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Περίληψη 

 

Το πειραματικό μέρο̋ τη̋ μελέτη̋ πραγματοποιήθηκε σε συνεργασία με το 

Ινστιτούτο Προστασία̋ Φυτών Πάτρα̋ και έχει ω̋ αντικείμενο την ανίχνευση 

εντομοπαθογόνων μυκήτων σε εδάφη του νομού Αχαΐα̋ μέσω διαφόρων τεχνικών 

παγίδευσή̋ του̋ με έντομα. 

Αρχικά συλλέχθηκαν δείγματα χώματο̋ από δύο περιοχέ̋ οι οποίε̋ είναι οι 

ανεμογεννήτριε̋ και περιοχή Πανόπουλου-Φολόη. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε τρυβλία 

τύπου Petri όπου και εισάχθηκαν, αναλόγω̋ μεγέθου̋, προνύμφε̋ 3η̋
 και 4η̋

 ηλικία̋ καθώ̋ 

και νεαρά ακμαία από έξι διαφορετικά έντομα: Rhyzopertha dominica (Coleoptera: 

Bostrychidae), Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae), Trogoderma granarium 

(Coleoptera: Dermestidae), Ephestia kuehniella  (Lepidoptera: Pyralidae), Tenebrio molitor 

(Coleoptera: Tenebrionidae) και sitophilus granaries (Coleoptera: Curculionidae). 

Η συγκεκριμένη μέθοδο̋ βασίζεται στην ήδη γνωστή μέθοδο παγίδευση̋ 

εντομοπαθογόνων μυκήτων, την Galleria bait method, χρησιμοποιώντα̋ όμω̋ στην παρούσα 

μελέτη έξι διαφορετικά έντομα. 

Οι προνύμφε̋ και τα νεαρά ακμαία τοποθετήθηκαν ανά δέκα σε τρυβλία τύπου Petri, 

τα οποία περιείχαν χώματα από τι̋ παραπάνω δασικέ̋ περιοχέ̋. Κάθε επτά ημέρε̋ γίνονταν 

μετρήσει̋ για νεκρέ̋ προνύμφε̋ ή ακμαία. Οι μετρήσει̋ κράτησαν 21 ημέρε̋. Έπειτα τα 

νεκρά άτομα τοποθετήθηκαν σε υγρασία, ώστε να επικρατούν βέλτιστε̋ συνθήκε̋ για την 

επάνθιση του μυκηλίου των εντομοπαθογόνων μυκήτων. 

Στη συνέχεια, οι επανθίσει̋ των μυκηλίων απομονώθηκαν και εμβολιάστηκαν σε 

θρεπτικό υλικό για την ανάπτυξη καθαρών καλλιεργειών. Ορισμένε̋ από αυτέ̋ τι̋ καθαρέ̋ 

καλλιέργειε̋ ταυτοποιήθηκαν γονιδιακά για τον πλήρη προσδιορισμό του γένου̋ και είδου̋ 

του μύκητα ενώ οι υπόλοιπε̋ αναγνωρίστηκαν μέσω μικροσκοπική̋ εξέταση̋. 

Το σημαντικότερο αποτελέσμα αυτή̋ τη̋ μελέτη̋ ήταν η επιτυχή̋ απομόνωση των 

εντομοπαθογόνων μυκήτων Beauveria bassiana και Metarhizium sp. με διαφορετικά είδη 

εντόμων από το μέχρι τώρα χρησιμοποιούμενο Galleria melonella. 

Απώτερο̋ σκοπό̋ τη̋ εργασία̋ είναι να επεκταθεί σε επιστημονική βάση η τεχνική 

παγίδευση̋ (bait method) των εντομοπαθογόνων μυκήτων μέσω των εντόμων, ενισχύοντα̋ 

του̋ χειρισμού̋ που υπήρχαν έω̋ τώρα και συμβάλλοντα̋ κατά αυτόν τον τρόπο στην 

βελτίωση των γενικότερων αρχών τη̋ Βιολογική̋ Αντιμετώπιση̋. 
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Κεφάλαιο 1 – Εισαγωγή 

1.1 Παθολογία Εντόμων 

Παθογόνοι μικροοργανισμοί χαρακτηρίζονται οι μικροοργανισμοί που μπορούν να 

εισχωρήσουν στο σώμα ενό̋ άλλου οργανισμού, ξενιστή, και να προκαλούν νόσο και ενίοτε 

το θάνατο του ξενιστή. Ένα̋ μικροοργανισμό̋ για να θεωρηθεί παθογόνο̋ θα πρέπει να 

πληροί του̋ κανόνε̋ του Koch, δηλαδή κάποιε̋ συγκεκριμένε̋ προϋποθέσει̋ που 

διατυπώθηκαν το 1882 από τον Robert Koch, έπειτα από τη μελέτη που έκανε σχετικά με τον 

τρόπο μετάδοση̋ τη̋ φυματίωση̋. Σύμφωνα λοιπόν με αυτού̋ του̋ κανόνε̋ που έχουν 

εφαρμογή και στη φυτοπαθολογία, μια ασθένεια θεωρείται ότι οφείλεται σε έναν παθογόνο 

μικροοργανισμό,  όταν, πρώτον, ο μικροοργανισμό̋ αυτό̋ ανιχνεύεται στου̋ ιστού̋ ή τα 

υγρά του εντόμου που εμφανίζει συμπτώματα τη̋ ασθένεια̋ ή στον οργανισμό εντόμου που 

πέθανε από αυτή την ασθένεια. Δεύτερον, ο μικροοργανισμό̋ θα πρέπει να μπορεί να 

απομονωθεί και να καλλιεργηθεί στο εργαστήριο, τρίτον, τα συμπτώματα τη̋ ασθένεια̋ θα 

πρέπει να αναπαράγονται σε άλλα έντομα τεχνητά προσβεβλημένα από τον υπό εξέταση 

μικροοργανισμό, και τέταρτον, θα πρέπει να απομονώνεται εκ νέου από αυτά (Madigan et 

al., 2007). Ωστόσο πρακτικά, η διάγνωση μια̋ ασθένεια̋ που οφείλεται σε κάποιον 

παθογόνο μικροοργανισμό από του̋ εντομολόγου̋, δεν γίνεται πάντα με τον παραπάνω 

τρόπο, καθώ̋ η διαδικασία εργαστηριακή̋ καλλιέργεια̋ των μικροοργανισμών είναι αρκετά 

δύσκολη, σε ορισμένε̋ δε περιπτώσει̋, ανέφικτη.  

Τα αρθρόποδα προσβάλλονται από διάφορου̋ μικροοργανισμού̋, οι οποίοι προκαλούν 

υψηλά ποσοστά θνησιμότητα̋ και προέρχονται από τα ίδια ταξινομικά αθροίσματα 

μικροοργανισμών που είναι υπεύθυνοι για ασθένειε̋ ανώτερων ζώων κυρίω̋ βακτήρια, 

μύκητε̋, ιού̋, πρωτόζωα και νηματώδει̋ σκώληκε̋. Οι μικροοργανισμοί αυτοί 

χρησιμοποιούνται στην βιολογική αντιμετώπιση ω̋ περιοριστικοί παράγοντε̋ επιβλαβών 

οργανισμών. Από τα πιο γνωστά παραδείγματα αυτή̋ τη̋ μορφή̋ χρήση̋ εντομοπαθογόνων 

μικροοργανισμών είναι το βακτήριο Bacillus thuringiensis που χρησιμοποιείται για τον 

περιορισμό λεπιδοπτέρων, διπτέρων και κολεοπτέρων (Λυκουρέση̋, 1995).  

 Στην εποχή μα̋, δίνεται ιδιαίτερη έμφαση στα έντομα και τι̋ ασθένειε̋ των εντόμων, 

µε αποτέλεσμα τη δημιουργία του επιστημονικού κλάδου τη̋ Παθολογία̋ Εντόμων. Εκτό̋ 

από το προφανέ̋ ενδιαφέρον για την κατανόηση του ρόλου των ασθενειών σε σχέση µε το 

φυσικό έλεγχο των πληθυσμών των εντόμων, η μελέτη τη̋ παθολογία̋ των εντόμων έχει 

συντελέσει στην εξέλιξη των μεθόδων αντιμετώπιση̋ φυτοφάγων εντόμων μέσω του 
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χειρισμού εντομοπαθογόνων μικροοργανισμών, στο πλαίσιο τη̋ βιολογική̋ καταπολέμηση̋. 

Η επιλογή του κατάλληλου φυσικού εχθρού που θα χρησιμοποιηθεί σε μια καλλιέργεια 

εναντίον κάποιου επιβλαβού̋ εντόμου, προϋποθέτει άριστη γνώση τη̋ βιολογία̋ και του 

βιολογικού κύκλου του φυσικού εχθρού, αλλά και του εντόμου-στόχου, καθώ̋ οι 

προκαλούμενε̋ αλληλεπιδράσει̋ δεν είναι ίδιε̋ για όλα τα έντομα. Διαφοροποιήσει̋ μπορεί 

να παρατηρηθούν επίση̋ ανάλογα με το στάδιο ανάπτυξη̋ και τι̋ περιβαλλοντικέ̋ συνθήκε̋ 

που βρίσκεται το έντομο. Συνήθω̋ ο βαθμό̋ παθογένεια̋ είναι υψηλότερο̋ στα νεαρά 

στάδια ανάπτυξη̋ των εντόμων, και ιδιαίτερα στι̋ προνύμφε̋ (Steinhaus, 1949; Obornik, 

2009). 

 Σχετικά με του̋ τρόπου̋, τα σημεία εισόδου και την ανάπτυξη των παθογόνων στου̋ 

ιστού̋ των ξενιστών του̋, αυτά μπορεί να διαφέρουν ανάλογα με το παθογόνο, τον ξενιστή ή 

και τον συνδυασμό παθογόνου-ξενιστή. H πιο συνηθισμένη οδό̋ εισόδου των 

εντομοπαθογόνων μικροοργανισμών είναι η στοματική οδό̋. Κάποιοι άλλοι 

μικροοργανισμοί όπω̋ ορισμένοι μύκητε̋, πρώτα εγκαθίστανται στην εξωτερική επιφάνεια 

του εντόμου και στη συνέχεια τη διαπερνούν και εισχωρούν στο εσωτερικό του σώματό̋ του 

(Κοντοδήμα̋ και Μεντή, 2006; Obornik, 2009). Στην εικόνα 1 απεικονίζονται οι 

συνηθέστεροι  τρόποι εισόδου των εντομοπαθογόνων μικροοργανισμών στο σώμα των 

ξενιστών του̋. Αντίθετα, τα συνηθέστερα σημεία εξόδου είναι η απεκκριτική οδό̋ και ο 

εξωσκελετό̋ συνεπεία τη̋ διάρρηξή̋ του (Steinhaus, 1949; Κοντοδήμα̋ και Μεντή, 2006; 

Obornik, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1: Οδοί εισόδου παθογόνων σε ένα έντομο-ξενιστή. 
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 Η παθολογία των εντόμων αποτελεί ένα σημαντικό κλάδο με εφαρμογή στη 

βιολογική διαχείριση (ή αντιμετώπιση) των καλλιεργειών.  Ο όρο̋ Βιολογική Αντιμετώπιση 

περιγράφει τη δράση ζωντανών οργανισμών (παρασιτοειδή έντομα, αρπακτικά, παθογόνοι 

μικροοργανισμοί) ω̋ φυσικών εχθρών επιβλαβών για τι̋ καλλιέργειε̋ εντόμων, με στόχο τον 

περιορισμό των πληθυσμών του̋. Στη βιολογική αντιμετώπιση περιλαμβάνεται και η χρήση 

σαπροφυτικών μικροοργανισμών που καταστέλλουν την δραστηριότητα φυτοπαρασίτων, 

παρεμποδίζουν τη μόλυνση ή περιορίζουν την εκδήλωση μια̋ ασθένεια̋, με στόχο την καλή 

φυτοϋγεία. Η βιολογική αντιμετώπιση αφορά στι̋ αλληλεπιδράσει̋ των φυτών με του̋ 

παθογόνου̋ παράγοντε̋ και το φυσικό περιβάλλον και στηρίζεται στι̋ αρχέ̋ τη̋ 

μικροβιολογία̋, φυτοπαθολογία̋, εδαφολογία̋, κυτταρολογία̋, καθώ̋ και τη̋ φυσιολογία̋ 

και βιοχημεία̋ των φυτών, ενώ παράλληλα (Τζάμο̋, 2007). 

 Η Βιολογική Αντιμετώπιση διακρίνεται σε Φυσική και σε Εφαρμοσμένη. Η πρώτη 

αναφέρεται στη φυσική δράση των φυσικών εχθρών των επιβλαβών εντόμων χωρί̋ την 

παρέμβαση του ανθρώπου, ενώ η δεύτερη στη δράση των φυσικών εχθρών μετά την 

παρέμβαση του ανθρώπου.  

Η Εφαρμοσμένη Βιολογική Αντιμετώπιση χωρίζεται στη Διαχείριση των Πληθυσμών 

και την Κλασική Βιολογική Αντιμετώπιση. Η πρώτη αφορά στην εκτροφή, τον 

πολλαπλασιασμό και την εξαπόλυση ιθαγενών φυσικών εχθρών, και η δεύτερη στην 

εισαγωγή και διαχείριση πληθυσμών εξωτικών φυσικών εχθρών και χρήση μικροβιακών 

σκευασμάτων (Katsoyannos, 1996; Kontodimas et al., 2004). Στην εικόνα 2 συνοψίζονται οι 

κατηγορίε̋ τη̋ βιολογική̋ αντιμετώπιση̋, όπω̋ περιγράφηκαν από του̋ Κοντοδήμα και 

Ανάγνου (2003).  

Η βιολογική αντιμετώπιση αποτελεί έναν από του̋ βασικού̋ άξονε̋ τη̋ 

ολοκληρωμένη̋ διαχείριση̋ καλλιεργειών. Σημειωτέον, η ολοκληρωμένη διαχείριση (ή 

ολοκληρωμένη φυτοπροστασία) στο σύστημα διαχείριση̋ των εχθρών και ασθενειών των 

καλλιεργειών με συνδυασμό καλλιεργητικών, βιολογικών, βιοτεχνολογικών και χημικών 

(εκλεκτικών) φυτοπροστατευτικών μέσων, με τέτοιο τρόπο ώστε να επιτυγχάνεται έλεγχο̋ 

των φυτοπαρασίτων. Η επιλογή τη̋ κατάλληλη̋ ή των κατάλληλων κάθε φορά μεθόδων, 

γίνεται σε συνάρτηση  με τι̋ περιβαλλοντικέ̋ συνθήκε̋ και τη δυναμική των πληθυσμών 

των εντόμων που είναι παρόντα σε μια καλλιέργεια. Επίση̋, σημαντικοί παράγοντε̋ στην 

επιλογή μεθόδου είναι ταυτόχρονα, η παραγωγικότητα του μέσου που θα χρησιμοποιηθεί, το 

κόστο̋ εφαρμογή̋ του, η ποιότητα του αποτελέσματο̋ και η ασφάλεια του χρήστη, του 

καταναλωτή και του περιβάλλοντο̋ (Λυκουρέση̋, 1995). 
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Στόχο̋ τη̋ ολοκληρωμένη̋ φυτοπροστασία̋ είναι η διατήρηση των πληθυσμών των 

εχθρών σε χαμηλά επίπεδα ώστε να μη είναι σημαντικά επιζήμιοι για την καλλιέργεια και η 

αποφυγή οικονομική̋ ζημιά̋, η προστασία τη̋ δημόσια̋ υγεία̋ και του περιβάλλοντο̋, η 

παραγωγή προϊόντων ανώτερη̋ ποιότητα̋ και υψηλή̋ προστιθέμενη̋ αξία̋ με μείωση του 

κόστου̋ παραγωγή̋ (Λυκουρέση̋, 1995).  

Βέβαια η αντιμετώπιση ασθενειών ήδη εγκατεστημένων σε μια καλλιέργεια αυξάνει 

σημαντικά το κόστο̋, ενώ ο περιορισμό̋ των φυτοπαρασίτων με ολοκληρωμένα 

προγράμματα φυτοπροστασία̋ δεν έχει πρακτική σημασία, σε αρκετέ̋ δε περιπτώσει̋ είναι 

ανέφικτο̋. Για το λόγο αυτό, τα τελευταία χρόνια δίνεται ιδιαίτερη έμφαση και 

προτεραιότητα στην έννοια τη̋ πρόληψη̋. Συνδυάζοντα̋ λοιπόν σύγχρονε̋ πληροφορίε̋ και 

νέα πειραματικά δεδομένα με παραδοσιακά στοιχεία αντιμετώπιση̋ των φυτοπαρασίτων, 

δημιουργούνται σύγχρονε̋ προσεγγίσει̋ εμ υψηλότερη αποτελεσματικότητα (Τζάμο̋, 2007). 

 Συνεπώ̋, οι γενικέ̋ αρχέ̋ τη̋ ολοκληρωμένη̋ φυτοπροστασία̋ έχουν βάση τι̋ 

παραδοσιακέ̋ μεθόδου̋ και έννοιε̋ που έχουν διαχρονική ισχύ. Πρωταρχικό ρόλο στην 

επιτυχία ενό̋ προγράμματο̋ ολοκληρωμένη̋ αντιμετώπιση̋ παίζει η αποφυγή πρόκληση̋ 

μια̋ ασθένεια̋ μέσω ορθή̋ επιλογή̋ τοποθεσία̋ και εποχή̋ σπορά̋, αποφεύγοντα̋ δηλαδή 

τοποθεσίε̋ και περιόδου̋ όπου επικρατούν ευνοϊκέ̋ συνθήκε̋ για την ανάπτυξη κάποιου 

φυτοπαρασίτου. Επιπλέον, ιδιαίτερη σημασία έχει η παρεμπόδιση τη̋ εκ νέου εισαγωγή̋ 
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ενό̋ φυτοπαθογόνου σε μια περιοχή και η μείωση του αρχικού μολύσματο̋ με καταστροφή 

των προσβεβλημένων φυτών τη̋ προηγούμενη̋ ή τη̋ τρέχουσα̋ καλλιεργητική̋ περιόδου. 

(Τζάμο̋, 2007). Στην εικόνα 3 που ακολουθεί, παρουσιάζονται αναλυτικά όλε̋ οι πρακτικέ̋ 

και οι μέθοδοι που εφαρμόζονται ή μπορεί να συμπεριλαμβάνονται σε ένα πρόγραμμα 

ολοκληρωμένη̋ φυτοπροστασία̋ καλλιεργούμενων φυτών. 

 
 

 
 

 

Εικόνα 3: Η ολοκληρωμένη αντιμετώπιση εχθρών (Κοντοδήμα̋ και Ανάγνου 2003). 

 

1.2 Εντομοπαθογόνοι Μύκητε̋ 

 Όσο αφορά στη βιολογική αντιμετώπιση, οι μύκητε̋ είναι πολλά υποσχόμενοι 

μικροοργανισμοί μια̋ και μέχρι τώρα έχουν ταυτοποιηθεί και απομονωθεί πάνω από 700 

εντομοπαθογόνα είδη. Οι μυκητολογικέ̋ ασθένειε̋ είναι κοινέ̋ και ευρέω̋ διαδεδομένε̋ 

μεταξύ των εντόμων, ενώ το φαινόμενο κατά το οποίο εντομολογικοί πληθυσμοί 

αποδεκατίζονται θεαματικά από  επιζωοτίε̋1
 είναι πολύ συχνό.  

                                                 
1
 Επιζωοτία. Επιζωοτία είναι η ευρεία και ταχεία εξάπλωση ενό̋ λοιμώδου̋ νοσήματο̋ και προσβολή ενό̋ ή και 

περισσότερων ζωικών ειδών σε μια μεγάλη περιοχή. Αντίστοιχο̋ όρο̋ προκειμένου για τον ανθρώπινο πληθυσμό 
είναι η επιδημία. 
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Οι εντομοπαθογόνοι μύκητε̋ απαιτούν υψηλέ̋ θερμοκρασίε̋ και επιδεικνύουν 

μεγάλη εξάρτηση από υψηλή σχετική υγρασία στο περιβάλλον (>85-90%), γεγονό̋ που 

δικαιολογεί την παρουσία του̋ σε ζώντα έντομα σε διαφορετικά περιβάλλοντα όπω̋ φρέσκο 

νερό, έδαφο̋, επιφάνεια εδάφου̋ και εναέριε̋ τοποθεσίε̋ (Lacey and Brooks, 1997).  

 Εντομοπαθογόνοι μύκητε̋ κατανέμονται σε όλε̋ τι̋ ταξινομικέ̋ κατηγορίε̋, εκτό̋ 

από του̋ ανώτερου̋ Βασιδιομύκητε̋ και ορισμένου̋ Hyphomycetes, συγκεκριμένα τη̋  

οικογένεια̋ Dematiaceae. Μεταξύ του̋ υπάρχει μεγάλη διαφοροποίηση στο βαθμό 

μολυσματικότητα̋. Μπορεί να αποτελούν υποχρεωτικά παράσιτα, ευκαιριακά παθογόνα που 

προσβάλουν εξασθενισμένου̋ ξενιστέ̋, ή ακόμα συμβιωτικού̋ μικροοργανισμού̋. Η 

πλειονότητα του̋ κατατάσσεται στην Τάξη Entomopthorales (Κλάση Zygomycetes), και 

μερικοί στου̋ Hyphomycetes. Οι Entomophthorales χαρακτηρίζονται από υψηλή εξειδίκευση 

προ̋ τον ξενιστή και μεγάλε̋ πιθανότητε̋ επιζωοτία̋. Οι Hyphomycetes έχουν μεγαλύτερα 

φάσμα ξενιστών και αναπτύσσονται ευκολότερα in vitro (Lacey and Brooks, 1997; Obernik, 

2009). Στον πίνακα 1 παρουσιάζονται οι βασικέ̋ τάξει̋ των μυκήτων που έχει διαπιστωθεί 

ότι προκαλούν κάποια ασθένεια σε έντομα.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Πίνακα̋ 1: Σημαντικότερε̋ τάξει̋ και είδη εντομοπαθογόνων μυκήτων (Lacey and Brooks, 1997). 
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Γενικά, όλε̋ οι τάξει̋ των εντόμων είναι ευαίσθητε̋ σε μυκητολογικέ̋ ασθένειε̋ 

(Lacey and Brooks, 1997). Ειδικά όσον αφορά στα μυζητικά έντομα και λόγω του μυζητικού 

τρόπου λήψη̋ τη̋ τροφή̋ του̋, οι μύκητε̋ αποτελούν του̋ σημαντικότερου̋ παθογόνου̋ 

μικροοργανισμού̋ του̋. Αντιθέτω̋ τα βακτήρια δεν μπορούν να εισαχθούν εύκολα στον 

οργανισμό των εντόμων και να προκαλέσουν προβλήματα σε αυτά.  

Έτσι, οι μύκητε̋ προσβάλουν σε σημαντικό ποσοστό τα Κολεόπτερα, σε αντίθεση με 

ιολογικέ̋ και βακτηριολογικέ̋ ασθένειε̋ που είναι σπάνιε̋ μεταξύ των ειδών αυτή̋ τη̋ 

τάξη̋. Επίση̋, πολύ ευπαθή σε μυκητολογικέ̋ μολύνσει̋ είναι όλα τα Λεπιδόπτερα 

(προνύμφε̋), από τα Ημίπτερα (και ειδικότερα από τα Homoptera) οι αφίδε̋ και είδη που 

ανήκουν στι̋ Οικογένειε̋ Cicadidae και Coccidae, από τα Υμενόπτερα τα Vespoidea, από τα 

Κολεόπτερα ορισμένα είδη τη̋ οικογένεια̋ Scarabeidae και από τα Δίπτερα είδη του γένου̋ 

Hylemyia και τα κουνούπια (Lacey and Brooks, 1997; Obernik, 2009). 

Η εξειδίκευση ω̋ προ̋ το έντομο-ξενιστή ποικίλει σημαντικά μεταξύ των 

εντομοπαθογόνων μυκήτων, καθώ̋ είναι πιθανό να σχετίζεται με την φυσιολογική 

κατάσταση στην οποία βρίσκεται ο ξενιστή̋, με τι̋ ιδιότητε̋ του εξωσκελετού του, τι̋ 

διατροφικέ̋ απαιτήσει̋ του μύκητα καθώ̋ και με του̋ μηχανισμού̋ άμυνα̋ του ξενιστή 

(Tanada, 1993). Παράλληλα, υπάρχουν μύκητε̋ που μπορούν να μολύνουν ένα μεγάλο 

φάσμα ξενιστών, ενώ άλλοι χαρακτηρίζονται από εξειδίκευση και περιορίζονται σε λίγα ή 

ακόμη σε ένα μόνο είδο̋ εντόμου. Στου̋ εντομοπαθογόνου̋ αυτού̋ μύκητε̋, 

χαρακτηριστικό είναι ότι τα έντομα προσβάλλονται, όχι μόνο στο στάδιο τη̋ προνύμφη̋ ή 

νύμφη̋, αλλά και στο στάδιο του ακμαίου.  

Η είσοδο̋ ενό̋ μύκητα στο σώμα του εντόμου μπορεί να επιτευχθεί δια τη̋ 

στοματική̋ οδού ή από τον εξωσκελετό του, σε οποιοδήποτε μέρο̋ του σώματο̋, αρκεί να 

επικρατεί κατάλληλη υγρασία έτσι ώστε το σπόριο του μύκητα να μπορέσει να βλαστήσει 

(Lacey and Brooks, 1997). 

Για την προσβολή ενό̋ εντόμου από έναν παθογόνο μύκητα, τα κονίδια του μύκητα 

πρέπει να προσκολληθούν στον εξωσκελετό του εντόμου, να βλαστήσουν και στη συνέχεια 

να διεισδύσουν στο εσωτερικό του σώματο̋ του εντόμου μέσου εξωσκελετού. Αφού ο 

μύκητα̋ διαπεράσει την επιδερμίδα, εγκαθίσταται με αποτέλεσμα να αναπτύσσεται σιγά-

σιγά στην αιμολέμφο και στο εσωτερικό του εντόμου. Σταδιακά το μυκήλιο του μύκητα 

κατακλύζει όλου̋ του̋ ιστού̋ του ξενιστή του, ενώ ταυτόχρονα παράγονται τοξίνε̋ που 

επιφέρουν το θάνατο του ξενιστή. Εν συνεχεία, το μυκήλιο του μύκητα διαπερνά τον 

εξωσκελετό του ξενιστή του προ̋ το εξωτερικό περιβάλλον και είναι πλέον εμφανέ̋ στην 

εξωτερική επιφάνεια σε συνδυασμό με επανθίσει̋ (του̋ κονιδιοφόροι του μύκητα) από του̋ 
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οποίου̋ θα γίνει η διασπορά του παθογόνου. Σε ορισμένε̋ περιπτώσει̋, οι μύκητε̋ μπορεί να 

εντοπίζονται σε συγκεκριμένα όργανα του ξενιστή, όπω̋ για παράδειγμα τα είδη Massospora 

cicadina και Strongwellsea castrans που απαντώνται μόνο στην κοιλιακή χώρα ενήλικων 

ακρίδων  και διπτέρων Anthomyidae αντίστοιχα (Poinar, 1978). 

Παρά το γεγονό̋ ότι υπάρχουν πολλά εντομοπαθογόνα είδη μυκήτων, μόνο 10 από 

αυτά χρησιμοποιούνται σήμερα για την αντιμετώπιση επιβλαβών εντόμων. Αυτό συμβαίνει 

κυρίω̋ γιατί η αποτελεσματικότητά του̋ εξαρτάται από πολύ συγκεκριμένε̋ συνθήκε̋ 

υγρασία̋ και θερμοκρασία̋. Αφετέρου πολλά εντομοπαθογόνα είδη είναι πολύ απαιτητικά 

ω̋ προ̋ τι̋ συνθήκε̋ καλλιέργειά του̋ στο εργαστήριο με αποτέλεσμα να παρουσιάζουν 

δυσκολίε̋ στη μαζική παραγωγή του̋, ενώ άλλοι που είναι πιο εύκολο να καλλιεργηθούν, 

εμφανίζουν εξασθένηση τη̋ παθογόνου δράση̋ του̋ ύστερα από μακροχρόνια καλλιέργεια 

σε τεχνητά υποστρώματα. Σημαντικό παράγοντα αποτελεί και η έλλειψη γνώση̋ σχετικά με 

του̋ παράγοντε̋ που επηρεάζουν την τοξικότητά του̋, αφού το ενδεχόμενο οι τοξίνε̋ που 

παράγουν να είναι επιβλαβεί̋ για τον άνθρωπο και τα ζώα δεν έχει απορριφθεί (Lacey and 

Brooks, 1997; Obernik, 2009). 

 

1.2.1. Αναγνώριση ξενιστή 

 Ο τρόπο̋ αναγνώριση̋ των ξενιστών από του̋ εντομοπαθογόνου̋ μύκητε̋ δεν είναι 

ξεκάθαρο̋. Για την περίπτωση των φυτοπαθογόνων μυκήτων αναφέρεται ότι παράγεται ένα 

ειδικό μόριο (elicitor) που ανιχνεύει υποδοχεί̋ τη̋ κυτταρική̋ μεμβράνη̋ στον ξενιστή, στη 

συνέχεια ενεργοποιείται η σύνθεση ειδικών προϊόντων που με την σειρά του̋ επάγουν την 

σύνθεση ενζύμων από το παθογόνο που στοχεύουν το κυτταρικό τοίχωμα του φυτού (Butt, 

2002). Εικάζεται ότι παρόμοιο̋ είναι και ο τρόπο̋ δράση̋ που υιοθετούν οι 

εντομοπαθογόνοι μύκητε̋.  

  Στην διαδικασία αναγνώριση̋ του ξενιστή συμμετέχουν, από την πλευρά του 

παθογόνου, εξειδικευμένα γονίδια παθογένεια̋ και τα προϊόντα του̋, και από την πλευρά του 

ξενιστή, εξειδικευμένα γονίδια ανθεκτικότητα̋. Όταν ο παθογόνο̋ μύκητα̋ αναγνωρίσει το 

σήμα που προέρχεται από τον ξενιστή, επάγεται η ανάπτυξή του ενώ ταυτόχρονα αρχίζει η 

παραγωγή τοξικών ουσιών που οδηγούν το έντομο – ξενιστή στο (Hajek et al. 2007).  

Οι εντομοπαθογόνοι μύκητε̋ διαθέτουν ένα πολύπλοκο σύστημα σηματοδότηση̋, το 

οποίο περιλαμβάνει πρωτεΐνε̋ G, κατάλληλου̋ υποδοχεί̋, κινάσε̋ και δευτερογενεί̋ 

μηνύτορε̋, ο ρόλο̋ των οποίων είναι η αναγνώριση του ξενιστή και η επαγωγή τη̋ σύνθεση̋ 
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των καταλλήλων αποικοδομητικών ενζύμων (Butt, 2002).   

1.2.2 Προσκόλληση – Βλάστηση – Διείσδυση 

 Οι εντομοπαθογόνοι μύκητε̋ προσβάλουν τον ξενιστή του̋ με τα σπόρια αγενού̋ 

αναπαραγωγή̋ (κονίδια). Για την επιτυχή βλάστηση και ανάπτυξη των σπορίων είναι 

απαραίτητη η επικράτηση ευνοϊκών συνθηκών θερμοκρασία̋, υγρασία̋ και παρουσία νερού.  

Η βλάστηση του κονιδίου οδηγεί είτε στη δημιουργία ενό̋ η περισσότερων βλαστικών 

σωλήνων, είτε στη δημιουργία δευτερογενών κονιδίων. Οι βλαστικοί σωλήνε̋ (germtubes) 

διατρυπούν  απευθεία̋ τον εξωσκελετό των εντόμων, μια πολυσύνθετη δομή που αποτελείται 

από πρωτεΐνε̋, χιτίνη και λιπίδια, υδρόφοβη και ανθεκτική στην ενζυμική αποδόμηση, 

γεγονό̋ που δυσχεραίνει τη μόλυνση από τον εντομοπαθογόνο μύκητα (Hackmann, 1974). 

Για τη βλάστηση των κονιδίων του εντομοπαθογόνου μύκητα, απαιτούνται συνήθω̋ 12-24 

ώρε̋ από την προσκόλλησή του̋ στον εξωσκελετό του ξενιστή. Στη συνέχεια, μέσα στο 

σώμα του ξενιστή, το παθογόνο αναπαράγεται με βλαστοσπόρια (τμήματα εξειδικευμένων 

υφών). Τα βλαστοσπόρια αποτελούν και αυτά σπότια αγενού̋ αναπαραγωγή̋ και ποικίλλουν 

σε μέγεθο̋ και σε σχήμα (Phasenton και Tanada, 1968). 

 Ο μολυσματικό̋ κύκλο̋ των μυκήτων γενικότερα περιλαμβάνει τέσσερα στάδια:  

α) προσκόλληση 

β) βλάστηση 

γ) διαφοροποίηση και  

δ) διείσδυση.  

Κάθε ένα από τα παραπάνω βήματα επηρεάζεται από συγκεκριμένου̋ ενδογενεί̋ και 

εξωγενεί̋ παράγοντε̋ που τελικά χαρακτηρίζουν την παθογένεια. Όσον αφορά στου̋ 

εντομοπαθογόνου̋ μύκητε̋, το φαινόμενο είναι μοναδικό αφού η είσοδο̋ στο σώμα του 

εντόμου-ξενιστή γίνεται από τον εξωσκελετό και όχι από το πεπτικό σύστημα όπω̋ 

συμβαίνει με άλλου̋ εντομοπαθογόνου̋ μικροοργανισμού̋, όπω̋ τα βακτήρια (Hajek et al., 

2007).  

 Η μόλυνση του εντόμου καθορίζεται από την προσκόλληση των κονιδίων του μύκητα 

στο έντομο-ξενιστή, η οποία είναι αναγκαία και συνήθω̋ επιτυγχάνεται με τη βοήθεια μια̋ 

κολλώδου̋ ουσία̋ (βλέννα̋) που εκκρίνεται από τον ίδιο τον μύκητα. Σημαντικό ρόλο στην 

εγκατάσταση του παθογόνου παίζουν και ορισμένε̋ λεκτίνε̋ καθώ̋ και υδρόφοβε̋ και 

ηλεκτροστατικέ̋ δυνάμει̋ (Boucias et al., 1998). Για την συνέχιση του μολυσματικού 

κύκλου, σημαντικό̋ παράγοντα̋ είναι η παραγωγή ενζύμων (λιπάσε̋, πρωτεάσε̋, χιτινάσε̋) 
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από το παθογόνο, τα οποία επιτυγχάνουν την λύση του εξωσκελετού του εντόμου-ξενιστή 

(Smith et al., 1981). 

  Η διαδικασία τη̋ βλάστηση̋ των σπορίων επηρεάζεται από ένα ευρύ φάσμα 

παραγόντων όπω̋ η παρουσία νερού στη επιφάνεια του εξωσκελετού του εντόμου, διάφορα 

ιόντα, τα λιπαρά οξέα και θρεπτικά στοιχεία (Ηassan et al., 1989). Για να είναι επιτυχή̋ η 

βλάστηση απαιτείται παρουσία συγκεκριμένων θρεπτικών στοιχείων καθώ̋ και 

ανθεκτικότητα του παθογόνου στι̋ τοξικέ̋ ουσίε̋ που μπορεί να εκλύονται/εκκρίνονται από 

τον εξωσκελετό του εντόμου-ξενιστή (Latge et al., 1987). Για παράδειγμα, για τη βλάστηση 

των σπορίων του εντομοπαθογόνου μύκητα Beauveria bassiana απαιτείται παρουσία πηγή̋ 

άνθρακα και για την μετέπειτα ανάπτυξή του απαιτείται πηγή αζώτου (Smith και Grula, 

1982). Ο μύκητα̋ Metarhizium anisopliae απαιτεί παρουσία νερού για την έναρξη τη̋ 

βλάστηση̋ των κονιδίων, αλλά και εξωγενεί̋ πηγέ̋ άνθρακα για την ανάπτυξή του 

(Charnley, 1990).  

 Τα περισσότερα κονίδια βλαστάνουν 12-24 ώρε̋ από την προσκόλλησή του̋ στον 

εξωσκελετό του εντόμου, ενώ παρατηρείται και βλάστηση μετά την πάροδο 24 ωρών που 

αποδίδεται σε δευτερογενή ή τριτογενή κονίδια.  

Στην περίπτωση που ένα κονίδιο προσπέσει και προσκολληθεί σε επιφάνεια 

υδρόφοβη, σκληρή και πτωχή σε θρεπτικά υλικά, τότε διαφοροποιείται σε απρεσσόριο 

(appressorium). To απρεσόριο αποτελεί το καταληκτικό άκρο ενό̋ βλαστικού σωλήνα. Το 

μέγεθο̋ και το σχήμα του μπορεί να διαφοροποιείται και εξαρτάται από το είδο̋ και το 

στέλεχο̋ του μύκητα αλλά και από τα χαρακτηριστικά του εξωσκελετού του ξενιστή του 

(Butt et al., 1995), συνήθω̋ πρόκειται για μια ροπαλοειδή ή σφαιρική κατασκευή (Leger et 

al., 1988). Απρεσσόρια μπορούν να παράγουν όλα τα στελέχη του είδου̋ Μ. anisopliae, ενώ 

για το είδο̋ B. bassiana, η ιδιότητα αυτή δεν αποτελεί κανόνα για όλα τα στελέχη.  

Τα απρεσσόρια των περισσότερων μυκήτων παράγουν άφθονο κολλώδε̋ υγρό που 

βοηθά την προσκόλληση του μύκητα κατά την διάρκεια τη̋ διείσδυση̋, ενώ φαίνεται να 

αποτελεί κοινό χαρακτηριστικό για όλα τα είδη, οι διεισδυτικέ̋ υφέ̋ να αναπτύσσονται 

πλευρικά, διασπώντα̋ την ακεραιότητα του εξωσκελετού (Mohamed et al., 1978, Brey et al., 

1986, Brobyn et al., 1987, Hajek et al., 2007). 

 Η διείσδυση στο σώμα του εντόμου μέσα από τον εξωσκελετό επιτυγχάνεται είτε 

απευθεία̋ από τον βλαστικό σωλήνα του μύκητα είτε από το απρεσσόριο που συνδέεται με 

τον εξωσκελετό και ευνοεί την ανάπτυξη μια̋ στενή̋ διεισδυτική̋ υφή̋ (Boucias and 

Pendland, 1982; Roberts and Humber, 1981; Wraight et al., 1998; Zacharuk, 1973).  Η 

διείσδυση είναι μηχανική και ενζυμική διαδικασία (Charnley, 1984; McCoy et al., 1988; St. 
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Leger et al., 1988).   

Στου̋ περισσότερου̋ εδαφογενεί̋ εντομοπαθογόνου̋ μύκητε̋, η διείσδυση γίνεται 

άμεσα, σπανιότερα δε μπορεί να επιτευχθεί μέσω πληγών ή μέσω των αισθητηρίων οργάνων. 

Ο ακριβή̋ μηχανισμό̋ εισόδου διαφοροποιείται και συνήθω̋ χαρακτηρίζει το είδο̋ του 

μύκητα (Gillespie et al., 1998). 

  

O μύκητα̋ Beauveria bassiana 

 Το είδο̋ Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Moniliales) είναι ένα̋ μύκητα̋ 

ευρέω̋ διαδεδομένο̋ που έχει την ικανότητα να προσβάλει πλέον των 200 ειδών εντόμων, 

που ανήκουν σε διάφορε̋ ομάδε̋ όπω̋ θρίπε̋, αλευρώδει̋, αφίδε̋, ακάρεα, τερμίτε̋, 

οικιακέ̋ μύγε̋, κολεόπτερα κ.α.  

Ιστορικά αποτελεί το πρώτο είδο̋ που εμπλέκεται στη βιολογική αντιμετώπιση 

εντόμων, αφού κατά τον 19ο
 αιώνα, ο Ιταλό̋ επιστήμονα̋ Agostino Bassi αφιέρωσε 

περισσότερα από 30 χρόνια μελέτη̋ τη̋ ασθένεια̋ που ήταν γνωστή ω̋ «white muscardine» 

στο Bombyx mori (L), αποδεικνύοντα̋ τελικά ότι το παθογόνο αίτιο τη̋ ασθένεια̋ ήταν ο 

μύκητα̋ B. bassiana είναι.  

Το είδο̋ αυτό παράγει τρεί̋ τύπου̋ σπορίων: (i) λεπτά, μονοκύτταρα σπόρια, γνωστά 

ω̋ βλαστοσπόρια που παράγονται σε υγρή καλλιέργεια του μύκητα (Bidochka et al, 1987), 

(ii) κονίδια που παράγονται σε στερεό θρεπτικό μέσο και (iii) κονίδια που παράγονται σε 

υγρή καλλιέργεια. Τα κονίδια είναι μονοκύτταρα, απλοειδή και υδρόφοβα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4: Ο μύκητα̋ Beauveria bassiana σε τρυβλίο στο Ινστιτούτο Πάτρα̋. 
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 Όσον αφορά στη βιωσιμότητα των τριών τύπων σπορίων του B. bassiana, ο Hedegus 

και οι συνεργάτε̋ του (1991) έδειξαν ότι θερμοκρασία -70
ο
 C είναι καλύτερη για την 

αποθήκευσή του̋ για μεγάλα χρονικά διαστήματα. Πάντω̋ τα κονίδια του B. bassiana, όπω̋ 

και άλλων εντομοπαθογόνων μυκήτων, χάνουν τη βιωσιμότητα του̋ όταν αποθηκευτούν σε 

υψηλότερε̋ θερμοκρασίε̋. Εξάλλου, η υψηλή υγρασία θεωρείται απαραίτητη για την 

ανάπτυξη των κονιδίων ενώ η μόλυνση ολοκληρώνεται σε 24-48 ώρε̋ ανάλογα με τη 

θερμοκρασία. Μετά τη μόλυνση, το έντομο μπορεί να επιζήσει μέχρι 5 ημέρε̋. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5: O μύκητα̋ Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin 

 

 Ο μύκητα̋ B. bassiana καταλαμβάνει το σώμα του εντόμου, αφού τα κονίδιά του 

έλθουν σε επαφή με τον εξωσκελετό του εντόμου και βλαστήσουν, διαπερνώντα̋ τον 

εξωσκελετό και τελικά πολλαπλασιαζόμενα στο εσωτερικό του (Rehner & Buckley, 2005).  

Σήμερα στην Ευρώπη κυκλοφορούν διάφορα εμπορικά σκευάσματα που περιέχουν 

τον μύκητα B. bassiana, όπω̋ Μetab, Naturalis-L, Bio-power, Botanigard κ.α. Ο μύκητα̋ 

δεν παρουσιάζει φυτοτοξικότητε̋, ούτε είναι επιβλαβή̋ για τα πτηνά, τα ζώα και τα ψάρια 

(Copping, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6: Βιολογικό̋ Κύκλο̋ του Beauveria bassiana. 



  

17 

Metarhizium anisopliae var anisopliae και M. anisopliae var robertsii 

Οι μύκητε̋ του είδου̋ Metarhizium anisopliae αναφέρεται ότι προσβάλουν περί τα 

300 διαφορετικά είδη εντόμων και αποτελούν το καλύτερα μελετημένο εντομοπαθογόνο 

είδο̋.  

Οι μύκητε̋ αυτοί μπορούν να παραχθούν εύκολα σε ειδικού̋ ζυμωτήρε̋, όμω̋ το 

μυκήλιο που προκύπτει δεν έχει εντομοκτόνο δράση. Αντίθετα τα βλαστοσπόρια και τα 

κονίδια που παράγονται σε υγρέ̋ καλλιέργειε̋ και με την προϋπόθεση ότι πληρούνται 

συγκεκριμένε̋ συνθήκε̋ είναι βιολογικώ̋ δραστικά και έχουν την ικανότητα να μολύνουν 

και να σκοτώσουν τον ξενιστή του̋.  

Μετά την προσβολή του εντόμου και όταν η υγρασία είναι αρκετά υψηλή, πάνω στο 

νεκρό σώμα του εντόμου παρατηρείται λευκή επάνθιση (μούχλα) που σιγά – σιγά 

επεκτείνεται και σε σύντομο χρονικό διάστημα μεταχρωματίζεται σε πράσινη και μπορεί να 

καλύψει ολόκληρο το σώμα του εντόμου (Tanada and Kaya, 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7: Βιολογικό̋ κύκλο̋ του M. anisopliae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8: Τρόπο̋ διείσδυση̋ του M. anisopliae στο εσωτερικό του εντόμου. 
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 Μία εμπορικά διαθέσιμη μορφή του εντομοπαθογόνου μύκητα M. anisopliae είναι το 

σκέυασμα Bioblast που χρησιμοποιείται για την αντιμετώπιση των τερμιτών του γένου̋ 

Reticulitermes. Το σκεύασμα εφαρμόζεται πάνω στο ξύλο, οπού οι τερμίτε̋ δημιουργούν τι̋ 

στοέ̋ του̋, έτσι τα άτομα των τερμιτών που βρίσκονται μέσα στι̋ στοέ̋ είναι εκτεθειμένα 

και έρχονται σε άμεση επαφή με τα κονίδια του μύκητα. Επιπλέον, προκαλείται εξάπλωση 

του παθογόνου μύκητα στα υγιή, μη μολυσμένα, άτομα που δεν βρίσκονται εντό̋ των στοών 

αλλά αποτελούν μέλη τη̋ αποικία̋. Μελέτε̋ έχουν δείξει ότι ο θάνατο̋ επέρχεται σε 4 έω̋ 

10 ήμερε̋ ανάλογα με την θερμοκρασία.  

Εξάλλου το Μetab αποτελεί μία άλλη εμπορική διαθέσιμη μορφή του συγκεκριμένου 

εντομοπαθογόνου μύκητα αν και περιέχει και κονίδια του B. bassiana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 9: Ο μύκητα̋ M. anisopliae σε απομόνωση στο Ινστιτούτο Πάτρα̋. 

 

1.3 Τρόποι παγίδευση̋/ανεύρεση̋ εντομοπαθογόνων μυκήτων  

Η ανάπτυξη και εξέλιξη τη̋ επιζωοτία̋ καθορίζεται σε σημαντικό βαθμό από τον 

πληθυσμό του ξενιστή, την παθογόνο δύναμη του μύκητα, την ικανότητά του να 

αναπτύσσεται σε δυσμενεί̋ περιβαλλοντικέ̋ συνθήκε̋, την ικανότητά του για γρήγορη 

ανάπτυξη ξεπερνώντα̋ τι̋ αντιστάσει̋ του ξενιστή, παράγοντα̋ υψηλού̋ αριθμού̋ κονιδίων, 

και τέλο̋ την ικανότητά του για επιβίωση και διάδοση (Μαντζούκα̋, 2008). Οι ευνοϊκότερε̋ 

συνθήκε̋ για το συγκεκριμένο εντομοπαθογόνο είναι υγρασία>90% και θερμοκρασία 20-

30ºC, αν και επιζωοτίε̋ έχουν αναφερθεί και σε συνθήκε̋ χαμηλότερων θερμοκρασιών και 

υγρασία̋. 
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Η παγίδευση γηγενών στελεχών εντομοπαθογόνων μυκήτων πραγματοποιείται μέσω 

τη̋ τεχνική̋ παγίδευσή̋ του̋ με έντομα, τα οποία χρησιμοποιούνται ω̋ δόλωμα. Η μέθοδο̋ 

αυτή αναπτύχθηκε αρχικά για την απομόνωση εντομοπαθογόνων νηματωδών από το έδαφο̋ 

(Zimmerman, 1986) και αργότερα χρησιμοποιήθηκε και για την απομόνωση των 

εντομοπαθογόνων μυκήτων. Για δόλωμα χρησιμοποιούνται οι προνύμφε̋ του λεπιδοπτέρου 

Galleria mellonella (Οικογένεια Pyralidae), γι’ αυτό και η μέθοδο̋ είναι γνωστή ω̋ Galleria 

Bait Method. Σπανιότερα χρησιμοποιούνται και οι προνύμφε̋ του κολεοπτέρου Tenebrio 

molitor (Οικογένεια Tenebrionidae). Στι̋ μέρε̋ μα̋, πολλέ̋ μελέτε̋ ασχολούνται με την 

αξιολόγηση επί τη̋ δυνατότητα̋ χρήση̋ διαφόρων εντόμων και από άλλε̋ οικογένειε̋ ω̋ 

παγίδε̋, αν και η μέθοδο̋ το G. mellonella φαίνεται να είναι, μέχρι στιγμή̋, η πιο ευαίσθητη 

και χρήσιμη για την ανίχνευση και την αναγνώριση ενό̋ μεγάλου φάσματο̋ 

εντομοπαθογόνων μυκήτων (Vanninen et al., 1989; Vanninen, 1996; Chandler et al., 1997; 

Bidochka et al., 1998; Klingen et al., 2002; Keller et al., 2003; Meyling & Eilenberg, 2006). 

Παρ’ ολ’ αυτά, οι Klingen και συνεργάτε̋ (2002) αναφέρουν ότι ο μύκητα̋ Tolypocladium 

cylindrosporum απομονώθηκε πολύ αποτελεσματικά με την προνύμφη του εντόμου Delia 

floraris τη̋ οικογένεια̋ Anthomyidae, ευκολότερα δε απ’ ότι με την προνύμφη του G. 

mellonella. 

Πιο πρόσφατα, η εκμετάλλευση των γεωγραφικών πληροφοριακών συστημάτων 

(Geographical Information Systems) κατά την δειγματοληψία εδάφου̋, επιτρέπει την 

αναγνώριση συγκεκριμένων συμπλεγμάτων οργανισμών και μπορεί να καταδείξει με 

ευκρίνεια αν τα δεδομένα ακολουθούν τυχαία κατανομή ή όχι, σε συνδυασμό  με την ακριβή 

τοποθεσία τη̋ δειγματοληψία̋ (Meyling & Eilenberg, 2006). Έτσι η εμφάνιση κάθε 

εντομοπαθογόνου μύκητα μπορεί  να θεωρηθεί ποσοτικό δεδομένο το οποίο 

συμπεριλαμβάνεται σε μια ανάλυση μαζί με τα χωρικά δεδομένα. Αυτό̋ ο τρόπο̋ 

καταχώρηση̋ δεδομένων επιτρέπει το συσχετισμό τη̋ παρουσία̋ εντομοπαθογόνων 

μυκήτων με άλλου̋ παράγοντε̋ που αφορούν στο σύστημα τη̋ καλλιέργεια̋ και συνεπώ̋ 

μπορούν να αναπτυχθούν υποθέσει̋ σχετικά με του̋ παράγοντε̋ που μπορούν να 

επηρεάσουν την κατανομή τη̋ εμφάνισή̋ του̋ ή ακόμη να τροποποιηθούν ώστε να 

προάγουν αύξηση των πληθυσμών του̋. Για παράδειγμα, ένα̋ συσχετισμό̋ μεταξύ του 

πληθυσμού ενό̋ εντόμου – παγίδα̋ (ξενιστή̋) και τη συχνότητα εμφάνιση̋ επανθίσεων 

μυκήτων πάνω στα άτομα του πληθυσμού, θα μπορούσε να παρέχει σημαντικέ̋ πληροφορίε̋ 

για την μεταξύ του̋ κατανομή (Μeyling, 2007).                       
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1.4 Σκοπό̋ τη̋ εργασία̋ 

 Η παρούσα εργασία έχει ω̋ στόχο τη μελέτη επί τη̋ δυνατότητα̋ χρήση̋ 

διαφορετικών εντόμων σαν μέσα παγίδευση̋ εντομοπαθογόνων μυκήτων, ώστε η 

παραδοσιακή χρήση του Galleria mellonella ω̋ δόλωμα να μην αποτελεί μονόδρομο, αλλά 

να είναι δυνατή και η χρήση άλλων εντόμων ώστε να διευρυνθεί το φάσμα εντομοπαθογόνων 

μυκήτων που μπορούμε να ανιχνεύσουμε.  
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Κεφάλαιο 2 – Υλικά και Μέθοδοι 

2.1. Έντομα 

 Για την εκπόνηση τη̋ παρούσα̋ μελέτη̋ χρησιμοποιήθηκαν τα είδη:  

· Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae)  

· Rhyzopertha dominica (Coleoptera:Bostrychidae)  

· Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae)  

· Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae)  

· Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae)  

· Ephestia kuehniella  (Lepidoptera: Pyralidae).  

Οι εκτροφέ̋ των εντόμων πραγματοποιήθηκαν στο εργαστήριο Ιολογία̋ του Ινστιτούτου 

Προστασία̋ Φυτών τη̋ Πάτρα̋, ώστε να μην απαιτούνται συνεχεί̋ μετακινήσει̋ των 

εντόμων για τι̋ ανάγκε̋ του πειραματικού μέρου̋, γεγονό̋ το οποίο μπορούσε να επηρεάσει 

τη συμπεριφορά και την καλή κατάσταση των εντόμων, και κατά συνέπεια τα αποτελέσματα 

του πειράματο̋.  

Για τι̋ εκτροφέ̋ των κολεοπτέρων χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω υλικά: 

· T. granarium και R. dominica  à σπόροι σίτου 

· T. confusum    à αλεύρι  

· T. molitor     à πατάτα  

 

Για τι̋ εκτροφέ̋ των ενήλικων λεπιδοπτέρων χρησιμοποιήθηκαν κλωβοί 25x45x30cm, 

κατασκευασμένοι με ξύλινο σκελετό, των οποίων οι δύο πλάγιε̋ πλευρέ̋ ήταν καλυμμένε̋ 

με πλαστικό πλέγμα και οι οπίσθιε̋ με MDF. Η πρόσθια πλευρά των κλωβών ήταν 

καλυμμένη με πλαστικό πλέγμα μικρή̋ διατομή̋, το οποίο λειτουργούσε και σαν είσοδο̋ για 

το εσωτερικό του. Το δάπεδο των κλωβών ήταν από MDF και σε κάθε κλωβό διατηρούνταν 

15 έω̋ 20 ζεύγη ενήλικων εντόμων.  

Ω̋ τροφή των ενήλικων λεπιδοπτέρων προσφέρονταν ζαχαρόνερο με οδοντιατρικά 

τεμάχια βάμβακο̋ μήκου̋ 1cm, τοποθετημένων σε τρυβλίο Petri με νερό στο δάπεδο του 

κλωβού.  
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 Ω̋ τεχνητό υπόστρωμα ωοτοκία̋ για το λεπιδόπτερο E. kuehniella, 

χρησιμοποιούνταν διάφανοι πλαστικοί κεσέδε̋ με αποστειρωμένο χονδρό σιμιγδάλι και 

αντιβιοτικό, οι οποίοι παρέμεναν στου̋ κλωβού̋ για τρει̋ έω̋ τέσσερι̋ μέρε̋ και στην 

συνέχεια τοποθετούνταν σε ξεχωριστό σκοτεινό θάλαμο για να γίνει η εκκόλαψη των ωών 

και να αναπτυχθούν οι νεοεκκολαφθείσε̋ προνύμφε̋. Οι κεσέδε̋ καλύπτονταν με τούλι για 

να αποφευχθεί τυχόν απόδρασή του̋. Εν συνεχεία, οι προνύμφε̋ κατανέμονταν, ανάλογα με 

την ηλικία του̋, σε διάφανα δοχεία ώστε να αποφευχθεί ο συνωστισμό̋ που θα επηρέαζε την 

πρόσληψη τροφή̋ και την ανάπτυξή του̋. 

 Αντίστοιχα, ω̋ τεχνητό υπόστρωμα ωοτοκία̋ στου̋ κλωβού̋ του λεπιδόπτερου P. 

interpunctella τοποθετούνταν διάφανοι πλαστικοί κεσέδε̋ με μέλι, γλυκερίνη, ξηρή μαγιά, 

αποστειρωμένο αλεύρι ολική̋ άλεση̋ και αποστειρωμένο πίτουρο. Οι κεσέδε̋ παρέμεναν 

στου̋ κλωβού̋ για δυο μέρε̋ και στην συνέχεια καλύπτονταν με το τούλι και τοποθετούνταν 

σε ξεχωριστό σκοτεινό θάλαμο για την εκκόλαψη και την ανάπτυξη των προνυμφών. 

Ακολουθούσε κατανομή ανάλογα με την ηλικία για την αποφυγή συνωστισμού.  

Η εναπομένουσα τροφή αποθηκεύονταν στου̋ 4ο
C μέχρι να ξαναχρησιμοποιηθεί. 

 Όλε̋ οι εκτροφέ̋ και όλα τα στάδια ανάπτυξη̋ των εντόμων διεξάγονταν σε δωμάτιο 

όπου οι συνθήκε̋ διατηρούνταν σταθερέ̋ (θερμοκρασία 25±1
ο
C, σχετική υγρασία 60 – 70% 

και φωτοπεριόδο̋ 16:8 ώρε̋ Φ:Σ). 

2.2. Δειγματοληψία - Παγίδευση εντομοπαθογόνων μυκήτων 

 Τα δείγματα εδάφου̋ που συλλέχθηκαν ήταν δύο και προέρχονταν από δύο περιοχέ̋ 

τη̋ Αχαΐα̋, την περιοχή «Ανεμογεννήτριε̋» και την περιοχή «Πανόπουλου-Φολόη». Η 

συλλογή των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε τον Ιανουάριο και Φεβρουάριο του 2016. Το 

βάθο̋ δειγματοληψία̋ ήταν 10 cm και η ποσότητα του δείγματο̋ αντιστοιχούσε σε 300g. Τα 

δείγματα τοποθετήθηκαν σε πλαστικέ̋ σακούλε̋ και στη συνέχεια αποθηκεύτηκαν σε 

θερμοκρασία 4ο
C έω̋ ότου μεταφερθούν στο εργαστήριο για επεξεργασία. Τα σημεία τη̋ 

δειγματοληψία̋ καταγράφηκαν με συσκευή GPS Garmin Etrex και φαίνονται αναλυτικά 

στον παρακάτω πίνακα: 

Περιοχή Γεωγραφικό Πλάτο̋ Γεωγραφικό Μήκο̋ 

Ανεμογεννήτριε̋ 29
ο
52’86.73΄΄Β 41

o
88’79.95’’A 

Πανόπουλου-Φολόη 37
0
82’62.94’’B 21

o
67’56.82’’A 
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Για την επεξεργασία των δειγμάτων, τοποθετήθηκαν σε σκληρό χαρτόνι πάνω στον 

εργαστηριακό πάγκο του εργαστηρίου και αφέθηκαν για 24h, ώστε να μειωθεί η υγρασία 

του̋. Η διαδικασία αυτή είναι απαραίτητη γιατί όταν τα δείγματα βρίσκονται σε συνθήκε̋ 

πολύ υψηλή̋ υγρασία̋ οι προνύμφε̋ των εντόμων-παγίδων προσβάλλονται πρώτα από τυχόν 

παρόντε̋ εντομοπαθογόνου̋ νηματώδει̋ που τι̋ θανατώνουν πριν την προσβολή από του̋ 

εντομοπαθογόνου̋ μύκητε̋.  

Στη συνέχεια, τα δείγματα κοσκινίστηκαν και μοιράστηκαν σε 3 τρυβλία Petri για 

κάθε δείγμα. Σε κάθε τρυβλίο εισήχθησαν προνύμφε̋ των εντόμων, 3η̋
 και 4η̋

  ηλικία̋, ή σε 

περίπτωση που αυτό δεν ήταν δυνατό λόγω του πολύ μικρού μεγέθου̋ του̋, ολόκληρα νεαρά 

ακμαία. Σε κάθε τρυβλίο εισήχθησαν 10 προνύμφε̋ ή ακμαία, 30 συνολικά για κάθε περιοχή, 

τα οποία και αφέθηκαν σε ειδικά κατασκευασμένου̋ θαλάμου̋ υπό συνθήκε̋ ελεγχόμενη̋ 

θερμοκρασία̋ (25±1o
C), στο σκοτάδι για 21 ημέρε̋. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10: Δείγματα χώματο̋ στον εργαστηριακό πάγκο, Ινστιτούτο Προστασία̋ Φυτών Πάτρα̋ 

(φωτογραφία από το αρχείου του Ιωάννη Πέττα, 2016). 

  

Κάθε 7 ημέρε̋ οι θάλαμοι ελέγχονταν ω̋ προ̋ την παρουσία νεκρών ατόμων 

(ακμαίων ή προνυμφών), τα οποία απομακρύνονταν και εν συνεχεία αποστειρώνονταν 

επιφανειακά, για την αποφυγή ανάπτυξη̋ σαπροφυτικών μυκήτων, με εμβάπτιση μερικών 

δευτερολέπτων σε υποχλωριώδε̋ νάτριο 1%. Στη συνέχεια τοποθετούνταν σε τρυβλία Petri 
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το οποίο περιείχε δίσκο διηθητικού χαρτιού εμποτισμένο με δι̋-απεσταγμένο νερό (ddH2O) 

(moist chamber). Ο χειρισμό̋ των νεκρών ατόμων πραγματοποιούνταν εξ ολοκλήρου σε 

θάλαμο νηματική̋ ροή̋ (laminar flow) για την αποφυγή επιμολύνσεων. Tα τρυβλία με τα 

νεκρά άτομα μεταφέρονταν στου̋ ειδικά κατασκευασμένου̋ θαλάμου̋ υπό συνθήκε̋ 

ελεγχόμενη̋ θερμοκρασία̋ (25±1oC), στο σκοτάδι και πραγματοποιούνταν καθημερινοί 

έλεγχοι στο στερεοσκόπιο για την εμφάνιση σημείων λόγω προσβολή̋ από 

εντομοπαθογόνου̋ μύκητε̋. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 11: Επάνθιση μυκηλίου στο έντομο Rhyzopertha dominica (φωτογραφία από το αρχείου του 

Ιωάννη Πέττα, 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 12: Νεκρέ̋ προνύμφε̋ πάνω σε υγρασία σε τρυβλία τύπου Petri (φωτογραφία από το αρχείου 

του Ιωάννη Πέττα, 2016) 
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 Η μέθοδο̋ που προαναφέρθηκε αναπτύχθηκε από του̋ Bedding και Akhurst το 1975, 

και έχει χρησιμοποιηθεί πολλάκι̋ και με επιτυχία σε πάρα πολλέ̋ έρευνε̋. Οι συγκεκριμένοι 

ερευνητέ̋ χρησιμοποίησαν προνύμφε̋ του κηρόσκορου (Galleria mellonella) ω̋ δόλωμα για 

την παγίδευση εντομοπαθογόνων νηματωδών του εδάφου̋. Στην παρούσα πειραματική 

μελέτη σαν δόλωμα χρησιμοποιήθηκαν άτομα των ειδών Sitophilus granarius, Rhyzopertha 

dominica, Tribolium confusum, Trogoderma granarium, Tenebrio molitor και Ephestia 

kuehniella, όπω̋ προαναφέρθηκε. 

 

2.3 Θρεπτικό υλικό Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 

 Γύρω στο 1800 μ.Χ., ο γαλλική̋ καταγωγή̋ δερματολόγο̋ Raymond J. A. Sabouraud 

ανέπτυξε ένα θρεπτικό υλικό, Sabouraud Dextrose Agar - SDA, με σκοπό να μπορέσει να 

μελετήσει την ανάπτυξη μυκήτων που προκαλούν λοιμώξει̋ στο δέρμα, τα μαλλιά και τα 

νύχια (Sabouraud, 1896).  

 Το SDA παρασκευάζεται ω̋ εξή̋:  

1. Σε 1000 ml κρύου αποστειρωμένου νερού προστίθενται 65g λυοφιλιωμένου Sabouraud 

Dextrose Agar εμπορίου.  

2. Το μίγμα θερμαίνεται σε μπεν μαρί για να διαλυθεί το μέσο εντελώ̋.  

3. Έπειτα διανέμεται σε κωνικέ̋ φιάλε̋ και αποστειρώνεται σε κλίβανο για 15 λεπτά στου̋ 

121
o
C.  

4. Η τελική αντίδραση του μέσου είναι: pH=5,6.  

5. Στη συνέχεια πριν το μέσο στερεοποιηθεί τοποθετείται σε αποστειρωμένα τρυβλία τύπου 

Petri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 13: Απομονώσει̋ μυκήτων σε θρεπτικό υλικό SDA (Ινστιτούτο Πάτρα̋, 2016). 
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2.4 Απομόνωση εντομοπαθογόνων μυκήτων 

 Όλα τα νεκρά άτομα, ακμαία και προνύμφε̋ που εμφάνισαν ανάπτυξη μυκηλίου στον 

εξωσκελετό του̋, μεταφέρθηκαν ολόκληρα σε τρυβλία Petri που περιείχε ω̋ υπόστρωμα το 

θρεπτικό υλικό SDA. Εξάλλου, τμήματα του μυκηλίου απομονώθηκαν από το σώμα των 

νεκρών ατόμων και πραγματοποιήθηκε καλλιέργεια στο ίδιο υλικό.  

Τα τρυβλία φυλάσσονταν σε θερμοκρασία 25±1oC στο σκοτάδι προ̋ επώαση και 

ανάπτυξη των μυκήτων.  

Αν παρατηρούνταν ανάπτυξη κάποιου μύκητα, πραγματοποιούνταν απομόνωση και 

επανάληψη τη̋ καλλιέργεια̋ με στόχο ανάπτυξη καθαρών καλλιεργειών ώστε να είναι 

δυνατή η αναγνώριση του είδου̋ του μύκητα μέσω μικροσκοπική̋ εξέταση̋ για την 

ταυτοποίηση του είδου̋ βάσει του σχήματο̋ και του μεγέθου̋ των σπορίων (όπου ήτο 

δυνατό).  

Στη συνέχεια, με τη βοήθεια του κυρίου Ιωάννη Πέττα, μεταπτυχιακού φοιτητή, και 

κατά τη διάρκεια εκπόνηση̋ τη̋ - σχετική̋ με το παρόν αντικείμενο - μεταπτυχιακή̋ του 

διατριβή̋, πραγματοποιήθηκε διαδικασία ταυτοποίηση̋ μέσω αλληλούχιση̋ του γενετικού 

υλικού των μυκήτων (DNA sequencing),  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 14: Προσβεβλημένε̋ προνύμφε̋ από εντομαπαθογόνου̋ μύκητε̋ (Ινστιτούτο Πάτρα̋, 2016) 
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2.5 Αλληλούχιση DNA (DNA sequencing) 

 Η βασική ταυτοποίηση και ταξινόμηση των μυκήτων πραγματοποιείται με τι̋ 

παραδοσιακέ̋ μεθόδου̋ παρατήρηση̋ των μακροσκοπικών , δια γυμνού οφθαλμού , αλλά και 

υπομικροσκοπικών, με τη χρήση οπτικού μικροσκοπίου, δομών και τ ων χαρακτηριστικών 

του̋. Ωστόσο τα χαρακτηριστικά αυτά μπορεί να παραλλάσουν ανάλογα με το περιβάλλον 

ανάπτυξη̋ και έκθεση̋ των μυκήτων και έτσι να δυσχεραίνεται η όλη διαδικασία. Για το 

λόγο αυτό αναπτύχθηκαν διάφορε̋ μοριακέ̋ μέθοδοι που βοηθούν να επιτυγχάνεται καλή 

διαφοροποίηση ειδών και απομονώσεων και αδιάψευστη ταυτοποίησή του̋ (Jimenez et al., 

1999; Mirhosseini et al., 2010).  

Στην περίπτωση των μυκήτων λοιπόν, το ριβοσωμικό DNA (rDNA) αποτελεί τον 

στόχο βάσει του οποίου γίνεται η φυλογενετική διαφοροποίηση των μυκήτων . Το rRNA 

κωδικοποιεί μια εσωτερικά μεταγραφόμενη περιοχή (Internal Transcribed Spacer - ITS) 

υψηλά πολυμορφική , 600-800 bp, η οποία χρησιμοποιείται και για τη διαφοροποίηση 

πολλών ειδών  οργανισμών αλλά και μυκήτων (Anderson & Cairney, 2004; Anderson & 

Parkin, 2007; Larena et al., 1999). Η πλήρη̋ ITS περιοχή έχει ένα μέσο μήκο̋ 600 ζευγών 

βάσεων (bp) σε όλε̋ τι̋ γενεαλογικέ̋ σειρέ̋ μυκήτων και μέσο μήκο̋ 500 και 600 bp για 

του̋ ασκομύκητε̋ και του̋ βασιδιομύκητε̋, αντίστοιχα (Porter & Golding, 2011). Παρ’ ολ’ 

αυτά, η αξιοποίηση ολόκληρων των διαφορετικών αλληλουχιών ITS είναι δύσκολη λόγω του 

μεγάλου μήκου̋ του̋, έτσι στη φυλογενετική ανάλυση χρησιμοποιείται η εξαιρετικά 

διατηρημένη περιοχή 5.8S (Pringle et al., 2003, Nagano et al., 2010) (Εικ. 15). 

  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 15: Fungal Internal Transcribed Spacer (ITS) 
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2.5.1 Απομόνωση DNA (DNA extraction) 

 Η απομόνωση του DNA από έναν οργανισμό είναι το πρώτο βήμα για τη μοριακή του 

ταυτοποίηση. Το αυτό ισχύει και την περίπτωση των μυκήτων.  

Για την απομόνωση του DNA (DNA extraction) πραγματοποιούνται τα ακόλουθα 

βήματα: 

1. Από υγρή καλλιέργεια του μύκητα σε θρεπτικό μέσο λαμβάνεται τμήμα μυκηλίου.  

2. Το μυκήλιο  μεταφέρεται με τη βοήθεια αποστειρωμένη̋ βελόνα̋ σε σωλ ηνάριο 

eppendorf, όπου προστίθεται 200 μl διάλυμα SDS.  

3. Ομογενοποίηση με οδοντιατρικό εργαλείο επί κεφαλή̋ τρυπανιού οικιακή̋ χρήση̋, με 

στροφέ̋ κατά το δοκούν ώστε να μην υπερθερμαίνεται ή καταστρέφεται το σωληνάριο 

για 1' – 3’ έω̋ ότου παρατηρηθεί ικανοποιητική ομογενοποίηση.  

4. Προσθήκη 300 μl από το ίδιο διάλυμα.  

5. Προσθήκη ίσου όγκου μίγματο̋ φαινόλη̋ – χλωροφορμίου/ ισοαμυλική̋ αλκοόλη̋ 

ογκομετρική̋ αναλογία̋ 25:24:1 και γίνεται ανάδευση.  

6. Φυγοκέντρηση για 1h στι̋ 10.800 r/m στου̋ 4o
C.  

7. Η υπερκείμενη υδατική φάση μεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf, όπου προστίθεται 

ίσο̋ όγκο̋ χλωροφορμίου.  

8. Ανάδευση. 

9. Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου για 15 min στι̋ 15.000 r/m.  

10. Η υπερκείμενη υδατική φάση μεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf, ογκομετρείται και 

προστίθεται ίσο̋ όγκο̋ ισοπροπανόλη̋ θερμοκρασία̋ -20
o
C.  

11. Ανάδευση.  

12. Αποθήκευση στου̋ -20 
oC για 15 min.  

13. Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου για 15 min στι̋ 15.000 r/m.  

14. Η υπερκείμενη φάση απορρίπτεται και προστίθενται 200 μl μίγματο̋ αιθανόλη̋/ 

αποστειρωμένου ύδατο̋ ογκομετρική̋ αναλογία̋ 7:3.  

15. Φυγοκέντρηση σε θερμοκρασία δωματίου για 15 min στι̋ 15.000 r/m.  

16. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίζημα αφήνεται να στεγνώσει στου̋ 55
oC για 10 

λεπτά.  

17. Το ίζημα αναδιαλύεται σε 50μL ddH2O.  

18. Αποθήκευση στου̋ -33
o
C. 
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Τα διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν κατά την προηγούμενη διαδικασία και την 

απομόνωση του DNA είναι τα εξή̋: 

 

Ι. Διάλυμα SDS (100ml): 

0,5 g SDS, 1,46g NaCl, 0,73 g EDTA, 20 ml Tris-HCl 1M. 

 

ΙΙ. Μίγμα Φαινόλη̋ /χλωροφόρμιου/ ισοαμυλική̋ αλκοόλη̋ 25:24:1:  

Μίγμα 25 μονάδων όγκου φαινόλη̋  με  24 μονάδε̋ όγκου χλωροφορμίου  και μία̋ 

ισοαμυλική̋ αλκοόλη̋. 

 

2.5.2 Έλεγχο̋ του DNA  

O έλεγχο̋ τη̋ παρουσία̋ DNA στα δείγματα έγινε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα 

αγαρόζη̋ 2%, ω̋ γίνεται τυπικά σε πειράματα μοριακή̋ βιολογία̋. 

Ακολούθησε ποσοτικοποίηση τη̋ ποσότητα̋ ου DNA που πραγματοποιήθηκε με 

μικροφωτόμετρο σύμφωνα με τι̋ οδηγίε̋ του κατασκευαστή. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνε̋ 16, 17: Ανίχνευση απομονωθέντων DNA σε πήκτωμα αγαρόζη̋ 2% 
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2.5.3 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράση̋ (Polymerase Chain Reaction =PCR) 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράση̋ (Polymerase Chain Reaction, PCR) είναι μια  

είναι μία μέθοδο̋ βιοχημεία̋ και μοριακή̋ βιολογία̋ που αναπτύχθηκε το 1985 και 

χρησιμοποιείται για την in vitro ενίσχυση συγκεκριμένων τμημάτων του DNA, δηλαδή την 

απομόνωση και τον πολλαπλασιασμό μία̋ συγκεκριμένη̋ αλληλουχία̋ DNA μέσω 

ενζυμική̋ αναπαραγωγή̋. Η χρήση αυτή̋ τη̋ τεχνική̋ επιτρέπει τη  γρήγορη αναγνώριση, 

ανίχνευση και διαφοροποίηση συγκεκριμένων ειδών χωρί̋ την ανάγκη δημιουργία̋ καθαρών 

καλλιεργειών (Sartori et al., 2010). 

Η χρησιμότητα τη̋ μεθόδου έγκειται στο γεγονό̋ ότι η ποσότητα του DNA που 

απομονώνεται από έναν οργανισμό είναι πολύ μικρή για να μπορέσει να μελετηθεί. Με την 

αλυσιδωτή αντίδραση τη̋ πολυμεράση̋, μια επιλεγμένη περιοχή ενό̋ γονιδιώματο̋ μπορεί 

να πολλαπλασιαστεί μέχρι και δισεκατομμύρια φορέ̋ , προκειμένου να χρησιμοποιηθεί 

περαιτέρω σε διάφορε̋ μοριακέ̋ τεχνικέ̋.  

Στην PCR  απαιτείται η παρουσία ενό̋ ζεύγου̋ συνθετικών ολιγονουκλεοτιδικών 

εκκινητών (primers) συμπληρωματικά με συγκεκριμένε̋ περιοχέ̋ του δίκλωνου DNA του 

οργανισμού του οργανισμού – στόχου. Για την πραγματοποίηση τη̋ αντίδραση̋ PCR 

απαιτείται επώαση των δειγμάτων σε τρει̋ διαφορετικέ̋ θερμοκρασίε̋ και επεξεργασία του 

DNA σε τρία στάδια:  

(α) Αποδιάταξη (denaturation): η διπλή έλικα του DNA-στόχου αποδιατάσσεται, δηλαδή 

διαχωρίζονται οι δύο επιμήκει̋ αλυσίδε̋  

(β) υβριδοποίηση των εκκινητών (annealing): οι εκκινητέ̋ υβριδοποιούνται (ενώνονται) με 

τι̋ συμπληρωματικέ̋ του̋ αλληλουχίε̋ του DNA-στόχου και  

(γ) επιμήκυνση (extension): με τη βοήθεια του ενζύμου DNA πολυμεράση επιμηκύνονται οι 

αλληλουχίε̋ των υβριδισμένων εκκινητών με κατεύθυνση 5’−3’ χρησιμοποιώντα̋ ω̋ 

μήτρα τον DNA-στόχο όπου έχουν προσδεθεί οι εκκινητέ̋.  

Στο τέλο̋ του παραπάνω κύκλου, η ποσότητα τη̋ συγκεκριμένη̋ περιοχή̋ του δίκλωνου 

DNA του οργανισμού του οργανισμού – στόχου που έχουμε επιλέξει θεωρητικά 

διπλασιάζεται.  Μετά από μερικού̋ κύκλου̋ το επικρατέ̋ προϊόν είναι ένα τμήμα DNA που 

αντιστοιχεί στην μεταξύ των δύο αρχικών εκκινητήρων απόσταση.  

Η PCR, στο σύνολό τη̋, ολοκληρώνεται μετά από 30−50 τέτοιου̋ κύκλου̋ (καθένα̋ 

από του̋ οποίου̋ αποτελείται από τα παραπάνω τρία στάδια) και στο τέλο̋ κάθε κύκλου η 
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ποσότητα των προϊόντων τη̋ αντίδραση̋ θεωρητικά διπλασιάζεται. Η όλη διαδικασία 

διεξάγεται σε προγραμματισμένου̋ θερμικού̋ κυκλοποιητέ̋ (thermal cyclers) και έχει τελικά 

αποτέλεσμα την εκθετική αύξηση του συνολικού αριθμού των αντιγράφων τη̋ αλληλουχία̋-

στόχου.  

 Στην περίπτωση που η περιοχή του DNA που έχουμε επιλέξει να ενισχύσουμε είναι  

χαρακτηριστική ενό̋ είδου̋, η χρήση τη̋ PCR μα̋ επιτρέπει να το αναγνωρίσουμε 

(ταυτοποιήσουμε) ή να το διαφοροποιήσουμε από ένα σύνολο.  

 

2.5.4 Η PCR στην παρούσα μελέτη 

Ι. Αλληλουχίε̋ εκκινητών  

Οι εκκινητέ̋ που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη αφορούσαν την περιοχή 

ITS, σύμφωνα και με όσα προαναφέρθηκαν.  

Name Conc (pmol/μL) Sequence Tm 

ITS-4 100 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' (1 M Na+) 66 

ITS-5 100 5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3′ (1 M Na+) 68 

 Εικόνα 18: Οι εκκινητέ̋ ITS και τα χαρακτηριστικά του̋. 

 

ΙΙ. Πρόγραμμα θερμικού κυκλοποιητή 

Η PCR για την παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκε σε 30 κύκλου̋:  

1
ο
 στάδιο: 1 min @95

ο
C 

2
ο
 στάδιο: 1 min @55

o
C 

3
ο
 στάδιο: 90sec @72

o
C.  

Μετά το πέρα̋ των 30 κύκλων ακολούθησε 1 κύκλο̋ τριών σταδίων (1min @95
ο
C, 

1min @55
o
C, 5 min @72

o
C]. 
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ΙΙΙ. Αντιδραστήρια αντίδραση̋ PCR 

· dNTPs   0,4mM  

· MgCl2    1,5mM  

· Taq πολυμεράση  0,07u/λ  

· εκκινητέ̋   1 pmol/λ έκαστο̋ 

· Υπόστρωμα DNA:  5μl (άμεσα απομονωμένου ή αραιωμένου DNA, ανάλογα με 

την αρχική του συγκέντρωση).  

Κάθε αντίδραση PCR πραγματοποιούνταν σε συνολικό όγκο 50μl. 

 

ΙV. Ηλεκτροφόρηση 

Τα προϊόντα ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζη̋ 2,0% σε ρυθμιστικό διάλυμα 

0.5xΤΒΕ υπό ένταση ~100mA με τυπικό διάλυμα φόρτωση̋ και φθορίζουσα χρωστική Sybr 

Safe Green. 

 

 

 

 

 

Εικόνε̋ 19, 20: Ανάλυση των προϊόντων PCR σε πήκτωμα αγαρόζη̋ 2% 

 

V. Αλληλούχιση 

Η αλληλούχιση των προϊόντων τη̋ PCR πραγματοποιήθηκε από τον κύριο Ιωάννη 

Πέττα και αποτελούσε μέρο̋ τη̋ μεταπτυχιακή̋ του διατριβή̋. 
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Κεφάλαιο 3 – Αποτελέσματα 

3.1 – Ποσοστά θνησιμότητα̋ επί των νεκρών ατόμων 

Στου̋ παρακάτω πίνακε̋ παρουσιάζονται τα ποσοστά θνησιμότητα̋ των προνυμφών 

3η̋ και 4η̋ ηλικία̋ και των νεαρών ακμαίων. 

Είδο̋ Περιοχέ̋ Ποσοστό θνησιμότητα̋ (%) 

Tenebrio molitor  

(νεαρά ακμαία) 

Ανεμογεννήτριε̋ 100 

Πανόπουλου-Φολόη 73 

Rhyzopertha dominica 

(νεαρά ακμαία) 

Ανεμογεννήτριε̋ 80 

Πανόπουλου-Φολόη 0 

Tribolium confusum  

(νεαρά ακμαία) 

Ανεμογεννήτριε̋ 0 

Πανόπουλου-Φολόη 10 

Trogoderma granarium 

(προνύμφε̋ 4η̋
  ηλικία̋) 

Ανεμογεννήτριε̋ 7 

Πανόπουλου-Φολόη 43 

Ephestia kuehniella 

(προνύμφε̋ 4η̋
  ηλικία̋) 

Ανεμογεννήτριε̋ 27 

Πανόπουλου-Φολόη 17 

Plodia interpunctella 

(προνύμφε̋ 3η̋  ηλικία̋) 

Ανεμογεννήτριε̋ 0 

Πανόπουλου-Φολόη 13 

 

 

3.2 – Μύκητε̋ που ανιχνεύθηκαν μέσω τη̋ τεχνική̋ παγίδευσή̋ του̋ με έντομα 

Στη συνέχεια παρουσιάζεται το πανόραμα των μυκήτων που ανιχνεύθηκαν μέσω τη̋ 

τεχνική̋ παγίδευση̋ με έντομα (bait method).  

Οι εντομοπαθογόνοι μύκητε̋ που προκάλεσαν θνησιμότητα ταυτοποιήθηκαν κατόπιν 

μικροσκοπική̋ εξέταση̋ και παρατήρηση̋, με βάση το σχήμα και το μέγεθο̋ των κονιδίων 

του̋. Όπου κρίθηκε αναγκαίο έγινε επιβεβαίωση τη̋ ταυτοποίηση̋ χρησιμοποιώντα̋ τη 

μέθοδο αλληλούχιση̋ του DNA (DNA sequencing) προκειμένου να επιβεβαιωθεί το είδο̋ 



  

34 

του μύκητα. 

 Στον παρακάτω πίνακα αναφέρονται τα είδη των μυκήτων, ανά περιοχή και ανά 

έντομο-παγίδα. 

 

Είδο̋ Περιοχέ̋ Μύκητα̋ 

Tenebrio molitor  

(νεαρά ακμαία) 
Ανεμογεννήτριε̋ Metarhizium spp. 

άγνωστο 

Πανόπουλου-Φολόη Nigrospora sp. 

άγνωστο 

Rhyzopertha dominica 

(νεαρά ακμαία) 
Ανεμογεννήτριε̋ Aspergillus alliaceus  

άγνωστο 

άγνωστo 

βακτήριο  

Πανόπουλου-Φολόη Chaetomium acropullum 

άγνωστο 

βακτήριο 

Tribolium confusum 

 (νεαρά ακμαία) 
Ανεμογεννήτριε̋ Beauveria bassiana 

άγνωστο 

Πανόπουλου-Φολόη  Aspergillus sp. 

Chaetomium truncatulum 

άγνωστο 

Βακτήριο 

άγνωστο 

Trogoderma granarium 

(προνύμφε̋ 4η̋
  ηλικία̋) 

Ανεμογεννήτριε̋ άγνωστο 

Πανόπουλου-Φολόη Βακτήριο 

Ephestia kuehniella 

(προνύμφε̋ 4η̋
  ηλικία̋) 

Ανεμογεννήτριε̋ άγνωστο 

Πανόπουλου-Φολόη Άγνωστο 

άγνωστο 

Plodia interpunctella 

(προνύμφε̋ 3η̋  ηλικία̋) 
Ανεμογεννήτριε̋ Beauveria sp. 

Πανόπουλου-Φολόη άγνωστο 
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 Παρακάτω παρατίθενται οι εικόνε̋ των καλλιεργειών των μυκήτων Aspergillus 

alliaceus και Chaetomium truncatulum που απομονώθηκαν και ταυτοποιήθηκαν κατά την 

διάρκεια τη̋ παρούσα̋ εργασία̋. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 21:Ο μύκητα̋ Aspergillus alliaceus 

 (φωτογραφία από το αρχείου του Ιωάννη Πέττα, 2016). 

 

 

  
Εικόνα 22: Ο μύκητα̋ Chaetomium truncatulum 

(φωτογραφία από το αρχείου του Ιωάννη Πέττα, 2016). 
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Κεφάλαιο 4 - Συζήτηση 

 Η σύγχρονη τάση στο πεδίο τη̋ παραγωγή̋ αγροτικών διατροφικών προϊόντων με 

ολοκληρωμένε̋ μεθόδου̋ παραγωγή̋ και διαχείριση̋ ευνοεί την ανάπτυξη νέων βιολογικών 

σκευασμάτων και την αντικατάσταση των χημικών συνθετικών ουσιών που εφαρμόζονται 

ευρέω̋ για την αντιμετώπιση των εχθρών και των ασθενειών των καλλιεργειών.  

Για το σκοπό αυτό, πολλά είδη εντομοπαθογόνων μυκήτων έχουν δοκιμαστεί και 

χρησιμοποιούνται εναντίον διαφόρων επιβλαβών εντόμων και επιδεικνύουν ικανοποιητικά 

επίπεδα ελέγχου των πληθυσμών του̋. Από τα πιο γνωστά είδη που αναφέρονται στη διεθνή 

βιβλιογραφία είναι οι εντομοπαθογόνοι μύκητε̋ τη̋ τάξη̋ Hypocreales Metarhizium 

robertsii και Baueveria bassiana (Glare et al. 2002, Tefera και Pringle 2003, 2004, Liu και 

Buer 2006, Marannino et al. 2006, Er et al. 2007, Meyer et al. 2008, Zimmermann 2008, 

Godonou et al. 2009, Abood et al. 2010, Sevim et al. 2010, Pogetto et al. 2012).  

H χρήση των εντομοπαθογόνων μυκήτων δεν απαιτεί ταυτόχρονη κατάργηση των 

συνθετικών σκευασμάτων αλλά δημιουργεί ένα καινούριο πλαίσιο συνεργασία̋ με το 

περιβάλλον και εξασφαλίζει προστασία και προϊόντα υψηλότερη̋ ποιότητα̋ στον μέσο 

καταναλωτή. Αποτελεί ένα πεδίο έρευνα̋ που οδηγεί σε μια φιλική ω̋ προ̋ το περιβάλλον 

γεωργία έχοντα̋ σαν γνώμονα την προστασία του περιβάλλοντο̋. Υπάρχουν πολλά είδη 

μυκήτων χρησιμοποιούνται στη Βιολογική Αντιμετώπιση των ζωικών εχθρών των 

καλλιεργειών, με πιο μελετημένο και γνωστό τον μύκητα B. bassiana (Pingel και Lewis 

1996, Vandenberg et al. 1998, Keller et al. 1997, 1999, Tefera και Pringle 2003, 2004, 

Ownley 2004, Liu και Bauer 2006, Amora et al. 2009), ο οποίο̋ κατά την διάρκεια αυτή̋ τη̋ 

μελέτη̋ προσδιορίστηκε μαζί με του̋ μύκητε̋ Aspergillus alliaceus και Chaetomium 

truncatulum που αναφέρονται πρώτη φορά ω̋ εν δυνάμει παράγοντε̋ βιολογική̋ 

αντιμετώπιση̋, ενώ τα δεδομένα για τη δράση των συγκεκριμένων μυκήτων εναντίον 

εντόμων είναι ελάχιστα στην διεθνή βιβλιογραφία. 

Οι εντομοπαθογόνοι μύκητε̋ συλλέγονται παραδοσιακά με την δολωματική μέθοδο 

(Insect bait method) χρησιμοποιώντα̋ ω̋ έντομο παγίδα τον κηρόσκωρο (Galleria 

melonella) και προσδιορίζονται με τη μέθοδο των ημιεκλεκτικών υποστρωμάτων (Strasser et 

al. 1996) ή μοριακά με γονιδιακή αλληλούχιση (DNA sequencing ) των προϊόντων τη̋ 

αλυσιδωτή̋ αντίδραση̋ πολυμεράση̋ (Polymerase Chain Reaction, PCR). 

Η ανεύρεση και η μοριακή ταυτοποίηση άλλων ειδών εντομοπαθογόνων μυκήτων 

μπορεί δυνητικά να παρέχει προστασία από πλήθο̋ άλλων επιβλαβών για τι̋ καλλιέργειε̋ 
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εχθρών.  

Στην παρούσα εργασία έγινε μια προσπάθεια να ελεγχθεί το κατά πόσον άλλα έντομα  

μπορούν να χρησιμοποιούνται ω̋ έντομα-παγίδε̋ κατά την εφαρμογή τη̋ δολωματική̋ 

μεθόδου, με σκοπό να αυξηθεί το εύρο̋ εφαρμογών αλλά ενδεχομένω̋ και να ανιχνευτούν 

άλλα είδη μυκήτων. Οι δοκιμέ̋ πραγματοποιήθηκαν σε δείγματα εδάφου̋ από δύο περιοχέ̋ 

του Νομού Αχαΐα̋ και έδωσαν ικανοποιητικά αποτελέσματα.  

Δεδομένου ότι η αποτελεσματικότητα των εντομοπαθογόνων μυκήτων εξαρτάται από 

εσωτερικού̋ και εξωτερικού̋ παράγοντε̋, οι οποίοι τελικά καθορίζουν εάν το παθογόνο θα 

διαρρήξει την επιδερμίδα του εντόμου-ξενιστή ή όχι και τελικά θα το προσβάλει 

(Μαντζούκα̋ 2013), η χρήση διαφορετικών, εκτό̋ του Galleria mellonella, εντόμων ω̋ μέσα 

παγίδευση̋ των μυκήτων μπορεί να αποδειχθεί στο μέλλον σημαντική για την 

εντομοπαθολογία, ενώ επιπλέον μπορεί να οδηγήσει στην ανεύρεση καινούριων στελεχών 

εντομοπαθογόνων μυκήτων, πιθανόν πιο αποτελεσματικών από τα μέχρι σήμερα 

χρησιμοποιούμενα στελέχη. Αφετέρου η χρήση άλλων εντόμων μπορεί να οδηγήσει σε 

οικονομία κλίμακο̋, αφού η χρήση οικονομικότερων εκτροφών – η εκτροφή του 

κηρόσκωρου αποτελεί ένα περιοριστικό παράγοντα στη μείωση του κόστου̋ τη̋ παραπάνω 

μθοδολογία̋ - θα μειώσει δυνητικά το συνολικό κόστο̋.  

Στην παρούσα εργασία δοκιμάστηκε και επιβεβαιώθηκε η αποτελεσματικότητα 

τεσσάρων κολεοπτέρων: Tenebrio molitor, Rhyzopertha dominica, Tribolium confusum και 

Trogoderma granarium και δύο λεπιδοπτέρων Ephestia kuehniella και Plodia interpunctella 

ω̋ εντόμων-παγίδων για την ανίχνευση εντομοπαθογόνων μυκήτων.  

 Εκτό̋ από την χρήση καινούριων εντόμων-παγίδων, η ταυτοποίηση των στελεχών 

των εντομοπαθογόνων μυκήτων Aspergillus alliaceus και Chaetomium truncatulum που 

προέκυψαν, αποτελεί σημαντικό εύρημα τη̋ παρούσα̋ εργασία̋΅και τα είδη αυτά 

αναφέρονται πρώτη φορά ω̋ εν δυνάμει παράγοντε̋ βιολογική̋ αντιμετώπιση̋ 

 Η βελτίωση των μεθόδων ολοκληρωμένη̋ διαχείριση̋ εχθρών και ασθενειών των 

καλλιεργειών  μέσω μελετών αποτελεσματικότητα̋, μολυσματικότητα̋, εύρεση̋ νέων 

ξενιστών, ενδοφυτικότητα̋, θα διευρύνουν τη δυνατότητα εφαρμογών των εντομοπαθογόνων 

μυκήτων ω̋ μέσα αντιμετώπιση̋ σε ευρύτερη κλίμακα, συνεισφέροντα̋ ουσιαστικά στον 

ευαίσθητο τομέα τη̋ φυτοπροστασία̋, τη διασφάλιση τη̋ ποιότητα̋ των γεωργικών 

προϊόντων που παράγονται στην χώρα μα̋, αλλά και τη̋ υγεία̋ των καταναλωτών που είναι 

και ο τελευταίο̋ αποδέκτη̋ αυτών. 
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