαγαλύτερου βαθµού ανακύκλωσης του. Επίσης σε άλλα είδη καρποφάγων διπτέρων ο S. feltiae έδειξε αυξηµένη αποτελεσµατικότητα και υπολειµµατική δράση που έφθασε την µια εβδοµάδα στους 25 °C (Kepenekci et al., 2015; Yee and Lacey, 2003), ενώ στους 3-12 °C η υπολειµµατική του δράση έφτασε έως και τις 5 εβδοµάδες (Sirjani et al., 2009). Στο τελευταίο µέρος του πειράµατος µας, αξιολογήθηκε η ικανότητα των τριών ειδών των ΕΠΝ για µετακίνηση εντός των προσβεβληµένων καρπών που έχουν πέσει στο έδαφος, καθώς και ο ρόλος του κάθε είδους καρπού. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι, οι περισσότερες προνύµφες της ΜΜ αναπτύχθηκαν στο πορτοκάλι παρά στο µήλο, διότι το µήλο δεν είναι τόσο ευνοϊκό για την ανάπτυξη της ΜΜ όσο άλλοι ξενιστές, όπως τα σύκα, τα ροδάκινα και τα πορτοκάλια (Papadopoulos and Katsoyannos,  2002). Στο µάρτυρα αναπτύχθηκαν περισσότερες προνύµφες της ΜΜ από ότι στις επεµβάσεις µε τους νηµατώδεις, και βρέθηκαν παρασιτισµένες προνύµφες από S. feltiae και H. bacteriophora (µε πιο συχνή εµφάνιση στις µεταχειρίσεις του S. feltiae). Προνύµφες παρασιτισµένες από S. carpocapsae µέσα σε καρπούς παρατηρήθηκαν σε µικρότερο βαθµό, αν και οι επαναλήψεις µας ήταν περιορισµένες σε αριθµό. Παρόλα αυτά, δεν είδαµε σηµαντική διαφορά µεταξύ πορτοκαλιών και µήλων. Αντίστοιχα, οι Toledo et al., (2006) βρήκαν παρασιτισµένες προνύµφες του Anastrepha ludens Loew από H. bacteriophora εντός καρπών µάνγκο, αν και σε χαµηλό ποσοστό (10-15%), ενώ οι 



62 Kamali et al., (2013) εντός καρπών αγγουριού βρήκαν παρασιτισµένες προνύµφες του Dacus ciliatus Loew από το S. Carpocapsae σε ποσοστό 4.5%, έναντι του H. bacteriophora µε 3.3%. Επίσης, οι Sirjani et al. (2009), βρήκαν µε δειγµατοληψίες από το πεδίο ή σε δοκιµές που έκαναν, παρασιτισµένες προνύµφες του Bactrocera oleae Rossi εντός του ελαιοκάρπου µε το S. feltiae να είναι το πιο αποτελεσµατικό είδος σε σχέση µε το S. carpocapsae (All strain), S. riobrave, S. glaseri (Steiner), H. bacteriophora Poinar, και  H. marelatus Liu and Berry. Τόσο το S. feltiae όσο και το H. bacteriophora έχουν συµπεριφορά περιπολίας που πιθανώς, να τους επιτρέπει τη κίνηση µέσα στους καρπούς.  ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ Στις βιοδοκιµές των τρυβλίων για την αξιολόγηση της αποτελεσµατικότητα των S. carpocapsae, S. feltiae και H. bacteriophora, έναντι των προνυµφών και των νυµφών της ΜΜ, υπήρχε γενικά σηµαντική αποτελεσµατικότητα στο στάδιο της προνύµφης, αλλά όχι τόσο στο στάδιο της νύµφης. Στις βιοδοκιµές των κλωβών για την αξιολόγηση της αποτελεσµατικότητας και της υπολειµµατικής δράσης των τριών ειδών των ΕΠΝ, στον έλεγχο της προνύµφης και νύµφης της ΜΜ,  το S. feltiae είχε αποτελεσµατικότητα, αλλά και τη µεγαλύτερη υπολειµµατική διάρκεια έως και τεσσάρων βδοµάδων. Τέλος, για την αποτελεσµατικότητας και τη διερεύνηση της ικανότητας µετακίνησης των τριών ειδών των ΕΠΝ εντός του καρπού, στον έλεγχο της προνύµφης και νύµφης της ΜΜ, βρέθηκαν παρασιτισµένες προνύµφες από S. feltiae και H. bacteriophora (µε πιο συχνή εµφάνιση στις µεταχειρίσεις του S. feltiae). Άρα, το S. feltiae προκαλλεί µεγάλη θνησιµότητα, έχει µεγάλη υπολειµατική διάρκεια και έχει την ιδιότητα να παρασιτεί προνύµφες εντός των καρπών.  Ακόµα, αντέχει σε χαµηλές θερµοκρασίες, οπότε µπορεί να χρησιµοποιηθεί, και εκτός καλλιεργητικής περιόδου.          
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