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ΠΡΟΛΟΓΟΣ	
	

Η	 παρούσα	 μεταπτυχιακή	 διατριβή	 πραγματοποιήθηκε	 στα	 εργαστήρια	 Μοριακής	

Εντομολογίας	 του	 τμήματος	 Βιολογίας	 του	 Πανεπιστημίου	 Κρήτης	 και	 του	 Ινστιτούτου	

Μοριακής	Βιολογίας	και	Βιοτεχνολογίας	του	 Ιδρύματος	Τεχνολογίας	και	Έρευνας.	Αρχικά	θα	

ήθελα	να	ευχαριστήσω	τον	επιβλέποντα	καθηγητή	μου	κ.	Ιωάννη	Βόντα	για	την	εμπιστοσύνη	

που	μου	 έδειξε	 αναθέτοντας	μου	 το	συγκεκριμένο	θέμα	καθώς	και	 για	 την	 καθοδήγηση	 του	

τόσο	 κατα	 τη	 διάρκεια	 των	 πειραμάτων	 όσο	 και	 στην	 συγγραφή	 της	 παρούσας	 διατριβής.	

Επίσης	 θα	 ήθελα	 να	 ευχαριστήσω	 τα	 άλλα	 δύο	 μέλη	 της	 εξεταστικής	 επιτροπής	 τον	 κ.	

Καλαντίδη	 και	 τον	 κ.	 Κοτζαμπάση	 για	 την	 συμμετοχή	 τους	 στην	 επιτροπή	 και	 για	 τις	

συμβουλές	τους.	Ένα	μεγάλο	ευχαριστώ	στην	supervisor	μου	την	κ.	Inga	Siden-Kiamos	για	την	

βοήθεια	 της,	 τις	 πολύτιμες	 συμβουλές	 και	 την	 καθοδήγηση	 της,	 σε	 όλη	 τη	 διάρκεια	 της	

εργασίας.	Ενα	ακόμα	ευχαριστώ	στον	κ.	Ιωάννη	Λειβαδάρα	για	την	άψογη	συνεργασία	μας	και	

την	απεριόριστη	βοήθεια	του	σε	όλη	τη	διάρκεια	της	παρούσας	εργασίας.	

Ένα	 ακόμα	 ευχαριστώ	 στην	 Ευαγγελία	 Μώρου	 για	 την	 συνεργασία	 της	 σε	 όλα	 τα	

θέματα	που	προέκυψαν	και	 τη	βοήθεια	να	 εγκλιματιστώ	στο	 εργαστήριο,	 καθώς	και	όλα	τα	

υπόλοιπα	 μέλη	 του	 εργαστηρίου	 μας	 για	 το	 ευχάριστο	 και	 δημιουργικό	 περιβάλλον	

συνεργασίας.	 Επίσης	 θα	 ήθελα	 να	 ευχαριστήσω	 τη	 Νατάσα	 Καμπουράκη	 για	 την	 αμέριστη	

βοήθεια,	τις	επιστημονικές	συμβουλές	αλλά	και	την	συμπαράσταση	της	στις	δύσκολες	στιγμές	

σε	όλο	αυτό	το	διάστημα	και	την	Ευγενία	Πιτσιλή	για	την	πολύτιμη	βοήθεια	της	στην	παρούσα	

εργασία	 και	 την	 άψογη	 συνεργασία	 μας	 από	 την	 πρώτη	 μέρα	 που	 γνωριστήκαμε	 στο	

εργαστήριο	 καθώς	 και	 όλα	 τα	παιδιά	 από	 το	 εργαστήριο	 του	 κ.	 Καλαντιδη	 για	 τις	 χρήσιμες	

συμβουλές	 τους	 σε	 όσα	 θέματα	 προέκυπταν.	 Ένα	 μεγάλο	 ευχαριστώ	 και	 στη	 Ραφαέλα	

Παντελέρη	 που	 έκανε	 τόσο	 ευχάριστη	 την	 μετάβαση	 μου	 στο	 εργαστήριο	 του	 ΙΤΕ	 με	 την	

αμέριστη	υποστήριξη	της.	Θα	ήθελα	ακόμα	να	ευχαριστήσω	τους	συναδέλφους	και	φίλους	μου	

από	 το	 μεταπτυχιακό	 πρόγραμμα	 Μοριακής	 Βιολογίας	 και	 Βιοτεχνολογίας	 Φυτών	 και	

ιδιαίτερα	 την	 Αθηνά,	 τη	 Δανάη	 και	 τη	 Λένα	 για	 την	 υπέροχη	 παρέα	 αυτά	 τα	 2	 χρόνια	 στο	

Ηράκλειο	και	την	υποστήριξη	τους	σε	όλες	τις	δύσκολες	στιγμές.	Ένα	ακόμα	ευχαριστώ	στους	

φίλους	 μου	 (Πέλη,	 Ευαγγελία,	 Ιωάννα,	 Φωτεινή	 και	 Βαγγέλη)	 που	 παρότι	 μας	 χωρίζουν	

χιλιόμετρα	τους	ένιωθα	πάντα	δίπλα	μου.		

Τέλος	το	μεγαλύτερο	ευχαριστώ	στους	γονείς	μου	και	τον	αδερφό	μου	για	την	βοήθεια,	

την	 συμπαράσταση	 τους	 και	 όσα	 έχουν	 κάνει	 όλα	 αυτά	 τα	 χρόνια	 για	 να	 μπορέσω	 να	

πραγματοποιήσω	τα	όνειρα	μου.	
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ		
	

Η	 ελιά	 (Olea	 europaea	 L.)	 είναι	 ένα	 είδος	 με	 τεράστια	 οικονομική	 και	 διατροφική	

σημασία	 τόσο	 για	 την	 Ελλάδα	 όσο	 και	 για	 τις	 υπόλοιπες	 χώρες	 τις	 Μεσογείου.	 Ο	 δάκος	

(Bactrocera	 oleae)	 αποτελεί	 το	 μεγαλύτερο	 εντομολογικό	 εχθρό	 της	 ελιάς.	 Ο	 κυριότερος	

ενδοσυμβιώτης	 του	 δάκου	 είναι	 το	 βακτήριο	Erwinia	dacicola	 και	 είναι	 απαραίτητο	 για	 να	

ολοκληρωθεί	η	ανάπτυξη	του	στις	πράσινες	ανώριμες	ελιές.	Έχουν	χρησιμοποιηθεί	διάφορες	

στρατηγικές	για	τον	έλεγχο	του	δάκου,	όπως	χρήση	χημικών	εντομοκτόνων,	τεχνική	στείρου	

εντόμου	(SIT)	αλλά	και	χρήση	παγίδων	και	φερομονών.		

Στην	 παρούσα	 εργασία	 διερευνήθηκαν	 οι	 δυνατότητες	 του	 Wolbachia,	 ενός	 άλλου	

υποχρεωτικά	 ενδοκυτταρικού	 βακτηρίου	 που	 χρησιμοποιείται	 σε	 βιοτεχνολογικές	

εφαρμογές	 ελέγχου	 διαφόρων	 εντόμων,	 στη	 βιολογική	 καταπολέμηση	 του	 δάκου.	 Πιο	

συγκεκριμένα	θέσαμε	ένα	διπλό	στόχο,	να	ερευνήσουμε	πρώτον	την	πιθανή	αλληλεπίδραση	

που	θα	είχε	το	Wolbachia	με	το	ενδοσυμβιωτικό	βακτήριο	του	δάκου	Erwinia	και	δεύτερον	να	

εκμεταλλευτούμε	 την	 δυνατότητα	 του	 Wolbachia	 να	 επάγει	 κυτταροπλασματική	

ασυμβατότητα	(CI).		

Αρχικά	 επιβεβαιώσαμε	 τον	 τρόπο	 μετάδοσης	 της	 Erwinia	 μόνο	 μέσω	 της	 μητέρας,	

έπειτα	 έγινε	 εντοπισμός	 της	 στους	 οισοφαγικούς	 θύλακες	 ενηλίκων	 με	 τη	 χρήση	 PCR,	

μικροσκοπίας	 φθορισμού	 και	 συνεστιακής	 μικροσκοπίας,	 και	 στη	 συνέχεια	

ποσοτικοποιήσαμε	με	qPCR	την	παρουσία	 της	στα	περίπου	2.5	 εκατομμύρια	βακτήρια	ανα	

οισοφαγικό	 θύλακα.	 Κατόπιν	 διερευνήσαμε	 πιθανούς	 τρόπους	 για	 τη	 μόλυνση	 ενός	

εργαστηριακού	 πληθυσμού	 με	Erwinia	 και	 καταλήξαμε	 στον	 ιδανικότερο	 ο	 οποίος	 ήταν	 οι	

μικροενέσεις	 οισοφαγικού	 θύλακα	 από	 W.T	 πληθυσμό	 στο	 κεφάλι	 θηλυκών	 του	

εργαστηριακού	πληθυσμού.	Έτσι	 δημιουργήσαμε	 ένα	πληθυσμό	που	περιείχε	 τόσο	Erwinia	

όσο	 και	 Wolbachia	 για	 να	 παρατηρήσουμε	 τις	 τυχόν	 αλληλεπιδράσεις.	 Ταυτόχρονα	

αναζητήσαμε	 νέους	 πληθυσμούς	 εντόμων	 με	Wolbachia	 προσαρμοσμένους	 στο	περιβάλλον	

της	 Κρήτης	 γεγονός	 που	 θα	 τους	 καθιστούσε	 ιδανικούς	 για	 την	 εφαρμογή	 της	

καταπολέμησης	στο	πεδίο.	Aφού	ταυτοποιήσαμε	τα	δύο	διαφορετικά	στελέχη	wRi	και	wMel	

που	βρέθηκαν,	επιμολύναμε	τον	εργαστηριακό	πληθυσμό	του	δάκου	με	τα	νέα	στελέχη	χωρίς	

όμως	να	δημιουργηθεί	άτομο	μολυσμένο	με	κάποιο	από	τα	δύο	στελέχη.	
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SUMMARY		
	

Olea	europaea	is	one	of	the	most	economically	important	tree	crops	in	Greece	and	the	

Mediterranean	basin	that	is	known	for	its	nutritional	importance	in	the	Mediterranean	diet.	

The	 olive	 fruit	 fly,	 Bactrocera	 oleae,	 is	 considered	 the	 most	 serious	 pest	 of	 olives.	 Its	

endosymbiotic	 bacteria	 Erwinia	 dacicola	 is	 required	 by	 B.	 oleae	 in	 order	 to	 complete	 its	

development	 in	 unripe	 green	 olives.	 Several	 control	 strategies	 have	 been	 used	 against	 B.	

oleae	such	as	chemical	 insecticide	 treatments,	sterile	 insect	 technique	(SIT)	and	the	use	of	

traps	and	pheromones.	

The	 purpose	 of	 this	 work	 was	 to	 investigate	 the	 potential	 of	Wolbachia,	 another	

obligatory	 endosymbiotic	 bacterium,	 which	 has	 already	 been	 used	 in	 biotechnological	

control	 applications	 of	 several	 insects,	 to	 control	B.	 oleae.	 Specifically,	 I	 set	 two	 different	

goals,	 firstly,	 the	 investigation	of	 the	possible	 interaction	between	Wolbachia	with	Erwinia	

dacicola,	and	secondly,	the	ability	of	Wolbachia	to	induce	cytoplacmic	incompatibility	(CI)	in	

its	hosts.		

Firstly,	we	confirmed	the	maternal	transmission	of	Erwinia	and	then	we	localized	the	

bacteria	 in	 the	 esophageal	 bulb	 of	 adults	with	 PCR,	 fluorescence	microscopy	 and	 confocal	

microscopy	 and	we	 estimated	 the	 number	 of	 bacteria	 per	 bulb	 at	 2.5	million	 with	 qPCR.	

Subsequently	we	 investigated	means	 for	 the	 infection	 of	 the	 lab	populations	with	Erwinia	

dacicola.	We	 found	 that	 the	 injections	of	 the	esophageal	bulb	 containing	E.	dacicola	 to	 the	

head	 of	 uninfected	 females	 is	 optimal.	We	 created	 a	 population	with	 both	E.	dacicola	 and	

Wolbachia	 in	 order	 to	 οbserve	 any	possible	 interactions.	 Simultaneously,	we	 searched	out	

for	new	Wolbachia	populations	adapted	to	the	enviroment	of	Crete,	which	will	be	ideal	 for	

the	 application	 of	 the	 control	 of	 B.	 oleae	 in	 Crete.	 We	 identified	 two	 different	Wolbachia	

strains,	 the	wRi	and	wMel,	 and	we	proceeded	 in	 the	 creation	of	new	 lab	populations	with	

these	two	Wolbachia	strains,	but	without	identifying	any	bacteria	transmission.	
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ	

	

1.1	H	ελιά	(Olea	europaea	L.)	

Η	ελιά	(Olea	europaea	L.)	είναι	ένα	είδος	που	καλλιεργείται	από	την	αρχαιότητα	

σε	 όλη	 τη	 λεκάνη	 της	 Μεσογείου	 (Εικόνα	 1).	 Το	 προϊόν	 της	 το	 ελαιόλαδο	

αποτελεί	τη	βάση	της	μεσογειακής	διατροφής	και	είναι	γνωστό	για	την	μοναδική	

και	 ισορροπημένη	σύσταση	του	που	είναι	πλούσια	σε	λιπαρά	οξέα	και	περιέχει	

μικρές	 δόσεις	 παλμιτικού	 οξέος	 (Conde	 et	 al.,	 2008).	 Επίσης	 είναι	 γνωστό	 ότι	

περιέχει	μια	πληθώρα	φαινολικών	ενώσεων	τα	κυριότερα	εκ	των	οποίων	είναι	η	

ολευρωπαΐνη,	 η	 υδροξυτυροσόλη	 και	 η	 τυροσόλη	 τα	 οποία	 αποτελούν	 ισχυρά	

αντιοξειδωτικά	 και	 απομακρύνουν	 τις	 ελεύθερες	 ρίζες	 (Tuck	 et	 al.,	 2002).		

Ολοένα	 και	 περισσότερες	 έρευνες	 υποδεικνύουν	 ότι	 το	 ελαιόλαδο	 έχει	 ένα	

πιθανό	 ρόλο	 στη	 μείωση	 της	 εμφάνισης	 διαφόρων	 τύπων	 καρκίνων	 (Colomer	

and	Menendez,	2006)	και	καρδιαγγειακών	παθήσεων	(Conde	et	al.,	2008).		
	

	
Εικόνα	1.		Καλλιεργούμενο	δέντρο	ελιάς	(Olea	europaea	L.).	

	

Η	 Ελλάδα	 κατέχει	 την	 τρίτη	 θέση	 παγκοσμίως	 σε	 παραγωγή	 ελαιόλαδου	

μετά	 την	 Ισπανία	 και	 την	 Ιταλία,	 παράγοντας	 ετησίως	 348.000	 τόνους	

ελαιολάδου	 (ΕΛΣΤΑΤ,	 2012).	 Η	 οικονομική	 και	 διατροφική	 αξία	 της	 ελιάς	
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καθιστά	 απαραίτητη	 την	 προστασία	 της	 από	 εχθρούς	 και	 ασθένειες	 της	

καλλιέργειάς	της.	Ο	κυριότερος	εντομολογικός	εχθρός	της	καλλιέργειας	της	είναι	

ο	δάκος	(Bactrocera	oleae	Rossi)	διότι	προσβάλει	την	καλλιέργεια	της	καθ’ολο	το	

έτος	και	οι	ζημιές	που	προκαλεί	είναι	τόσο	ποιοτικές	όσο	και	ποσοτικές	(Nardi	et	

al.,	2006).	Στην	Ελλάδα	οι	οικονομικές	απώλειες	από	τον	δάκο	υπολογίζονται	στο	

30-35%	της	παραγωγής	παρά	τα	τεράστια	ποσά	που	δαπανόνται	κάθε	χρόνο	για	

τον	έλεγχο	του	δάκου	(περίπου	2	εκατομμύρια/χρόνο)	(Chaniotakis	et	al.,	1994;	

Pavlidi	et	al.,	2013).	

	

	

1.2	Ο	δάκος	της	ελιάς	(Bactrocera	oleae	Rossi)	

1.2.1	Γενικές	πληροφορίες		
Ο	δάκος	της	ελιάς	ανήκει	ταξινομικά	στην	οικογένεια	Tephritidae	των	Δίπτερων.	

Ο	 δάκος	 έχει	 τέσσερα	 ευδιάκριτα	 μεταξύ	 τους	 αναπτυξιακά	 στάδια:	 αυγό,	

προνύμφη,	νύμφη	και	ενήλικο	άτομο	(εικόνα	2).	Το	αυγό	έχει	μήκος	0.7mm	και	

λευκό	χρώμα	ενώ	η	προνύμφη	εχει	μορφή	άποδης	κάμπιας	με	χρώμα	υπόλευκο.	

Το	στάδιο	της	προνύμφης	αποτελείται	από	τρία	διαδοχικά	προνυμφικά	στάδια	

και	 η	 ολοκήρωση	 τους	 οδηγεί	 στο	 στάδιο	 της	 νύμφης	 (pupae)	 η	 οποία	 είναι	

συνήθως	 ως	 4mm	 με	 λευκό	 ως	 υποκίτρινο	 χρώμα.	 Τέλος,	 το	 ενήλικο	 θηλυκό	

διακρίνεται	από	το	αρσενικό	από	τον	προεξέχοντα	ωοθέτη	στο	κάτω	μέρος	της	

κοιλιάς	(εικόνα	2Ε).	

Ο	βιολογικός	κύκλος	του	δάκου	εξαρτάται	κυρίως	από	την	θερμοκρασία	και	

την	 υγρασία	 του	 περιβάλλοντος	 και	 ανάλογα	 με	 τις	 συνθήκες	 μπορούν	 να	

παρατηρηθούν	σε	διάστημα	ενός	έτους	από	2	εως	5	γενεές	(Kapatos	and	Fletcher,	

1984).	H	βέλτιστη	θερμοκρασία	για	την	ανάπτυξη	του	δάκου	είναι	23-29oC	και	η	

βέλτιστη	σχετική	υγρασία	κυμαίνεται	από	60-80%	(Μανίκας,	1974).	Το	ενήλικο	

θηλυκό	 έντομο	 γεννάει	 τα	 αυγά	 του	 στο	 εσωτερικό	 του	 ελαιόκαρπου.	 Κάθε	

ενήλικο	θηλυκό	γεννάει	10-12	αυγά	την	ημέρα	και	μπορεί	να	φτάσει	ως	και	τα	

400	 αυγά	 στη	 διάρκεια	 της	 ζωής	 του	 (Katsoyannos,	 1992).	 Η	 προνύμφη	 του	

δάκου	αναπτύσσεται	και	τρέφεται	από	το	μεσοκάρπιο	το	οποίο	είναι	ένας	ιστός	

με	υψηλή	περικετικότητα	φαινολικών	ενώσεων	και	φυτοτοξινών	(Pavlidi	et	al.,	

2013).	 Αν	 και	 η	 προνύμφη	 του	 δάκου	 τρέφεται	 αυστηρά	 και	 μόνο	 από	 το	

μεσοκάρπιο	 ο	 ενήλικος	 δάκος	 μπορεί	 να	 τρέφεται	 από	 διάφορες	 πηγές	
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θρεπτικών	 συστατικών	 όπως	 εκκρίματα	 πουλιών,	 βακτήρια	 και	 ζύμες	 (Daane	

and	Johnson,	2010).	

	

	
Εικόνα	2.	Όλα	τα	αναπτυξιακά	στάδια	του	δάκου	a)	Αυγό,	b)	Προνύμφη	2ου	σταδίου,	c)	
Προνύμφη	3ου	σταδίου,	d)	Νύμφη,	e)	Ενήλικο	θηλυκό	άτομο,	f)	Ενήλικο	αρσενικό	άτομο	
(Από	Yokoyama	2015).	
	

	

1.2.2	Η	καταπολέμηση	του	δάκου	
Η	ζημιές	που	προκαλεί	ο	ενήλικος	δάκος	μπορούν	να	οδηγήσουν	σε	μείωση	της	

ποιότητας	και	κατα	συνέπεια	της	αξίας	του	ελαιόλαδου	εως	και	80%	καθώς	και	

απώλεια	ολόκληρης	της	συγκομιδής	των	επιτραπέζιων	ελιών	(Ant	et	al.,	2012).	

Ταυτόχρονα,	 η	 προνύμφη	 καθώς	 τρέφεται	 από	 τους	 ιστούς	 του	 μεσοκάρπιου	

καταναλώνει	 50-150mg	 του	 καρπού	 (Neuenschwander	 and	 Michelakis,	 1978).	

Για	τους	λόγους	αυτούς	είναι	επιτακτική	η	χρήση	μεθόδων	καταπολέμησης	των	

φυσικών	 πληθυσμών	 του	 δάκου.	 Η	 καταπολέμηση	 του	 δάκου	 όπως	 και	 των	

περισσότερων	εντόμων	εχθρών	καλλιέργειας	χωρίζεται	σε	δυο	κατηγορίες:	
Α)	Χημική	καταπολέμηση	

Β)	Βιολογική	καταπολέμηση	

Α.	Χημική	καταπολέμηση	

Η	 χημική	 καταπολέμηση	 βασίζεται	 κυρίως	 στους	 ψεκασμούς	 με	 τη	 χρήση	

εντομοκτόνων.	Υπάρχουν	δύο	είδη	ψεκασμών:	οι	δολωματικοί	ψεκασμοί	και	οι	

ψεκασμοί	καλύψεως.	

	Οι	 δολωματικοί	 ψεκασμοί	 αποτελούν	 ουσιαστικά	 προληπτικούς	

ψεκασμούς	πριν	την	εμφάνιση	της	προσβολής.	Για	την	προσέλκυση	των	εντόμων	
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χρησιμοποιούνται	 και	 προϊόντα	 υδρόλυσης	 πρωτεϊνών	 (Economopoulos	 et	 al.,	

1978).	 Σκοπός	 των	 δολωματικών	 ψεκασμών	 είναι	 να	 περιορίσουν	 τους	

πληθυσμούς	πριν	την	έναρξη	της	περιόδου	ωοαποθεσης	στον	ελαιόκαρπο	και	να	

αποφευχθεί	η	προσβολή	του	καρπού.	

Οι	 ψεκασμοί	 καλύψεως	 από	 την	 άλλη	 πραγματοποιούνται	 μέτα	 την	

παρατήρηση	 της	 πρώτης	 προσβολής	 και	 έχουν	 ως	 στόχο	 τις	 προνύμφες	 που	

έχουν	ήδη	προσβάλει	τον	καρπό.	

Πριν	 την	 έναρξη	 των	 ψεκασμών	 πραγματοποιείται	 παρατήρηση	 των	

πληθυσμών	με	τη	χρήση	παγίδων	αλλά	και	δειγματοληπτικούς	ελέγχους	καρπών.	

Οι	παγίδες	περιέχουν	φερομόνες	και	είναι	φτιαγμένες	με	έντονο	κίτρινο	χρώμα	

ώστε	να	προσελκύουν	το	δάκο.	 	Έτσι	ο	εκάστοτε	παραγωγός	έχει	μια	καλύτερη	

αντίληψη	του	πληθυσμού	και	μπορεί	να	αναλάβει	τα	κατάλληλα	μέτρα.	

Τα	 εντομοκτόνα	 που	 χρησιμοποιούνταν	 για	 περισσότερα	 από	 40	 χρόνια	

ανήκαν	στην	κατηγορία	των	οργανοφωσφορικών	(OPs).	Πιο	συγκεκριμένα	στη	

λεκάνη	της	Μεσογείου	η	καταπολέμηση	βασιζόταν	κυρίως	στην	εντατική	χρήση	

του	 dimethoate	 λόγω	 της	 χαμηλής	 υπολειματικότητας	 του	 στο	 ελαιόλαδο	

(Vontas	 et	 al.,	 2001;	Nardi	 et	 al.,	 2006).	 Λόγω	όμως	 της	 εντατικής	 χρήσης	 των	

εντομοκτόνων	 της	 ομάδας	 των	 οργανοφωσφορικών	 εμφανίστηκε	 υψηλή	

ανθεκτικότητα.	Έτσι	πλέον	χρησιμοποιούνται		εναλλακτικά	και	εντομοκτόνα	της	

ομάδας	 των	 πυρεθροειδών	 όπως	 α-cypemethrin,	 deltamethrin	 και	 cyfluthrin	

(Collier	 and	 Van	 Steenwyk,	 2003;	 Haniotakis,	 2003).	 Τέλος,	 πρόσφατα	 έχει	

ενταχθεί	στη	λίστα	των	χρησιμοποιούμενων	εντομοκτόνων	και	 το	 spinosad	ως	

μια	πιο	φιλική	προς	το	περιβάλλον	λύση	αφού	έχει	ως	κύρια	συστατικά	ενώσεις	

που	προέρχονται	από	το	βακτήριο	Saccharopolyspora	spinosa	αλλά	και	σε	αυτό	

έχουν	ήδη	παρατηρηθεί	φαινόμενα	ανθεκτικότητας	(Kakani	et	al.,	2010;	Sagri	et	

al.,	2014).	

Η	εμφάνιση	ανθεκτικότητας	στα	εντομοκτόνα	είναι	ένα	σύνηθες	φαινόμενο	

όχι	 μόνο	 στον	 δάκο	 αλλά	 και	 σε	 όλα	 τα	 έντομα	 που	 αποτελούν	 εχθρούς	

καλλιέργειας	 και	 αποτελεί	 συνέπεια	 της	 αλόγιστης	 χρήσης	 τους	 από	 τους	

παραγωγούς.	 Ως	 ανθεκτικότητα	 ορίζουμε	 την	 ικανότητα	 ενός	 εντόμου	 να	

επιβιώνει	 της	 εφαρμογής	 μιας	 δόσης	 εντομοκτόνου	 η	 οποία	 είναι	 θανατηφόρα	

για	την	πλειοψηφία	των	ατόμων	ενός	ευαίσθητου	πληθυσμού.		
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Β.	Βιολογική	καταπολέμηση	

Η	 παρατεταμένη	 και	 αλόγιστη	 χρήση	 των	 χημικών	 μεθόδων	 καταπολέμησης	

δημιούργησε	 σοβαρά	 οικολογικά	 προβλήματα	 λόγω	 της	 δυσκολιάς	 στη	

βιοαποικοδομήσιμη	 των	 χημικών	 ενώσεων	 που	 περιέχονται	 στα	 εντομοκτόνα.	

Κατα	 συνέπεια	 έχουμε	 είσοδο	 τους	 στην	 τροφική	 αλυσίδα	 και	 η	 ρύπανση	 του	

περιβάλλοντος	καθώς	υπολείμματα	τους	εμφανίζονται	τόσο	στον	καρπό	όσο	και	

στο	ελαιόλαδο	(Ferreira	and	Tainha,	1983)		

	Ο	 συνδυασμός	 των	 οικολογικών	 προβλημάτων	 με	 την	 εμφάνιση	

ανθεκτικότητας	 στις	 περισσότερες	 ομάδες	 εντομοκτόνων	 έχει	 οδηγήσει	 στην	

ανάγκη	 για	 τη	 χρήση	 βιολογικών	 μεθόδων	 καταπολέμησης.	 Οι	 κυριότερες	

μέθοδοι	βιολογικής	καταπολέμησης	είναι	οι	εξής:	

1.	 Παγίδες,	 2.	 Ωφέλιμα	 έντομα,	 3.	 Τεχνική	 στείρου	 εντόμου	 SIT	 (sterile	 insect	

tecnique).	

	1.	Παγίδες		

Σε	 μικρούς	 πληθυσμούς	 μπορεί	 να	 εφαρμοστεί	 η	 τοποθέτηση	 παγίδων	 ως	

μέθοδος	καταπολέμησης.	Οι	παγίδες		βασίζονται	στην	προσέλκυση	του	εντόμου	

με	 τη	 χρήση	 κάποιου	 ερεθίσματος	 το	 οποίο	 μπορεί	 να	 είναι	 είτε	 οπτικό	 είτε	

κάποια	 ουσία,	 όπως	 οι	φερομόνες.	 Πολλές	 παγίδες	 περιέχουν	 και	 εντομοκτόνα	

ώστε	μετά	την	παγίδευση	τους	αν	επιτυγχάνετε	και	η	θανάτωση	των	εντόμων.	

Το	 μεγαλύτερο	μειονέκτημα	 των	παγίδων	 είναι	 ότι	 έχουν	 μικρή	 εκλεκτικότητα	

και	απαιτείται	διαρκής	ανανέωση	τους		(Τζανακάκης	,	1995).		

2.	Ωφέλιμα	έντομα		

Η	 μέθοδος	 περιλαμβάνει	 την	 μείωση	 του	 πληθυσμού	 του	 δάκου	 σε	 μια	

καλλιέργεια	 με	 τη	 χρήση	 φυσικών	 εχθρών	 του	 που	 είτε	 προϋπάρχουν	 στην	

καλλιέργεια	 είτε	 σε	 πιο	 σπάνιες	 περιπτώσεις	 μπορούν	 να	 εισαχθούν	 από	 τον	

καλλιεργητή.	Τέτοια	έντομα	για	το	δάκο	είναι	υμενόπτερα	της	υπεροικογένειας	

Chalcidoidea	 όπως	 το	 Eupelmus	 urozonus	 και	 το	 Eurytoma	 rosae	 αλλά	 και	 το	

Opius	concolor	της	οικογένειας	των	Braconidae.	

3.	 Τεχνική	 στείρου	 εντόμου	 SIT	 (sterile	 insect	 tecnique)	 και	 απελευθέρωση	

εντόμων	με	 επικρατές	θνησιγόνο	γονίδιο	RIDL	(release	of	 insects	with	dominant	

lethality)	

Η	τεχνική	στείρων	εντόμων	βασίζεται	στην	μαζική	εξαπόλυση	στη	φύση	στείρων	

ατόμων	(Dyck	et	al.,	2005;	Ant	et	al.,	2012;	Knipling,	1955)	η	σύζευξη	των	οποίων	

με	αγρίου	τύπου	άτομα	θα	δώσει	μη	βιώσιμους	απογόνους	(στείρα	ωοτοκία)	με	
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αποτέλεσμα	 τη	 μείωση	 του	 πληθυσμού	 του	 πεδίου.	 Πιο	 αναλυτικά	 η	 μέθοδος	

βασίζεται	στη	μαζική	παραγωγή	εντόμων,	τα	οποία	αφού	στειρωθούν	με	έκθεση	

σε	 ακτινοβολία	 γ	 απελευθερώνονται	 στο	 φυσικό	 περιβάλλον.	 Στη	 συνέχεια	 τα	

άτομα	 αυτά	 ανταγωνίζονται	 τα	 άτομα	 αγρίου	 τύπου	 κατα	 τη	 σύζευξη	 με	

αποτέλεσμα	τη	μείωση	του	αναπαραγωγικού	δυναμικού	(Economopoylos,	1972;	

Robinson,	2002)	Η	τεχνική	αυτή	έχει	χρησιμοποιηθεί	στην	αντιμετώπιση	πολλών	

εχθρών	καλλιέργειας	και	εφαρμόστηκε	και	στον	δάκο	κατα	τη	δεκαετία	του	70	

χωρίς	 ιδιαίτερη	 επιτυχία	 (Economopoulos	 et	 al.,	 1977;	 Ant	 et	 al.,	 2012).	 Οι	

κυριότεροι	 λόγοι	 που	 δεν	 είχε	 επιτυχία	 ήταν	 η	 διαφορά	 στον	 ημερήσιο	 ρυθμό	

ζευγαρώματος	 μεταξύ	 των	 αγρίων	 πληθυσμών	 και	 των	 εργαστηριακών	 και	 η	

χαμηλή	ανταγωνιστικότητα	των	εργαστηριακών	ατόμων	που	απελευθερώθηκαν	

(Ant	 et	 al.,	 2012).	 Η	 λύση	 στο	 πρόβλημα	 ήταν	 να	 γίνει	 διαχωρισμός	 και	

απελευθέρωση	 μόνο	 αρσενικών	 στείρων	 εντόμων	 με	 τη	 δημιουργία	 φυλό-

γενετικών	 στελεχών	 (genetic	 sexing	 strain	 GSS)	 όπως	 αποδείχτηκε	 μέσα	 από	

δοκιμές	με	άλλα	έντομα	όπως	Ceratitis	capitata	(Economopoulos,	2001;	Ant	et	al.,	

2002).	 Με	 τη	 χρήση	 τεχνικών	 γενετικής	 μηχανικής	 αναπτύχθηκε	 το	 στέλεχος	

OX3097D-Bol	 ένα	 στέλεχος	 δάκου	 για	 εφαρμογή	 του	 fsRIDL.	 (Female	 specific-

Release	 of	 Insects	 carrying	 a	 Dominant	 Lethal).	 Η	 τεχνική	 αυτή	 βασίζεται	 στη	

δημιουργία	στελεχών	που	φέρουν	ένα	ρυθμιζόμενο	επικρατές	θνησιγόνο	γονίδιο	

το	 οποίο	 δε	συναντάται	στη	φύση.	 (Thomas	 et	 al.,	 2000;	Alphey,	 2002;	Alphey	

and	 Andreasen	 2002;	 Alphey	 et	 al.,	 2008	 Morrison	 et	 al.,	 2010).	 Μετά	 την	

απελευθέρωση	 τους	 με	 κάθε	 νέα	 διασταύρωση	 προκύπτουν	 ετερόζυγοι	 για	 το	

θνησιγόνο	γονίδιο	απόγονοι	οι	οποιοι	δεν	επιβιώνουν	(Gong	et	al.,	2005;	Fu	et	al.,	

2007;	Schetelig	et	al.,	2009)		

H	 τεχνική	 fsRIDL(female-specific	 RIDL)	 βασίζεται	 στην	 απελευθέρωση	

εντόμων	 που	 περιέχουν	 ένα	 θνησιγόνο	 γονίδιο	 ειδικό	 για	 τα	 θηλυκά,	 με	 το	

construct	 OX3097	 το	 οποίο	 έχει	 χρησιμοποιηθεί	 με	 επιτυχία	 στη	 μύγα	 της	

Μεσογείου	 (Ant	 et	 al.,	 2012).	 Εξασφαλίζεται	 έτσι	 η	 απελευθέρωση	 μόνο	

αρσενικών	ατόμων	και	αποφεύγεται	η	χρήση	ακτινοβολίας	για	τη	στείρωση	που	

δημιουργούσε	τα	προβλήματα	στην	τεχνική	του	SIT.	
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1.3	Συμβιωτικά	βακτήρια	του	δάκου	

1.3.1	Συμβιωτικές	σχέσεις	στα	έντομα	
Σε	 πολλά	 είδη	 της	 οικογένειας	 Tephritidae	 έχουν	 περιγραφεί	 συμβιωτικές	

σχέσεις	 με	 βακτήρια.	Μια	 από	 τις	 πρώτες	 μελέτες	 για	 τις	 συμβιωτικές	 σχέσεις	

έγινε	 από	 την	 Hellmuth	 (1956)	 όπου	 μελετήθηκαν	 43	 είδη	 και	 διαπιστώθηκε	

σημαντικός	βαθμός	συνεξέλιξης	μεταξύ	των	εντόμων	και	των	συμβιωτών	τους.	

Κάθε	συμβιωτική	σχέση	μπορεί	να	είναι	είτε	παρασιτική	είτε	αμοιβαία	ωφέλιμη	

και	για	τους	δυο	οργανισμούς	που	συμμετέχουν.	Ο	ξενιστής	συνήθως	«κεδρίζει»	

προστασία	από	τις	περιβαλλοντικές	συνθήκες,	άμυνα	εναντίον	εχθρών	όπως	ιοί	

καθώς	και	δυνατότητα	να	εκμεταλλευτούν	πηγές	τροφής	που	μόνοι	τους	δε	θα	

μπορούσαν	 να	 αποικοδομησουν	 (Dale	 and	 Moran,	 2006;	 Hedges,	 2008).	

Υπάρχουν	ομώς	και	αρκετοί	συμβιωτικοί	οργανισμοί	που	επηρεάζουν	τοσο	την	

ανάπτυη	 όσο	 και	 την	 αναπαραγωγή	 του	 ξενιστή	 τους	 όπως	 είδη	 που	 ανήκουν	

στα	γένη	Wolbachia,	Cardinium	και	Rickettsia	(Min	and	Benzer,	1997;	Stouthamer	

et	al.,	1999;	Chen	et	al.,	2000).	Το	πιο	γνωστό	και	μελετημένο	βακτήριο	από	αυτά	

είναι	το	Wolbachia,	που	έχει	εντοπιστεί	σε	πλήθος	αρθροπόδων	και	με	το	οποίο	

θα	ασχοληθούμε	αναλυτικότερα	στη	παρόυσα	εργασία.	

1.3.2	Συμβιωτικές	σχέσεις	στον	δάκο	της	ελιάς	
Η	πρώτη	αναφορά	για	τα	συμβιωτικά	βακτήρια	του	δάκου	έγινε	από	τον	Petri	το	

1910	 με	 το	 βακτήριο	 Bacillus	 (Pseudomonas)	 savastanoi.	 Τα	 βακτήρια	

εντοπίστηκαν	στην	επιφάνεια	του	αυγού	όπου	στη	συνέχεια	εισήλθαν	μέσω	της	

μικροπύλης,	 στο	 προνυμφικό	 στάδιο	 εντοπίστηκαν	 σε	 τέσσερις	 θυλάκους	 στο	

μπροστινό	 τμήμα	 του	 μέσου	 εντέρου	 και	 από	 εκεί	 μεταφέρθηκαν	 στο	 ενήλικο	

όπου	 ενωσματώθηκαν	 στον	 οισοφαγικό	 θύλακα	 (oesophageal	 diverticulum)	

(Petri,	1910).	Έπειτα	υπήρξε	πληθώρα	ερευνητικών	εργασιών	που	ασχολήθηκαν	

με	τα	συμβιωτικά	βακτήρια	του	δάκου.	Ενδεικτικά,	ο	Stammer	(1929)	επέκτεινε	

τις	έρευνες	του	Petri,	οι	Narasaki	and	Katakura	(1954)	υποστήριξαν	οτι	ο	ρόλος	

του	 βακτηρίου	 P.	 savastanoi	 είναι	 να	 υδρολύει	 πρωτεΐνη	 της	 ελιάς	 και	 να	 την	

κάνει	προσιτή	στις	προνύμφες,	και	ο	Hagen	(1966)	προσπάθησε	να	διευρευνήσει	

το	ρόλο	των	βακτηρίων	και	υποστήριξε	ότι	ο	δάκος	έχει	ανάγκη	την	παρουσία	

των	 συμβιωτικών	 βακτηρίων	 στον	 πεπτικό	 του	 σωλήνα	 για	 να	 μπορέσει	 να	

πέψει	 τις	 πρωτεΐνες	 του	 μεσοκάρπιου	 της	 ελιάς.	 Οι	 έρευνες	 συνεχίστηκαν	 με	

τους	Haniotaki	and	Avtzi	(1977)	να	εντοπίζουν	τα	Pseudomonas	putida,	Serratia	
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marcescens	 και	Bacillus	 cereus.	 Κατα	 τις	 δεκαετίες	 80-90	 με	 την	 εισαγωγή	 της	

ηλεκτρονικής	 μικροσκοπίας	 επιβεβαιώθηκε	 η	 παρουσία	 συμβιωτικών	

βακτηρίων	 στους	 οισοφαγικους	 θύλακες	 (Mazzini	 and	 Vita,	 1981),	 και	 ο	

Tsiropoulos	 (1983)	 εντόπισε	 μια	 πληθώρα	 βακτηρίων	 από	 τα	 γένη	 Bacillus,	

Lactobacillus,	 Klebsiella,	 Erwinia,	 Pseudomonas,	 Serratia	 κ.α.	 Η	 πιο	 πρόσφατη	

εργασία	από	την	Capuzzo	και	τους	συνεργάτες	της	(2005)	με	τη	χρήση	μοριακών	

μεθόδων	και	ενίσχυση	της	16S	rRNA	περιοχής	υποστήριξε	οτι	το	κύριο	βακτήριο	

είναι	του	γένους	Erwinia	και	το	ονόμασε	Candidatus	Erwinia	dacicola.	

	

	

1.3.3	Candidatus	Erwinia	dacicola	
Η	 Erwinia	 dacicola	 ανήκει	 στην	 οικογένεια	 των	 Εντεροβακτηρίων,	 η	 οποία	

περιέχει	 κυρίως	 βακτήρια	 που	 αποτελούν	 παθογόνα	 φυτών	 και	 είναι	 gram	

αρνητικά	 βακτήρια	 και	 έχουν	 συνήθως	 ραβδοειδές	 σχήμα.	 Σε	 μέλετη	 με	

πληθυσμούς	 αγρίου	 τύπου	από	 3	 διαφορετικές	 περιοχές	 της	 Ιταλίας	 η	Erwinia	

dacicola	 εντοπίστηκε	 τόσο	 στους	 οισοφαγικούς	 θύλακες	 όσο	 και	 στο	 μέσο	

έντερο	 και	 στον	 ωοθέτη	 και	 μεταβιβάσθηκε	 από	 τη	 μητέρα	 μέσω	 της	

ωοαπόθεσης	 (Capuzzo	 et	 al.,	 2005).	 Εκτιμάται	 ότι	 η	 μητέρα	 επαλείφει	 με	 τα	

βακτήρια	του	ωοθέτη	της	το	αυγό	μόλις	το	αποθέσει,	κάτι	που	αποτελέι	συχνό	

φαινόμενο	για	τα	εξωκυτταρικά	συμβιωτικά	βακτήρια	τόσο	στα	Δίπτερα	όσο	και	

σε	 άλλες	 τάξεις	 όπως	 Κολεόπτερα,	 Υμενόπτερα	 κτλ	 (Salem,	 2015).	 Παράλληλα	

πραγματοποίησαν	προσπάθειες	καλλιέργειας	των	βακτηρίων	τόσο	από	το	μέσο	

έντερο	 όσο	 και	 από	 τους	 οισοφαγικούς	 θύλακες	 χωρίς	 όμως	 επιτυχία.	 Ακόμα	

χρησιμοποίηθηκε	 ηλεκτρονική	 μικροσκοπία	 για	 να	 εντοπιστεί	 η	 Erwinia	 τόσο	

στον	ωοθέτη	και	την	μικροπύλη	του	αυγού	όσο	και	στους	οισοφαγικούς	θύλακες	

των	ενηλίκων	(Εικόνα	3)	(Sacchetti,	2008).		

H	 Erwinia	 dacicola	 για	 να	 μπορεσει	 να	 βρίσκεται	 σε	 όλα	 τα	 στάδια	

ανάπτυξης	 του	 δάκου	 και	 να	 επιβιώνει	 της	 μεταμόρφωσης	 πρέπει	 να	 διαθέτει	

κάποιους	 μηχανισμούς	 αλλά	 και	 να	 μεταβαίνει	 από	 ενδοκυτταρική	 σε	

εξωκυτταρική	φάση	ανάλογα	με	το	στάδιο	ζωής	του	δάκου	(Estees	et	al.,	2009).	

Πιο	 συγκεκριμένα	 αναφέρεται	 η	 παρουσία	 της	 ενδοκυτταρικά	 στο	 στάδιο	 της	

προνύμφης	 στο	 μέσο	 έντερο	 (Εικόνα	 4)	 και	 εξωκυτταρικά	 στο	 στάδιο	 του	

ενηλίκου	 στο	 εμπρόσθιο	 έντερο	 και	 τον	 ωοθέτη.	 Το	 2010	 ο	 Ben	 Yosef	
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προσπάθησε	 να	 διερευνήσει	 το	 ρόλο	 της	 μικροβιακής	 εντερικής	 χλωρίδας	 του	

δάκου	και	μέσω	πειραμάτων	με	διαφορετικές	τεχνητές	τροφές	και	μεταχείρηση	

με	 αντιβιοτικά	 υποστήριξε	 ότι	 η	 παρουσία	 των	 βακτηρίων	 «βοηθάει»	 την	

γονιμότητα	των	θηλυκών	(μετρούμενη	μέσω	του	συνόλου	παραγωγής	εμβρύων).	

Πιο	αναλυτικά,	οι	ερευνητές	διαπίστωσαν	ότι	σε	δίαιτα	με	έλλειψη	των	βασικών	

αμινοξέων	διατηρήθηκε	η	γονιμότητα	των	θηλυκών,	η	οποία	θεωρείται	ως	ένας	

έμμεσος	δείκτης	προσαρμογής	(fitness),	μόνο	στους	πληθυσμούς	που	δεν		είχαν		

υποστεί	μεταχείρηση	με	αντιβιοτικά	και	διατηρούσαν	τη	βακτηριακή	κοινότητα	

του	 εντέρου.	 Συνεπώς	 από	 τον	 Ben	 Yosef	 (2010)	 υποστηρίχθηκε	 ότι	 η	 ύπαρξη	

των	 βακτηρίων	 προσέδιδε	 τα	 βασικά	 αμινοξέα	 που	 ήταν	 απαραίτητα	 για	 την	

ωρίμανση	των	εμβρύων	και	έλειπαν	από	την	τεχνητή	τροφή.	

	

	
Εικόνα	 3.	 a)	 Οισοφαγικός	 θύλακας	 (ob	 =	 oesophageal	 bulb),	 b)	 Βακτήρια	 εντός	 του	
οισοφαγικού	θύλακα	(bc	=	bacterial	colony),	c)	Ωοθέτης	του	θηλυκού	(ac	=	aculeus,	go	=	
genital	opening),	d)	Αυγό	του	δάκου	με	βακτήρια	στην	επιφάνεια	κοντά	στη	μικροπύλη	
(bc	=	bacterial	colony,	mp	=	micropile)	(Από	Sacchetti	et	al.,	2008).	
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Εικόνα	 4.	 Εικόνα	 από	 μικροσκόπιο	 παρασκευάσματος	 μέσου	 εντέρου	 προνύμφης	 3ου	
σταδίου.	Με	κόκκινο	κύκλο	σημειώνονται	οι	δομές	των	gastric	caecas	όπου	σύμφωνα	με	
την	 Estes	 (2009)	 βρίσκονται	 τα	 βακτήρια	 της	 Erwinia.	 (Από	 Ευγενία	 Πιτσιλή	
αδημοσίευτα	αποτελέσματα).	
	

Αργότερα,	 ο	 Ben	 Yosef	 (2014)	 υποστήριξε	 ότι	 τα	 βακτήρια,	 μπορούν	 να	

υδρολύσουν	την	ουρία	παράγωντας	αμμωνία,	που	αποτελεί	το	πρώτο	βήμα	στην	

de	 novo	 παραγωγή	 αμινοξέων.	 Επιπλέον	 στα	 πειράματα	 του	 εντόπισε	 οτι	 το	

κύριο	βακτήριο	που	πρόσδιδε	στο	δάκο	αυτά	τα	χαρακτηριστικά	ήταν	η	Erwinia	

dacicola	που	 πιθανώς	 συνυπάρχει	 και	 με	 άλλα	 βακτήρια	 τα	 οποία	 όμως	 είναι	

παροδικά	στο	δάκο.		

Τέλος	 έχει	 υποστηριχτεί	 ότι	 η	 Erwinia	 dacicola	 είναι	 απαραίτητη	 στις	

προνύμφες	 για	 να	 μπορέσουν	 να	 ολοκληρώσουν	 την	 ανάπτυξη	 τους	 στους	

ανώριμους	 (πράσινους)	 ελαιόκαρπους	 ενώ	 αντίθετα	 η	 ανάπτυξη	 των	

αποσυμβιωτικών	 προνυμφών	 ολοκληρώνεται	 φυσιολογικά	 στους	 ώριμους	

ελαιόκαρπους	 (Ben	 Yosef	 et	 al.,	 2015).	 Πιο	 συγκεκριμένα	 υποστήριξαν	 οτι	 τα	

βακτήρια	 του	 είδους	 E.	 dacicola	 εξουδετερώνουν	 την	 ολευρωπαΐνη,	 τον	

ανασταλτικό	παράγοντα	για	την	ανάπτυξη	των	προνυμφών	στις	ανώριμες	ελιές,	

ο	οποίος	απουσιάζει	από	τις	ώριμες	ως	αποτέλεσμα	της	διαδικασίας	ωρίμανσης.	

Η	 ολευρωπαΐνη	 ουσιαστικά,	 σύμφωνα	 μα	 τον	 Ben	 Yosef	 και	 τους	 συνεργάτες	

τους	 (2015),	 δεν	 αποτελεί	 τοξική	 ουσία	 αλλά	 δημιουργεί	 ένα	 διατροφικό	

περιορισμό	 στις	 προνύμφες	 δημιουργώντας	 έλλειψη	 στο	 απαραίτητο	 αμινοξύ	

της	λυσίνης.	Μια	ακόμη	επιβεβαίωση	της	θεωρίας	αυτής	έχει	γίνει	και	από	την	

Pavlidi	 (μη	 δημοσιευμένα	 αποτελέσματα)	 όπου	 μετά	 τη	 δημιουργία	

αποσυμβιωιτικών	λαρβών	δεν	ήταν	δυνατή	η	ολοκλήρωση	του	βιολογικού	τους	

κύκλου	στις	ανώριμες	ελιές.	
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To	 γεγονός	 της	 αδυναμίας	 ανάπτυξης	 των	 αποσυμβιωτικών	 προνυμφών	

είχε	 υποστηριχτεί	 και	 παλιότερα	 από	 πολλούς	 επιστήμονες	 αλλά	 δεν	 είχε	

αποδωθεί	 στην	 Erwinia	 dacicola	 (Hagen,	 1966;	 Tzanakakis	 and	 Stavrinidis,	

1973).	 Τέλος	 αξίζει	 να	 σημειωθεί	 ότι	 το	 2016	 έγινε	 η	 πρώτη	 προσπάθεια	

αλληλούχισης	 του	 γονιδιώματος	 της	 Erwinia	 dacicola	 και	 δημοσιεύθηκε	 ένα	

προσχέδιο	του	γονιδιώματος	(Blow	et	al.,	2016).		

Συνοπτικά	 λοιπόν	 η	 Candidatus	 Erwinia	 dacicola	 αποτελεί	 τον	 κύριο	

συμβιώτη	του	δάκου,	είναι	ενα	gram	αρνητικό	βακτήριο	και	εντοπίζεται	σε	όλα	

τα	 στάδια	 ανάπτυξής	 του.	 Το	 κυριότερο	 χαρακτηριστικό	 που	 της	 αποδίδεται	

είναι	ότι	προσδίδει	στην	προνύμφη	του	δάκου	την	ικανότητα	να	αναπτύσεται	σε	

ανώριμους	(πράσινους)	ελαιόκαρπους,	παρέχοντας	τα	απαραίτητα	αμινοξέα	για	

την	πρωτεϊνοσύνθεση.	

	

1.4	Wolbachia		

Τα	 βακτήρια	 Wolbachia	 αναφέρθηκαν	 πρώτη	 φορά	 από	 τους	 Hertig	 and	

Wolbach	 (1924)	 oι	 οποίοι	 τα	 εντόπισαν	 στις	 ωοθήκες	 των	 κουνουπιών	 Culex	

pipiens	και	η	επίσημη	ονομασία	τους	έγινε	από	τον	Hertig	 (1936).	Τα	βακτήρια	

του	 γένους	Wolbachia	 μολύνουν	 μια	 πληθώρα	αρθροπόδων	 (O’Neill,	 1997)	 και	

ταξινομικά	ανήκουν	στην	τάξη	των		α-πρωτεοβακτηρίων	(O’Neill	et	al.,	1992)	και	

την	οικογένεια	των	ρικετσιών	(Rickettsiaceae).	Ο	κλάδος	τους,	έχει	χωριστεί	σε	4	

επιμέρους	ομάδες	(A-D),	εκ	των	οποίων	οι	δύο	πρώτες	Α	και	Β	αναφέρονται	σε	

Wolbachia	 που	 μολύνουν	 αρθρόποδα	 και	 οι	 δύο	 τελευταίες	 σε	Wolbachia	που	

μολύνουν	νηματώδεις	(O’Neill	et	al.,	1992;	Rousset	et	al.,	1992;	Breeuwer	et	al.,	

1992;	Werren	et	al.,	1994;	Bandi	et	al.,	1998).	Οι	πιο	πρόσφατες	φυλογενετικές	

µελέτες	 γίνονται	 µε	 βάση	 το	 γονίδιο	wsp	 (γονίδιο	 της	 εξωτερικής	 μεμβράνης),	

που	είναι	το	πιο	ταχέως	εξελισσόµενο	γνωστό	γονίδιο	της	Wolbachia	(Braig	et	al.,	

1998;	 Zhou	 et	 al.,	 1998,	 Baldo	 et	 al.,	 2006).	 Είναι	 γνωστό	 ότι	 αποτελούν	

υποχρεωτικά	 ενδοκυτταρικά	 παράσιτα,	 κληρονομούνται	 από	 τη	 μητέρα	 μέσω	

του	 κυτταροπλάσματος	 του	 αυγού	 και	 παρεμβαίνουν	 στην	 αναπαραγωγή	 των	

ξενιστών	 τους	 προκαλώντας	 μια	 πληθώρα	 αναπαραγωγικών	 ανωμαλιών.	 Το	

Wolbachia	 βελτιστοποιεί	 την	 μετάδοση	 του	 σε	 ένα	 πληθυσμό	 μέσω	 του	

χειρισμού	της	αναπαραγωγής	του	ξενιστή	του	(Atyame	et	al,	2011).	Τα	βακτήρια	

Wolbachia	 εντοπίζονται	τόσο	σε	σωματικούς	όσο	και	αναπαραγωγικούς	 ιστούς	
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(Dobson	 et	 al.,	 1999),	 μέσα	 σε	 κυστίδια	 τα	 οποία	 περιβάλλονται	 από	 τρείς	

μεμβράνες	 (Louis	 and	Nigro,	 1989).	Η	 εξωτερική	μεμβράνη	 είναι	 του	 ξενιστή	η	

ενδιάμεση	 το	 κυτταρικό	 τοίχωμα	 τους	 και	 η	 τρίτη	 μεμβράνη	 είναι	 η	

κυτταροπλασματική	τους	μεμβράνη	(Binnington	and	Hoffmann,	1989;	Louis	and	

Nigro,	1989;	Wright	et	al.,	1978;	Wright	and	Barr,	1980).		

Η	ολοκήρωση	της	αλληλούχισης	τριών	στελεχών	Wolbachia	wPip,	wMel	και	

wRi	 	 (Wu	 et	 al.,	 2004;	 Klasson	 et	 al.,	 2008;	 Klasson	 et	 al.,	 2009)	 έδειξε	 ότι	

διαθέτουν	 μικρά	 γονιδιώματα	 (1	 με	 1.7Μb)	 και	 παρουσιάζουν	 πολλές	

επαναλήψεις	 μεταθετών	 στοιχείων,	 όπως	 βακτηριοφαγικά	 στοιχεία.	 Το	 μικρό	

μέγεθος	 του	 γονιδιώματος	 τους	 είναι	 αναμενόμενο	 αφού	 αποτελούν	

υποχρεωτικά	 ενδοκυτταρικά	παράσιτα	 και	 οι	 επαναλήψεις	φαγικών	στοιχείων	

εικάζεται	 οτι	 μπορεί	 να	 σχετίζεται	 με	 τη	 μεγάλη	 ποικιλομορφία	 των	 στελεχών	

Wolbachia	(Bordenstein	and	Wernegreen,	2004)	

Τα	τελευταία	χρόνια	το	ενδιαφέρον	των	ερευνητών	για	το	Wolbachia	έχει	

αυξηθεί	διότι	αποτελεί	ένα	από	τα	πιο	διαδεδομένα	μολυσματικά	παράσιτα	στη	

γη	το	οποίο	μεταχειρίζεται	τη	σεξουαλική	ζωή	των	ξενιστών	προς	όφελος	του	και	

με	 βάση	 αυτά	 τα	 χαρακτηριστικά	 του	 μπορεί	 να	 αποτελέσει	 όπλο	 στην	

καταπολέμηση	 παρασίτων	 στον	 τομέα	 της	 γεωργίας	 και	 της	 υγείας	 (Knight,	

2001;	Zimmer,	2001)		

	

	

1.5	Αποτελέσματα	της	συμβίωσης	με	Wolbachia	

1.5.1	Αναπαραγωγικός	παρασιτισμός	
Η	χειραγώγηση	του	αναπαραγωγικού	συστήματος	του	ξενιστή	από	το	Wolbachia	

με	 στόχο	 να	 ευνοηθεί	 η	 εξάπλωση	 του	 αναφέρεται	 στη	 βιβλιογραφια	 ως	

αναπαραγωγικός	 παρασιτισμός.	 Οι	 τρόποι	 με	 τους	 οποίους	 επηρεάζει	 το	

Wolbachia	 την	 αναπαραγωγή	 του	 ξενιστή	 του	 ποικίλουν	 και	 εξαρτώνται	 τόσο	

από	 το	 στέλεχος	Wolbachia	 όσο	 και	 από	 τον	 ξενιστή.	 Οι	 τέσσερις	 κυριότεροι	

τρόποι	είναι	οι	εξής:	

1.	Παρθενογένηση	

Το	 Wolbachia	 έχει	 αναφερθεί	 ότι	 προκαλεί	 παρθενογένεση	 σε	 διάφορα	 είδη	

υμενοπτέρων,	 σε	 ένα	 γένος	 φυτοφάγων	 ακάρεων	 και	 σε	 ένα	 είδος	

θυσανόπτερων	 (Stouthamer,	 1997;	Weeks	 and	 Breeuwer,	 2001;	 Arakaki	 et	 al.,	
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2001).	 Το	 κοινό	 όλων	 αυτών	 των	 ειδών	 είναι	 ότι	 έχουν	 απλοδιπλοειδή	

φυλοκαθορισμό.	Κάθε	γονιμοποιημένο	έμβρυο	ενός	τέτοιου	ξενιστή	θα	έδινε	υπο	

φυσιολογικές	 συνθήκες	 ένα	 απλοειδή	 αρσενικό	 όταν	 όμως	 ο	 ξενιστής	 είναι	

μολυσμένος	με		Wolbachia	τότε	παράγονται	διπλοειδή	θηλυκά.	

2.	Θηλυκοποίηση	

Με	 τον	 όρο	 αυτό	 ορίζουμε	 το	 φαινόμενο	 της	 πλήρους	 μετατροπής	 γενετικά	

αρσενικών	ατόμων	σε	λειτουργικά	θηλυκά.	Η	θηλυκοποίηση	πιθανολογείται	ότι	

προέρχεται	μετά	από	πολλαπλασιασμό	του	Wolbachia	στον	ανδρογονικό	αδένα	

γεγονός	που	οδηγεί	σε	υπερπλασία	και	αναστολή	της	λειτουργίας	του	(Werren	et	

al.,	2008)	

3.	Θανάτωση	αρσενικών	

Το	 φαινόμενο	 αυτό	 έχει	 παρατηρηθεί	 σε	 τέσσερις	 κατηγορίες	 αρθρόποδων:	

Κολεόπτερα,	Δίπτερα,	Λεπιδόπτερα	και	Ψευδοσκορπιονίδες	(Filaho	and	Stevens,	

2000;	Dyer	and	Jaenlike,	2004;	Jiggins	et	al.,	2001;	Zeh	et	al.,	2005).	Μέχρι	σήμερα	

σε	όλες	τις	περιπτώσεις	η	θανάτωση	των	αρσενικών	συμβαίνει	κατα	το	στάδιο	

της	 εμβρυογένεσης	 γεγονός	 που	 αυξάνει	 την	 τροφή	 για	 τους	 θηλυκούς	

απογόνους	που	επιβιώνουν.	

4.	Κυτταροπλασματική	ασυμβατότητα	(Cytoplasmic	Incompatibility	CI)	

Η	 κυτταροπλασματική	 ασυμβατότητα	 (CI)	 είναι	 το	 πιο	 διαδεδομένο	 από	 τα	

«συμπτώματα»	που	προκαλεί	το	Wolbachia	στους	ξενιστές	του	(Bourtzis,	2003;	

Werren,	 1997;	 Werren,	 2008).	 Κατα	 το	 φαινόμενο	 αυτό	 το	 σπέρμα	 από	

μολυσμένα	με	Wolbachia	αρσενικά	δεν	είναι	συμβατό	με	ωάρια	απο	θηλυκά	που	

είτε	δεν	 είναι	μολυσμένα	με	Wolbachia	(unidirectional	CI)	 είτε	 είναι	μολυσμένα	

με	διαφορετικό	στέλεχος	Wolbachia	(bidirectional	CI)	(Εικόνα	5).		

	

	
Εικονα	5.	Αριστερά)	Απεικονίζεται	το	unidirectional	CI	στο	οποίο	εμφανίζεται	εμβρυϊκή	
θνησιμότητα	όταν	μολυσμένο	αρσενικό	άτομο	διασταυρωθεί	με	μη	μολυσμένο	θηλυκό.	
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Δεξιά)	Απεικονίζεται	το	bidirectional	CI	όπου	εμφανίζεται	εμβρυϊκή	θνησιμότητα	όταν	
μολυσμένο	 αρσενικό	 διασταυρωθεί	 με	 θηλυκό	 μολυσμένο	 με	 διαφορετικό	 στέλεχος	
Wolbachia.	
	
Ο	μηχανισμός	CI	έχει	δύο	επίπεδα.	Στο	πρώτο	επίπεδο	προκαλείται	τροποποίηση	

του	σπέρματος	κατα	τη	σπερματογένεση	και	στο	δεύτερο	επίπεδο	προκαλείται	

«διάσωση»	αυτής	της	τροποποίησης	στο	έμβρυο	όταν	αυτό	είναι	μολυσμένο	με	

το	συμβατό	είδος	Wolbachia,	το	οποίο	επειδή	όπως	αναφέρθηκε	κληρονομείται	

από	τη	μητέρα	συνεπάγεται	ότι	και	το	θηλυκό	θα	πρέπει	να	είναι	μολυσμένο	με	

το	 ίδιο	 στέλεχος	 Wolbachia.	 Έτσι	 σε	 κάθε	 ασύμβατη	 διασταύρωση	 μεταξύ	

αρσενικού	που	φέρει	ένα	στέλεχος	Wolbachia	με	θηλυκό	που	είναι	μολυσμένο	με	

διαφορετικό	στέλεχος	ή	δεν	 είναι	μολυσμένο	δε	γίνεται	 το	δεύτερο	στάδιο	του	

μηχανισμού	 και	 παρατηρείται	 εμβρυική	 θνησιμότητα	 (Werren,	 1997;	 Werren,	

2008).	Με	αυτό	τον	τρόπο	δίνεται	ενα	επιλεκτικό	πλεονέκτημα	στα	μολυσμένα	

θηλυκά,	 αφού	 μπορούν	 να	 διασταυρωθούν	 τόσο	 με	 μολυσμένα	 όσο	 και	 με	 μη	

μολυσμένα	αρσενικά,	γεγονός	που	οδηγεί	στην	εξάπλωση	του	Wolbachia.	

	

1.5.2	Ανθεκτικότητα	σε	ιούς	και	άλλα	παράσιτα	
Το	 πιο	 ξεκάθαρο	 πλεονέκτημα	 που	 προσδίδει	 το	Wolbachia	 στον	 ξενιστή	 του	

είναι	οτι	του	προσδίδει	ανθεκτικότητα	έναντι	ιών	και	άλλων	παρασίτων.	Έχουν	

πραγματοποιηθεί	 διάφορες	 μελέτες	 σε	 οργανισμούς	 όπως	 η	 Drosophila	

melanogaster	αλλά	και	κουνούπια	Aedes	aegypti	και	Anopheles	gambie.		

Στη	 Drosophila,	 ο	 Teixeira	 et	 al.	 (2008)	 υποστήριξαν	 ότι	 η	 μόλυνση	 με	

Wolbachia	 προσφέρει	 ανθεκτικότητα	 έναντι	 του	 Drosophila	 C	 ιού	 (Οικογένεια	

Dicistroviridae),	 μειώνοντας	 το	 ιικό	 φορτίο.	 Ομοίως	 παρατήρησαν	

ανθεκτικότητα	 και	 έναντι	 άλλων	 2	RNA	 ιών	 του	Flock	House	virus	 (Οικογένεια	

Nodaviridae)	και	Nora	virus	(Οικογένεια	Dicistroviridae)	(Texeira	et	al.,	2008).	Οι	

Wong	et	 al.	 (2011)	διερεύνησαν	αν	 το	Wolbachia	 μπορεί	 να	αλληλεπιδράσει	με	

βακτήρια	που	 μολύνουν	 τη	Drosophila	 αλλά	 δε	παρατήρησαν	 καμία	αύξηση	σε	

γονίδια	 άμυνας	 που	 είναι	 γνωστό	 ότι	 αυξάνονται	 παρουσία	 του	Wolbachia	 σε	

κουνούπια.	 Υποστήριξαν	 λοιπόν	 ότι	 η	 ανθεκτικότητα	 που	 προσδίδει	 το	

Wolbachia	εξαρτάται	τόσο	από	το	στέλεχος	του	όσο	και	από	το	είδος	του	ξενιστή	

και	 αν	 αυτό	 είναι	 από	 τη	φύση	 του	 μολυσμένο	 με	 κάποιο	 στέλεχος	Wolbachia	

(Wong	et	al.,	2011).	
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Στο	 κουνούπι	 Aedes	 aegypti,	 το	 οποίο	 δεν	 είναι	 φυσικά	 μολυσμένο	 με	

Wolbachia,	μόλυνση	με	το	στέλεχος	wMelPop	είχε	ως	αποτέλεσμα	την	εμφάνιση	

ανθεκτικότητας	 έναντι	 των	 ιών	 DNV	 και	 Chikungunya	 (Moreira	 et	 al.,	 2009).	

Στην	ίδια	εργασία	οι	ερευνητές	υποστήριξαν	ότι	το	αποτέλεσμα	αυτό	εξαρτάται	

από	το	στέλεχος	Wolbachia	και	σχετίζεται	με	την	ενεργοποιήση	της	άμυνας	του	

κουνουπιού	από	το	Wolbachia	 αλλά	και	πιθανώς	στο	συναγωνισμό	μεταξύ	του	

Wolbachia	και	των	άλλων	παθογόνων	για	τους	κυταρικούς	πόρους	του	ξενιστή	

που	είναι	απαραίτητοι	για	τον	πολλαπλασιασμό	των	παθογόνων	(Moreira	et	al.,	

2009).	

Μόλυνση	κουνουπιών	Aedes	albopictus	με	το	στέλεχος	wMel	από	Drosophila	

είχε	 ως	 αποτέλεσμα	 την	 παρεμπόδιση	 της	 διάδοσης	 του	 δάγγειου	 πυρετού	

(Blagrove	et	al.,	2012).	Η	διαφορά	με	την	περίπτωση	των	Aedes	aegypti	είναι	ότι	

τα	κουνούπια	Ae.	albopictus	είναι	άπο	τη	φύση	τους	μολυσμένα	με	δύο	στελέχη	

Wolbachia	wAlbA	και	wAlbB.	Ενώ	όταν	χρησιμοποιήθηκε	το	στέλεχος	wAlbB	για	

μόλυνση	των	Aedes	aegypti	μείωσαν	την	ευαισθησία	στο	DNV	(Bian	et	al.,	2010).	

Η	ανθεκτικότητα	που	προκαλεί	 το	Wolbachia	 έναντι	άλλων	παθογόνων	μπορεί	

να	 οφείλεται	 είτε	 σε	 συναγωνισμό	 για	 μεταβολίτες	 από	 τον	 ξενιστή,	 είτε	 σε	

αύξηση	 των	 ενεργών	 μορφών	 οξυγόνου	 (ROS)	 και	 ενεργοποίηση	 γονιδίων	

άμυνας	(Moreira	et	al.,	2009).	

	Ένα	 παράδειγμα	 συναγωνισμού	 αποτελεί	 η	 χοληστερόλη	 η	 οποία	 για	 τα	

έντομα	 προέρχεται	 από	 τη	 διατροφή	 τους	 και	 τα	Wolbachia	 δεν	 διαθέτουν	 το	

απαραίτητο	βιοσυνθετικό	 μονοπάτι	 οπότε	πρέπει	 να	 την	προσλάβουν	από	 τον	

ξενιστή	 τους	 (Lin	 and	 Rikihisa,	 2003;	 Wu	 et	 al.,	 2004,	 Moreira	 et	 al.,	 2009).	

Ομοίως	 και	 οι	 φλαβοϊοί	 χρείαζονται	 τη	 χοληστερόλη	 για	 τον	 πολλαπλασιασμό	

τους	όπως	και	το	πλασμώδιο	(Moreira	et	al.,	2009;	Lu	et	al.,	1999;	Mackenzie	et	

al.,	2007;	Atella	et	al.,	2009).	Όσον	αφορά	τα	γονίδια	άμυνας	έχει	αναφερθεί	ότι	

ρυθμίζονται	αυξητικά	σε	κουνούπια	Ae.	aegypti	που	έχουν	μολυνθεί	με	Wolbachia	

(Pan	 et	 al.,	 2012).	Ταυτόχρονα	παρατηρήθηκε	 επαγωγή	οξειδωτικού	 stress	 και	

αύξηση	παραγωγής	ROS	με	τελικό	στόχο	την	ενεργοποίηση	του	μονοπατιού	Toll,	

το	 οποίο	 είναι	 γνωστό	 για	 την	 ενεργοποίηση	 αντιμικροβιακών	 πεπτιδίων	 που	

παίζουν	ρόλο	στην	άμυνα	έναντι	του	DENV	στα	Ae.	aegypti	(Pan	et	al.,	2012).	
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1.5.3	Βιοτεχνολογική	εφαρμογή	του	Wolbachia		
Το	πλεονέκτημα	του	Wolbachia	να	οδηγεί	στην	ανθεκτικότητα	έναντι	 ιών	αλλά	

και	του	πλασμωδίου	στους	ξενιστές	του	έχει	οδηγήσει	στη	χρήση	του	για	τη	μάχη	

ενάντια	 στη	 μετάδοση	 ασθενειών	 από	φορείς	 όπως	 τα	 κουνούπια.	 Ένα	 τέτοιο	

παράδειγμα	 αποτελεί	 η	 μεταφορά	 του	 στελέχους	 wMelpop	 της	 Drosophila	 σε	

κουνούπια	του	γένους	Ae.	aegypti.	Το	στέλεχος	αυτό	ήταν	γνωστό	οτι	προκαλεί	

τη	 μείωση	 της	 διάρκειας	 ζωής	 της	Drosophila	 κατα	 το	 ήμισυ	 (Min	 and	 Benzer,	

1997)	 και	 έτσι	 θα	 μπορούσε	 να	 χρησιμοποιηθεί	 για	 τη	 μείωση	 της	 διάρκειας	

ζωής	των	κουνουπιών	 (McMeniman	et	 al.,	 2009).	Εδώ	θα	πρέπει	 να	αναφερθεί	

οτι	 για	 τις	 ασθένεις	 που	 μεταδίδονται	 μέσω	 κουνουπιών	 η	 διάρκεια	 ζωής	 του	

φορέα	παίζει	μεγάλο	ρόλο	στη	διάδοση	τους	διότι	μόνο	τα	μεγαλύτερα	σε	ηλικία	

έντομα	 μπορούν	 να	 μεταδώσουν	 την	 ασθένεια	 και	 έχουν	 επιδημιολογική	

σημασία	 (McMeniman	 et	 al.,	 2009).	 Συνεπώς	 μείωση	 της	 δίαρκειας	 ζωής	 του	

φορέα	 κατα	 το	 ήμιση	 σημαίνει	 αδυναμία	 της	 μετάδοσης	 των	 ασθενειών	 που	

φέρει	το	Ae.	aegypti	(δάγγειο	πυρετό,	ιό	Ζίκα,	chikungunya,	κίτρινο	πυρετό)	στον	

άνθρωπο.		

Η	ιδίοτητα	πολλών	στελεχών	του	Wolbachia	να	μειώνουν	το	χρόνο	ημιζωής	

του	ξενιστή	τους	σε	συνδυασμό	με	την	ικανότητα	τους	να	εξαπλώνονται	σε	ένα	

πληθυσμό	 χάρη	 στην	 επαγωγή	 της	 κυτταροπλασματικής	 ασυμβατότητας	 τα	

καθιστά	πολύ	ικανά	εργαλεία	για	την	καταπολέμηση	διάφορων	ασθενειών	τόσο	

του	 ανθρώπου	 όσο	 και	 των	 φυτών.	 	 Ωστόσο	 αξίζει	 να	 σημειωθεί	 οτι	 η	

μοναδικότητα	 του	 κάθε	 στελέχους	 Wolbachia	 ως	 προς	 το	 φαινότυπο	 που	

προκαλεί	 σε	 κάθε	 ξενιστή	 του	 και	 οι	 ενδείξεις	 για	 απρόβλεπτους	φαινότυπους	

από	 μεταφορά	 στελεχών	Wolbachia	 μεταξύ	 δύο	 διαφορετικών	 ειδών	 που	 ήδη	

έχουν	 δοκιμαστεί,	 δείχνει	 ότι	 μπορεί	 να	 περιπλέξει	 στρατηγικές	 για	 την	

αντιμετώπιση	φορέων	σημαντικών	ασθενειών	(Suh	et	al.,	2009).	

Μια	 ακόμα	 πιθανή	 εφαρμογή	 του	 Wolbachia	 για	 την	 μείωση	 τόσο	 της	

μετάδοσης	 ασθενειών	 	 στον	 άνθρωπο	 μέσω	 φορέων	 (ελονοσία,	 δάγγειος	 κτλ)	

όσο	 και	 των	 εχθρών	 καλλιεργειών	 είναι	 η	 τεχνική	 IIT	 (Incompatible	 Insect	

Technique).	 Η	 τεχνική	 αυτή	 είναι	 ανάλογη	 του	 SIT,	 και	 βασίζεται	 στην	 μαζική	

απελευθέρωση	 αρσενικών	 ατόμων	 που	 θα	 οδηγήσουν	 σε	 μη	 βιώσιμους	

απογόνους	 όταν	 συζευχθούν	 με	 θηλυκά	 της	 φύσης	 (Zabalou	 et	 al.,	 2004).	 Η	

διαφορά	των	δύο	τεχνικών	έγκειται	στον	τρόπο	που	επάγουν	την	αβιωσιμότητα	
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των	απογόνων.	Το	SIT	βασίζεται	κυρίως	στη	δημιουργία	στείρων	απογόνων	με	

ακτινοβολία	 ενώ	 το	 IIT	 βασίζεται	 στην	 κυτταροπλασματική	 ασυμβατότητα	 CI	

που	 επάγει	 το	Wolbachia	 ή	 οποιαδήποτε	 άλλη	 αναπαραγωγική	 ασυμβατότητα	

που	 επάγεται	 από	 κάποιο	 συμβιώτη	 (Berasategui	 et	 al.,	 2016).	 Η	

κυτταροπλασματική	 ασυμβατότητα	 έχει	 ως	 αποτέλεσμα	 όταν	 συζευχθεί	 ένα	

αρσενικό	που	φέρει	Wolbachia	με	ένα	θηλυκό	που	είτε	δε	φέρει	το	ίδιο	στέλεχος	

Wolbachia	είτε	δε	φέρει	καθόλου	Wolbachia	(Werren,	1997;	Serbus	et	al.,	2008)	

και	οδηγεί	τελικά	στη	μείωση	του	πληθυσμού	(Bourtzis	et	al.,	2014;	Berasategui	

et	al.,	2016)	

	

1.6	Σκοπός	της	εργασίας	

Σκοπός	της	παρούσας	εργασίας	είναι	να	διερευνήσουμε	νέες	δυνατότητες	για	τη	

χρήση	του	βακτηρίου	Wolbachia	στη	βιοτεχνολογική	καταπολέμηση	του	κύριου	

εχθρού	 της	 ελιάς,	 του	 δάκου	 Bactrocera	 oleae.	 Πιο	 συγκεκριμένα	 θέσαμε	 ένα	

διπλό	στόχο,	πρώτον	να	ερευνήσουμε	την	πιθανή	αλληλεπίδραση	που	θα	είχε	το	

Wolbachia	με	το	ενδοσυμβιωτικό	βακτήριο	του	δάκου	Erwinia,	που	του	δίνει	την	

ικανότητα	να	τρέφεται	από	τις	πράσινες	ελιές	και	δεύτερον	να	εκμεταλλευτούμε	

την	 δυνατότητα	 του	Wolbachia	 να	 επάγει	 κυτταροπλασματική	 ασυμβατότητα	

(CI)	 κάτι	που	 το	 καθιστά	 ιδανικό	 για	 την	 εφαρμογή	 του	 IIT.	 Για	 να	πετύχουμε	

αυτό	 το	 διπλό	 στόχο	 αναζητήσαμε	 νέους	 πληθυσμούς	 Wolbachia	

προσαρμοσμένους	στο	περιβάλλον	της	Κρήτης	γεγονός	που	θα	τους	καθιστούσε	

ιδανικούς	για	την	εφαρμογή	της	καταπολέμησης	στο	πεδίο.	

Αναλυτικότερα	 στη	 παρούσα	 μελέτη	 είχαμε	 ως	 σκοπό	 να	 επιτύχουμε	 τα	

εξής:	

1.	Eπιβεβαίωση	του	τρόπου	μετάδοσης	της	Erwinia	dacicola	

2.	Εντοπισμός	της	Erwinia	dacicola	και	ποσοτικοποιήση	της	

3.	 Ανάπτυξη	 μεθόδου	 για	 τη	 μετάδοση	 της	 Erwinia	 dacicola	 και	 δημιουργία	

εργαστηριακού	πληθυσμού	μολυσμένου	με	Erwinia	dacicola	

4.	 Αναζήτηση	 πληθυσμών	Wolbachia	 προσαρμοσμένων	 στις	 θερμοκρασίες	 της	

Κρήτης	

5.	Δημιουργία	διπλά	μολυσμένου	πληθυσμού	με	Erwinia	dacicola	και	Wolbachia	

6.	Διερεύνηση	της	πιθανής	αλληλεπίδρασης	μεταξύ	των	δύο	βακτηρίων	
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ΥΛΙΚΑ	ΚΑΙ	ΜΕΘΟΔΟΙ	

	

2.1	Πειραματικό	υλικό	και	συνθήκες	εκτροφής	

2.1.1	Πληθυσμοί	δάκου		
Τα	 έντομα	 που	 χρησιμοποιήθηκαν	 για	 τα	 πειράματα	 της	 παρούσα	 εργασίας	

προέρχονται	από	τους	εξής	αρχικούς	πληθυσμούς:	

1.	 Από	 την	 εργαστηριακή	 αποικία	 εντόμων	 του	 Ε.Κ.Ε.Φ.Ε	 Δημόκριτος,	 η	 οποία	

μεταφέρθηκε	 στο	 Πανεπιστήμιο	 Κρήτης	 το	 2001.	 O	 πληθυσμός	 αυτός	 είχε	 υποστεί	

χειρισμό	με	αντιβιοτικά	μέχρι	και	το	2009.	

2.	 Από	 άγριους	 πληθυσμούς	 δάκου	 που	 συλλέχθηκαν	 από	 ελαιώνες	 παρακείμενους	

του	Ιδρύματος	Τεχνολογίας	και	Έρευνας	(ΙΤΕ).	

3.	Από	εργαστηριακό	πληθυσμό	μολυσμένο	με	Wolbachia	που	δημιουργήθηκε	από	τον	

κ.	Ιώαννη	Λειβαδάρα	

Στη	συνέχεια	 της	παρούσας	 εργασίας	 ο	 πρώτος	πληθυσμός	 θα	 χαρακτηρίζεται	

ως	εργαστηριακός	πληθυσμός	(L.P),	ο	δεύτερος	ως	πληθυσμός	αγρίου	τύπου	(W.T)	και	

ο	 τρίτος	 ως	 πληθυσμός	 διαμολυσμένος	 με	 Wolbachia	 (INF.W).	 Οι	 πληθυσμοί	 αυτοί	

ελέχθησαν	ως	προς	τους	πληθυσμούς	βακτηρίων	που	περιείχαν	και	συγκεκριμένα	για	

τα	 δύο	 βακτήρια	 που	 μας	 απασχόλησαν	 σε	 αυτή	 την	 εργασία	 και	 προέκυψε	 ο	

ακόλουθος	πίνακας	(Πινακας	1).	

	
Πίνακας	1.	Πληθυσμοί	και	τα	βακτήρια	τους	

	
Πληθυσμός	 Erwinia	dacicola	 Wolbachia	

W.T	 +	 -	

L.P	 -	 -	

INF.W	 -	 +	
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2.1.2	Συνθήκες	εκτροφής	
Όλοι	οι	πληθυσμοί	διατηρούνταν	σε	κλουβιά	στα	οποία	υπήρχε	η	τροφή	ενηλίκων	

όπως	 αυτή	 περιγράφεται	 στον	 πίνακα	 2,	 νερό	 απιονισμένο	 και	 κερί	 για	 την	

εναπόθεση	των	αυγών.	Η	συλλογή	των	αυγών	τόσο	για	τους	πληθυσμούς	όσο	και	

για	 τα	 κλουβιά	 των	 διασταυρώσεων	 πραγματοποιούνταν	 ανα	 2	 ημέρες	 και	 τα	

αυγά	 συλλέγονταν	 ένα	 ένα	 με	 τη	 χρήση	 πινέλου	 και	 τοποθετούνταν	 σε	 τρυβλία	

που	περιείχαν	την	τροφή	των	προνυμφών	όπως	αυτή	περιγράφεται	στον	πίνακα	

3.	 Μόλις	 οι	 προνύμφες	 εισέρχονταν	 στο	 στάδιο	 της	 πούπας	 συλλέγονταν	 και	

τοποθετούνταν	σε	τρυβλία	μέχρι	να	μετατραπούν	σε	ενήλικα.	

	
Πίνακας	2.	Τροφή	ενηλίκου	δάκου	(Tsitsipis	and	Kontos,	1983)	
	
Υλικό	 Ποσότητα	σε	g	

Υδρολυμένη	μαγιά	 30	

Ζάχαρη	εμπορίου	 80	

Κρόκος	αυγού	σε	σκόνη	 6.6	

	

	
Πίνακας	3.	Τροφή	προνυμφών	δάκου	(Tzanakakis,	1989)		
	
Υλικό	 Ποσότητα	σε	g	

Νερό	 55	

Μαγιά	ζυθοποιίας	 7.5	

Υδρολυμένη	πρωτεΐνη	σόγιας	 3	

Ζάχαρη	εμπορίου	 2	

Ελαιόλαδο	 2	

Γαλακτωματοποιητής	(Tween-80)	 0.75	

Νιπαγίνη	 0.2	

Σορβικό	κάλιο	 0.05	

Υδροχλωρικό	οξύ	2Ν	 3	

Κυτταρίνη	χρωματογραφίας	(σκόνη)	 27.5	

	

Οι	συνθήκες	στο	θάλαμο	ήταν	θερμοκρασία	25	±	1	°C,	σχετική	υγρασία	50-60%, και	η	

φωτοπερίοδος	14	h	ημέρα.	
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2.2	Διασταυρώσεις		

Κάθε	διασταύρωση	που	πραγματοποιήθηκε	σε	αυτή	την	εργασία	έγινε	ώς	εξής:	

Σε	 ένα	 κλουβί	 με	 διάστάσεις	 11x9.5x8cm	 (Εικόνα	 6)	 τοποθετούνταν	 ένα	 θηλυκό	

παρθένο	 άτομο	 με	 3	 αρσενικά.	 Κάθε	 κλουβί	 περιείχε	 τροφή	 ενηλικών	 όπως	 αυτή	

περιγράφεται	στον	πίνακα	2	καθώς	και	νερό	και	κερί	για	την	ωοαπόθεση.	

	

	
Εικόνα	6.	Κλουβί	διασταυρώσεων	
	

	

2.3	Μικροσκοπία	Φθορισμού	και	συνεστιακή	μικροσκοπία	

2.3.1	Μικροσκοπία	φθορισμού	
Προετοιμασία	δειγμάτων	

Χρησιμοποιήθηκαν	 ενήλικα	 άτομα	 του	 W.T	 πληθυσμού	 και	 πραγματοποίηθηκε	

απομόνωση	του	οισοφαγικού	θύλακα	που	βρίσκεται	στο	πίσω	μέρος	του	κεφαλιού	και	

προνύμφες	 τρίτου	 σταδίου	 στις	 οποιές	 γινόταν	 απομόνωση	 του	 gastric	 caeca.	 Η	

διαδικασία	 της	 ανατομίας	 πραγματοποιείται	 σε	 αποστειρωμένο	 περιβάλλον	 με	

προσθήκη	μιας	σταγόνας	PBS	(ρυθμιστικό	διάλυμα	φωσφορικών).	Στη	συνέχεια	αφού	

απομονώσουμε	 τις	 δομές	 τις	 τοποθετούμε	 σε	 αντικειμενοφόρο	 πλάκα	 με	 προσθήκη	

της	φθορίζουσας	Hoechst	33342	χρωστικής	που	βάφει	το	DNA.	
 

2.3.2	Συνεστιακή	μικροσκοπία	
Προετοιμασία	δειγμάτων	

1.	Πραγματοποίηθηκε	απομόνωση	10	οισοφαγικών	θυλάκων	από	ενήλικα	άτομα	W.T	

και	διατηρήθηκαν	σε		PBS.	

2.	Μονιμοποίηση	για	30	min	με	1	h	των	οισοφαγικών	θυλάκων	με	4%	φορμαλδεύδη	σε	

PBS		
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3.	Ξέπλυμα	για	15min	με	PBS		

4.Προσθήκη	του	blocking	buffer	και	επώαση	για	30min	(H2O,	PBS	10X,	3%	BSA,	0.1%	

Triton	100X)	

5.Επώαση	 Ο/Ν	 με	 το	 πρώτο	 αντίσωμα	 αραίωση	 1:200	 σε	 PBS	 καιBSA	 (Anopheles	

gambiae	E-cadherin)	

6.	Ξεπλένουμε	blocking	buffer	για	10	min	(x3)		

7.	Επώαση	με	το	δεύτερο	αντίσωμα	για	1	h	(anti	mouse	Alexa	555	αραίωση	1:1000)	

8.	Ξεπλένουμε	με	blocking	buffer	για	10	min	(x3)	

9.	Επώαση	για	30min	με	Alexa	488	phaloidin	αραίωση	1:100		

10.	Για	να	πραγματοποιήσουμε	και	χρώση	του	DNA	με	TO-PRO	ακολούθησαν	άλλα	δύο	

ξεπλύματα	των	10	min	με	blocking	buffer	

11.	Επώαση	20	min	στον	πάγο	με	RNase	(100mg/ml	σε	PBS)	

12.	Επώαση	6	min	με	TO-PRO	1:5000	σε	PBS	

13.	Ξέπλυμα	5	min	με	PBS	(2X)	

14.Τέλος	πραγματοποιήθηκε	επίθεση	του	παρασκευάσματος	με	Vectashield	media.		

	Για	 την	 παρατήρηση	 των	 παρασκευασμάτων	 χρησιμοποιήθηκε	 το	 LSM710	

Zeiss-Biorad	confocal	microscope	και	για	την	ανάλυση	των	εικόνων	χρησιμοποιήθηκε	

το	πρόγραμμα	Image	J	(Abràmoff	et	al.,	2004)	

	

	

2.4	 Ποσοτική	 αλυσιδωτή	 αντίδραση	 πολυμεράσης	 πραγματικού	

χρόνου	(qPCR)	

Στόχος	της	δικής	μας	qPCR	ήταν	να	χρησιμοποιήσουμε	αραιώσεις	καλλιέργειας	

κυττάρων	 E.	 coli,	 στις	 οποίες	 γνωρίζαμε	 τον	 αριθμό	 κυττάρων,	 ώστε	 να	

ποσοτικοποίησουμε	 τον	 αριθμό	 βακτηριακών	 κυττάρων	 Erwinia	 σε	 άγνωστες	

αραιώσεις.	Οι	εκκινητές	που	σχεδιάστηκαν	ήταν	πάνω	στο	γoνίδιο	της	πρωτεΐνης	recA	

που	 είναι	 απαραίτητη	 για	 την	 επιδιόρθωση	 και	 διατήρηση	 του	 DNA	 και	 φαίνονται	

στον	Πίνακα	4.	

	
Πίνακας	4.	Primers	για	την	qPCR	
	
Οργανισμός	 Αλληλουχία	

Erwinia	dacicola	Forward	 5'	TACCGGTTCGTTATCCCTGGATAT	3'	

Erwinia	dacicola	Reverse	 5'AACGATAATCACGTCAACAGCACCG	3'	
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Escerichia	coli	Forward	 5'	CATCATGCGCCTGGGTGAAG	3'	

Escerichia	coli	Reverse	 5'	GGAAGATTCCGGTCCGTAGAT	3'	

	

Τα	κύτταρα	E.	coli	που	χρησιμοποίηθηκαν	ήταν	τα	BL21	STAR	και	έξι	διαδοχικές	

αραιώσεις		(1/10,	1/102,	1/103,	1/104,	1/105,	1/106)	με	την	τελευταία	αραίωση	να	έχει	

4	 κύτταρα	 και	 την	 πρώτη	 400.000	 κύτταρα.	 Ο	 οισοφαγικός	 θύλακας	 που	

χρησιμοποιήθηκε	 προερχόταν	 από	 W.T	 αρσενικό	 άτομο	 και	 πραγματοποιήθηκαν	

τέσσερις	αραιώσεις	(1/5,	1/25,	1/125,	1/625).		

Για	την	προετοιμασία	των	δειγμάτων	χρησιμοποιήθηκε	το	kit	KAPA	SYBR	FAST	

Universal	2x	qPCR	Master	Mix.	Οι	ποσότητες	των	αντιδραστηρίων	για	κάθε	αντίδραση	

αναφέρονται	στον	πίνακα	5.	

	
Πίνακας	5.	Αντιδραστήρια	για	την	qPCR	
	

	 Ποσότητα	

SyberGreen	Mix	 12.5μl	

Primer	F	(15mM)	 0.5μl	

Primer	R	(15mM)	 0.5μl	

Δείγμα	 2μl	

ddH2O	 9.5μl	

Τελικός	όγκος	αντίδρασης	 25μl	

	

Οι	συνθήκες	της	qPCR	ήταν	οι	ακόλουθες	

1.	Επώαση	στους	95οC	για	10min	

2.	Επώαση	στους	95	οC	για	10min	

3.	Επώαση	στους	58	οC	για	20sec	

4.	Επώαση	στους	72	οC	για	30sec	

5.	Επώαση	στους	72	οC	για	10min		

6.	Ανίχνευση	σήματος	

7.	Επιστροφή	στο	βήμα	2	και	επανάληψη	των	βημάτων	2-7	για	40	φορές	

	8.	Δημιουργία	melting	curve	 (καμπύλη	αποδιάταξης)	από	70	 οC	ως	95	 οC,	ανίχνευση	

κάθε	1	οC	αναμονή	2	sec	μέχρι	την	επόμενη	ανίχνευση	

9.	Επώαση	στους	10	οC	για	5	λεπτά	
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2.5	 Ανάπτυξη	 μεθόδου	 για	 την	 μετάδοση	 της	 Erwinia	dacicola	 και	

δημιουργία	εργαστηριακού	πληθυσμού	

Για	τη	δημιουργία	του	εργαστηριακού	πληθυσμού	με	Erwinia	dacicola	δοκιμάστηκαν	4	

τρόποι	μόλυνσης	με	το	βακτήριο.	

	

2.5.1	Επώαση	αυγών	με	gastric	caecas	W.T	
Πραγματοποιήθηκε	 απομόνωση	 6	 gastric	 caecas	 από	 προνύμφες	 αγρίου	 τύπου	 που	

περιέχουν	 Erwinia	 dacicola.	 Έπειτα	 συλλέχθηκαν	 περίπου	 100	 αυγά	 από	 τον	

εργαστηριακό	πληθυσμό	L.P	και	πραγματοποιήθηκε	επώαση	των	αυγών	με	τα	gastric	

caecas	για	μισή	ώρα.	

Μετά	το	πέρας	της	μισής	ώρας	τα	αυγά	μεταφέρθηκαν	στην	τροφή	τους	(οπως	

αυτή	 αναλύεται	 στον	 Πινακα	 3)	 μέχρις	 να	 εκκολαφθούν	 σε	 προνύμφες	 3ου	 σταδίου	

από	τις	οποίες	οι	μισές	 	χρησιμοποίηθηκαν	για	διαγνωστικές	PCR	για	τον	εντοπισμό	

της	 Erwinia	 (όπως	 περιγράφονται	 στην	 ενότητα	 2.7.6)	 και	 οι	 άλλες	 μισές	 για	

παρατήρηση	 στο	 ηλεκτρονικό	 μικροσκόπιο	 (όπως	 περιγράφεται	 στην	 ενότητα	 2.3).	

Επανάληψη	 του	 πειράματος	 πραγματοποίηθηκε	 όπου	 μειώσαμε	 τον	 αριθμό	 των	

αυγών	στα	20.	

	

2.5.2	Συμβίωση	πληθυσμού	W.T	με	εργαστηριακό	πληθυσμό	
Το	πείραμα	αυτό	βασίστηκε	στην	εργασία	της	Estes	και	των	συνεργατών	της	(2014)	

όπου	 αναφέρεται	 ότι	 η	 Erwinia	 dacicola	 μεταδόθηκε	 σε	 εργαστηριακά	 θηλυκά	 και	

αρσενικά	μέσω	οριζόντιας	μεταφοράς	μετά	από	κοινή	συμβίωση	του	εργαστηριακού	

πληθυσμού	με	αρσενικά	από	τη	φύση.		

Σε	 ένα	 μεγάλο	 κλουβί	 (διαστάσεις	 100	 x	 30	 x	 30	 cm)	 τοποθετήθηκαν	περίπου	

200	αρσενικά	και	θηλυκά	άτομα	του	L.P	πληθυσμού	και	περίπου	35	αρσενικά	άτομα	

W.T	πληθυσμού.	Όλα	τα	αρσενικά	άτομα	της	F1	τοποθετήθηκαν	σε	ένα	νέο	ίδιο	κλουβί	

με	 θηλυκά	 άτομα	 του	 L.P	 πληθυσμού	 και	 αρσενικά	 του	 W.T	 πληθυσμού.	

Πραγματοποιήθηκε	 συλλογή	 των	 ατόμων	 της	 F2	 γενιάς	 τα	 οποία	 διασταυρώθηκαν	

μεταξύ	 τους	 και	 οι	 απόγονοι	 της	 F3	 γενιάς	 συλλέχθηκαν	 για	 να	 ελεχθούν	 με	 τη	

διαγωνστική	μέθοδο	PCR.	
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2.5.3	 Feeding	 εργαστηριακού	 πληθυσμού	 με	 οισοφαγικούς	 θύλακες	 από	

W.T	πληθυσμό	
Σε	ένα	κλουβί	με	διαστάσεις	100	x	30	x	30	cm	τοποθετήθηκαν	περίπου	200	άτομα	από	

τον	 L.P	 πληθυσμό	 .	 Τα	 άτομα	 αυτά	 αφέθηκαν	 χωρίς	 τροφή	 και	 νερό	 για	 48h.	 Στη	

συνέχεια	απομονώθηκαν	20	οισοφαγικοί	θύλακες	από	ενήλικα	άτομα	W.T.	Οι	10	από	

αυτούς	τοποθετήθηκαν	μαζί	με	μια	σταγόνα	PBS	σε	ένα	τρυβλίο	και	οι	υπόλοιποι	10	

τοποθετήθηκαν	πάνω	σε	 ένα	χαρτί	Whatman	που	ήταν	εμποτισμένο	με	απιονισμένο	

H2O	σε	ένα	μικρό	τρυβλίο.	Τα	τρυβλία	αυτά	προστέθηκαν	στο	κλουβί	των	εντόμων	ως	

μόνη	πηγή	τροφής	και	νερού	για	αλλες	24h	και	στη	συνέχεια	προστέθηκε	και	τροφή	

ενηλίκων	όπως	αυτή	περιγράφεται	στον	Πίνακα	2.	Ένα	μέρος	των	ατόμων	της	F1	(8-

10	άτομα)	 ελέχθηκε	με	PCR	και	οι	απόγονοι	 τοποθετήθηκαν	 ξανά	σε	 ένα	κλουβί	και	

μετά	το	πέρας	της	γενιάς	ελέγξαμε	ξανά	περίπου	10-15	άτομα.	

	

2.5.4	Μικροενέσεις	
Η	 τελευταία	 μέθοδος	 που	 δοκιμάστηκε	 για	 την	 μόλυνση	 του	 εργαστηριακού	

πληθυσμού	 με	Erwinia	 dacicola	ήταν	 μέσω	 μικροενέσεων	 σε	 ενήλικα	 θηλυκά	 άτομα	

του	 L.P	 πληθυσμού.	 Δοκιμάσαμε	 πολλές	 διαφορετικές	 προσεγγίσεις	 οι	 οποίες	

φαίνονται	 αναλυτικά	 στον	 Πίνακα	 6.	 Σε	 κάθε	 περίπτωση	 γινόταν	 απομόνωση	 του	

gastric	caeca	ή	του	οισοφαγικού	θύλακα	από	προνύμφη	και	ενήλικο	άτομο	αντίστοιχα	

που	προερχόντουσαν	από	W.T	πληθυσμό	και	η	ένεση	γινόταν	σε	θηλυκό	από	τον	L.P	

πληθυσμό.	

	
Πίνακας	6.	Ενέσεις	που	δοκιμάστηκαν.	Στην	πρώτη	στήλη	φαίνεται	το	όργανο	που	περιείχε	
την	Erwinia	dacicola	και	ενέθηκε	στο	όργανο	της	δεύτερης	στήλης	θηλυκών	ατόμων.	
	
Από	W.T		 Σε	L.P	θηλυκά	ενήλικα	άτομα	

Gastric	caeca	 Έντερο		

Οισοφαγικός	θύλακας	 Έντερο	

Οισοφαγικός	θύλακας	 Θώρακα	

Οισοφαγικός	θύλακας	 Κεφάλι	

	 	

	

Για	 κάθε	 διαφορετικό	 είδος	 ενέσεων	 σε	 θηλυκά	 άτομα	 συλλέγαμε	 όσα	 άτομα	

επιβιώναν.	Κάθε	 τέτοιο	θηλυκό	άτομο	 τοποθετούνταν	σε	διασταύρωση	με	αρσενικά	
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άτομα	 του	 L.P	 πληθυσμού,	 όπως	 περιγράφεται	 στην	 Ενότητα	 2.2.	 Στη	 συνέχεια	

γινόταν	συλλογή	όλων	των	απογόνων	καθώς	και	κάθε	θηλυκού	της	F0μόλις	απεβίωνε.	

Το	 θηλυκό	 ελεγχόταν	 με	 διαγνωστική	 PCR	 και	 κρατούσαμε	 τους	 απογόνους	 ΜΟΝΟ	

των	 θετικών	 θηλυκών.	 Ένα	 μέρος	 των	 αρσενικών	 της	 F1	 ελεγχόντουσαν	 με	

διαγνωστική	PCR	για	την	παρουσία	της	Erwinia.		Κάθε	θηλυκός	απόγονος	από	ΘΕΤΙΚΟ	

θηλυκό	της	F0	τοποθετούνταν	εκ	νέου	σε	μια	 ίδια	διασταύρωση.	Ομοίως	συνεχίζαμε	

με	διασταυρώσεις	και	στην	F2.	

Από	 την	 F3	 γενιά	 και	 μετά	 όλοι	 οι	 απόγονοι	 από	 κάθε	 θετικό	 θηλυκό	

διασταυρώνονταν	 μεταξύ	 τους.	 Υπήρξε	 διατήρηση	 των	 θετικών	 πληθυσμών	 για	 6	

γενιές	 (F6).	 Μόλις	 επιλέχθηκε	 η	 κατάλληλη	 μέθοδος	 για	 την	 μικροένεση	

πραγματοποιήθηκαν	αντίστοιχες	ενέσεις	και	σε	θηλυκά	του	INF.W.	πληθυσμού	ώστε	

να	 δημιουργηθόυν	 δάκοι	 που	 θα	 περιείχαν	 και	 τα	 δύο	 βακτήρια	 (Erwinia	 και	

Wolbachia)	 και	 οι	 θετικοί	 πληθυσμοί	 διατηρήθηκαν	 ομοίως	 για	 6	 γενιές	 (F6).	 Έτσι	

σκοπός	ήταν	να	έχουμε	δύο	πληθυσμούς	που	έχουν	προέλθει	με	την	 ίδια	διαδικασία	

μικροενέσεων	 και	 ο	 ένας	 να	 φέρει	 μόνο	 το	 βακτήριο	 της	 Erwinia	 ενώ	 ο	 άλλος	 να	

περιέχει	 και	 τα	 δυο	 βακτήρια	 (Erwinia	 και	 Wolbachia)	 ώστε	 να	 μπορούμε	 να	

συγκρίνουμε	 τη	 σταθερότητα	 της	 μετάδοσης	 από	 γενιά	 σε	 γενιά	 και	 να	 έχουμε	 ένα	

πληθυσμό	control	μόνο	με	Erwinia	για	να	παρατηρούμε	πιθανές	μεταβολές	στον	διπλά	

μολυσμένο	πληθυσμό.	

Όλες	οι	 ενέσεις	πραγματοποιήθηκαν	από	τον	κ.	 Ιωάννη	Λειβαδάρα	τεχνικό	του		

IMBB.	

	

2.5.5	Απομόνωση	DNA	
Η	απομόνωση	DNA	έγινε	με	τη	χρήση	του	αντιδραστηρίου	DNAzol	της	ThermoFisher	

Scientific	 και	 σύμφωνα	 με	 το	 πρωτόκολλο	 της	 εταιρείας.	 Τα	 δείγματα	

ομογενοποιούνταν	με	τη	βοήθεια	pestles	και	στη	συνέχεια	ακολουθούσε	η	λύση	των	

κυττάρων,	 η	 καθίζηση	 του	 DNA,	 το	 ξέπλυμα-καθαρισμός	 της	 πελέτας	 και	 η	

επαναδιάλυση	 σε	 απιονισμένο	 H2O	 50μl.	 Κατά	 τη	 διάρκεια	 των	 πειραμάτων	

δοκιμάστηκαν	 και	 άλλα	 πρωτόκολλα	 αλλά	 τα	 περισσότερα	 δείγματα	 για	 τις	

διαγνωσιτκές	PCR	προετοιμάστηκαν	με	αυτό	το	πρωτόκολλο.	
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	2.5.6	 Διαγνωστική	 PCR	 για	 έλεγχο	 δειγμάτων	 για	 την	 παρουσία	 της	

Erwinia	dacicola	

Οι	διαγνωστικές	PCR	χρησιμοποίθηκαν	για	τους	εξής	λόγους:	

1.	Έλεγχος	όλων	των	αρχικών	πληθυσμών	που	χρησιμοποιήσαμε	(W.T,	L.P,	INF.W)	για	

να	δούμε	αν	περιέχουν	Erwinia	ή/και	Wolbachia	

2.	 Έλεγχος	 των	 απογόνων	 των	 διασταυρώσεων	 για	 την	 επιβεβαίωση	 του	 τρόπου	

μετάδοσης	της	Erwinia	(Ενότητα	2.4)	

3.	Έλεγχος	όλων	των	δειγμάτων	από	τις	προσεγγίσεις	για	την	ανάπτυξη	μεθόδου	για	

την	μετάδοση	της	Erwinia	dacicola.		

4.	Έλεγχος	των	απογόνων	των	θετικών	δειγμάτων	από	τα	ενεμένα	άτομα	από	ολες	τι	

δοκιμαστικές	ενέσεις	

5.	Έλεγχος	των	απογόνων	των	θετικών	δειγμάτων	από	τα	ενεμένα	άτομα	ως	και	την	

7η	 γενιά	για	 να	 επιβεβαιωθεί	η	σταθερότητα	της	μετάδοσης	της	Erwinia.	Αυτό	 έγινε	

μόνο	 στις	 ενέσεις	 με	 οισοφαγικό	 θύλακα	 στο	 κεφάλι	 θηλυκών	 L.P	 διότι	 αυτός	 ο	

πληθυσμός	 αποτελούσε	 control	 ως	 προς	 τον	 πληθυσμό	 με	 Erwinia	 και	 Wolbachia.	

(Γινόταν	μια	τυχαία	επιλογή	5-10	ατόμων	από	κάθε	γενιά)	

5.	 Έλεγχος	 των	 ατόμων	 που	 περιείχαν	 τόσο	Erwinia	 όσο	 και	Wolbachia	 με	 primers	

εξειδικευμένους	και	για	τα	2	βακτήρια	για	διάστημα	7	γενιών.	

6.	 Έλεγχος	 των	 ατόμων	 των	 δυο	 παραπάνω	 πληθυσμών	 (Μονο	 με	 Erwinia	 και	 του	

διπλού	πληθυσμού	Erwinia	και	Wolbachia)	με	ένα	γονίδιο	του	δάκου	για	να	μπορούμε	

να	κανονικοποιούμε	τα	δείγματα	μας.	

7.	Έλεγχος	των	πληθυσμών	που	συλλέχθηκαν	από	τη	φύση	για	την	ύπαρξη	Wolbachia,	

με	 universal	 εκκινητές	 για	 να	 προετοιμαστούν	 δείγματα	 για	 να	 σταλθόυν	 για	

αλληλούχιση	(πιο	αναλυτικά	ενότητα	2.8.2	και	2.8.3)	

8.	Έλεγχος	των	ενεμένων	ατόμων	με	Wolbachia	(πιο	αναλυτικά	ενότητα	2.8.5)	

Σε	όλες	τις	διαγνωστικές	PCR	χρησιμοποιήθηκε	το	ένζυμο	GoTaq	της	Promega.		

Για	τον	έλεγχο	των	δειγμάτων	ως	προς	την	Erwinia	σχεδιάστηκαν	διάφορα	ζεύγη	

primers	που	είχαν	σχεδιαστεί	για	την	γονίδιο	recA	(για	διόρωθση	και	διατήρηση	DNA),	

για	 την	 23S	 περιοχή,	 την	 16S	 περιοχή	 και	 το	 γονίδιο	 ompA	 (πρωτεΐνη	 εξωτερικής	

μεμβράνης)	(Πίνακας	8).		
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Πίνακας	8.	Erwinia	dacicola	Primers	
	
Erd_16S_F	 5'GAAGGCGAAGAGGTTAATAACCTTT

TT3'	

Erd_16S_R	 5'	AGGCGCTCTCCCGAAGTTAAG	3'	

Erd_recA_F	 5'	TCTACCGGTTCGTTATCCCTG	3'	

Erd_recA_R	 5'	AACGATAATCACGTCAACAGCAC	3'	

Erd_23S_F	 5'	GCACGCTGTCGATAGGTGAA	3'	

Erd_23S_R	 5'	GATTACGGCGCTAGGTTAGAACA	3'	

Erd_ompA_F	 5'	AGGATGAAGCAGCTGCTCCAG	3'	

Erd_ompA_R	 5'	GGTCAACTACAGACTGTGCACG	3'	

	

	
Πίνακας	9.	Wolbachia	primers	
	
Wspec_INF.W_F	 5’-	CATACCTATTCGAAGGGATAG	-3’	

Wspec_INF.W_R	 5’-	AGCTTCGAGTGAAACCAATTC	-3’	

Wsp_Univeral_F	 5’-GTCCAATARSTGATGARGAAAC-3’	

Wsp_Universal_R	 5’-CYGCACCAAYAGYRCTRTAAA-3’	

Wsp_wMel_F	 5’-GGTGGTGCATTTGGTTACAA-3’	

Wsp_wMel_R	 5’-ACGAGCTCCAGCATAAAGTT-3’	

Wsp_wRi_F	 5’-AACTTTGAGTTCCCCCTTGT-3’	

Wsp_wRi_R	 5’-AAAATGGACGACATCAGGGT-3’	

	

Για	 τον	 έλεγχο	 δειγμάτων	 ως	 προς	 το	 Wolbachia	 χρησιμοποιήθηκαν	 4	 ζεύγη	

primers	 καθ’ολη	 τη	 διάρκεια	 της	 εργασίας	 (Πίνακας	 9).	 Το	 πρώτο	 ζεύγος	 ήταν	

σχεδιασμένο	 για	 την16S	 περιοχή	 (Werren	 et	 al.,	 2000)	 (INF.W).	 Το	 δεύτερο	 ζεύγος	

ήταν	 universal	 για	 να	 λειτουργεί	 με	 όλα	 τα	 πιθανά	 στελέχη	 Wolbachia	 που	 θα	

εντοπίζαμε	στη	φύση	(Baldo	et	al.,	2006).	Το	τρίτο	και	το	τέταρτο	ζεύγος	ήταν	ειδικά	

σχεδιασμένοι	primers	για	την	wsp	περιοχή	των	δύο	στελεχών	που	βρέθηκαν	στη	φυση	

(wMel	 και	wRi).	 Τέλος	 όποτε	 χρειαζόταν	 κανονικοποίηση	 των	 δειγμάτων	 μας	 με	 τη	

χρήση	ενός	γονιδίου	του	δάκου	χρησιμοποιήθηκαν	primers	ειδικά	σχεδιασμένοι	για	το	

γονίδιο	 της	 ακτίνης	 του	 δάκου	 (Πίνακας	 10).	 Στον	 πίνακα	 11	 παρουσιάζονται	 οι	

θερμοκρασίες	υβριδοποίησης	για	όλα	τα	ζεύγη	εκκινητών.	
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Πίνακας	10.	Primers	ακτίνης	δάκου	
	
B.O_Actin_F	 5’-	CGGTATCCACGAAACCACAT-3’	

B.O_Actin_R	 5’	ATTGTTGATGGAGCCAAAGC-3’	

	

	
Πίνακας	11.	Θερμοκρασίες	υβριδοποίησης	όλων	των	ζευγών	primer	
	

Ζεύγος	 Θερμοκρασία		

Erd_recA	 58	oC	

Wspec_INF.W	 60	oC	

Wsp_Universal	 60	oC	

Wsp_wMel	 50	oC	

Wsp_wRi	 52	oC	

B.O_Actin	 50oC	

	

	

2.6	Εντοπισμός	νέων	πληθυσμών	αγρίου	τύπου	με	Wolbachia	

2.6.1	Παγίδες	και	πληθυσμοί	Drosophila	
Για	τη	συλλογή	δειγμάτων	από	τη	φύση	τοποθετήθηκαν	παγίδες	σε	σημεία	του	νομού	

Ηρακλείου	όπως	αυτά	φαίνονται	στην	Εικόνα	7.	Οι	παγίδες	τοποθετήθηκαν	στα	εξής	

σημεία:	Σκαλάνι,	Κνωσός,	Γούβες,	Καλλιθέα	και	Πλώρα.	Στόχος	της	τοποθέτησης	των	

παγίδων	 ήταν	 να	 συλλεχθούν	 πληθυσμοί	 προσαρμοσμένοι	 στο	 περιβάλλον	

(θερμοκρασίες,	υγρασία,	ηλιοφάνεια	κτλ)	της	Κρήτης	ώστε	να	μπορέσουμε	να	βρούμε	

στελέχη	Wolbachia	ιδανικά	για	την	εφαρμογή	καταπολέμησης	του	δάκου	στην	Κρήτη.	
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Εικόνα	 7.	 Οι	 περιοχές	 στις	 οποίες	 τοποθετήθηκαν	 παγίδες:	 Σκαλάνι,	 Κνωσός,	 Γούβες,	
Καλλιθέα	και	Πλώρα.	
	

	

	

Σε	κάθε	ένα	από	αυτά	τα	σημεία	τοποθετήθηκαν	παγίδες	με	φρούτα	όπως	αυτές	της	

Εικόνας	8.		

	

	
Εικόνα	8.	Παγίδα	με	φρούτα	για	τον	εντοπισμό	νέων	πληθυσμών	
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2.6.2	 Screening	 των	 πληθυσμών	 για	 τον	 εντοπισμό	 νέων	 στελεχών	

Wolbachia	
Όλοι	οι	πληθυσμοί	που	βρέθηκαν	από	τα	σημεία	που	προαναφέρθηκαν	ελέχθησαν	με	

το	 universal	 ζεύγος	 primer	 (Πίνακας	 8)	 για	 την	 παρουσία	 Wolbachia.	 Συνολικά	

ελέχθησαν	4	άτομα	από	κάθε	πληθυσμό	σε	mix	δύο	δειγμάτων.	Για	κάθε	θετικό	δείγμα	

ακολούθησε	καλλιέργεια	του	πληθυσμού	εντός	εργαστηρίου.	

	

2.6.3	Πλασμιδιακή	κλωνοποίηση	γονιδίου	wsp	Wolbachia		
Για	 κάθε	 θετικό	 δείγμα	 ακολούθησε	 κλωνοποίηση	 σε	 πλασμίδιο	 pGEM-T	 Easy,	 του	

ενθέματος	του	wsp	γονιδίου,	σύμφωνα	με	το	πρωτόκολλο	του	Πίνακα	12.	

	
Πίνακας	12.	Αντίδραση	Λιγάσης	
	
PCR	product	(20ng/μl)	 1μl	

Ligation	Buffer	2X	 5μl	

T4	DNA	ligase	 1μl	

Vector	pGEM-T	easy	(50ng)	 1μl	

ddH2O	 2μl	

Επώαση	για	2h	και	30min	σε	θερμοκρασία	δωματίου		

	

Μετασχηματισμός	των	κυττάρων	DH5A	

Χρησιμοποίηθηκαν	 πολυδύναμα	 κύτταρα	 E.	 coli	 DH5A	 για	 να	 μετασχηματιστούν	 με	

τον	 φορέα	 pGEM-T	 easy	 και	 το	 ένθεμα	 μας	 (ligation	 reaction)	 Η	 διαδικασία	 που	

ακολουθήθηκε	ήταν	η	εξής	

1. 100μl	πολυδύναμων	κυττάρων	αναμείχθηκαν	με	10μl	της	αντίδρασης	λιγάσης	

2. Τοποθετήθηκε	η	αντίδραση	στον	πάγο	για	30	min.	

3. Θερμικό	σοκ	στους	42oC	για	45	sec	και	έπειτα	σε	πάγο	για	2	min	

4. Προσθήκη	LB	θρεπτικού	μέσου	(500μl)		

5. Επώαση	στους	37	oC	για	1h	

6. Φυγοκέντρηση	at	6000xg	για	2	min	

7. Πετάμε	το	υπερκείμενο	και	επαναδιαλύουμε	σε	100μl		LB	με	Αμπικιλίνη	

Τρυβλία	

100	μl	in	LB	plate	with	Ampicillin	(100μg/ml)	και	XGal.		

Επώαση	στους	37	oC	όλη	τη	νύχτα.	
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Colony	PCR	

Την	 επόμενη	 μέρα	 επιλέγουμε	 τις	 θετικές	 λευκές	 αποικίες	 και	 πραγματοποιούμε	

Colony	PCR	με	τους	ίδιους	primers	(wsp_Universal).	Απο	τις	θετικές	στην	PCR	αποικίες	

τοποθετούνται	υγρές	καλλιέργεις	για	επώαση	στους	37	oC	O/N.		

Miniprep	

Στη	συνέχεια	γίνεται	απομόνωση	των	πλασμιδίων	με	το	kit	NucleoSpin	της	εταιρείας	

Macherey	and	Nagel.		

Πέψη	για	επαλήθευση	της	ένθεσης	

Ακολούθησε	πέψη	με	 το	 ένζυμο	EcoRI	 για	 να	 επαληθευτεί	 το	αναμενόμενο	πρότυπο	

(μια	 ζώνη	 για	 το	 ένθεμα	 ~600bp	 και	 3000bp	 για	 τον	 υπόλοιπο	 φορέα).	 Για	 κάθε	

περιοχή	στάλθηκαν	2	πλασμίδια.	

Τέλος	 τα	 δείγματα	 στάλθηκαν	 για	 αλληλούχιση	 σύμφωνα	 με	 τις	 οδηγίες	 της	

εταιρείας	Macrogen	και	τους	primers	T7	και	Sp6.	

	

2.6.4	Αλληλούχιση	και	ανάλυση	δεδομένων	
Τα	δεδομένα	της	αλληλούχισης	αναλύθηκαν	σύμφωνα	με	τις	οδηγίες	του	Wolbachia	

wsp	 typing	protocol	 της	 ιστοσελίδας	http://pubmlst.org/	wolbachia/	από	 το	οποίο	

χρησιμοποιήσαμε	 και	 τους	 Universal	 Primers	 του	 Baldo	 και	 των	 συνεργατών	 του	

(2005).		

Για	να	μπορέσουμε	να	ταυτοποιήσουμε	σε	ποιό	στέλεχος	Wolbachia	 ανήκει	 έπρεπε	

να	πραγματοποιήσουμε	την	εξής	διαδικασία:	

1.	Να	γίνει	στοίχιση	των	αλληλουχίων	από	τον	Forward	και	τον	Reverse	primer	

2.	 Να	 γίνει	 στοίχιση	 αυτής	 της	 αλληλουχίας	 με	 ένα	 fasta	 αρχείο	 που	 περιέχει	

αριθμημένες	όλες	τις	γνωστές	wsp	αλληλουχίες	των	στελέχων	Wolbachia	

3.	Να	γίνει	μετάφραση	της	αλληλουχίας	

4.	 Κάθε	 αλληλουχία	 έπρεπε	 να	 διαχωριστεί	 ως	 πρωτεΐνική	 στις	 4	 υπερμεταβλητές	

περιοχές	(HyperVariable	Regions)		

5.	Δημιουργία	των	τεσσάρων	fasta	αρχείων	των	HVR	για	κάθε	αρχική	αλληλουχία	

6.	Στοίχιση	του	κάθε	fasta	αρχείου	με	ένα	fasta	αρχείο	που	περιέχει	αριθμημένες	όλες	

τις	γνωστές	πρωτεϊνικές	αλληλουχίες	των	HVR	για	κάθε	στέλεχος	Wolbachia	

7.	Έτσι	προέκυψε	για	κάθε	αρχική	αλληλουχία	ένα	αριθμητικό	προφίλ,	με	ένα	αριθμό	

από	 την	 στοίχιση	 της	 ολικής	 wsp	 αλληλουχίας	 και	 άλλους	 4	 αριθμούς	 από	 την	

στοίχιση	κάθε	HVR.	
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8.	 Σύγκριση	 του	 αριθμού	 αυτού	 με	 την	 βάση	 δεδομένων	 της	 ιστοσελίδας	

http://pubmlst.org/	wolbachia/	
 

2.6.5	Δημιουργία	εργαστηριακού	πληθυσμού	με	νέα	στελέχη	Wolbachia	
Μόλις	βρήκαμε	ποιά	στελέχη	Wolbachia	 υπήρχαν	στους	πληθυσμούς	Drosophila	 που	

συλλέξαμε	ξεκίνησε	η	διαδικασία	της	εισαγωγής	των	νέων	στελεχών	σε	άτομα	του	L.P	

πληθυσμού	 σύμφωνα	 με	 την	 εργασία	 της	 Apostolaki	 (2011).	 Η	 διαδικασία	 που	

ακολουθήθηκε	ήταν	αφαίρεση	του	κυτταροπλάσματος	από	έμβρυα	της	Drosophila	και	

ένεση	 του	 σε	 	 αυγά	 δάκου.	Όσα	 αυγά	 εκκολάπτονταν	 τοποθετούνταν	 σε	 τροφή	 για	

προνύμφες	 όπως	 αυτή	 αναλύεται	 στον	 Πίνακα	 3	 και	 όσα	 θηλυκά	 προέκυπταν	

τοποθετούνταν	 σε	 διασταυρώσεις	 όπως	 περιγράφονται	 στην	 ενότητα	 2.2.	 Τα	 αυγά	

από	κάθε	διασταύρωση	συλλέγονταν	ανα	2	ημέρες.	

Όλα	τα	θηλυκά	ελέγχονταν	μόλις	πεθαίναν	με	τη	χρήση	των	specific	primers	για	

το	 κάθε	 στέλεχος	 Wolbachia	 που	 είχε	 ενεθεί	 σε	 αυτά	 και	 διατηρούνταν	 μόνο	 οι	

απόγονοι	των	θετικών	δειγμάτων.	
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ	

	

3.1	Ο	τρόπος	μετάδοσης	της	Erwinia	

Για	να	επιβεβαιώσουμε	τον	τρόπο	μετάδοσης	της	Erwinia	από	τη	μια	γενιά	του	

δάκου	 στην	 επόμενη	 σχεδιάσαμε	 διασταυρώσεις	 μεταξύ	 των	 δύο	 πληθυσμών	

του	W.T	και	του	L.P,	οπού	ο	ένας	πληθυσμός	φέρει	την	Erwinia	και	στον	άλλο	

απουσιάζει.	

Οι	διασταυρώσεις	που	πραγματοποιήθηκαν	φαίνονται	στον	Πινακα	12.	Οι	

απόγονοι	 από	 κάθε	 διασταύρωση	 συλλέχθηκαν	 και	 πραγματοποιήθηκε	

απομόνωση	 DNA	 (ενότητα	 2.7.5)	 για	 κάθε	 απόγονο	 ξεχωριστά.	 Στη	 συνέχεια	

ελέχθηκε	 κάθε	 δείγμα	 με	 αλυσιδωτή	 αντίδραση	πολυμεράσης	 (PCR)	 και	 με	 τη	

βοήθεια	 εκκινητών	 που	 είχαν	 σχεδιαστεί	 για	 τον	 εντοπισμό	 της	 Erwinia	

(ενότητα	2.7.6).		

	
Πίνακας	12.	Διασταυρώσεις	για	τον	τρόπο	μετάδοσης	της	Erwinia	dacicola	

					Διασταύρωση	1η	
Lab	Population	

Females	

Wild	Type	

Males	

Διασταύρωση	2η	
Wild	Type	

Females	

Lab	Population		

Males	

	

Τα	 αποτελέσματα	 των	 διασταυρώσεων	 μας	 έδειξαν	 ότι	 η	Erwinia	 μεταδίδεται	

από	την	μητέρα	στους	απογόνους	της	(Πίνακας	13).	

	
Πίνακας	13.	Αποτελέσματα	των	διασταυρώσεων	για	τον	τρόπο	μετάδοσης	της	Erwinia	

dacicola	

	 Lab	Population	

Females	

Lab	Population	

Males	

Wild	Type	

females	
No	cross	 Erwinia	dacicola	+	

Wild	Type	

males	
-	 No	cross	
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3.2	Εντοπισμός	της	Erwinia	dacicola		

Αρχικά	πραγματοποιήσαμε	PCR	με	Erwinia	 specific	primers	 τόσο	σε	ολόκληρα	

ενήλικα	 άτομα	 (W.T)	 όσο	 και	 σε	 απομονωμένα	 gastric	 caeca	 από	 προνύμφες.	

Εντοπίστηκε	και	στα	δύο	η	ύπαρξη	της	Erwinia	αλλά	για	να	έχουμε	μια	καλύτερη	

εικόνα	της	παρουσίας	της	χρησιμοποιήσαμε	και	τη	μικροσκοπία.	

Για	 τον	 εντοπισμό	 της	 Erwinia	 dacicola	 χρησιμοποιήσαμε	 μικροσκοπίο	

φθορισμού	 και	 συνεστιακή	 μικορσκοπία,	 σε	 δείγματα	 που	 παρασκευάστηκαν	

σύμφωνα	 με	 την	 ενότητα	 2.3.	 Τα	 δείγματα	 ήταν	 οισοφαγικοί	 θύλακες	 από	

ενήλικα	άτομα	W.T	πληθυσμού	και	gastric	caeca	από	προνύμφες	τρίτου	σταδίου.	

Όπως	 αναφέρεται	 και	 στην	 εργασία	 της	 Capuzzo	 και	 των	 συνεργατών	 της	

(2005)	 η	 Erwinia	 εντοπίζεται	 σε	 αυτή	 τη	 δομή	 και	 για	 αυτό	 επιλέξαμε	 να	

απομονώσουμε	τους	οισοφαγικού	θύλακες	και	να	ελέγξουμε	αν	όντως	υπάρχουν	

βακτήρια	 στο	 εσωτερικό	 τους.	 Στο	 στάδιο	 της	 προνύμφης	 τα	 βακτήρια	

εντοπίζονται	στους	σχηματισμούς	gastric	caeca		(Estees	et	al.,	2009)	(Εικόνα	4).	

Στην	 μικροσκόπιο	 φθορισμού	 χρησιμοποιήθηκε	 χρωστική	 που	 βάφει	 το	

DNA	 στους	 πυρήνες	 του	 δάκου	 αλλά	 και	 το	 βακτηριακό	 DNA.	 Στην	 εικόνα	 9	

απεικονίζεται	 ένα	 παρασκεύασμα	 στο	 οποίο	 έχει	 διαρρηχθεί	 η	 μεμβράνη	 του	

οισοφαγικού	 θυλακα	 και	 από	 μέσα	 διαρρέουν	 τα	 βακτήρια	 της	 Erwinia.	 Στην	

εικόνα	10	απεικονίζεται		τα		βακτήρια		που		είχαν		
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Εικόνα	9.	Φωτογραφία	από	μικροσκόπιο	φθορισμού	παρασκευάσματος	οισοφαγικού	
θύλακα	ενηλίκου	από	W.T	πληθυσμό,	που	περιέχει	Erwinia	dacicola.	(Μπλέ	DNA)		
	

διαρρεύσει	της	μεμβράνης	(χωρίς	φθορισμό	λόγω	του	βακτηριακού	νέφους	που	

δεν	ήταν	ορατό	με	την	ύπαρξη	φθορισμού)	

	

	
Εικόνα	10.	Φωτογραφία	από	βακτήρια	που	εξήλθαν	από	το	διαρρηγμένο	οισοφαγικό	
θύλακα	
	

Ακολούθως	 τα	 δείγματα	 προετοιμάστηκαν	 για	 συνεστιακή	 μικροσκοπία	

όπως	αναλύεται	στην	ενότητα	2.3.	Χρησιμοποιήσαμε	για	σήμανση	του	επιθήλιο		

αντισώματα	που	αναγωνρίζουν	E-Cadherin	(διαμεμβρανική	πρωτεΐνη	υπεύθυνη	

για	την	προσκόλληση	των	κυττάρων)	του	Anopheles	gambiae.	

Στις	 εικόνες	 που	 ακολουθούν	 (Εικόνες	 11-14)	 φαίνονται	 τομές	 από	

οισοφαγικούς	 θύλακες	 όπου	 με	 κόκκινο	 χρώμα	 βλέπουμε	 την	 καντχερίνη,	 με	

πράσινο	χρώμα	την	ακτίνη	και	με	μπλέ	χρώμα	το	DNA.	
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Εικόνα	 11.	 Εικόνα	 συνεστιακής	 μικροσκοπίας	 από	 εγκάρσιες	 τομές	 ολόκληρου	
παρασκευάσματος	 οισοφαγικού	 θύλακα.	 Φαίνεται	 το	 χαρακτηριστικό	 σχήμα	 του	
θύλακα	 που	 το	 καθιστά	 εύκολα	 ευδιάκριτο	 ανάμεσα	 σε	 όλα	 τα	 άλλα	 όργανα	 του	
κεφαλιού	του	δάκου.	Κόκκινο	χρώμα	Cadherin,	πράσινο	ακτίνη	και	μπλε	DNA.	
	

	
Εικόνα	12.	Εικόνα	συνεστιακής	μικροσκοπίας	από	εγκάρσιες	τομές	παρασκευάσματος	
οισοφαγικού	θύλακα	μαζί	με	μια	δομή	που	ομοιάζει	με	«προβοσκίδα»	και	συνδέει	τον	
θύλακα	με	το	στόμα	του	δάκου.	Κόκκινο	χρώμα	Cadherin,	πράσινο	ακτίνη	και	μπλε	DNA	
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Εικόνα	 13.	 Εικόνες	 συνεστιακής	 μικροσκοπίας	 από	 δύο	 εγκάρσιες	 τομές	 του	 ίδιου	
παρασκευάσματος.	Με	 μπλε	 χρώμα	φαίνονται	 στο	 κέντρο	 οι	 πυρήνες	 των	 κυττάρων	
του	δάκου	και	στην	κάτω	αριστερή	γωνία	κάθε	εικόνας	φαίνονται	με	μπλε	χρώμα	τα	
βακτήρια	 που	 λόγω	 της	 ρήξης	 που	 έχει	 υποστεί	 ο	 θύλακας	 εξέρχονται	 προς	 τα	 έξω.	
Κόκκινο	χρώμα	Cadherin,	πράσινο	ακτίνη	και	μπλε	DNA	
	

	
Εικόνα	 14.	 Εικόνες	 συνεστιακής	 μικροσκοπίας	 από	 δύο	 εγκάρσιες	 τομές	 του	 ίδιου	
παρασκευάσματος.	 Στην	 αρίστερή	 εικόνα	 φαίνονται	 μόνο	 τα	 βακτήρια	 τόσο	 στο	
εσωτερικό	όσο	και	εξωτερικά	του	θύλακα.	Στην	δεξιά	εικόνα	η	τομή	είναι	από	την	πάνω	
πλευρά	του	θύλακα	και	φαίνονται	εσωτερικά	οι	πυρήνες	των	κυττάρων	του	δάκου	και	
εξωτερικά	τα	βακτήρια	της	Erwinia	που	εξέρχονται	από	το	ρήγμα	του	θύλακα.	Κόκκινο	
χρώμα	Cadherin,	πράσινο	ακτίνη	και	μπλε	DNA	
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Στα	gastric	caeca	των	προνυμφών	δεν	εντοπίσαμε	βακτήρια.	

	

3.3	Ποσοτικοποίηση	της	Erwinia	dacicola	

Για	 την	 ποσοτικοποίηση	 της	 Erwinia	 dacicola	 σε	 οισοφαγικούς	 θύλακες	

σχεδιάσαμε	μια	qPCR	με	δείγματα	που	αποτελούσαν	αραιώσεις	1	οισοφαγικού	

θύλακα	 από	 άτομο	 του	 W.T	 πληθυσμού.	 Οι	 αραιώσεις	 αυτού	 του	 δείγματος	

συγκρίθηκαν	 με	 αραιώσεις	 από	 καλλιέργειες	 κυττάρων	 Escerichia	 coli	 όπου	

ήταν	γνωστός	ο	αριθμός	των	βακτηρίων.		

Τα	 κύτταρα	 E.	 coli	 που	 χρησιμοποίηθηκαν	 ήταν	 τα	 BL21	 STAR	 και	 έξι	

διαδοχικές	 αραιώσεις	 	 (1/10,	 1/102,	 1/103,	 1/104,	 1/105,	 1/106)	 με	 την	

τελευταία	αραίωση	να	έχει	4	κύτταρα	και	την	πρώτη	400.000	κύτταρα.	

Ο	 οισοφαγικός	 θύλακας	 που	 χρησιμοποιήθηκε	 προερχόταν	 από	W.T	 αρσενικό	

άτομο	και	πραγματοποιήθηκαν	 τέσσερις	αραιώσεις	 (1/5,	 1/25,	 1/125,	 1/625)	

Από	κάθε	αραίωση	φορτώθηκαν	5μl	στην	qPCR.,	 και	κάθε	αραίωση	προέκυψε	

αραιώνοντας	4μl	της	προηγούμενης	σε	16μl	Η2Ο	(τελικός	όγκος	20μl).		

	Στον	19ο	κύκλο	εμφανίστηκε	η	αραίωση	1/100	της	E.	coli	και	η	αραίωση	

1/25	 του	 οισοφαγικού	 θύλακα.	 Συνεπώς,	 αφού	 η	 1/100	 αραίωση	 έχει	 40.000	

κύτταρα	τόσα	έχουν	τα	5μl	της	1/25	αραίωσης	που	σημαίνει	ότι	τα	αρχικά	20μl	

της	 αραίωσης	 αυτής	 είναι	 160.000	 κύτταρα	 και	 πηγαίνοντας	 πίσω	 στις	

αραιώσεις	 καταλήγουμε	 στο	 αρχικό	 παρασκεύασμα	 που	 ήταν	 ολόκληρος	 ο	

οισοφαγικός	θύλακας	που	περιείχε		περίπου	2.400.000	βακτήρια.	

	

	

3.4	 Ανάπτυξη	 μεθόδου	 για	 την	 μετάδοση	 της	 Erwinia	 απο	

πληθυσμούς	αγρίου	τύπου	στον	εργαστηριακό	πληθυσμό	

Οι	μέθοδοι	που	χρησιμοποιήθηκαν	για	την	μετάδοση	ήταν	οι	ακόλουθες:	

1.	Επώαση	αυγών	με	gastric	caecas		W.T	

Με	αυτή	την	προσέγγιση	προσπαθήσαμε		να	εισάγουμε	την	Erwinia	dacicola	στο	

αναπτυξιακό	στάδιο	του	αυγού	με	τη	χρήση	των	gastric	caeca.	Πιο	συγκεκριμένα	

γνωρίζαμε	από	την	βιβλιογραφία	(Capuzzo	et	al.,	2005;	Sachetti	et	al.,	2008)	ότι	

η	Erwinia	dacicola	βρίσκεται	στον	ωοθέτη	των	θηλυκών	και	στα	αυγά	κοντά	στη	

μικροπύλη.	 Υποστηρίζεται	 λοιπόν	 ότι	 το	 θηλυκό	 «ψεκάζει»	 το	 αυγό	 αφού	 το	
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γεννήσει	με	τα	βακτήρια	που	βρίσκονται	στον	ωοθέτη	της	και	τα	βακτήρια	στη	

συνέχεια	εισέρχονται	μέσω	της	μικροπύλης.	Έτσι	επώαζοντας	gastric	caeca	που	

περιέχουν	 βακτήρια	 (και	 κατά	 την	 απομόνωση	 τους	 έχουν	 δημιουργηθεί	

ρήγματα)	 με	 αυγά	 θα	 μπορούσε	 να	 μεταφερθεί	 η	 Erwinia.	 Το	 πείραμα	

πραγματοποιήθηκε	2	φορές	 με	 διαφορετικούς	αριθμούς	αυγών.	Οι	προνύμφες	

που	 προέκυψαν	 και	 από	 τα	 δύο	 πειράματα	 χρησιμοποιήθηκαν	 μισές	 για	 DNA	

extraction	 και	 ελέχθηκαν	 με	 primers	 (Erd_23S)	 για	 την	παρουσία	 της	Erwinia,	

όπου	και	βρέθηκαν	αρνητικές	(Εικόνα	15)	και	από	τις	υπόλοιπες	απομονώθηκαν	

gastric	 caeca,	 πραγματοποιήθηκε	 χρώση	 για	 DNA	 και	 παρατηρήθηκαν	 σε	

μικροσκόπιο,	όπου	δεν	εντοπίστηκαν	βακτήρια	(Εικονα	16).		

	
Εικόνα	 15.	 Πήκτωμα	 1.5%	 αγαρόζης	 με	 δύο	 δείγματα	 ατόμων	 (1,	 2)	 που	 είχαν	
επωαστεί	με	gastric	caeca	W.T	πληθυσμού	που	ελέχθησαν	με	τους	Ed_qrecA	primers	για	
την	 παρουσία	 Erwinia,	 οι	 οποιοί	 δίνουν	 προϊόν	 446bp.	 Ως	 θετικό	 δείγμα	 (+)	
χρησιμοποιήσαμε	άτομο	από	τον	πληθυσμό	W.T	και	ως	αρνητικό	(-)	dH2O.	Με	κόκκινο	
βέλος	σημαίνονται	τα	500bp.	
	

2.	Συμβίωση	πληθυσμού	W.T	με	εργαστηριακό	πληθυσμό	

Το	πείραμα	 αυτό	 βασίστηκε	 στην	 εργασία	 της	 Estes	 και	 των	 συνεργατών	 της	

(2014),	σύμφωνα	με	την	οποία	η	συμβίωση	του	εργαστηριακού	πληθυσμού	με	

αρσενικά	πληθυσμού	της	φύσης	(αν	τοποθετούσαμε	και	θηλυκά	άτομα	θα	ήταν	

φυσιολογικό	 να	 μεταδοθεί)	 μπορεί	 να	 οδηγήσει	 σε	 οριζόντια	 μεταφορά	 του	

βακτηρίου	μέσω	συμβίωσης	(κοινή	τροφή	και	νερό)	και	της	κοπροφαγίας.	Έτσι	

αφού	 δημιουργήσαμε	 έναν	 τέτοιο	 πληθυσμό	 (αρσενικά	 W.T	 και	 θηλυκά	 και	

αρσενικά	 L.P)	 τον	 διατηρήσαμε	 επί	 3	 γενιές	 και	 στη	 συνέχεια	 ελέγξαμε	 ένα	

μείγμα	 αρσενικών	 και	 θηλυκών	 ατόμων	 της	 τελευταίας	 γενιάς	 με	 τη	 βοήθεια	

διαγωνστικής	PCR.	Όπως	φαίνεται	και	στην	Εικόνα	17	δεν	εντοπίστηκε	Erwinia	
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(primers	Erd_recA)	σε	κανένα	από	τα	δείγματα	που	ελέχθησαν.	(παρουσιάζεται	

μόνο	το	ένα	δείγμα).	

	
Εικόνα	16.	Τμήμα	από	ένα	gastric	caeca	που	απομονώθηκε	από	τά	ενήλικα	άτομα	που	
έιχαν	 επωαστεί	 με	 gastric	 caeca	W.T	 ατόμων.	 Το	 παρασκεύασμα	 έχει	 υποστεί	 χρώση	
που	βάφει	το	DNA.	Τα	μπλέ	στρογγυλά	που	φαίνονται	είναι	οι	πυρήνες	από	τα	κύτταρα	
του	δάκου,	ενώ	δεν	εντοπίζονται	βακτήριακά	κύτταρα.	
	

	

	
Εικόνα	 17	Gel	1.5	%	αγαρόζης	στο	οποίο	υπάρχει	 δείγμα	του	L.P	πληθυσμού	της	F1	
γενιάς	 που	 είχε	 συμβιώσει	 με	 αρσενικά	 άτομα	 του	 W.T	 πληθυσμού.	 Οι	 primers	 που	
χρησιμοποιήθηκαν	 ήταν	 οι	 Ed_recA	 που	 δίνουν	 προϊόν	 309bp.	 Ο	 μάρτυρας	 είναι	 ο	
GeneRuler.	
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3.	Feeding	εργαστηριακού	πληθυσμού	με	οισοφαγικούς	θύλακες	από	W.T	

πληθυσμό	

Σε	200	άτομα	που	είχαν	αφεθεί	χωρίς	τροφή	και	νερό	για	48h	και	στη	συνέχεια	

τοποθετήθηκε	 ως	 μόνη	 πηγή	 	 τροφής	 μια	 σταγόνα	 PBS	 με	 10	 οισοφαγικούς	

θύλακες	 από	 ενήλικα	 W.T	 άτομα	 και	 ένα	 τρυβλίο	 με	 ένα	 χαρτί	 Whatman	

εμποτισμένο	 με	 απιονισμένο	 H2O	 και	 άλλους	 10	 οισοφαγικούς	 θύλακες.	

Ελέγξαμε	άτομα	τόσο	από	την	F1	γενιά	όσο	και	από	την	F2.	Στην	πρώτη	γενιά	

στην	 PCR	 υπήρχε	 ένα	 αχνό	 σήμα	 αλλά	 στην	 επόμενη	 γενιά	 δεν	 υπήρχε	 καμία	

ένδειξη	για	Erwinia.		

	

4.	Μικροενέσεις	

Πραγματοποιήθηκαν	4	διαφορετικά	 είδη	μικροενέσεων.	Οι	διαφορά	τους	ήταν	

τόσο	στο	όργανο	«δότη»	της	Erwinia	από	τον	W.T	πληθυσμό	όσο	και	στο	σημείο	

που	γινόταν	η	ένεση	στα	θηλυκά	του	L.P	πληθυσμού.	Στον	πίνακα	14	φαίνονται	

αναλυτικά	 όλα	 τα	 είδη	 ενέσεων	 που	 πραγματοποιήθηκαν	 μαζί	 με	 τον	 αριθμό	

θηλυκών	στα	οποία	έγιναν,	τον	αριθμό	των	επιζώντων	θηλυκών	και	τέλος	των	

αριθμό	 αυτών	 που	 άφησαν	 απογόνους.	 Τα	 θηλυκά	 αυτά	 τοποθετούνταν	 σε	

διασταυρώσεις	 και	 μόλις	 απεβίωναν	 ελέγχονταν	 με	 διαγνωστική	 PCR	 για	 την	

παρουσία	 της	 Erwinia.	 Όλοι	 οι	 θηλυκοί	 απόγονοι	 των	 θετικών	 δειγμάτων	

τοποθετούνταν	ξανά	σε	διασταύρωση.		

	
Πίνακας	14.	Ενέσεις	για	την	εισαγωγή	της	Erwinia	σε	L.P	θηλυκά		
 

Ένεση	 Αριθμός	

Ενεμένων	

Επιζώντες	 Άφησαν	απογόνους	

Gastric	caecas	

σε	έντερο	

30	 21	 16	

Οισοφαγικός	

θύλακας	σε	

έντερο	

11	 9	 1	

Οισοφαγικός	

θύλακας	σε	

θώρακα	

10	 7	 5	
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Οισοφαγικός	

θύλακας	σε	

κεφάλι	

19	 8	 6	

	

Έτσι	λοιπόν	ελέγχαμε	τόσο	τις	μητέρες	μετά	το	τέλος	κάθε	διασταύρωσης	αλλά	

και	τους	απογόνους	του.	Ελέγχαμε	ένα	μέρος	των	αρσενικών	ατόμων	και	όλους	

τους	θηλυκόυς	αφού	διασταυρωνόντουσαν	και	απεβίωναν.	 	Στις	εικόνες	19-21	

παρουσιάζεται	ένα	αντιπροσωπευτικό	δείγμα	των	ατόμων	που	ελέχθησαν	από	

κάθε	είδος	μικροένεσης.	

		

	
Εικόνα	 19.	 Άτομα	 της	 F1,F2	 και	 F3	 γενιάς	 από	 θηλυκές	 που	 έιχαν	 ενεθεί	 με	 gastric	
caeca	στο	 έντερο.	Κάθε	δείγμα	 είναι	 ένα	θηλυκό	άτομο.	Η	PCR	πραγματοποιήθηκε	με	
τους	primers	Ed_recA	οι	οποίοι	δίνουν	προϊόν	309bp.	Ο	μάρτυρας	και	στις	δύο	εικόνες	
είναι	ο	GeneRuler	και	το		πήκτωμα1.5%	αγαρόζη	
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Εικόνα	20.	Η	F2	γενιά	των	ατόμων	με	ένεση	οισοφαγικού	θύλακα	σε	κεφάλι	και	η	F1	
γενιά	 του	 θηλυκού	 με	 ένεση	 οισοφαγικού	 θύλακα	 στο	 έντερο.	 Κάθε	 δείγμα	 είναι	 ένα	
θηλυκό	 άτομο.	 Η	 PCR	 πραγματοποιήθηκε	 με	 τους	 primers	 Ed_recA	 οι	 οποίοι	 δίνουν	
προϊόν	309bp.	Ο	μάρτυρας	είναι	ο	GeneRuler	και	το	πήκτωμα	1.5%	αγαρόζη.	
	

	
Εικόνα	 21.	 Τα	 ενεμένα	 θηλυκά	 με	 οισοφαγικούς	 θύλακες	 στον	 θώρακα.	
Παρουσιάζονται	 2	 από	 τα	 συνολικά	 3	 θετικά	 δείγματα	 που	 υπήρχαν.	 Η	 PCR	
πραγματοποιήθηκε	όπως	στην	εικόνα	19.	
	

Με	το	πέρασμα	των	γενιών	διαπιστώσαμε	ότι	το	καλύτερο	είδος	ενέσεων	

ήταν	αυτό	που	πραγματοποίηθηκε	με	οισοφαγικό	θύλακα	από	W.T	άτομα	στο	

κεφάλι	L.P	θηλυκών	ατόμων.	Διότι	παρά	το	γεγονός	ότι	είχε	μικρότερη	αναλογία	

επιζώντων/ενεμένων	 αλλά	 και	 μικρότερη	 αναλογία	 με	 άτομα	 με	

απογόνους/ενεμένα	 άτομα,	 τα	 λίγα	 αυτά	 άτομα	 που	 προέκυψαν	 άφηναν	

μεγαλύτερο	αριθμό	απογόνων	και	έδιναν	σταθερά	σε	όλες	τις	γενιές	μολυσμένα	

άτομα	με	έντονη	ζώνη	στην	διαγνωστική	PCR.	

	

	

3.5	Αλληλεπίδραση	Erwinia-Wolbachia	

Μόλις	καταλήξαμε	στην	επιλογή	της	κατάλληλης	μεθόδου	για	την	εισαγωγή	της	

Erwinia	 dacicola	 στον	 εργαστηριακό	 L.P	 πληθυσμό	 πραγματοποιήσαμε	

αντίστοιχες	ενέσεις	σε	θηλυκά	άτομα	του	INF_W	πληθυσμού.	Οι	ενέσεις	λοιπόν	

πραγματοποίηθηκαν	 με	 οισοφαγικό	 θύλακα	 από	 W.T	 άτομα	 στο	 κεφάλι	 από	

θηλυκά	 του	 INF_W	 πληθυσμού.	 Ο	 αριθμός	 των	 ενέσεων,	 οι	 επιζώντες	 και	 ο	



	 49	

αριθμός	αυτών	που	άφησαν	απογόνους	φαίνονται	στον	πίνακα	15.	Στις	Εικόνες	

22	και	23	φαίνεται	ο	έλεγχος	όλης	της	F0	γενιάς	των	ενεμένων	INF.W	ατόμων	με	

Erwinia.	 Στην	 Εικόνα	 22	 εμφανίζεται	 ο	 έλεγχος	 για	 την	 παρουσία	 της	Erwinia	

και	 στην	 Εικόνα	 23	 ο	 έλεγχος	 για	 την	 παρουσία	 του	Wolbachia.	 Στις	 αμέσως	

επόμενες	εικόνες	24	και	25	εμφανίζονται	οι	αντίστοιχοι	έλεγχοι	που	έγιναν	στην	

F3	γενιά.	

	

	
Πίνακας	15.	Ενέσεις	για	την	εισαγωγή	της	Erwinia	σε	INF_W	θηλυκά	
	

Ενέσεις	 Αριθμός	Ενεμένων	 Επιζώντες	 Άφησαν	

απογόνους	

Οισοφαγικό	

θύλακα	σε	INF_W	

θηλυκά	

20	 14	 9	

	

	

	

	
Εικόνα	22.	Τα	ενεμένα	θηλυκά	του	INF.W	πληθυσμού	με	οισοφαγικούς	θύλακες	στον	
κεφάλι	 ελέχθησαν	 για	 την	 παρουσία	 Erwinia.	 Η	 PCR	 πραγματοποιήθηκε	 όπως	 στην	
εικόνα	19.	
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Εικόνα	23.	Τα	ενεμένα	θηλυκά	του	INF.W	πληθυσμού	με	οισοφαγικούς	θύλακες	στον	
κεφάλι	 ελέχθησαν	 για	 την	 παρουσία	Wolbachia.	 Η	 PCR	 πραγματοποιήθηκε	 με	 τους	
primers	wspec	primers	οι	οποίοι	δίνουν	προϊόν	438bp.	Ο	ladder	είναι	ο	GeneRuler	και	
το	Gel	1.5%	αγαρόζη.	

	

	

	

	
Εικόνα	 24.	 Η	 F3	 γενιά	 των	 ενεμένων	 INF.W	 με	 Erwinia	 ελέχθησε	 για	 την	 παρουσία	
Erwinia	και	στο	gel	φαίνονται	ενδεικτικά	κάποια	δείγματα.	Η	PCR	πραγματοποιήθηκε	
όπως	στην	εικόνα	19.	
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Εικόνα	 25.	 Η	 F3	 γενιά	 των	 ενεμένων	 INF.W	 με	 Erwinia	 ελέχθησε	 για	 την	 παρουσία	
Wolbachia	 και	 στο	 gel	 φαίνονται	 ενδεικτικά	 κάποια	 δείγματα.	 Η	 PCR	
πραγματοποιήθηκε	όπως	στην	εικόνα	23.	
	

Ομοίως	 ακολούθησαν	 έλεγχοι	 και	 για	 τις	 υπόλοιπες	 γενιές	 ως	 την	 F6	

(Εικόνες	 26-28).	 Στον	 τελευταίο	 έλεγχο	 όπως	 φαίνεται	 και	 από	 τις	 εικόνες	

παρατηρήθηκε	 η	 έλλειψη	 των	βακτηρίων	 της	Erwinia	και	 του	Wolbachia	 στον	

διπλό	πληθυσμό	και	απουσία	της	Erwinia	στον	πληθυσμό	control	.	

Μαζί	με	τις	δύο	διαγνωστικές	PCR	για	Erwinia	και	Wolbachia	κάθε	άτομο	

ελεγχόταν	 και	 με	 primers	 για	 την	 ακτίνη	 του	 δάκου	 (βλ.	 Πίνακα	 10)	ώστε	 να	

γίνει	κανονικοποίηση	των	αποτελεσμάτων	αλλά	και	έλεγχος	της	ποιότητας	του	

extracted	DNA.	

	
Εικόνα	 26.	 Η	 F6	 γενιά	 του	 πληθυσμού	 control	 μόνο	 με	 Erwinia	 και	 του	 πληθυσμού		
ενεμένων	INF.W	με	Erwinia	ελέχθησε	με	primers	για	την	ακτίνη	του	δάκου	και	στο	gel	
φαίνονται	 ενδεικτικά	 κάποια	 δείγματα.	 Η	 PCR	 πραγματοποιήθηκε	 με	 τους	 primers	
Β.Ο_Actin	οι	οποίοι	δίνουν	προϊόν	159bp.	Ο	ladder	είναι	ο	100bp	Ruler	και	το	πήκτωμα	
1.5%	αγαρόζη	
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Εικόνα	27.	Η	F6	γενιά	του	πληθυσμού		control	και	του	πληθυσμού	ενεμένων	INF.W	με	
Erwinia	 ελέχθησε	για	 την	παρουσία	Erwinia	 και	στο	gel	φαίνονται	 ενδεικτικά	κάποια	
δείγματα.	Η	PCR	πραγματοποιήθηκε	όπως	στην	εικόνα	19	Ο	ladder	είναι	ο	100bp	Ruler	
και	το	πήκτωμα	1.5%	αγαρόζη.	Με	αστερίσκο	σημειώνεται	το	δείγμα	που	δεν	εμφάνισε	
ζώνη	ούτε	στην	PCR	με	ακτίνη.	
	

	
Εικόνα	 28.	 Η	 F6	 γενιά	 των	 ενεμένων	 INF.W	 με	 Erwinia	 ελέχθησε	 για	 την	 παρουσία	
Wolbachia	 και	 στο	 gel	 φαίνονται	 ενδεικτικά	 κάποια	 δείγματα.	 Η	 PCR	
πραγματοποιήθηκε	όπως	στην	εικόνα	23.	Με	αστερίσκο	σημειώνεται	το	δείγμα	που	δεν	
εμφάνισε	ζώνη	ούτε	στην	PCR	με	ακτίνη.	
	

	

3.6	Δημιουργία	πληθυσμού	με	νέα	στελέχη	Wolbachia	

Άλλος	 ένας	 στόχος	 του	 project	 ήταν	 η	 δημιουργία	 ενός	 νέου	 εργαστηριακού	

πληθυσμού	με	Wolbachia.	Για	τον	λόγο	αυτό	τοποθετήθηκαν	παγίδες	σε	σημεία	

του	νομού	Ηρακλείου	και	συλλέχθησαν	πληθυσμοί	Drosophila	(Πίνακας	16).	
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Όλοι	 οι	 πληθυσμοί	 αυτοί	 ελέχθησαν	 με	 PCR	 για	 να	 εντοπίσουμε	 όσους	

διέθεταν	Wolbachia	με	τους	universal	primers.	Από	τους	πληθυσμούς	αυτούς	οι	

θετικοί	ήταν	μόνο	αυτοί	που	φαίνονται	στον	πίνακα	16.	

	
Πίνακας	 16.	 Πληθυσμοί	 που	 συλλέχθησαν	 από	 κάθε	 περιοχή	 που	 τοποθετήσαμε	
παγίδες		
	

Περιοχή	 Πληθυσμοί	που	βρέθηκαν	

Σκαλάνι	 Α	

Κνωσός	 Β	

Γούβες	 C1,C2,C3,Da,Db	

Καλλθέα	 E	

Πλώρα	 Fa,Fb	

	

	

Πίνακας	17.	Πληθυσμοί	που	περιείχαν	Wolbachia.	
	

Περιοχή	 Θετικοί	Πληθυσμοί	

Σκαλάνι	 Α	

Γούβες	 C1,C2,C3	

Καλλθέα	 E	

Πλώρα	 Fa	

	

	

3.6.1	Αλληλούχιση	των	πληθυσμών	της	Κρήτης	
Τα	 αποτελέσματα	 του	 sequencing	 μας	 έδωσαν	 την	 αλληλουχία	 ~603bp	 του	

γονιδίου	wsp.	 Από	 την	 ανάλυση	 προέκυψαν	 τα	 αποτελέσματα	 του	 πίνακα	 18	

όπου	 φαίνεται	 πως	 οι	 3	 περιοχές	 Γούβες,	 Καλλιθέα	 και	 Πλώρα	 είχαν	

πληθυσμούς	με	το	 ίδιο	στέλεχος	Wolbachia,	το	wRi	και	το	Σκαλάνι	περιείχε	το	

wMel	στέλεχος.	

	
Πίνακας	18.	Στελέχη	Wolbachia	που	βρέθηκαν	μετά	την	ανάλυση	του	sequencing		
	

Περιοχή	 Στέλεχος	που	ταυτοποιήθηκε	
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Σκαλάνι	(A)	 wMel	

Γούβες	(C1,C2,C3)	 wRi	

Καλλιθέα	(E)	 wRi	

Πλώρα	(Fa)	 wRi	

	

	

3.6.2	 Eνέσεις	 για	 εισαγωγή	 Wolbachia	 σε	 εργαστηριακούς	

πληθυσμούς	δάκου	
Η	 δημιουργία	 του	 εργαστηριακού	 πληθυσμού	 με	 τα	 2	 νέα	 στελέχη	Wolbachia	

έγινε	με	τον	ίδιο	τρόπο	που	είχαν	περιγράψει	η	Αποστολάκη	και	οι	συνάδελφοι	

της	το	2011.	Πιο	συγκεκριμένα	πραγματοποιήθηκαν	ενέσεις	σε	έμβρυα	δάκου	με	

το	 κυτταρόπλασμα	 από	 έμβρυα	 Drosophila.	 Στον	 Πίνακα	 19	 φαίνεται	 μόνο	 ο	

αριθμός	 των	 θηλυκών	 ατόμων	 που	 επιβίωσαν	 και	 τοποθετήθηκαν	 σε	

διασταυρώσεις.		

	
Πίνακας	19.	Αριθμός	εμβρύων	που	επιβίωσαν	και	ήταν	θηλυκά	και	τοποθετήθηκαν	σε	
διασταυρώσεις	
	

Στέλεχος	 Αριθμός	Θηλυκών	Εμβρύων	που	

επιβίωσαν	

wMel	 82	

wRi	 83	

	

Κάθε	 θηλυκό	 ελεγχόταν	 μόλις	 απεβίωνε.	 Ενδεικτικά	 φαίνονται	 κάποια	

δείγματα	 που	 ελέχθησαν	 για	 το	 wMel	 στέλεχος	 (Εικόνα	 24).	 Κάθε	 δείγμα	

ελεγχόταν	τόσο	με	τους	primers	για	το	Wolbachia	αλλά	και	με	primers	για	την	

ακτίνη	του	δάκου	για	να	ελέγξουμε	και	την	ποιότητα	του	DNA.	Όπως	φαίνονται	

και	 στην	 εικόνα	 τα	 δείγματα	 ήταν	 όλα	 θετικά	 στην	 ακτίνη	 αλλά	 δεν	 υπήρχε	

καμία	 ζώνη	 για	 το	Wolbachia.	 Τα	 ίδια	 αποτελέσματα	 είχαμε	 και	 για	 το	 wRi	

στέλεχος.		
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Εικόνα	 24.	Gel	 1.5%	αγαρόζης	με	 δείγματα	 ενεμένων	θηλυκων	με	 το	wMel	στέλεχος	
όπου	αριστερά	έχουν	ελεχθεί	με	primers	ακτίνης	του	δάκου	ως	προς	την	ποιότητα	του	
DNA	και	δεξιά	έχουν	ελεχθεί	με	τους	universal	primers	wsp.	Ladder	100bp.	Το	δείγμα	με	
*	δεν	λήφθηκε	υπόψιν.	
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ	
	
Ο	 δάκος	 αποτελεί	 μονοφάγο	 έντομο	 που	 τρέφεται	 από	 τον	 ελαιόκαρπο.	 Η	

μονότονη	αυτή	 διατροφή	συνήθως	αποτελεί	 τη	 βάση	 για	 την	 δημιουργία	 μιας	

ενδοσυμβιωτικής	 σχέσης	 με	 βακτήρια	 των	 οποίων	 τα	 μεταβολικά	 μονοπάτια	

αξιοποιεί	 το	 έντομο	 για	 να	 εκμεταλλευτεί	 διατροφικούς	 πόρους	 που	 χωρίς	 τα	

μεταβολικά	 μονοπάτια	 του	 βακτηρίου	 δε	 θα	 υποστήριζαν	 την	 ανάπτυξη	 του	

εντόμου	 (Ben	 Yosef	 et	 al.,	 2010).	 Οι	 συμβιωτικές	 σχέσεις	 του	 δάκου	 και	 τα	

βακτήρια	του	εντέρου	του	έχουν	μελετηθεί	για	πάνω	από	έναν	αιώνα	(Capuzzo	

et	 al.,	 2005;	 Estes	 et	 al.,	 2009;	 Tsiropoulos,	 1983)	 και	 τα	 τελευταία	 χρόνια	ως	

κύριος	ενδοσυμβιώτης	χαρακτηρίστηκε	το	βακτήριο	Erwinia	dacicola	 (Capuzzo	

et	al.,	2005).	Η	Erwinia	dacicola	εντοπίζεται	σε	όλα	τα	στάδια	ζωής	του	δάκου,	

στο	 αυγό,	 στα	 gastic	 caeca	 στο	 στάδιο	 της	 προνύμφης,	 στους	 οισοφαγικούς	

θύλακες	και	τον	ωοθέτη	στο	ενήλικο	και	είναι	γνωστό	ότι	μεταδίδεται	από	την	

μητέρα	στους	απογόνους	της	μέσω	του	ωοθέτη	και	της	μικροπύλης	(Sacchetti,	

2008).	

Στην	 παρούσα	 εργασία	 είχαμε	 ως	 στόχο	 να	 διερευνήσουμε	 την	

δυνατότητα	 του	βακτηρίου	Wolbachia	 να	 χρησιμοποιηθεί	ως	 εργαλείο	 για	 την	

βιολογική	 καταπολέμηση	 του	 δάκου.	 Το	 Wolbachia	 είναι	 ενα	 βακτήριο	 που	

αποτελεί	 υποχρεωτικό	 ενδοκυτταρικό	παράσιτο	 το	 οποίο	 εντοπίζεται	 τόσο	σε	

σωματικούς	 όσο	 και	 σε	 αναπαραγωγικούς	 ιστούς.	 Το	Wolbachia	 μεταδίδεται	

από	τη	μητέρα	στους	απογόνους,	χειρίζεται	την	αναπαραγωγή	του	ξενιστή	του	

και	αποκτά	έτσι	τη	δυνατότητα	να	διαδίδεται	γρήγορα	μέσα	σε	ένα	πληθυσμό	

εντόμων	(Werren	et	al.,	2008;	Hoffman	et	al.,	2011;	Caragata	et	al.,	2016).	

Τα	τελευταία	χρόνια	το	Wolbachia	έχει	έρθει	στο	επίκεντρο	της	έρευνας	

για	την	εφαρμογή	του	στον	έλεγχο	του	δάγγειου	ιού,	του	ιού	Chikungunya	αλλά	

και	 του	 πλασμώδιου	 που	 είναι	 φορέας	 της	 ελονοσίας	 (Moreira	 et	 al.,	 2009,	

Blagrove	 et	 al.,	 2012;	 Aliota	 et	 al.,	 2016).	 Επίσης	 το	 Wolbachia	 μπορεί	 να	

επηρεάσει	 τον	 ξενιστή	 του	 με	 την	 επαγωγή	 της	 κυτταροπλασματικής	

ασυμβατότητας	 που	 οδηγεί	 σε	 εμβρυϊκή	 θνησιμότητα,	 γεγονός	 που	 βρίσκει	

εφαρμογή	 στον	 έλεγχο	 πληθυσμών	 εχθρών	 καλλιεργειών.	 Μια	 εφαρμογή	 έχει	

πραγματοποιηθεί	 στο	Ceratitis	capitata	 με	 μόλυνση	 του	με	 το	στέλεχος	wCer2	
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και	wCer4	 οδηγεί	 στην	 επαγωγή	 του	 CI	 και	 σε	 πειράματα	 σε	 εργαστηριακούς	

πληθυσμούς	 υπήρχε	 μείωση	 του	 πληθυσμού	 ως	 και	 99%	 (για	 το	 wCer2	

στέλεχος)	(Zabalou	et	al.,	2004).	

Είχαμε	 ως	 στόχο,	 να	 διερευνήσουμε	 την	 πιθανή	 αλληλεπίδραση	 του	

ενδοσυμβιωτικού	 βακτηρίου	 του	 δάκου	 της	Erwinia	dacicola	 με	 το	Wolbachia.	

Μια	 τέτοια	 αλληλεπίδραση	 θα	 οδηγούσε	 στην	 δημιουργία	 αποσυμβιωτικού	

δάκου,	 ο	 οποίος	 λόγω	 της	 έλλειψης	 της	 Erwinia	 dacicola	 δε	 θα	 μπορούσε	 να	

τραφεί	 πλέον	 από	 τις	 ανώριμες	 πράσινες	 ελιές.	 Η	 διάδοση	 ενός	 τέτοιου	

πληθυσμού	 στο	 πεδίο	 την	 κατάλληλη	 χρονική	 στιγμή	 που	 θα	 συνυπήρχαν	

πράσινες	ανώριμες	ελιές	και	μαύρες	ώριμες	ελιές	θα	οδηγούσε	στην	εξάπλωση	

του	 πληθυσμού	 καθώς	 η	 γενιά	 των	 αποσυμβιωτικών	 δάκων	 θα	 μπορούσε	 να	

τραφεί	 από	 την	 ώριμη	 ελιά	 αλλά	 και	 ταυτόχρονη	 μείωση	 του	 καθώς	 όλες	 οι	

αποσυμβιωτικές	 προνύμφες	 που	 βρίσκονταν	 σε	 ανώριμες	 ελιές	 δε	 θα	

μπορούσαν	να	επιβιώσουν.		

Ο	δεύτερος	στόχος	που	είχαμε	ήταν	να	εκμεταλλευτούμε	την	 ικανότητα	

του	Wolbachia	 να	 επάγει	 κυτταροπλασματική	 ασυμβατότητα	 (CI)	 που	 οδηγεί	

τόσο	 σε	 γρήγορη	 εξάπλωση	 του	 στον	 πληθυσμό	 λόγω	 του	 επιλεκτικού	

πλεονεκτήματος	 των	 θηλυκών	 με	 Wolbachia	 έναντι	 των	 μη	 μολυσμένων	

θηλυκών	 όσο	 και	 σε	 εμβρυική	 θνησιμότητα	 με	 αποτέλεσμα	 τη	 σημαντική	

μείωση	του	μεγέθους	του	πληθυσμού.		

Με	αυτούς	τους	δύο	στόχος	υπόψιν	μας	σχεδιάστηκαν	πειράματα	αρχικά	

για	 τον	 καλύτερο	 χαρακτηρισμό	 της	Erwinia	 και	 στη	συνέχεια	 για	 την	 εύρεση	

του	 κατάλληλου	 στελέχους	Wolbachia	 που	 θα	 μπορούσε	 να	 ανταπεξέλθει	 στο	

κλίματικό	περιβάλλον	της	Κρήτης	για	την	μελλοντική	εφαρμογή	στο	πεδίο.	

	
	
4.1	Erwinia:	μετάδοση,	εντοπισμός,	ποσοτικοποίηση	

Για	 την	 επιβεβαίωση	της	θεωρίας	ότι	Erwinia	dacicola	 μεταδίδεται	από	

την	μητέρα	γίνανε	διασταυρώσεις	οι	οποίες	επιβεβαίωσαν	το	μητρικό	πρότυπο	

μετάδοσης	που	είχε	προταθεί.		

Ο	 εντοπισμός	 την	Erwinia	 στους	 οισοφαγικούς	 θύλακες	 έγινε	 με	 χρήση	

μικροσκοπίου	 και	 με	 ανοσοφθορισμό	 εντοπίσαμε	 βακτήρια	 εντός	 του	

οισοφαγικού	θύλακα	το	οποίο	σε	συνδυασμό	με	τα	αποτελέσματα	της	qPCR	που	



	 58	

πραγματοποιήθηκε	με	specific	primers	για	την	Erwinia	dacicola	μας	ταυτοποιεί	

ότι	 τα	βακτήρια	που	εντοπίστηκαν	ανήκουν	στο	είδος	Erwinia	dacicola.	Τέλος,	

μπορέσαμε	 να	 κάνουμε	 ένα	 προσεγγιστικό	 υπολογισμό	 των	 βακτηρίων	 που	

βρίσκονται	μέσα	σε	έναν	οισοφαγικό	θύλακα	ενός	ενήλικου	δάκου	περίπου	στα	

2.5	εκατομμύρια	βακτήρια.	

	

	

4.2	Εισαγωγή	Erwinia	σε	εργαστηριακά	στελέχη	δάκου	

Η	 δημιουργία	 ενός	 εργαστηριακού	 πληθυσμού	 με	 Erwinia	 ήταν	 μια	

αναγκαία	προϋπόθεση	για	την	μελέτη	της	αλληλεπίδρασης	των	δύο	βακτηρίων	

Erwinia	και	Wolbachia.	Η	Erwinia	dacicola	ως	ενδοσυμβιωτικό	βακτήριο	δεν	έχει	

καταστεί	 δυνατό	 μέχρι	 στιγμής	 να	 καλλιεργηθεί	 (Capuzzo	 et	 al.,	 2005)	 και	

ταυτόχρονα	η	συντήρηση	του	αγρίου	πληθυσμού	είναι	δύσκολη	στο	εργαστήριο	

για	 μεγάλο	 χρονικό	 διάστημα.	 Η	 μετάδοση	 και	 των	 δύο	 βακτηρίων	 μέσω	 της	

μητέρας	κατέστησε	δύσκολη	την	δημιουργία	ενός	διπλά	μολυσμένου	πληθυσμού	

καθώς	δε	θα	μπορούσαμε	απλά	να	τον	δημιουργήσουμε	μέσω	διασταυρώσεων.	

Έπρεπε	 να	 βρεθεί	 ένας	 άλλος	 τρόπος	 να	 μολύνουμε	 με	 Erwinia	 τον	

εργαστηριακό	πληθυσμό.	

	Οι	 μέθοδοι	 που	 δοκιμάσαμε	 ήταν	 αρκετές	 και	 καταλήξαμε	 στη	 χρήση	

μικροενέσεων	για	την	εισαγωγή	του	βακτηρίου	σε	ενήλικα	θηλυκά	άτομα	και	η	

καλύτερη	 μεθοδολογία	 ήταν	 η	 ένεση	 του	 ιστού	 που	 περιέχει	 στα	 ενήλικα	 τα	

βακτήρια,	δηλαδή	του	οισοφαγικου	θύλακα,	στο	κεφάλι	των	θηλυκών	ατόμων,	

στο	μέρος	όπου	βρίσκεται	φυσιολογικά	ο	ιστός.	

Οι	 μικροενέσεις	 αυτές	 πραγματοποιήθηκαν	 αρχικά	 στον	 εργαστηριακό	

πληθυσμό	 που	 δεν	 διέθετε	 βακτήρια	 (L.L),	 λόγω	 παλιότερης	 μεταχείρησης	 με	

αντιβιοτικά,	 για	 την	 αρχική	 δοκιμή	 της	 μεθόδου	 και	 στην	 συνέχεια	

πραγματοποιήθηκαν	 στον	 INF.W	 πληθυσμό	 για	 να	 παρατηρήσουμε	 την	

συμβίωση	 των	 δύο	 βακτηρίων	 και	 την	 πιθανή	 αλληλεπίδραση	 τους	 ανα	 τις	

γενιές.	
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4.3	Βιοτεχνολογική	καταπολέμηση	του	δάκου	

Ένας	επιπλέον	στόχος	ήταν	η	διερεύνηση	των	εφαρμογών	του	Wolbachia	

για	 την	 καταπολέμηση	 του	 δάκου.	 Χρησιμοποιήσαμε	 για	 τα	 αρχικά	 μας	

πειράματα	τον	πληθυσμό	(INF.W)	για	να	οργανώσουμε	τη	μεθοδολογία	που	θα	

ακολουθούσαμε	 και	 να	 ελέγξουμε	 αν	 υπήρχε	 κάποια	 τυχόν	 αλληλεπίδραση	 με	

την	Erwinia.	Είχαμε	ως	δεύτερο	στόχο	να	εντοπίσουμε	νέα	στελέχη	Wolbachia,	

να	 επαναλάβουμε	 τις	 μικροενέσεις	 με	Erwinia	 αλλά	και	 να	 ελεγξουμε	 την	 ισχύ	

του	CI	που	προκαλεί	το	κάθε	νέο	στέλεχος.		

Πιο	συγκεκριμένα	το	αρχικό	μας	στέλεχος	Wolbachia	 δεν	ήταν	σταθερό	

σε	 υψηλές	 θερμοκρασίες	 που	 επικρατούν	 το	 καλοκαίρι	 όταν	 ξεκινά	 και	 η	

περίοδος	ωοτοκίας	του	δάκου,	γεγονός	που	το	κατέστησε	ακατάλληλο	για	την	

εφαρμογή	 του	 IIT	 στο	 περιβάλλον	 της	 Κρήτης.	 Επίσης	 σε	 κάποια	

προκαταρκτικά	πειράματα	είδαμε	πως	η	επαγωγή	του	CI	στον	πληθυσμό	αυτό	

(όταν	διασταυρωθεί	με	άτομα	που	δε	φέρουν	Wolbachia)	δεν	είναι	τόσο	ισχυρή.	

Αυτοί	 ήταν	 και	 οι	 σημαντικότεροι	 λόγοι	 που	 θέσαμε	ως	 στόχο	 στην	 παρούσα	

εργασία	 να	 βρούμε	 νέα	 στελέχη	 Wolbachia	 από	 φυσικούς	 πληθυσμούς	 της	

Κρήτης		

Τα	στελέχη	που	βρέθηκαν	ήταν	το	wMel	σε	πληθυσμούς	Drosophila	από	

το	Σκαλάνι	και	το	wRi	σε	πληθυσμούς	Drosophila	από	τις	Γούβες,	την	Πλώρα	και	

την	Καλλιθέα.	Στη	συνέχεια	πραγματοποιήθηκαν	μικροενέσεις	σε	έμβρυα	δάκου	

και	με	το	στέλεχος	wMel	και	με	το	στέλεχος	wRi	από	την	Πλώρα.	Η	επιλογή	του	

πληθυσμού	 της	 Πλώρας	 έναντι	 των	 άλλων	 δύο	 περιοχών	 έγινε	 λόγω	 των	

υψηλότερων	 θερμοκρασιών	 που	 επικρατούν	 στην	 περιοχή	 και	 που	 ίσως	 θα	

καθιστούσαν	πιο	ανθεκτικό	στις	υψηλές	θερμοκρασίες	το	Wolbachia.	Ο	αριθμός	

των	ατόμων	που	επιβίωσαν	(και	ήταν	θηλυκά)	των	μικροενέσεων	(Πίνακας	19)	

ήταν	συνολικά	165	αλλά	σε	κανένα	από	αυτά	τα	θηλυκά	άτομα	δεν	εντοπίστηκε	

το	Wolbachia.	 Σε	 αντίστοιχα	 πειράματα	 που	 είχαν	 γίνει	 από	 την	 Αποστολάκη	

(2011)	ο	αριθμός	των	θηλυκών	που	επιβίωσαν	ήταν	55	και	από	αυτά	μόλις	στα	

2	 υπήρχε	 μόλυνση	 με	Wolbachia.	 Είναι	 φανερό	 λοιπόν,	 ότι	 η	 διαδικασία	 των	

μικροενέσεων	 για	 τη	 δημιουργία	 ενός	 νέου	 πληθυσμού	 με	Wolbachia	 απαιτεί	

μεγάλο	αριθμό	μικροενέσεων	και	 δίνει	 μικρό	ποσοστό	 επιτυχημένης	 μόλυνσης	

και	για	αυτό	θα	πρέπει	να	επαναληφθεί	σε	μεγαλύτερη	κλίμακα.		
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4.3.1	Αλληλεπίδραση	Erwinia-Wolbachia	

	 Στην	περίπτωση	του	δάκου	μια	πιθανή	αλληλεπίδραση	του	Wolbachia	με	

το	 ενδοσυμβιωτικό	 βακτήριο	 Erwinia	 dacicola	 θα	 μπορούσε	 να	 οδηγήσει	 στη	

δημιουργία	 ενός	 αποσυμβιωτικού	 πληθυσμού	 στη	 φύση.	 Οι	 αποσυμβιωτικές	

προνύμφες	αυτού	του	πληθυσμού	δε	θα	μπορούν	να	τραφούν	με	 τις	πράσινες	

ανώριμες	ελιές	μειώνοντας	έτσι	κατα	μεγάλο	βαθμό	την	ζημιά	που	προκαλείται	

στην	παραγωγή.	Μια	τέτοια	προσέγγιση	σε	συνδυασμό	με	νωρίτερη	συγκομιδή	

του	 καρπού	 (αρχές	 Οκτώβρη	 όπως	 συμβαίνει	 στις	 περισσότερς	

ελαιοπαραγωγικές	 χώρες	 πλην	 της	 Ελλάδας)	 θα	 μπορούσε	 να	 μειώσει	 τις	

οικονομικές	απώλειες	από	την	προσβολή	του	δάκου.	

	Το	 πρώτο	 βήμα	 ήταν	 να	 δημιουργηθεί	 ο	 διπλά	 μολυσμένος	

εργαστηριακός	 πληθυσμός	 και	 να	 ελεχθεί	 αν	 το	 Wolbachia	 επηρεάζει	 την	

παρουσία	της	Erwinia.	Η	πρώτη	δοκιμή	έγινε	με	τον	υπάρχων	πληθυσμό	INF.W	

και	τις	μικροενέσεις	με	Erwinia	όπου	δεν	παρατηρήθηκε	κάποια	αλληλεπίδραση	

και	 διαπιστώθηκε	 ότι	 το	 στέλεχος	 του	 Wolbachia	 εμφάνιζε	 αστάθεια	 στον	

πληθυσμό	όπως	 είχε	φανεί	 και	από	 τα	προκαταρκτικά	μας	πειράματα	για	 τον	

έλεγχο	 του	 πληθυσμού.	 Η	 έλλειψη	 αλληλεπίδρασης	 ωστόσο	 αφορά	 μόνο	 το	

συγκεκριμένο	 στέλεχος	Wolbachia	 που	 υπήρχε	 στον	 INF.W	 πληθυσμό	 και	 δεν	

αποτελεί	 αποτρεπτικό	 παράγοντα	 για	 την	 δοκιμή	 των	 νέων	 στελεχών	 που	

βρήκαμε	 στη	 φύση.	 Όπως	 αναφέρθηκε	 και	 παραπάνω	 η	 αλληλεπίδραση	 του	

Wolbachia	 με	τον	 ξενιστή	του	είναι	μια	μοναδική	σχέση	που	εξαρτάται	από	το	

στέλεχος	Wolbachia	και	το	είδος	του	ξενιστή	γεγονός	που	υποστηρίζεται	από	τις	

πολλές	και	διαφορετικές	επιδράσεις	που	προκαλεί	το	κάθε	στέλεχος	Wolbachia	

στους	 ξενιστές	 του	 (φυσικούς	 είτε	 μετά	 από	 τεχνητή	 μόλυνση	 μέσω	

μικροενέσεων).		

	Αυτό	που	είχε	όμως	μεγαλύτερη	σημασία	ήταν	ότι	σε	μερικά	άτομα	του	

control	 πληθυσμού	 μόνο	 με	Erwinia	φάνηκε	 να	 υπάρχει	 και	 στο	 βακτήριο	 της	

Erwinia	αστάθεια	με	το	πέρασμα	των	γενιών	(έλλειψη	της	Erwinia	σε	άτομα	της	

F6	 γενιάς,	 Εικόνα	 27),	 γεγονός	 που	 πρέπει	 να	 ληφθεί	 υπόψιν	 στις	 επόμενες	

δοκιμές	με	τα	νέα	στελέχη	Wolbachia.	

Στη	 συνέχεια	 θα	 πρέπει	 να	 πραγματοποιηθούν	 πειράματα	 σε	 μικρούς	

πληθυσμούς	 (χωρίς	Wolbachia	 αλλά	 με	 Erwinia)	 σε	 κλουβιά	 όπου	 θα	 γίνεται	
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απελευθέρωση	 θηλυκών	 ατόμων	 με	Wolbachia	ώστε	 να	 έχουμε	 μετάδοση	 της	

στην	 επόμενη	 γενιά	 και	 να	 παρατηρηθεί	 σε	 πόσες	 γενιές	 θα	πραγματοποιηθεί	

αντικατάσταση	 του	 πληθυσμού.	 Τέλος	 για	 την	 εφαρμογή	 στο	 πεδίο	 έχει	

ιδιαίτερη	 σημασία	 η	 χρονική	 περίοδος	 που	 θα	 πραγματοποιηθούν	 οι	

απελευθερώσεις	 των	 εντόμων.	 Θα	 πρέπει	 να	 γίνει	 απελευθέρωση	 θηλυκών	

ατόμων	 με	Wolbachia	 την	 χρονική	 περίοδο	 που	 συνυπάρχουν	 ώριμες	 μαύρες	

ελιές	 και	 ανώριμες	 πράσινες	 ώστε	 να	 εξασφαλιστεί	 ότι	 η	 πρώτη	 γενιά	

αποσυμβιωτικών	προνυμφών	θα	μπορεί	να	τραφεί	ώστε	να	μπορέσει	μεταδοθεί	

το	Wolbachia	στην	επόμενη	γενιά.	

	

	

4.3.2	Δάκος	και	IIT	(Incompatible	Insect	Technique)	

Το	 IIT	βασίζεται	στην	μαζική	απελευθέρωση	αρσενικών	ατόμων	με	Wolbachia	

στο	 πεδίο	 με	 σκοπό	 να	 διασταυρωθούν	 με	 θηλυκά	 του	 πεδίου	 που	 δεν	 είναι	

μολυσμένα	 με	 Wolbachia	 δίνοντας	 μη	 βιώσιμους	 απογόνους	 λόγω	 της	

ασυμβατότητας	(CI)	(Bourtzis	et	al.	1998;	Bourtzis	et	al.,	2003;	Dyck	et	al.,	2005).	

Έτσι	 μελλοντικός	 στόχος	 μετά	 τη	 δημιουργία	 των	 δύο	 εργαστηριακών	

πληθυσμών	 με	 τα	 δύο	 στελέχη	 του	 Wolbachia	 είναι	 η	 πραγματοποίηση	

διασταυρώσεων	 ελέγχου	 για	 την	 επαλήθευση	 της	 ισχυρής	 επαγωγής	 της	

κυτταροπλασματικής	 ασυμβατότητας	 και	 υπολογισμός	 του	 ποσοστού	

εμβρυϊκής	 θνησιμότητας	 που	 επάγουν	 στους	 απογόνους	 τους.	 Τέλος	

απαραίτητο	είναι	πριν	την	εφαρμογή	στο	πεδίο	να	γίνουν	πειράματα	σε	κλουβιά	

με	προσομοίωση	της	απελευθέρωσης	των	αρσενικών	ατόμων	σε	πληθυσμό	που	

δε	 διαθέτει	Wolbachia	 για	 να	 υπολογιστεί	 το	 κατώφλι	 πάνω	 από	 το	 οποίο	 οι	

απελευθερώσεις	αρσενικών	ατόμων	θα	επηρεάσουν	το	μέγεθος	του	πληθυσμού	

(Dobson	et	al.,	2002).	
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