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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η διαχείριση των αµπελώνων στην µεσογειακή λεκάνη οδηγεί στην 

δηµιουργία στρώµατος φυτικών υπολειµµάτων στην επιφάνεια του εδάφους το 

οποίο αποτελεί σηµαντικό κοµµάτι του συνολικού αγροτικού περιβάλλοντος. 

Έτσι στην παρούσα µελέτη εξετάστηκε η  διάσπαση των µυκητοκτόνων 

cyprodynil και penconazole που χρησιµοποιούνται στην αµπελοκαλλιέργεια σε 

στρώµα φυτικών υπολειµµάτων καθώς και  η επίδραση των µυκητοκτόνων 

αυτών στην λειτουργία (νιτροποίηση) και σύσταση της κοινότητας των 

βακτηριών (ΑΟΒ) και αρχαίων (ΑΟΑ) που εµπλέκονται στην οξείδωση της 

αµµωνίας. Πραγµατοποιήθηκε πείραµα µικροκόσµων µε τρεις επαναλήψεις για 

κάθε µεταχείριση µυκητοκτόνου καθώς και ένα µάρτυρα χωρίς εφαρµογή 

µυκητοκτόνων. Αµέσως µετά την εφαρµογή των µυκητοκτόνων και σε τακτά 

χρονικά διαστήµατα στην συνέχεια µελετήθηκε η διάσπαση των µυκητοκτόνων, 

η νιτροποίηση καθώς και η σύσταση της κοινότητας των ΑΟΒ και ΑΟΑ µε την 

µέθοδο µοριακής αποτύπωσης DGGE. Η διάσπαση των µυκητοκτόνων 

ακολούθησε διαφορετική πορεία µε µια σταδιακή διάσπαση για το cyprodinil ή 

µε µια αρχική υστέρηση της διάσπασης του penconazole. Παρόλα αυτά στις 

100 ηµέρες µετά την εφαρµογή παρατηρήθηκε διάσπαση του 70% των 

µυκητοκτόνων. Μέτρηση της σχετικής πιθανής νιτροποίησης έδειξε ότι τα 

µυκητοκτόνα προκάλεσαν µια προσωρινή αναστολή της νιτροποίησης η οποία 

επανήλθε στα επίπεδα του µάρτυρα µε  την διάσπαση των µυκητοκτόνων. 

Ανάλυση των µοριακών αποτυπωµάτων DGGE έδειξε ότι η εφαρµογή των 

µυκητοκτόνων δεν προκάλεσε σηµαντικές µεταβολές στην σύσταση της 

κοινότητας των ΑΟΒ και ΑΟΑ µε µοναδική εξαίρεση τις µεταβολές που 

παρουσιάστηκαν στην κοινότητα των ΑΟΒ στα δείγµατα που συλλέχθηκαν 

αµέσως µετά την εφαρµογή των µυκητοκτόνων. Αντίθετα ο χρόνος 

δειγµατοληψίας αποτέλεσε τον κύριο παράγοντα που καθορίζει την σύσταση 

της κοινότητας των ΑΟΒ και ΑΟΑ.  
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ABSTRACT 
 

One commonly applied practice in viticulture in the Mediterranean basin 

region is the maintenance of plant residues (collectively termed litter) on the 

crop ground floor. This practice has a great influence in the entire surrounding 

rural environment. In the present study, two commonly applied fungicides 

(Cyprodinil and Penconazole) in viticulture were investigated in terms of their 

effects on the vital, and non-targeted by the fungicides, nitrification related 

biological properties of litter. Nine litter covered soil microcosms were 

generated, out of which three were treated with Cyprodinil and three with 

Penconazole at the manufacturer suggested concentrations, while three were 

maintained as control. Samples were obtained in four time intervals and studied 

for fungicide degradation and potential nitrification rates. Moreover, the 

structural shifts of the ammonia oxidizing bacterial (AOB) and archaeal (AOA) 

functional groups of the litter microbial community, were studied via their 

molecular fingerprints with DGGE application on PCR products with templates 

of total DNA litter extracts. Different degradation rates were observed for each 

fungicide. Cyprodinil degradation was progressive whereas Penconazole 

degradation showed an initial delay (lag-phase). Nevertheless within 100 days 

after all application treatments the degradation of both fungicides reached 70%. 

Potential nitrification rates indicated a temporary suspension of the nitrification 

process in a correlated manner to the fungicides presence in litter. When 

fungicides dropped below their half-life values, nitrification rates of the fungicide 

treatments reached the control levels. Ecological indices derived from the 

molecular fingerprints obtained and related statistical tests, indicated that no 

significant structural shifts occurred in the litter ammonia oxidizing groups 

studied and no related attributes to the fungicide treatments could be 

extrapolated. 
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1 Νιτροποίηση 

Η νιτροποίηση αποτελεί µια αερόβια βιολογική διεργασία δύο σταδίων κατά την 

οποία νιτροποιητικά βακτήρια (ΑΟΒ) και νιτροποιητικά αρχαία (ΑΟΑ) 

οξειδώνουν αρχικά τα αµµωνιακά ιόντα σε νιτρώδη (νιτρωδωποιητικά) (Treusch 

et al.,2005) και στη συνέχεια µια άλλη οµάδα βακτηρίων που ονοµάζονται 

νιτρικοποιητικά (ΝΟΒ) µετατρέπουν περαιτέρω τα νιτρώδη σε νιτρικά. Η 

νιτροποίηση αποτελεί µια πολύ σηµαντική διεργασία για τον γεωχηµικό κύκλο 

του αζώτου και µαζί µε άλλες διεργασίες όπως η αµµωνιοποίηση και η 

απονιτροποίηση αποτελούν τις βασικές βιολογικές διεργασίες στον κύκλο του 

αζώτου. Η συµµετοχή των AOB και AOA είναι απαραίτητη για την ολοκλήρωση 

του κύκλου του Ν στο έδαφος αλλά (Kowalchuk & Stephen, 2001) και κατ’ 

επέκταση στα οργανικά φυτικά υπολείµµατα.  

Στο πρώτο βήµα της νιτροποίησης η αµµωνία οξειδώνεται σε νιτρώδη από 

ΑΟΒ και ΑΟΑ σύµφωνα µε την αντίδραση: 

 

Σύµφωνα µε τους Kowalchuk & Stephen (2001) το πρώτο βήµα της διεργασίας 

νιτροποίησης αποτελεί και το πιο σηµαντικό στάδιο που καθορίζει και τον ρυθµό 

πραγµατοποίησης της νιτροποιήσης. Κατά συνέπεια η λειτουργία των ΑΟΒ και 

ΑΟΑ που είναι υπεύθυνα για την µετατροπή της αµµωνίας σε νιτρώδη είναι 

άκρως απαραίτητη για την οµαλή λειτουργία του κύκλου του Ν. Για τον λόγο 

αυτό η παρούσα εργασία εστίασε στην µελέτη των µικροοργανισµών που 

εµπλέκονται στο πρώτο στάδιο της νιτροποιήσης, την οξείδωση της αµµωνίας.  

Το δεύτερο βήµα για την ολοκλήρωση της νιτροποίησης περιλαµβάνει την 

µετατροπή των νιτρωδών σε κυρίως από βακτήρια του γένους Nitrobacter: 
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Το παραπάνω βήµα δεν παίζει ρυθµιστικό ρόλο στην διεργασία αλλά 

περισσότερο διαδικαστικό καθώς τα νιτρώδη που παράγονται από το πρώτο 

βήµα µετατρέπονται σχετικά γρήγορα σε νιτρικά. Και στα δύο βήµατα 

παράγεται ενέργεια η οποία συνδέεται µε την σύνθεση ΑΤΡ. Οι 

µικροοργανισµοί που λαµβάνουν µέρος στην νιτροποίηση είναι 

χηµειοαυτότροφοι και  χρησιµοποιούν το διοξείδιο του άνθρακα ως πηγή 

άνθρακα για την ανάπτυξη τους. 

  Η συνολική αντίδραση των δύο σταδίων της νιτροποίησης είναι: 

 

Στα περισσότερα περιβάλλοντα οι δύο οµάδες οργανισµών ΑΟΑ και ΑΟΒ έχουν 

βρεθεί µαζί, όπου και  παράγουν νιτρικά ως το τελικό προϊόν. 

         Παράλληλα συντίθεται βιοµάζα σύµφωνα µε τις εξισώσεις: 

 (Nitrosomonas/Nitrosospira) 

       (Nitrobacter) 

Εικόνα 1. Ο κύκλος του αζώτου. 
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Συνδυάζοντας τις παραπάνω εξισώσεις καταλήγουµε στην εξίσωση που    

περιγράφει την πλήρη νιτροποίηση: 

 

Μαζί µε την αµµωνιοποίηση, η νιτροποίηση αποτελεί µια διαδικασία 

ανοργανοποίησης, που αναφέρεται στην πλήρη αποσύνθεση των οργανικών 

υπολειµµάτων, µε την απελευθέρωση των διαθέσιµων αζωτούχων ενώσεων. 

1.1.2 Παρεµπόδιση της νιτροποίησης από ανόργανες, οργανικές ουσίες 

και βαρέα µέταλλα. 

Η νιτροποίηση αποτελεί µία βασική διεργασία στα γεωργικά οικοσυστήµατα, 

καθώς η µετατροπή της αµµωνίας σε νιτρικά, µπορεί να οδηγήσει σε απώλεια 

του αζώτου µέσω της έκπλυσης των νιτρικών στα υπόγεια νερά ή µέσω της 

διαδικασίας απονιτροποίησης. Έτσι η ανάπτυξη ή ανακάλυψη ουσιών που 

παρεµποδίζουν την νιτροποίηση θα βοηθούσε στον περιορισµό της 

συσσώρευσης νιτρικών στο έδαφος και στον περιορισµό της ρύπανσης των 

υπόγειων υδροφόρων συστηµάτων µε νιτρικά.  

Η εφαρµογή γεωργικών φαρµάκων και άλλων ανόργανων ή οργανικών 

ουσιών στο έδαφος είναι δυνατό να επηρεάσουν σε σηµαντικό βαθµό την 

νιτροποιήση. Η επίδραση των ουσιών αυτών µπορεί να εµφανιστεί. 

� ως παρεµποδιστική για τους νιτροποιητικούς µικροοργανισµούς που να 

συνεχίζουν να αναπτύσσονται και να οξειδώνουν αµµωνιακό και 

νιτρώδες άζωτο, αλλά µε σηµαντικά µειωµένους ρυθµούς. 

� ως αντιστρεπτή όπου η νιτροποίηση αναστέλλεται προσωρινά και 

επαναρχίζει µετά την αποµάκρυνση του τοξικού παράγοντα. 

� ως άµεσα τοξική που οδηγεί σε πλήρη εξόντωση των νιτροποιητικών 

βακτηρίων µε αποτέλεσµα η νιτροποίηση να αποκατασταθεί µόνο αφού 

παρέλθει σηµαντικό διάστηµα από την αποµάκρυνση του τοξικού φορέα. 

Οι νιτροποιητικοί µικροοργανισµοί είναι πιο ευάλωτοι σε παρεµπόδιση από τα 

βαρέα µέταλλα σε σχέση µε τους ετερότροφους (Stoveland et al., 1979). Έτσι οι 

Juliastuti et al. (2003) παρατήρησαν ότι ο χαλκός και ο ψευδάργυρος 

επηρεάζουν σηµαντικά την νιτροποίηση µε τιµές IC50 0.08 mg/L για τον χαλκό 

και 0.35 mg/L για τον ψευδάργυρο.  
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Οι Skinner και Walker (1961) υπολόγισαν τις συγκεντρώσεις ορισµένων 

µετάλλων οι οποίες προκαλούν πλήρη παρεµπόδιση της νιτροποίησης και 

ανέφεραν τιµές για το νικέλιο, το χρώµιο και το χαλκό της τάξης των 0.25, 0.25 

και 0.1-0.5 mg/L αντίστοιχα. Οι Beg et al., (1982) εξέτασαν την παρεµπόδιση 

της νιτροποίησης από το αρσενικό, το χρώµιο και το φθόριο. Και αυτοί µε τη 

σειρά τους έδειξαν ότι η νιτροποίηση παρεµποδίζεται από αυτά τα στοιχεία σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις. Επίσης πιο πρόσφατα οι Carrera et al., (2003) 

συµπέραναν ότι η επίδραση του φθορίου στη νιτροποίηση µπορεί να 

µοντελοποιηθεί µε ένα µη ανταγωνιστικό µοντέλο. Τα χλωριώδη ιόντα είναι 

ισχυρός παρεµποδιστής της νιτροποίησης. Οι Kumar και Nicholas (1983) 

παρατήρησαν ότι η ανόργανη ένωση NaN3 (τριαζίδιο του νατρίου) παρεµποδίζει 

την νιτροποίηση.  

Από την άλλη µεριά µεγάλος αριθµός οργανικών ενώσεων έχουν βρεθεί 

(Painter, 1970) να δρουν παρεµποδιστικά στη νιτροποίηση. Μεταξύ των πιο 

γνωστών κατατάσσονται η θειουρία, η αλλυλ- θειουρία, η σαλικιλαδοξίνη και η 

ιστιδίνη.  

 

1.2 Νιτροποιητικά Βακτήρια 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω δύο οµάδες µικροοργανισµών εµπλέκονται 

στα δύο βιοχηµικά βήµατα της νιτροποίησης: 1) Τα βακτήρια που είναι 

υπεύθυνα για την οξείδωση της αµµωνίας προς νιτρώδη και ονοµάζονται 

νιτρωδοποιητικά βακτήρια ή AOB (ammonium oxidizing bacteria) και τα οποία 

λαµβάνουν την ενέργεια τους από τον καταβολισµό της µη ιονισµένης αµµωνίας 

(Suzuki et al., 1974) και 2) τα βακτήρια που οξειδώνουν τα νιτρώδη προς 

νιτρικά και ονοµάζονται νιτρικοποιητικά βακτήρια ή NOB (nitrite-oxidizing 

bacteria). Τα ΑΟΒ κατέχουν το ένζυµο µονοξυγενάση της αµµωνίας, η οποία 

οξειδώνει την αµµωνία σε υδροξυλαµίνη και την οξείδαση της υδροξυλαµίνης η 

οποία είναι υπεύθυνη για την οξείδωση της υδροξυλαµίνης προς νιτρώδη. Τα 

ΝΟΒ ακολούθως κατέχουν το ένζυµο νιτρώδης οξυδορεδουκτάση που είναι 

υπεύθυνο για την οξείδωση των νιτρωδών σε νιτρικά (Εικόνα 2). Όπως 

αναφέρθηκε και παραπάνω στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η κοινότητα των 

AOA και ΑΟΒ καθώς αυτά είναι που ελέγχουν το ρυθµιστικό πρώτο βήµα για 

την νιτροποίηση των αµµωνιακών στο έδαφος.  
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Τα νιτρωδοποιητικά  βακτήρια  είναι  ευρέως διαδεδοµένα στο έδαφος και το 

νερό, και  έχουν βρεθεί σε πληθώρα, όπου υπάρχουν σηµαντικές ποσότητες 

αµµωνίας, όπως περιοχές µε εκτεταµένη αποσύνθεση πρωτεϊνών και 

οργανικών φυτικών υπολειµµάτων (Belser et al., 1979).  

 
      Εικόνα 2. Τα δύο στάδια της νιτροποίησης από νιτροποιητικά βακτήρια. 

 
 

 

                                        
Φωτογραφία 1.1. Φωτογραφίες από ηλεκτρονικό µικροσκόπιο όπου διακρίνονται οι 

µορφολογικές δοµές των βακτηρίων Nitrosomonas  και Nitrosococcus mobilis. 
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Από την άλλη µεριά τα ΑΟΒ ανήκουν στα β – πρωτεοβακτήρια 

(Kowalchuk και Stephen, 2001) µε ελάχιστες εξαιρέσεις που ανήκουν στα γ – 

πρωτεοβακτήρια (Bock and Wagner, 2006). Οι νιτρωδοποιητές ανήκουν στα 

γένη Nitrosomonas και Nitrosospira (Bateman, 1997; Junier et al., 2008; 

Purkhold et al., 2000),), ενώ στα  γ – πρωτεοβακτήρια ανήκουν µερικά βακτήρια 

του γένους Nitrosococcus (Steinert et al., 1997;Bock and Wagner, 2006). Τα 

µέλη των οικογενειών των  βακτηρίων αυτών, που επικρατούν στα φυσικά 

οικοσυστήµατα, ποικίλουν ανάλογα µε το µικροκλίµα (Juretschko et al., 1998; 

Schramm et al., 1998; Gieseke et al., 2001; De Bie et al., 2001; Kowalchuk et 

al., 1998; Speksnjder et al., 1998; Kowalchuk et al., 2000; Nold et al., 2000; 

Philips et al., 2000). 

 

Νιτρωδοποιητικά βακτήρια που οξειδώνουν αµµωνία (ΑΟΒ) 

Γένος  
Φυλογενετική 

οµάδα 

DNA  

(mol% GC) 
Ενδιαιτήµατα  

Nitrosomonas Beta 45-53 
Έδαφος , λύµατα 

θαλάσσια και γλυκά 
νερά 

Nitrosococcus Gamma 49-50 
Γλυκά και θαλάσσια 

νερά 

Nitrosospira Beta 54 Έδαφος 

 

Το είδος Nitrosomonas europaea αποτελεί το πιο ευρέως διαδεδοµένο 

νιτρωδοποιητικό βακτήριο για το οποίο έχουν πραγµατοποιηθεί οι περισσότερες 

µελέτες. Τα βακτήρια αυτά έχουν το σχήµα µικρών ράβδων (0.8 x 1-2 µm), και 

απαντώνται ευρέως στο έδαφος (Watson, 1971; Junier et al., 2008) 

(Φωτογραφία 1.2). Άλλα είδη του γένους Nitrosomonas βρίσκονται σε υδάτινα 

οικουστήµατα και σε θαλάσσια ιζήµατα (Johnstone και Jones, 1988; Voytek και 

Ward, 1995). Το βακτήριο N. europaea έχει χαρακτηριστεί ως το επικρατέστερο 

είδος σε µικροοικοσυστήµατα στα οποία υπάρχουν µεγάλες διακυµάνσεις στο 

περιεχόµενο οξυγόνο (Smorezewski και Scmidt, 1991). 
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 Υψηλοί πληθυσµοί του έχουν βρεθεί στην επιφάνεια των ιζηµάτων, όπου 

υπάρχουν αλληλεπιδράσεις οξικών συνθηκών και η πηγή ενέργειας προέρχεται 

από την αποσύνθεση των οργανικών που έχουν καθιζάνει (Enoksson, 1986; 

Lusby et al., 1998). 

Τα ΝΟΒ ανήκουν στα γένη  στα γένη Nitrobacter, Nitrcoccus, Nitrospira 

και Nitrospina (Watson, 1971; Watson et al., 1986; Meincke et al., 1989). Όλα 

τα βακτήρια της οικογένειας Nitrobacter είναι αρνητικά κατά Gram και 

χηµειοαυτότροφα (Bock et al., 1991) µπορεί να έχουν σχήµα κυλινδρικό, 

ραβδοειδές, σφαιρικό ή σπειροειδές. Συχνά παρουσιάζουν εκτεταµένα 

συµπλέγµατα µεµβρανών µέσα στο κυτταρόπλασµα. Στην Φωτογραφία 1.2 

παρουσιάζονται οι µορφολογία των κυττάρων των νιτρικοποιητικών βακτηρίων. 

 

                                 
Φωτογραφία 1.2. Φωτογραφίες από ηλεκτρονικό µικροσκόπιο όπου διακρίνονται οι 

µορφολογικές δοµές διάφορων νιτρικοποιητικών βακτηρίων. 

 

Νιτρικοποιητικά βακτήρια που οξειδώνουν νιτρώδη  

Γένος  
Φυλογενετικό 

group 

DNA  

(mol% GC) 
Ενδιαιτήµατα  

Nitrobacter Alpha 59-62 
Έδαφος, γλυκά  

και θαλάσσια νερά 

Nitrospina Delta 58 θαλάσσια νερά 

Nitrococcus Gamma 61 θαλάσσια νερά 

Nitrospira Nitrospirae 50 
θαλάσσια νερά 

Έδαφος 
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1.3 Νιτρωδωποιητικά Αρχαία  

Για περισσότερα από 100 χρόνια υπήρχε η πεποίθηση ότι τα βακτήρια ήταν η 

µόνη οµάδα µικροοργανισµών που ευθύνονται για την οξείδωση της αµµωνίας. 

Ωστόσο, πρόσφατα, ένα νέο στέλεχος των αρχαίων που φέρει το γονίδιο 

µονοξυγενάσης της αµµωνίας υποµονάδας Α (amoA) αποµονώθηκε και 

µελετήθηκε από θαλάσσια και χερσαία περιβάλλοντα. Μεταγονιδωµατική 

ανάλυση ιζήµατος από την Σαργάσια Θάλασσα οδήγησε στην ανίχνευση ενός 

µοναδικού γονιδίου της µονοξυγενάσης της αµµωνίας (amoA) από ένα αρχαίο 

(Venter et al., 2004). Αντίστοιχες µεταγονιδιωµατικές µελέτες σε χερσαία 

οικοσυστήµατα πλούσια σε ασβέστιο οδήγησαν στην ανίχνευση και ανάλυση 

περιοχών του γονιδιώµατος ενός αρχαίου που επίσης περιείχαν το γονίδιο 

amoA (Treusch et al., 2005). 

Το πρώτο  AOA Nitrosopumilis maritimus, αποµονώθηκε από τροπική 

θαλάσσια περιοχή (K¨onneke et al., 2005). Το παραπάνω στέλεχος αποτελεί το 

πρώτο χηµειολιθοαυτότροφο νιτροδωποιητικό αρχαίο και το πρώτο µεσόφιλο 

µέλος των Κρεναρχαίων (K¨onneke et al., 2005). Το γονίδιο amoA ανιχνεύθηκε 

επίσης σε συµβιωτικούς µικροοργανισµούς που ζουν σε σφουγγάρια 

Symbiosum Cenarchaeum (Hallam και λοιποί., 2006b). Πιο πρόσφατα, ένα 

θερµοφιλικό νιτροποιητκο αρχαίο, το Candidatus Nitrosocaldus yellowstonii, 

ταυτοποίηθηκε από ιζήµατα θερµών πηγών περιοχών στο πάρκο του 

Yellowstone (de la Torre et al., 2008) καθώς επίσης και τα θερµόφιλα 

νιτρωδοποιητικά Κρενάρχαια, Gargensis candidatus, Nitrososphaera, που 

ταυτοποιήθηκαν από θερµές πηγές (Hatzenpichler et al., 2008). 

 

1.3.1 Περιβαλλοντικοί παράγοντες στη διαµόρφωση της οικολογίας  

των νιτροποιητικών αρχαίων. 

Μετάγραφα του γονιδίου amoA των αρχαίων αναφέρθηκαν για πρώτη φορά, 

στο έδαφος, από τους Treusch et al.,  (2005) και Leininger  et al., (2006). 

Ακολούθως συγκρίθηκε η έκφραση των amoA γονιδίων για AOB και ΑΟΑ σε 

τρία εδάφη. Τα αποτελέσµατα έδειξαν σε όλα τα εδάφη ανιχνεύτηκε έκφραση 

του amoA γονιδίου για τα ΑΟΒ και ΑΟΑ, γεγονός που υποδηλώνει σηµαντική 

συµβολή των αρχαίων στην οξείδωση της αµµωνίας.  Σε όλα τα εδάφη που 
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µελετήθηκαν στις παραπάνω εργασίες και σε όλο το εύρος pH των εδαφών, τα 

µετάγραφα του amoA γονιδίου των ΑΟΑ ήταν πιο άφθονα από εκείνα των ΑΟΒ, 

γεγονός που συνεπάγεται µεγαλύτερο δυναµικό δραστηριότητας και µεγαλύτερη 

µεταγραφική δραστηριότητα.  

Επίσης οι Leininger  et al., (2006) σύγκριναν το αριθµό αντιτύπων του 

amoA γονίδιου των νιτροποιητικών βακτηρίων και αρχαίων σε 12 εδάφη µε 

ενίσχυση qPCR. Ο αριθµός αντιτύπων του amoA γονιδίου των ΑΟΑ  βρέθηκε  

σηµαντικά  υψηλότερος σε σχέση µε τον αντίστοιχο αριθµό αντιτύπων του ίδιου 

γονιδίου των ΑΟΒ. Ανάλογα αποτελέσµατα έχουν αναφερθεί πρόσφατα και σε 

εδάφη από την Κίνα των οποίων το pH κυµαίνονται από 3.7 - 6 (He et al., 2007) 

και από 8.3 – 8.7 (Shen et al., 2008) καθώς και σε έδαφος από  τη Σκοτία µε pH 

που κυµαινόταν από 4.9 – 7.5 (Nicol et al., 2008). Ο σηµαντικά υψηλότερος 

αριθµός αντιτύπων του amoA γονιδίου των ΑΟΑ σε σχέση µε τα ΑΟΒ σε αυτά 

τα εδάφη, έχει θεωρηθεί ως απόδειξη  ενός κυρίαρχου ρόλου των Κρεναρχαίων 

στη νιτροποίηση. 

Επιπλέον, έκφραση του amoA γονιδίου των Κρεναρχαίων αναφέρθηκε 

και σε άλλα χερσαία οικοσυστήµατα όπως αµµώδη γεωργικά εδάφη, δασικά 

εδάφη, καθώς και σε λειµώνες (Treusch et al., 2005; Leininger et al., 2006; He 

et al., 2007; Adair & Schwartz, 2008; Boyle- Yarwood et al., 2008; Hansel et al., 

2008; Le Roux et al., 2008; Shen et al., 2008; Tourna et al., 2008), στη 

ριζόσφαιρα του µακροφύτου Uniflora littorella (Herrmann et al., 2008), σε 

κατακλυσµένα εδάφη ορυζώνων (Chen et al., 2008). Τέλος, το amoA γονίδιο 

έχει ανιχνευθεί επίσης τεχνητά συστήµατα όπως τα συστήµατα ενυδρείων 

(Urakawa et al., 2008), σε φίλτρα υπόγειων νερών (de Vet et al., 2009) όπως 

και σε βιολογικούς αντιδραστήρες επεξεργασίας υγρών αποβλήτων (Park et al., 

2006). 

Ανίχνευση του amoA γονιδίου των αρχαίων έχει αναφερθεί και σε 

υδάτινα οικοσυστήµατα όπως παράκτια και θαλάσσια νερά, (Francis et al., 

2005; Wuchter et al., 2006; Coolen et al., 2007; Herfort et al., 2007; Lam et al., 

2007; Mincer et al., 2007; Nakagawa et al., 2007; Agogue et al., 2008; Beman 

et al., 2008), εκβολές ποταµών (Santoro et al., 2008), ιζήµατα χαµηλής 

θερµοκρασίας (Francis et al., 2005; Beman & Francis, 2006; Caffrey et al., 

2007; Nakagawa et al., 2007; Mosier & Francis, 2008; Park et al., 2008; Sahan 

& Muyzer, 2008), ιζήµατα γλυκού νερού (Francis et al., 2005; Herrmann et al., 
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2008), γεωθερµικές  πηγές (Spear et al., 2007; de la Torre et al., 2008; 

Hatzenpichler et al., 2008; Reigstad et al., 2008), και κοραλλιογενείς υφάλους 

(Beman et al., 2007; Siboni et al., 2008). 

Ο λόγος του αριθµού αντιτύπων του amoA γονιδίου των αρχαίων προς 

τα βακτήρια κυµάνθηκε σε υψηλά επίπεδα σε δείγµατα εδάφους που λήφθηκαν 

κατά µήκος υψοµέτρου µεταξύ 1.556 – 2.620 µέτρων,  (Adair & Schwartz, 2008) 

και σε ιζήµατα από εκβολές ποταµών (Caffrey et al., 2007). Επιπλέον, σε 

επιφανειακά ιζήµατα (Francis et al., 2005), σε δείγµατα που λήφθηκαν από 

θερµές πηγές (de la Torre et al., 2008;Hatzenpichler et al., 2008; Reigstad et 

al., 2008),  και σε δείγµατα που λήφθηκαν από κοραλλιογενής υφάλους (Beman 

et al., 2007) δεν ανιχνεύθηκε το amoA των ΑΟΒ αλλά µόνο το amoA γονίδιο 

των ΑΟΑ.  

Πράγµατι, η συµβολή των AOA στην ωκεάνια οξείδωση της αµµωνίας 

έχει αξιολογηθεί µε 15N – labelled NH4  στον κόλπο της ενδότερης υδάτινης 

επιφάνειας στην Καλιφόρνια (0.01– 93.1 nmol N L-1 day-1 ), όπου οι AOB ήταν 

σχετικά χαµηλοί σε αριθµό ή µη ανιχνεύσιµοι (Beman et al., 2008). Οι Lam et 

al., (2007) επίσης αποκάλυψαν τη συµβολή των AOA στη νιτροποίηση, από 

δειγµατοληψία στη Μαύρη Θάλασσα. Η πρόσφατη ανάκτηση των  γονιδίων 

amoA από θερµές πηγές (de la Torre et al., 2008; Reigstad et al., 2008), και 

από in situ µελέτες (Reigstad et al., 2008) δείχνουν ότι η οξείδωση της 

αµµωνίας από ΑΟΑ είναι εφικτή ακόµα και σε πολύ υψηλές θερµοκρασίες (74 - 

85 0C). 

Βασισµένοι στην πλειοψηφία των ποσοτικών και ποιοτικών αναλύσεων, 

µπορούµε να συµπεράνουµε ότι τα ΑΟΑ διαδραµατίζουν ένα πολύ σηµαντικό 

ρόλο στον κύκλου του αζώτου σε πολλά οικοσυστήµατα (Caffrey et al., 2007; 

Lam et al., 2007; Mosier & Francis, 2008; Santoro et al., 2008).  

 
1.4  Χρήση Φυτοφαρµάκων στη γεωργία 

Σύµφωνα µε την ελληνική νοµοθεσία, γεωργικό φάρµακο ή φυτοφάρµακο είναι 

κάθε ουσία η µίγµα ουσιών που χρησιµοποιείται για την καταπολέµηση των 

ασθενειών και των εχθρών των φυτών ή βελτιώνει την αποτελεσµατικότητα 

τους. Στα γεωργικά φάρµακα κατατάσσονται επίσης : οι φυτορµόνες, τα 

αποφυλλωτικά, τα εντοµοελκυστικά, τα χηµειοστειρωτικά των εντόµων, τα 

εντοµοαπωθητικά κ.ά. Έχει επικρατήσει όµως µε τον όρο γεωργικά φάρµακα ή 
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φυτοφάρµακα να εννοούνται κυρίως τα παρασιτοκτόνα. Τα παρασιτοκτόνα 

επιδρούν στο βιολογικό υπόστρωµα (φυτικό ή ζωικό οργανισµό) και 

µεταβάλλουν τη φυσιολογική του συµπεριφορά. Τελικό αποτέλεσµα της δράσης 

των παρασιτοκτόνων που οφείλεται στη δραστική χηµική τους ουσία, είναι ο 

θάνατος του ζωντανού οργανισµού (µυκήτων, εντόµων, ζιζανίων κ.τ.λ.). Από 

όλες τις κατηγορίες παρασιτοκτόνων, εκείνες που χρησιµοποιούνται πιο πολύ 

είναι τα ζιζανιοκτόνα, τα εντοµοκτόνα και τα µυκητοκτόνα (Μπαλαγιάννης 1985). 

Η χρήση φυτοφαρµάκων στη γεωργία, τα τελευταία περίπου 50 χρόνια, 

είχε σηµαντική συµβολή στην αποτελεσµατική προστασία της φυτικής 

παραγωγής και χωρίς τη χρήση των φυτοφαρµάκων, δύσκολα θα µπορούσαν 

να επιτευχθούν οι σηµερινές αποδόσεις ανά στρέµµα, σε οποιαδήποτε µορφή 

καλλιέργειας. Αν και µέσω της χρήσης των φυτοφαρµάκων, αρχικό ζητούµενο 

ήταν η λύση του επισιτιστικού προβλήµατος της ανθρωπότητας, κάτι τέτοιο δεν 

επιτεύχθηκε και σήµερα ανακαλύπτονται οι σοβαρές αρνητικές συνέπειες των 

φυτοφαρµάκων και οι άµεσες επιπτώσεις τους στην υγεία του ανθρώπου και 

του οικοσυστήµατος. Οι κίνδυνοι, που εγκυµονούν, σχετίζονται κυρίως µε την 

οξεία και τη χρόνια τοξικότητα των δραστικών τους ουσιών. 

 

1.4.1 Τα Φυτοφάρµακα και η Συµπεριφορά τους στο Εδαφικό  

Περιβάλλον 

Κατά τα τελευταία 40-50 χρόνια, µεγάλες σχετικά ποσότητες φυτοφαρµάκων 

έχουν εφαρµοστεί στο έδαφος απ’ ευθείας για την καταπολέµηση 

φυτοπαράσιτων που διαβιούν σ’ αυτό ή έµµεσα ως αποτέλεσµα απορροής, από 

επεµβάσεις στο υπέργειο µέρος των φυτών. Υποστηρίζεται ότι το 50% της 

δραστικής ουσίας που ψεκάζεται στα φύλλα καταλήγει τελικά στο έδαφος. Ο 

χρόνος που θα παραµείνει ένα φυτοφάρµακο στο έδαφος, µετά την εφαρµογή 

του (υπολειµµατική διάρκεια), έχει µεγάλη σηµασία από απόψεως προστασίας 

του περιβάλλοντος. 

Η είσοδος και η αρχική κατανοµή των φυτοφαρµάκων στο περιβάλλον 

καθορίζεται από τον τρόπο, χρόνο, σηµείο εφαρµογής αλλά και από τη 

δοσολογία και συχνότητα επεµβάσεων. Οι παράµετροι αυτοί σε συνδυασµό µε 

τις καιρικές συνθήκες κατά την εφαρµογή καθορίζουν την κατανοµή του σε ένα 

οικοσύστηµα. Σηµαντικοί παράµετροι επίσης, είναι και η γειτνίαση µε υδάτινους 
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όγκους, η διαµόρφωση και κατάσταση του εδάφους και ο τύπος βλάστησης. Ο 

συνδυασµός όλων αυτών των παραµέτρων καθορίζει την ποσότητα του 

φυτοπροστατευτικού προϊόντος στο έδαφος, φυτά, νερά, ζώα και αέρα 

(Χρυσάγη 2006). 

 

1.4.2  Υπολειµµατικότητα των φυτοφαρµάκων 

Η υπολειµµατικότητα των φυτοφαρµάκων καθορίζεται σε σηµαντικό βαθµό από 

τη δυνατότητα προσρόφησης του γεωργικού φαρµάκου στο έδαφος. Τα 

περισσότερα φυτοφάρµακα αποδοµούνται ως συνέπεια διαφορετικών χηµικών 

και µικροβιολογικών διεργασιών στο έδαφος. Γενικά, οι χηµικές διεργασίες 

οδηγούν µόνο σε µερική απενεργοποίηση των φυτοφαρµάκων ενώ οι 

µικροοργανισµοί του εδάφους µπορούν να αποδοµήσουν πλήρως πολλά 

φυτοφάρµακα προς παραγωγή διοξειδίου του άνθρακα, νερού και άλλων 

ανόργανων συστατικών. 

Πολλά φυτοφάρµακα διασπώνται σε ενδιάµεσα προϊόντα µεταβολισµού 

των οποίων η βιολογική δραστηριότητα  µπορεί επίσης να έχει περιβαλλοντική 

σηµασία. Επειδή οι πληθυσµοί των µικροοργανισµών µειώνονται ταχύτατα 

κάτω από τη «ζώνη» της ρίζας, τα φυτοφάρµακα που διηθούνται πέρα από 

αυτό το βάθος είναι λιγότερο πιθανό να αποδοµηθούν (Rao & Hornsby 2001). 

Η υπολειµµατικότητα εκφράζεται ως ηµιπερίοδος ζωής (DT50) και είναι ο 

χρόνος (σε ηµέρες, εβδοµάδες ή έτη) που απαιτείται για να διασπασθεί το 50% 

της αρχικής συγκέντρωσης του φυτοπροστατευτικού προϊόντος και δύνεται 

συνήθως ως εύρος. Με βάση αυτόν το συντελεστή τα φυτοφάρµακα 

ταξινοµούνται σε 3 κατηγορίες (µη υπολειµµατικά µε DT50 < 30 ηµέρες, µετρίως 

υπολειµµατικά µε DT50 30-100 ηµέρες και υπολειµµατικά µε DT50 > 100 ηµέρες). 

Οι τιµές DT50 υπολογίζονται ξεχωριστά για το έδαφος, το νερό (υδρόλυση) ή 

παρουσία φωτός (φωτόλυση) και συνεκτιµώνται για την πρόβλεψη ρύπανσης 

του υδάτινου περιβάλλοντος (Rao & Hornsby 2001). 
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1.4.3  Αυξανόµενη χρήση των φυτοφαρµάκων στη σύγχρονη γεωργία  

Σε παγκόσµιο επίπεδο, περίπου 3 χ 109 kg φυτοφαρµάκων εφαρµόζεται 

ετησίως, µε τιµή αγοράς σχεδόν $ 40 δισεκατοµµυρίων κάθε χρόνο (Pan-UK, 

2003). Το µεγαλύτερο ποσοστό των φυτοφαρµάκων που εφαρµόζονται και 

φθάνουν στους οργανισµούς  στόχους  είναι περίπου 0,1% ενώ το υπόλοιπο 

καταλήγει εκτός στόχου και ρυπαίνει το περιβάλλον (Carriger et al., 2006; 

Pimentel, 1995). Με την αυξανόµενη χρήση των φυτοφαρµάκων στη σύγχρονη 

γεωργία, το ζήτηµα των επιπτώσεων των χηµικών αυτών ουσιών στη σύνθεση 

των µικροοργανισµών του εδάφους και τις διεργασίες τους, έχει λάβει εξέχουσα 

προσοχή (Andrea et al., 2000; Baxter and Cummings, 2008). 

Ανεπιθύµητες επιπτώσεις των φυτοφαρµάκων, στην ποικιλότητα και 

δραστηριότητα των µικροοργανισµών του εδάφους έχουν περιγραφεί από 

πολλούς ερευνητές  (Ingram et al., 2005; Littlefield-Wyer et al., 2008; 

Niewiadomska, 2004; Wang et al., 2006). Οµοίως, τα φυτοφάρµακα 

επηρεάζουν βιοχηµικές διεργασίες του εδάφους, κυρίως  τις µικροβιακές και 

ενζυµατικές αντιδράσεις. Η εφαρµογή φυτοφάρµακων µειώνει επίσης την 

ενζυµατική δραστηριότητα στο έδαφος που λειτουργεί ως ''βιολογικός δείκτης'' 

της γονιµότητας του εδάφους και των βιολογικών διεργασιών στο έδαφος 

(Antonious, 2003; Monkiedje et al., 2002). 

Υπάρχουν επίσης αναφορές που τεκµηριώνουν την ικανότητα των 

µικροοργανισµών του εδάφους να αποδοµούν φυτοφάρµακα στο έδαφος 

(Hussain et al., 2007a,b; Kumar and Philip, 2006; Siddique et al., 2003). Τα 

προϊόντα αποδόµησης των εν λόγω φυτοφαρµάκων αφοµοιώνονται από τους 

µικροοργανισµούς του εδάφους (Tyess et al., 2006) µε αποτέλεσµα να 

συµβάλουν στην αύξηση του µεγέθους ενός πληθυσµού και των 

δραστηριοτήτων των µικροοργανισµών (Das and Mukherjee, 2000a,b; Jana et 

al., 1998). 
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1.4.4 Επίδραση της χρήσης φυτοφαρµάκων στην µικροβιακή 

κοινότητα του εδάφους 

Τα φυτοφάρµακα στο έδαφος υποβάλλονται σε διάφορες διαδικασίες όπως 

αποδόµησης,  µεταφοράς, προσρόφησης / εκρόφησης ανάλογα µε τη χηµική 

σύσταση τους (Laabs et al., 2007)   και τις ιδιότητες του εδάφους (Weber et al., 

2004). Τα φυτοφάρµακα αλληλεπιδρούν µε τους µικροοργανισµούς του 

εδάφους και µε τις µεταβολικές δραστηριότητες τους (Singh and Walker, 2006) 

και ίσως να αυξάνουν την φυσιολογική και µεταβολική συµπεριφορά της 

µικροβιακής κοινότητας του εδάφους.  

Η µικροβιακή βιοµάζα είναι ένας σηµαντικός δείκτης της µικροβιακής 

δραστηριότητας και  εξασφαλίζει την άµεση αποτίµηση µεταξύ µικροβιακής 

κοινότητας και της µετατροπής των θρεπτικών καθώς και άλλων οικολογικών 

διαδικασιών που λαµβάνουν χώρα στο έδαφος (Schultz and Urban, 2008). 

Πληθώρα πρόσφατων µελετών αποκάλυψαν την αρνητική επίδραση των 

φυτοφαρµάκων στη µικροβιακή βιοµάζα και στην αναπνοή του εδάφους 

(Pampulha and Oliveira, 2006; Zhou et al., 2006).  Γενικά η µείωση της 

εδαφικής αναπνοής απεικονίζει τη µείωση της µικροβιακής βιοµάζας  (Chen et 

al., 2001a; Klose and Ajwa, 2004) ή  η αύξηση της αναπνοής συνεπάγεται µε 

την ενισχυµένη ανάπτυξη του βακτηριακού πληθυσµού (Haney et al., 2000; 

Wardle et al., 1994). 

Μερικές οµάδες µικροοργανισµών είναι ικανές να χρησιµοποιούν την 

εφαρµοσµένη δόση φυτοφαρµάκου  ως πηγή ενέργειας και θρεπτικών ώστε να 

πολλαπλασιάζονται, δεδοµένου ότι κάποια φυτοφάρµακα µπορεί να είναι τοξικά 

για άλλους οργανισµούς (Johnsen et al., 2001). Επιπροσθέτως µερικές φορές, 

η χρήση φυτοφαρµάκων προάγει τη µικροβιακή δραστηριότητα αλλά αυξάνει τη 

λειτουργική δραστηριότητα των µικροβιακών κοινοτήτων (Wang et al., 2006). 

Οι Chen et al. (2001a) ανέφεραν ότι η χρήση µυκητοκτόνων θανάτωσε ή 

ανέστειλε την δραστηριότητα σηµαντικών µυκήτων που οδήγησε στην ταχεία 

αύξηση της βακτηριακής δραστηριότητας. Μερικές φορές, αρχικά ο µικροβιακός 

πληθυσµός επηρεάζεται από την εφαρµογή φυτοφαρµάκων, αλλά µε το χρόνο 

µετά από µια περίοδο εγκλιµατισµού, ο πληθυσµός επιστρέφει µερικώς σε 

φυσιολογικά επίπεδα ή ακόµη και να αυξάνει (Fliessbach and Mader, 2004; 

Niewiadomska, 2004). 
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1.4.5 ∆ιασυστηµατικά µυκητοκτόνα που παρεµβαίνουν σε 

βιοσυνθετικές διεργασίες των µυκήτων 

 

Τα φυτοφάρµακα που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη, µε βάση τον 

τρόπο δράσης τους ανήκουν στην οµάδα των µυκητοκτόνων που παρεµβαίνουν 

σε βιοσυνθετικές διεργασίες των µυκήτων. Αυτή είναι η µεγαλύτερη οµάδα 

µυκητοκτόνων διότι περιλαµβάνει: 

 

� Αναστολείς βιοσύνθεσης νουκλεικών οξέων΄ 

� Αναστολείς βιοσύνθεσης αµινοξέων 

� Αναστολείς βιοσύνθεσης εργοστερόλης ή γενικά στεπολών 

� Αναστολείς βιοσύνθεσης µελανίνης, χιτίνης και λεκιθινών 

� Αναστολείς βιοσύνθεσης πρωτεϊνών 

 

1.4.5.α. Cyprodinil (4-cyclopropyl-6-methyl-pyrimidin-2-yl)-phenyl-amine) 

 

Εικόνα 3. Χηµική δοµή του µυκητοκτόνου Cyprodinil 

 

Το διασυστηµατικό µυκητοκτόνο Cyprodinil που χρησιµοποιήθηκε ανήκει 

στους αναστολείς βιοσύνθεσης αµινοξέων, στην υποοµάδα των Ανιλινο– 

πιριµιδινών. Είναι ένα από τα νέα µυκητοκτόνα το οποίο είναι αποτελεσµατικό 

ενάντιων ασκοµυκήτων (Botrytis cinerea, Venturia inaequalis, είδη Alternaria και 

Monilia). Επιπλέων είναι αποτελεσµατικό εναντίον µυκήτων που προσβάλουν 

τα σιτηρά (Pseudocercosporella herpotrichoides, Pyrenophora teres, 

Rhynchosporium secalis). Για αποφυγή ανάπτυξης ανθεκτικότητας το 
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µυκητοκτόνο αυτό συνίσταται να χρησιµοποιείτε σε µίγµατα µε µυκητοκτόνα της 

οµάδας των αναστολέων της βιοσύνθεσης της εργοστερόλης ή µε 

πολυθεσικούς αναστολής (captan, dithianon, chlorothalonil) ή µε fludioxonil στο 

αµπέλι (Grayer and Kokubun., 2001) 

Οι ανιλινοπιριµιδίνες αναστέλλουν την επιµήκυνση του βλαστικού 

σωλήνα κατά την βλάστηση των σπορίων, τον σχηµατισµό απρεσσορίων και 

την ανάπτυξη του µυκηλίου. Επίσης έχουν δράση και στην διαδικασία µόλυνσης 

του φυτού πιθανόν λόγω αναστολής έκκρισης υδρολυτικών ενζύµων. Οι 

ανιλινοπυριµιδίνες είναι διασυστηµατικά µυκητοκτόνα που µετακινούνται 

αποπλαστικά. Έχουν την δυνατότητα να δράσουν θεραπευτικά µέχρι µερικές 

ηµέρες µετά την µόλυνση. 

Οι ανιλινοπυριµιδίνες θεωρούνται αναστολής βιοσύνθεσης της 

µεθειονίνης (Rial Otero et al., 2002), όµως το ακριβές σηµείο δράσης δεν είναι 

γνωστό και πιθανό να έχουν ρυθµιστικό ρόλο στο όλο βιοσυνθετικό µονοπάτι. 

Μεταβολίζονται στα φυτά και τα κύρια προϊόντα µεταβολισµού προέρχονται από 

υδροξυλιώσεις του φαινυλικού δακτυλίου ή άλκυλο υποκαταστάτων. Στο 

περιβάλλον (έδαφος) αποδοµούνται µε αντιδράσεις υδροξυλιώσεων και 

οξειδώσεων. ∆ιασπώνται γρήγορα στο νερό παρουσία φωτός (ηµιπερίοδος 

ζωής 2 εβδοµάδες). ∆εδοµένου ότι οι ανιλινοπυριµιδίνες είναι λιπόφιλες 

προσροφούνται στην οργανική ύλη του εδάφους και δεν µετακινούνται σε 

βαθύτερα στρώµατα. 

 

1.4.5.β. Penconazole (1-[2-(2,4-dichlorophenyl) pentyl]-1H-1,2,4-triazole ) 

 

 
Εικόνα 4. Χηµική δοµή του µυκητοκτόνου Penconazole 
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Το µυκητοκτόνο Penconazole που χρησιµοποιήθηκε ανήκει στους αναστολής 

βιοσύνθεσης στερολών (SBI). Οι κυτταρικές µεµβράνες συνιστούν το 30% της 

ξηράς ουσίας των κυττάρων και για το λόγο αυτό πολλά µυκητοκτόνα έχουν 

στόχο τους τις µεµβράνες επιδρώντας στη βιοσύνθεση των στερολών.  

Οι στερόλες όπως η χοληστερόλη, εργοστερόλη, στιγµαστερόλη, 

σιτοστερόλη κλπ. έχουν βασικό ρόλο στη δοµική σταθεροποίηση των 

µεµβρανών. Η έλλειψη στερολών από τις µεµβράνες όχι µόνο επηρεάζει την 

φυσική σταθερότητα και στη ρευστότητα των µεµβρανών αλλά και την 

λειτουργικότητα των διαφόρων ενζυµικών συστηµάτων που είναι συνδεδεµένα 

µε τις µεµβράνες (Grayer and Harborne,.1994) 

Η πλειονότητα των µυκητοκτόνων που είναι γνωστά µέχρι σήµερα ως 

αναστολής στη βιοσύνθεση στερολών αναστέλλουν την αντίδραση 

αποµεθυλίωσης στο άτοµο άνθρακα αριθµός 14 της λανοστερόλης ή της 24 - 

µεθυλενο - διυδρολανοστερόλης, που είναι πρόδροµες ουσίες της 

εργοστερόλης, παρεµβαίνοντας στη λειτουργία ενός ενζύµου εξαρτώµενου από 

το κυτόχρωµα P-450 (Grayer and Kokubun., 2001). 

Tο Penconazole είναι από τα µυκητοκτόνα που ονοµάζονται αναστολής 

βιοσύνθεσης της εργοστερόλης (EBI, Ergosterol Biosynthesis Inhibitors) όµως 

δεδοµένου ότι η εργοστερόλη είναι µεν η κύρια στερόλη όχι όµως πάντοτε, για 

το λόγο αυτό σήµερα χρησιµοποιείτε και ο όρος αναστολείς της βιοσύνθεσης 

στερολών (SBI, Sterol Biosynthesis Inhibitors). Το κοινό χαρακτηριστικό όλων 

των µυκητοκτόνων της οµάδας αυτής είναι η παρουσία στο µόριο ενός 

κορεσµένου ή ακόρεστου πενταµελή ή εξαµελή ετεροκυκλικού δακτυλίου 

(περιέχει άζωτο) ο οποίος, παίζει το ρόλο κλειδί για το πιάσιµο του 

µυκητοκτόνου επάνω στο ένζυµο που αναστέλλουν στο µονοπάτι της 

βιοσύνθεσης των στερολών.  

Με βάση τον ανώτερο δακτύλιο το Penconazole συµπεριλαµβάνεται στην 

χηµική οµάδα των τριαζολιών µε έναν ακόρεστο πενταµελή δακτύλιο. Το 

Penconazole είναι ένα διασυστηµατικό µυκητοκτόνο το οποίο τείνει να 

συσσωρεύεται στο έδαφος (Singh, 2005). Οι Bermúdez-Couso et al. (2007) 

βρήκαν υπολείµµατα Penconazole σε εδάφη (πάνω από 411 µg kg−1) σε 

δείγµα από όλο το έτος, µε υψηλότερες συγκεντρώσεις να παρατηρούνται το 

καλοκαίρι και την άνοιξη κατά τη διάρκεια των εφαρµογών. Ο Singh (2005) 

διαπίστωσε ότι το Penconazole παρουσίασε την υψηλότερη προσρόφηση και 
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την χαµηλότερη κινητικότητα σε σχέση µε τα άλλα τριαζολικά µυκητοκτόνα σε 

εδάφη µε χαµηλή περιεκτικότητα σε οργανικό C (0,4 - 0,5%). Αντίθετα, οι 

Rodríguez-Cruz et al. (2006) διαπίστωσαν ότι το Penconazole είναι πιο 

σταθερά προσροφηµένο σε εδάφη πλούσια σε οργανικά φυτικά υπολείµµατα 

από ό, τι σε φυσικά εδάφη µε χαµηλή περιεκτικότητα σε οργανικά φυτικά 

υπολείµµατα. Οι Neera et.al (2009) σε έρευνα τους, όσον αφορά το ρυθµό 

διάσπασης των τριαζολικών µυκητοκτόνων στο έδαφος, µετά από 60 ηµέρες 

επώασης για την µεταχείριση µε Penconazole, παρατήρησαν διάσπαση της 

τάξης του 55%. 

 

1.4.6 Επιπτώσεις της χρήσης φυτοφαρµάκων στους 

νιτροποιητικούς οργανισµούς 

Οι Demanou et al. (2006) µελέτησαν την επίδραση  φυτοφαρµάκων από µια 

συνδυασµένη εφαρµογή, χαλκού και mefenoxam στη λειτουργική ποικιλοµορφία 

των µικροβιακών κοινοτήτων του εδάφους. Υψηλότερος αριθµός αντιτύπων του 

γονιδίου amoA των ΑΟΒ ανιχνεύτηκε στην συνδυασµένη  µεταχείριση 

mefenoxam + χαλκό σε σχέση µε την µεταχείριση mefenoxam χωρίς χαλκό. 

Κατά την ίδια περίοδο, παρατηρήθηκε αύξηση της δραστηριότητας της 

νιτροποίησης στα δείγµατα που δέχτηκαν εφαρµογή mefenoxam – χαλκό.  

Οι Kinney et al. (2005) µελέτησαν τις τοξικές επιπτώσεις των 

φυτοφαρµάκων mancozeb, chlorothalonil, και prosulfuron στη νιτροποίηση και 

απονιτροποίηση σε µια περίοδο επώασης 48 ωρών. Η παραγωγή των 

υποξείδιο του αζώτου (N2O) και µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ), που είναι τα 

σηµαντικότερα περιβαλλοντικά αέρια που παράγονται στο εδάφους από τις 

διαδικασίες της νιτροποίησης και της απονιτροποίησης, περιορίστηκε σηµαντικά 

στα εδάφη που δέχτηκαν την εφαρµογή φυτοφαρµάκων. Τα lindane, captan και 

malathion ανέστειλλαν σε σηµαντικό βαθµό τη νιτροποίηση σε ένα τροπικό 

έδαφος (Ogunseitan and Odeyemi,1985).  

Οι Chen and Edwards (2001) και Chen et al. (2001a,b) µελέτησαν την 

επίδραση των µυκητοκτόνων (captan, benomyl και chlorothalonil) στη δυναµική 

του ανόργανου αζώτου σε διαφορετικά εδάφη. Όλα τα µυκητοκτόνα αρχικά 

αύξησαν τα επίπεδα ανοργανοποίησης-Ν και νιτροποίησης αλλά στη συνέχεια 

τα επίπεδα µειώθηκαν µετά από 20 ηµέρες. Η αύξηση της ανοργανοποίησης-N 
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αποδόθηκε στο θάνατο ορισµένων µυκήτων και στην αύξηση σηµαντικών 

βακτηρίων που κατά πάσα πιθανότητα ευθύνονται για την αύξηση 

ανοργανοποίησης του αζώτου. Επίσης εφαρµογή φυτοφαρµάκων µπορεί να 

διεγείρει την νιτροποίηση, απονιτροποίηση, και αµµωνικοποίηση µε την 

ενεργοποίηση βακτηριακών κοινοτήτων, υπευθύνων για τη διεξαγωγή αυτών 

των βιολογικών διεργασιών και αντιστρόφως (Pell et al., 1998; Rangaswamy 

and Venkateswarlu, 1993; Sato, 1983).  

Πρόσφατα, πληθώρα µοριακών τεχνικών έχουν χρησιµοποιηθεί για να 

διευκρινίσουν τις επιπτώσεις των φυτοφαρµάκων στην µικροβιακή κοινότητα, 

στη δοµή και τη λειτουργία του εδάφους (Widenfalk et al., 2008). Στην παρούσα 

εργασία θα περιγραφούν, σύµφωνα µε τις πρόσφατες εξελίξεις, οι επιπτώσεις 

των µυκητοκτόνων που παρεµβαίνουν σε βιοσυνθετικές διεργασίες των 

µυκήτων cyprodinil & penconazole, στους νιτροποιητικούς µικροοργανισµούς 

(ΑΟΒ και ΑΟΑ) οργανικών φυτικών υπολειµµάτων. 

 

1.5  Μέθοδοι Αξιολόγησης της Εδαφικής Μικροβιακής Κοινότητας 

Η αξιολόγηση της εδαφικής µικροβιακής κοινότητας παρουσίαζε µέχρι 

πρόσφατα σηµαντικά προβλήµατα εξαιτίας του µεγάλου αριθµού 

µικροοργανισµών οι οποίοι δεν µπορεί να αναπτυχθούν σε θρεπτικά µέσα στο 

εργαστήριο. Υπολογίζεται ότι, το 90-95% του ολικού αριθµού βακτηρίων στο 

έδαφος δεν µπορεί να καλλιεργηθούν στο εργαστήριο (Torsvik et al., 1998). Η 

ανάπτυξη της µοριακής βιολογίας τα τελευταία χρόνια οδήγησε στην ανάπτυξη 

διάφορων µεθόδων αξιολόγησης των µικροοργανισµών στο έδαφος, 

ανεξάρτητων από την καλλιέργεια των µικροοργανισµών σε υποστρώµατα. Η 

συγκέντρωση / περιεκτικότητα του rRNA έχει προταθεί ως κατάλληλος δείκτης 

για την αξιολόγηση αλλαγών στη λειτουργική βακτηριακή κοινότητα του 

εδάφους αφού η περιεκτικότητά του προσδιορίζει κατά προσέγγιση την 

µικροβιακή δραστηριότητα (Wagner, 1994). Έτσι εκχύλιση παραλαβή rDNA και 

εφαρµογή PCR πραγµατοποιείται για την αξιολόγηση µικροβιακής 

δραστηριότητας στο έδαφος.  
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Οι µοριακές µέθοδοι παρουσιάζουν όµως και σηµαντικούς περιορισµούς 

ειδικότερα όταν αυτές εφαρµόζονται σε περιβαλλοντικά δείγµατα. Τα 

σηµαντικότερα προβλήµατα παρατηρούνται κατά το στάδιο της δειγµατοληψίας 

και αποθήκευσης των δειγµάτων πριν την εκχύλιση των νουκλεϊκών οξέων. 

Προβλήµατα παρατηρούνται επίσης κατά τη διάρκεια της εκχύλισης του 

DNA/RNA που αφορά την αξιόπιστη και επαναλήψιµη λύση όλων των κυττάρων 

των µικροοργανισµών καθώς επίσης και της εκχύλισης µεµονωµένων και 

ανέπαφων νουκλεϊκών οξέων, εξωπολυσακχαριτών των κυτταρικών µεβρανών 

και πρωτεϊνών που µπορεί να µειώσουν ή να παρεµποδίσουν την αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης ή την πέψη του DNA µε ένζυµα περιορισµού (Clegg et 

al., 1997; Cullen and Hirsch, 1998; Frostegård et al., 1999; Gelsomino et al., 

1999; Trevors and van Elsas, 1995; vanElsas et al., 1997).  

Έτσι οι µοριακές µέθοδοι παρέχουν πολύ χρήσιµες πληροφορίες σχετικά 

µε την ποικιλότητα της µικροβιακής κοινότητας του εδάφους λαµβάνοντας 

υπόψη µικροοργανισµούς που µπορεί να αναπτυχθούν σε υποστρώµατα 

καθώς επίσης και µικροοργανισµούς που δεν µπορεί να καλλιεργηθούν στα 

υποστρώµατα αυτά (van Elsas et al., 1998). Η συνδυασµένη χρήση µεθόδων 

που αφορούν την αξιολόγηση µεγάλου εύρους µικροοργανισµών, και µεθόδων 

που σχετίζονται µε την αξιολόγηση εξειδικευµένων οµάδων µικροοργανισµών 

είναι µια τακτική που µειώνει σηµαντικά τους περιορισµούς και τις δυσκολίες 

που παρουσιάζει η αξιολόγηση πολύπλοκων από άποψης δοµής και 

λειτουργικότητας µικροοργανισµών στο έδαφος (Macnaughton et al., 1999; 

Muyzer, 1998; Nusslein and Tiedje,1998; Οvreås and Torsvik, 1997; Οvreås et 

al., 1998; Sandaa et al., 1999). Η µεθοδολογική αυτή προσέγγιση περιλαµβάνει 

τα παρακάτω: 

• «Γενετική αποτύπωση» η οποία παρέχει µια γενική εικόνα σχετικά µε τη 

δοµή της µικροβιακής κοινότητας του εδάφους 

• «Κλωνοποίηση» των προϊόντων PCR και στη συνέχεια αλληλούχιση 

των ενισχυµένων περιοχών των γονιδίων – στόχων, που παρέχει σηµαντικές 

πληροφορίες σε ότι αφορά τη µικροβιακή ποικιλότητα υπό την έννοια της 

διαφορετικότητας των ειδών αλλά όχι και της σχετικής αφθονίας τους στο υπό 

µελέτη έδαφος. 
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1.5.1 Προσδιορισµός της σύστασης της εδαφικής µικροβιακής 

κοινότητας 

Η µελέτη της σύστασης της κοινότητας επιλεγµένων µικροβιακών οµάδων στο 

έδαφος µε µοριακές τεχνικές στηρίζεται στην εξαγωγή του DNA από το έδαφος 

και ενίσχυση κυρίως ριβοσοµικών περιοχών του γονιδιώµατος των υπό 

αξιολόγηση µικροοργανισµών µε την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης. Στην 

συνέχεια η αποτύπωση της µικροβιακής κοινότητας µπορεί να πραγµατοποιηθεί 

µε διάφορες µεθόδους όπως για παράδειγµα µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε 

βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών (DGGE). Συµπληρωµατικά ακολουθεί 

δηµιουργία βιβλιοθηκών κλώνων για επιλεγµένα δείγµατα, και αλληλούχιση 

επιλεγµένων κλώνων, για ταυτοποίηση των επιλεγµένων ζωνών από το 

αποτύπωµα της µικροβιακής κοινότητας. 

 

1.5.2  Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

Η αρχή της µεθόδου στηρίζεται στον ενζυµικό πολλαπλασιασµό in vitro 

επιλεγµένων αλληλουχιών DNA χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο µικρή ποσότητα 

δείγµατος. Ο ενζυµικός πολλαπλασιασµός πραγµατοποιείται σε κύκλους, και ο 

κάθε κύκλος ολοκληρώνεται σε τρία στάδια έτσι ώστε η επιλεγµένη αλληλουχία 

του DNA να πολλαπλασιάζεται εκθετικά. 

Συγκεκριµένα, το πρώτο στάδιο της αλυσιδωτής αντίδρασης 

πολυµεράσης αφορά τη θερµική αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στους 92-95οC. 

Το δεύτερο στάδιο, αυτό του υβριδισµού, αφορά την πρόσδεση των εκκινητών 

στα συµπληρωµατικά προς αυτούς τµήµατα DNA σε µια θερµοκρασία 50-65οC. 

Το τρίτο και τελευταίο στάδιο, αφορά την σύνθεση DNA µε τη δράση της DNA 

πολυµεράσης, ξεκινώντας από τους εκκινητές και το στάδιο αυτό 

πραγµατοποιείται σε θερµοκρασίες από 70 µέχρι 78οC. Ο βέλτιστος αριθµός 

κύκλων της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης εξαρτάται από την ποσότητα 

του αρχικού DNA που χρησιµοποιείται ως µήτρα και την απόδοσή της σε κάθε 

κύκλο. Με την ολοκλήρωση ορισµένων κύκλων το επικρατές προϊόν είναι 

δίκλωνο DNA του οποίου τα 5’ άκρα καθορίζονται από τους εκκινητές. 
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1.5.3 Τεχνική µοριακής αποτύπωσης της µικροβιακής κοινότητας 

στο έδαφος  (DGGE). 

Η ηλεκροφόρηση σε πηκτή ακρυλαµιδίου µε βαθµίδωση αποδιατακτικών 

ουσιών (DGGE) επιτρέπει την ανίχνευση απλών µεταβολών στην αλληλουχία 

µικρών θραυσµάτων DNA. Αυτή η µέθοδος προσφέρει τη δυνατότητα 

αποτύπωσης της εδαφικής µικροβιακής κοινότητας και είναι ανεξάρτητη από 

την καλλιέργεια µικροοργανισµών σε υποστρώµατα τόσο στο χώρο όσο και στο 

χρόνο (Muyzer et al., 1993). ∆εν προσφέρεται όµως για ποσοτικοποίηση, όσον 

αφορά τους πληθυσµούς των µικροοργανισµών που ανιχνεύει. 

Η τεχνική αυτή βασίζεται στο διαχωρισµό δίκλωνου µορίου DNA, σε 

πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου, που περιέχει αποδιατακτικές ουσίες (ουρία και 

φορµαµίδιο) µε συγκεκριµένη βαθµίδωση της συγκέντρωσής τους (Muyzer et 

al., 1993; Nakatsu et al., 2000; Torsvik et al., 1998). Ο διαχωρισµός δύο 

θραυσµάτων DNA του ιδίου µεγέθους αλλά διαφορετικής αλληλουχίας γίνεται 

σύµφωνα µε τις διαφορές στη θερµοκρασία αποδιάταξης (Τm), που εξαρτάται 

από τη συχνότητα εµφάνισης των βάσεων Α-Τ και G-C στην αλληλουχία τους. 

∆ύο όµοια τµήµατα DΝΑ που διαφέρουν έστω και σε ένα µόνο νουκλεοτίδιο θα 

έχουν και διαφορετική τιµή Τm. 

.Κατά την ηλεκτροφόρηση τους στο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου, µόλις 

εισέλθουν σε περιοχή µε κρίσιµη συγκέντρωση αποδιατακτικών ουσιών, 

τµήµατα της δίκλωνης αλυσίδας του DNA (domain) αποδιατάσονται. Οι 

αλυσίδες ενός τµήµατος DNA αποδιατάσσονται σε συγκεκριµένη θερµοκρασία η 

οποία εξαρτάται από: α) τους δεσµούς υδρογόνου που σχηµατίζονται µεταξύ 

των συµπληρωµατικών βάσεων (αλληλουχίες πλούσιες σε γουανίνη και 

κυτοσίνη αποδιατάσσονται σε υψηλότερες θερµοκρασίες) και β) από το 

στοίβαγµα µεταξύ των γειτονικών βάσεων στην ίδια αλυσίδα. Η αποδιάταξη 

συνοδεύεται από µείωση της κινητικότητάς τους. Εποµένως, δύο τµήµατα του 

ιδίου µεγέθους και διαφορετικής αλληλουχίας θα ακινητοποιηθούν σε 

διαφορετικά σηµεία του πηκτώµατος, που θα αντιστοιχούν στις διαφορετικές Tm 

που παρουσιάζουν.  

Το µέγεθος των τµηµάτων DΝΑ, που µπορούν να αναλυθούν σε ένα 

τέτοιο πήκτωµα πολυακρυλαµιδίου, ποικίλουν από 100 µέχρι 500 ζεύγη 

βάσεων. Η πλήρης αποδιάταξη του δίκλωνου DNA κατά την διάρκεια της 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:04:20 EEST - 3.145.67.158



 31

ηλεκτροφόρησης DGGE αποτρέπεται µε την προσθήκη στο 5’ άκρο του ένος εκ 

των δύο εκκινητικών µορίων ενός ολιγονουκλεοτιδίου αποτελούµενου από 40 

περίπου νουκλεοτίδια εµπλουτισµένο σε γουανίνη και κυτοσίνη. Το τµήµα αυτό 

λειτουργεί σαν σφυκτήρας (GC-clamp) στην άκρη του τµήµατος DNA που το 

προφυλάσσει από την πλήρη του αποδιάταξη κατά την ηλεκτροφόρηση σε 

αυξανόµενη συγκέντρωση ουρίας και φορµαµίδης.  

Οι ζώνες DNA που προκύπτουν από την ηλεκτροφόρηση αντιστοιχούν 

άµεσα στη γενετική ποικιλότητα στο δείγµα που εξετάζεται ενώ ο αριθµός των 

ζωνών αντιπροσωπεύει τον αριθµό των κυρίαρχων ειδών. 

 

 

Στόχοι της Εργασίας 

1. Η µελέτη της διάσπασης των µυκητοκτόνων cyprodynil και penconazole σε 

συστήµατα εδάφους – φυτικών υπολειµµάτων που αποτίθενται ως στρώµα 

στην επιφάνεια του εδάφους 

2. Η επίδραση των µυκητοκτόνων στην λειτουργικότητα καθώς και στην δοµή 

της µικροβιακής κοινότητας των ΑΟΑ και ΑΟΒ στο στρώµα των φυτικών 

υπολειµµάτων 

3. Η µελέτη της συσχέτισης της διάσπασης των µυκητοκτόνων µε την 

λειτουργία και σύσταση της κοινότητας των ΑΟΑ και ΑΟΒ 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1 Πειραµατικός Σχεδιασµός των µικρόκοσµων  

Υπολείµµατα καλλιέργειας αµπέλου, κλαδιά & φύλλα  καθώς και 

αγρωστώδη ζιζάνια (οργανικά φυτικά υπολείµµατα) απαλλαγµένα από 

προσµίξεις, συλλέχθηκαν τον Ιούλιο του 2009 από έναν αµπελώνα στη Βόρειο 

Ιταλία (Oltrepò Pavese), ο οποίος είχε εγκαταλειφθεί για 2 χρόνια. Η απουσία 

των µυκητοκτόνων (Penconazole & Cyprodinil) από τα οργανικά φυτικά 

υπολείµµατα που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα, ελέγχθηκε πριν τον ψεκασµό 

και τη δηµιουργία των µικρόκοσµων σε σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας 

υψηλής απόδοσης (HPLC). Το φυτικό υλικό ήταν τεµαχισµένο σε µικρά 

κοµµάτια και οµογενοποιηµένο µε ένα µίκτη. Η τελική σύνθεση των 

επεξεργασµένων πλέον οργανικών φυτικών υπολειµµάτων ήταν αγρωστώδη 

ζιζάνια (Cynodon dactylon, Lolium multiflorum, Lolium perenne, Lolium rigidum) 

κλαδιά αµπέλου και φύλλα σε αναλογία 90:10 κατά βάρος.  

Εννέα µικρόκοσµοι µε οργανικά φυτικά υπολείµµατα κατασκευάστηκαν 

συνολικά (µάρτυρας, Penconazole και cyprodinil σε 3 επαναλήψεις ανά 

µεταχείριση) σε πλαστικά κουτιά  συνολικής επιφάνειας 0.176 m2, µε την 

τοποθέτηση 200 g οργανικών φυτικού υπολείµµατος στην επιφάνεια στρώµατος 

εδάφους βάρους 900 g, µε σκοπό να επιτευχθεί ένα στρώµα οργανικού φυτικού  

υπολείµµατος όχι παχύτερο από 2 cm. Με σκοπό τη διατήρηση της υγρασίας σε 

επιθυµητά επίπεδα, τα οργανικά φυτικά υπολείµµατα είχαν τοποθετηθεί σε όλη 

την επιφάνεια των πλαστικών κουτιών και πάνω από αυτά απορροφητικό χαρτί  

µε την προσθήκη νερού µία φορά την ηµέρα για 3 εβδοµάδες. Το έδαφος είχε 

προηγουµένως κοσκινιστεί  σε διάµετρο κόκκων 2 mm και η υγρασία του 

προσαρµόστηκε στο 60% της υδατοχωρητικότητας. Οι φυσικοχηµικές ιδιότητες 

του εδάφους παρουσιάζονται στον πίνακα 1. 

Πίνακας 1. Αποτελέσµατα αναλύσεων εδάφους  πριν τη χρησιµοποίηση του στη διεξαγωγή του 
πειράµατος. 

Ολικό C 
(%) 

Ολικό N 
(%) 

C/N 
(%) 

WHC 
(%) Κατανοµή Μεγέθους Σωµατιδίων 

    Ύλις (%) Άργιλος  (%) Άµµος (%) 

2.1 0.81 2.6 60 29 27 43 
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2.2  Εφαρµογή µυκητοκτόνων   και   δειγµατοληψία 

Για τον εφαρµογή των Penconazole ή Cyprodinil στους µικρόκοσµους 

χρησιµοποιήθηκαν τα εµπορικά σκευάσµατα των δύο φυτοπροστατευτικών 

ουσιών (Topas 100 g L-1 Penconazole και Chorus 500 g kg-1 Cyprodinil).           

Ο ψεκασµός διεξήχθη χρησιµοποιώντας νερό ως βασικό διαλύτη. Ο όγκος του 

νερού και οι τελικές συγκεντρώσεις των µυκητοκτόνων που χρησιµοποιήθηκαν 

αντικατόπτριζαν τις συνιστώµενες δόσεις στον αγρό. Οι τελικές συγκεντρώσεις 

στο στρώµα των φυτικών υπολειµµάτων ήταν 1.32 mg kg-1 για το Penconazole 

και 24.6 mg  kg-1 για το cyprodinil. 

 
                                               Εικόνα 1. Μικρόκοσµος µετά τη χρήση µυκητοκτόνου 
 

Και οι 9 µικρόκοσµοι έλαβαν την ίδια ποσότητα νερού (375 ml kg-1 στα 

200 g litter). Οι µικρόκοσµοι διατηρήθηκαν σε σταθερή υγρασία καθ’ όλη τη 

διάρκεια του πειράµατος, προσθέτοντας απιονισµένο νερό τρείς φορές την 

εβδοµάδα και τοποθετήθηκαν σε επωαστικό θάλαµο µε σταθερή θερµοκρασία 

στους 26 ºC και σταθερή υγρασία στο 65% της υδατοχωρητικότητας. 

Οι χηµικές και µοριακές αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν αµέσως µετά τον 

ψεκασµό (0 ηµέρα) και 7, 21, 56 και 100 ηµέρες µετά τον ψεκασµό. Σε κάθε 

δειγµατοληψία έγινε συλλογή 25 g οργανικών φυτικών υπολειµµάτων από κάθε 

µικρόκοσµο µε ιδιαίτερη προσοχή ώστε να αποφευχθεί η λήψη εδάφους 

απαλλαγµένου από µυκητοκτόνο στο κάτω µέρος. Τα δείγµατα συσκευάστηκαν 

σε αλουµινόχαρτο και αποθηκεύτηκαν στους -20 C° ώστε να είναι έτοιµα για τις 

χηµικές και µοριακές αναλύσεις. 
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2.3 Μέθοδος προσδιορισµού των υπολειµµάτων των µυκητοκτόνων 

σε σύστηµα HPLC 

Η εξαγωγή των µυκητοκτόνων από τα οργανικά φυτικά υπολείµµατα 

διεξήχθη χρησιµοποιώντας το πρωτόκολλο εκχύλισης µε γη διατόµων όπως 

περιγράφηκε από τους Sicbaldi et al. (1997) µε κάποιες τροποποιήσεις για την 

εφαρµογή του σε οργανικά φυτικά υπολείµµατα. Πέντε γραµµάρια οργανικών 

φυτικών υπολειµµάτων ζυγίστηκαν και αφέθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου  για 

15 λεπτά. Έξι γραµµάρια από γη διατόµων προστέθηκαν και οµογενοποιήθηκαν 

προσεκτικά µε το δείγµα. Σε µια γυάλινη στήλη, τοποθετήθηκε στον πυθµένα 

καθώς και στην κορυφή της στήλης υαλοβάµβακας και στο κέντρο τα οργανικά 

φυτικά υπολείµµατα , έπειτα αφέθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 min. 

Στη συνέχεια  προστέθηκαν 50 ml  διχλωροµεθάνιο, το οποίο διαπέρασε το 

δείγµα και συλλέχθηκε σε γυάλινη φιάλη των 250 ml. Άλλα 50 ml 

διχλωροµεθάνιο προστέθηκαν και συλλέχτηκαν µε τον ίδιο τρόπο. Τα 

εκχυλίσµατα που συγκεντρώθηκαν, εξατµίστηκαν µέχρι ξηρού σε περιστροφικό 

εξατµιστήρα κενού  (rotary vacuum evaporator) σε θερµοκρασία 30 ºC και το 

ξηρό υπόλειµµα επαναδιαλύθηκε σε 10 ml διχλωροµεθάνιο. Ακολούθησε νέα 

συµπύκνωση µέχρι ξηρού σε ρεύµα αζώτου, το ξηρό υπόλειµµα 

επαναδιαλύθηκε σε 5 ml µεθανόλης. Μετά από 5 λεπτά φυγοκέντρηση, 1 ml 

εκχυλίσµατος µεταφέρθηκε σε φιαλίδια για την ανάλυση σε σύστηµα HPLC. 

Για την ανάλυση και προσδιορισµό των υπολειµµάτων των µυκητοκτόνων, 

από τα εκχυλίσµατα τα οποία προέκυψαν από τους µικρόκοσµους, 

χρησιµοποιήθηκε σύστηµα HPLC, που ήταν εξοπλισµένο µε σύστηµα αντλιών 

βαθµιδωτής έκλουσης (gradient), όγκο έγχυσης 20 µl, ανιχνευτή UV ενώ ήταν 

συνδεδεµένο µε ανάλογο λογισµικό clarity®  για την παραλαβή και επεξεργασία 

των δεδοµένων. Για την προετοιµασία προτύπων διαλυµάτων µυκητοκτόνων 

και κινητής φάσης για την χρωµατογραφική ανάλυση χρησιµοποιήθηκαν 

µεθανόλη, ακετονιτρίλιο και νερό HPLC grade (Merck GmbH, Germany), οξικό 

οξύ και NH4OH. Οι χρωµατογραφικές παράµετροι της µεθόδου που 

χρησιµοποιήθηκαν έχουν ταυτοποιηθεί από τους Suciu et al. (2009). Η 

ανίχνευση υπολειµµάτων των Cyprodinil και Penconazole πραγµατοποιήθηκε 

σε µήκος κύµατος 266 και 220 nm αντίστοιχα.  
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                                                        Εικόνα 5. Στήλη συστήµατος HPLC  

 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός των µυκητοκτόνων πραγµατοποιήθηκε µε 

την κατασκευή και χρήση πρότυπης καµπύλης αναφοράς. Αρχικά 

παρασκευάστηκαν πρότυπα διαλύµατα Cyprodinil & Penconazole, 1000 µg ml-1 

σε µεθανόλη. Το πυκνό αυτό διάλυµα ακολούθως χρησιµοποιήθηκε για την 

παρασκευή πρότυπων διαλυµάτων συγκεντρώσεων 0.02 έως 40 mg L-1 για το 

cyprodinil και 0.02 έως 10 mg L-1 για το Penconazole µε διαδοχικές αραιώσεις. 

Τέλος έγινε έγχυση 20 µl για κάθε ένα από τα πρότυπα διαλύµατα στο σύστηµα 

HPLC. Οι συγκεντρώσεις των Penconazole και Cyprodinil προσδιορίστηκαν 

ποσοτικά  από το εµβαδόν των κορυφών, ακολουθώντας τη γραµµική σχέση 

των προτύπων διαλυµάτων  κατά την αύξηση των συγκεντρώσεων µεταξύ 0.02 

έως 10 mg L-1 για το Penconazole & 0.02 έως 40 mg L-1 για το Cyprodinil.  

 

2.4    Σχετική πιθανή νιτροποίηση 

Η νιτροποίηση προσδιορίστηκε χρησιµοποιώντας τη µέθοδο που αναπτύχθηκε 

από τους Kandeler et al (1995) το οποίο τροποποιήθηκε για την µέτρηση της 

νιτροποίησης σε οργανικά φυτικά υπολείµµατα.  

∆ύο γραµµάρια οργανικών φυτικών υπολειµµάτων  ζυγίστηκαν από κάθε 

δειγµατοληψία για κάθε µεταχείριση, αναµίχθηκαν µε 8 ml από διάλυµα  1mM 

(NH4)2SO4 σε απεσταγµένο νερό και προστέθηκαν 0.04 ml διαλύµατος 

χλωριούχου νατρίου 1.5 Μ και αναδεύτηκαν ελαφρά. Το ένα από τα δύο  

δείγµατα που ζυγίστηκαν από κάθε δειγµατοληψία για κάθε µεταχείριση 
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επωάστηκε στους 26 ºC σε περιστρεφόµενο αναδευτήρα για διάστηµα 5 ωρών 

ενώ το άλλο αποθηκεύτηκε για 5 ώρες στους -20 ºC. Τα δείγµατα µετά την 

επώαση και αποθήκευση αντίστοιχα αφέθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου, 

προστέθηκαν και στα δύο δείγµατα, 2 ml διαλύµατος χλωριούχου καλίου 2 Μ, 

αναδεύτηκαν ελαφρώς και ακολούθησε αµέσως διήθηση για την παραλαβή των 

εκχυλισµάτων.  

 

 

 

 

 

        

 

 

 

 

 

                             Εικόνα 6. Εκχυλίσµατα  κατά το τελικό στάδιο πριν τη  φωτοµετρική ανάλυση. 

 

Για τη φωτοµετρική ανάλυση έγινε ανάµιξη 2 ml από τα εκχυλίσµατα, 1.2 

ml ρυθµιστικού διαλύµατος χλωριούχου αµµωνίου (0.19 Μ, pH 8.5) και 0.8 ml 

χρωµατικού δείκτη (color reagent, αποτελούµενος από 2 g sulphanilamide, 0.1 

N-(1-naphyl)-ethylenediamine hydrochloride διαλυµένα σε 150 ml 

απεσταγµένου νερού και 20 ml  φωσφορικού οξέως) σε δοκιµαστικούς 

σωλήνες, ανακατεύθηκαν ελαφρά ώστε να οµογενοποιηθούν µε τα εκχυλίσµατα 

και αφέθηκαν για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα εκχυλίσµατα των 

δειγµάτων που επωάστηκαν και αυτών που αποθηκεύτηκαν στους -20C, 

µετρήθηκαν στα 520 nm έναντι στον λευκό χρωµατικό δείκτη (blank regent, 

αποτελούµενος από 2 ml απιονισµένο νερό, 1.2 ml ρυθµιστικό διάλυµα 

χλωριούχου αµµωνίου και 0.8 ml χρωµατικό δείκτη).  Τα ποσοστά σχετικής 

πιθανής νιτροποίησης υπολογίστηκαν σε µm N σε σχέση µε το λευκό 

χρωµατικό δείκτη της καµπύλης αναφοράς ( ng N g-1 dm 5h-1 ). 
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    2.5  Εκχύλιση DNA από δείγµατα οργανικών φυτικών υπολειµµάτων 

Το πρώτο βήµα για τον χαρακτηρισµό της µικροβιακής κοινότητας του εδάφους 

µε µοριακές µεθόδους είναι η εξαγωγή του DNA από το έδαφος. ∆ύο µέθοδοι 

έχουν αναπτυχθεί για την αποµόνωση του DNA: (i) η µέθοδος άµεσης λύσης 

(Ogram et al., 1987) και (ii) η µέθοδος αποµόνωσης κυττάρων (Torsvik, 1980). 

Η πρώτη µέθοδος βασίζεται στην άµεση λύση των κυττάρων στο έδαφος η 

οποία µπορεί να γίνει µε µηχανικό ή χηµικό ή ενζυµικό τρόπο ή και µε 

συνδυασµό τους. Μετά τη λύση το DNA εκχυλίζεται και καθαρίζεται. Ενώ στη 

δεύτερη µέθοδο πριν τη λύση των κυττάρων και την ανάκτηση του DNA γίνεται 

διαχωρισµός των κυττάρων από τα σωµατίδια του εδάφους. Για την περαιτέρω 

ανάλυση του εκχυλισµένου DNA µε µοριακές τεχνικές όπως είναι η PCR είναι 

απαραίτητο το DNA να είναι ελεύθερο προσµίξεων όπως πολυφαινολικά, 

χουµικά οξέα ή πολυσακχαρίδια και πρωτεΐνες. Η παρουσία ουσιών τέτοιων 

ουσιών στο εκχυλισµένο DNA του εδάφους µπορούν να προκαλέσουν 

αναστολή της δράσης της πολυµεράσης κατά την PCR. Και για τις δύο 

µεθόδους ένας µεγάλος αριθµός πρωτοκόλλων έχει δηµοσιευτεί µε διάφορες 

τροποποιήσεις που αποσκοπούν στη βελτίωση της ποιότητας και της 

ποσότητας του DNA που εκχυλίζεται. Επίσης διάφορα εµπορικά kit είναι 

διαθέσιµα για την εκχύλιση DNA από το έδαφος, όπου στην παρούσα εργασία 

έγινε τροποποίηση για DNA από οργανικά φυτικά υπολείµµατα. 

Από µελέτες σύγκρισης των δύο µεθόδων έχει βρεθεί ότι µε την µέθοδο 

της άµεσης λύσης εξάγεται µεγαλύτερη ποσότητα DNA ενώ µε τη µέθοδο 

αποµόνωσης κυττάρων εκχυλίζεται DNA µεγαλύτερου µοριακού βάρους και 

υψηλότερης καθαρότητας. Επίσης το DNA που εξάγεται από αποµονωµένα 

κύτταρα προέρχεται κυρίως από βακτήρια ενώ µε την µέθοδο άµεσης λύσης 

εξάγεται βακτηριακό και ευκαρυωτικό DNA (Roose-Amsaleg et al., 2001; Gabor 

et al., 2002; Robe et al., 2003). 

Εξαγωγή DNA πραγµατοποιήθηκε από τρία δείγµατα για κάθε 

µεταχείριση που περιλάµβανε οργανικά φυτικά υπολείµµατα µάρτυρα, οργανικά 

φυτικά υπολείµµατα  µε χρήση Penconazole και οργανικά φυτικά υπολείµµατα  

µε χρήση Cyprodinil. Συνολικά DNA εκχυλίστηκε από 45 δείγµατα οργανικών 

φυτικών υπολειµµάτων (3 επαναλήψεις × 3 µεταχειρίσεις × 5 δειγµατοληψίες). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:04:20 EEST - 3.145.67.158



 38

Το DNA εκχυλίστηκε από 0.25 gr από τα δείγµατα οργανικών φυτικών 

υπολειµµάτων  για κάθε µεταχείριση µε τη χρήση του PowerSoil™ DNA 

Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.).  

Το kit χρησιµοποιεί τη µέθοδο αποµόνωσης κυττάρων, εκχυλίζεται DNA 

µεγάλου µοριακού βάρους και υψηλής καθαρότητας. Μετά την εφαρµογή του 

πρωτοκόλλου που προτείνεται από το κατασκευαστή, το DNA διατηρήθηκε 

στους -20 oC ώστε να είναι διαθέσιµο για τις µετέπειτα µεταχειρίσεις. 

 

 
            Εικόνα 7.  PowerSoil ™ DNA Isolation Kit(MO BIO Laboratories, Inc.) 

 

2.6   Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

Η τεχνική της PCR (Polymerase Chain Reaction) επιτρέπει τον ενζυµικό 

πολλαπλασιασµό in vitro επιλεγµένων αλληλουχιών DNA από ελάχιστες 

αρχικές ποσότητες δείγµατος. Πραγµατοποιήθηκε PCR για την ενίσχυση του 

γονιδίου amoA των ΑΟΑ και ΑΟΒ από το DNA που εκχυλίστηκε από τα 

δείγµατα φυτικών υπολειµµάτων στα διάφορα χρονικά διαστήµατα. Οι εκκινητές 

που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία, οι συγκεντρώσεις των 

αντιδραστηρίων που χρησιµοποιήθηκαν στις PCR, καθώς και το 

θερµοκυκλοποιητικό πρόγραµµα παρουσιάζονται στους παρακάτω πίνακες 

(2,3,4,5).  
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Πίνακας 2. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση του amoA γονιδίου στα 
βακτήρια (amoA-1f και amoA-2R) και τα αρχαία (CrenamoA-23F – CrenamoA-616r) 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 
Πίνακας 3 . Οι όγκοι και οι συγκεντρώσεις των συστατικών που   

χρησιµοποιήθηκαν  στις PCR αντιδράσεις 

Αντιδραστήρια Όγκος Πρότυπα διαλύµατα 

dd H2O 13.5 µl  

DNA  20 µl (20 ng)  

10 × PCR Buffer 5 µl  

MgCl2 5 µl (2.5 mΜ) 25 mΜ 0.4µM 

πολυµεράση 0.5 µl (2.5 U) 5U/µl 

dNTPs 4 µl (0.4 mM) 5 mM 

F Primer 1 µl (0.5 µΜ) 25 µΜ 

R Primer 1µl (0.5 µΜ) 25 µΜ 

Συνολικός όγκος 50 µl  

 
 

Πίνακας 4. Θερµοκυκλοποιητικές συνθήκες πραγµατοποίησης  PCR  
αντίδρασης για τα ΑΟΒ 

Αρχική αποδιάταξη 94oC 5min  

Αποδιάταξη  

Υβριδοποίηση 

Επιµήκυνση 

95oC 

54oC 

72oC 

30sec 

30sec 

30sec 

35 κύκλους 

Τελική επιµήκυνση 72oC 10min  

 
 
 
 
 

Εκκινητής Αλληλουχία Tm 

amoA - 1f - GC 5’ - GGG GTT TCT ACT GGT GGT - 3’ 54.1 oC 

amoA - 2r - T 5’ - CCC CTC TGS AAA GCC TTC TTC - 3’ 54.1 oC 

CrenamoA - 23f 5’- ATG GTC TGG CTW AGA CG - 3’ 47.1 oC 

CrenamoA - 616r 5’- GCC ATC CAT CTG TAT GTC CA- 3’ 51.8 oC 
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Πίνακας 5. Θερµοκυκλοποιητικές συνθήκες πραγµατοποίησης PCR  
αντίδρασης για τα ΑΟΑ 

Αρχική αποδιάταξη 94oC 5min  

Αποδιάταξη  

Υβριδοποίηση 

Επιµήκυνση 

95oC 

54oC 

72oC 

30sec 

30sec 

1min 

35 κύκλους 

Τελική επιµήκυνση 72oC 10min  

 

2.7   Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό, την 

αναγνώριση και τον καθαρισµό τµηµάτων DNA. Στην εργασία αυτή 

πραγµατοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση στα δείγµατα DNA που εκχυλίστηκαν από 

φυτικά οργανικά υπολείµµατα για τον έλεγχο της απόδοσης της εκχύλισης και 

στα προϊόντα των PCR για τον έλεγχο της παρουσίας του επιθυµητού 

προϊόντος. 

 

2.7.1    Ηλεκτροφόρηση δειγµάτων εκχυλισµένου DNA 

Χρησιµοποιήθηκε πηκτή 0.8% (0.8 g αγαρόζη σε 100ml TBE). Στη πηκτή 

φορτώθηκαν 5µl από κάθε δείγµα DNA αναµεµειγµένα µε 3µl loading buffer 6x. 

H ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε στα 80V. Μετά το τέλος της 

ηλεκτροφόρησης η πηκτή τοποθετήθηκε σε απεσταγµένο νερό που περιείχε 

βρωµιούχο αιθίδιο σε συγκέντρωση 0.5 µg/ml και στη συνέχεια ξεπλύθηκε. 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης είναι δυνατή η παρατήρηση των ζωνών του 

DNA στη πηκτή αφού τοποθετηθεί σε συσκευή UV. 

 

2.7.2    Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR  

Χρησιµοποιήθηκε πηκτή 1% [1 g αγαρόζη σε 100 ml TBE και 6µl βρωµιούχου 

αιθιδίου (1%)]. Στη πηκτή φορτώθηκαν 10µl από το προϊόν PCR αναµεµειγµένα 

µε 2µl loading buffer 6x. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 110V. Μετά 

το τέλος της ηλεκτροφόρησης είναι δυνατή η παρατήρηση των ζωνών του DNA 

στη πηκτή αφού τοποθετηθεί σε συσκευή UV. 
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2.8 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών   

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). 

 

 Υλικά και διαλύµατα 

� Πλήρες σύστηµα DGGE (INGENYphorU-2x2) 

� Aντλία ανάµειξης διαλυµάτων αποδιατακτικών ουσιών  

� Ακρυλαµίδη (Acrylamide-Bisacrylamide 40% solution 37.5:1) 

� Φορµαµίδη (Deinized formamide) 

� Ουρία  

� TEMED (N,N,N’,N’ – tetramethylenediamine) 

� 10% Ammonium Persulphate Solution (APS, 100mg σε 1ml ddH2O) 

� 50x TAE 

Tris base 242gr 

Glacial acetic acid 57.1ml 

0.5M EDTA (pH 8) 100ml 

Ο όγκος προσαρµόζεται στo 1L απεσταγµένο νερό 

� ∆ιαλύµατα 0% και 100% αποδιατακτικών ουσιών 

 0% 100% 

Ακρυλαµίδη  

Φορµαµίδη 

Ουρία  

50x TAE  

H2O 

20ml 

- 

- 

2ml 

στα 100ml 

20ml 

40ml 

42gr 

2ml 

στα 100m 

 

Πειραµατικό µέρος 

Το DGGE πραγµατοποιείται µε το INGENYphorU-2x2 σύστηµα (Εικόνα 5). 

 
                                            Εικόνα 8. INGENYphorU-2x2 σύστηµα 
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Στην παρούσα εργασία η µέθοδος DGGE χρησιµοποιήθηκε για το διαχωρισµό 

των προϊόντων που προέκυψαν από την αντίδραση PCR. Για τα βακτήρια 

χρησιµοποιήθηκε πηκτή ακρυλαµίδης 6% (acrylamide : bisacrylamide, 37,5:1) 

µε βαθµίδωση από 45% ( 18,9% w/v urea-18% v/v formide) µέχρι 65% ( 27,3% 

w/v urea – 26% v/v formide). Για τα αρχαία χρησιµοποιήθηκε πηκτή 

ακρυλαµίδης 6% µε βαθµίδωση από 15% (6.3% w/v urea – 10% v/v formide)  

µέχρι 55%  (23,1% w/v urea – 22% v/v formamide). Παρακάτω παρατίθεται 

περιληπτικά το πρωτόκολλο που χρησιµοποιήθηκε για την µέθοδο DGGE. 

 

2.8.1 Προετοιµασία της κασέτας ηλεκτροφόρησης 

� Τοποθετούµε την κασέτα ηλεκτροφόρησης INGENY στον πάγκο του 

εργαστηρίου και τοποθετούµε εντός αυτής την µονάδα πίεσης (U-shaped). 

Η µονάδα πίεσης θα έρθει σε επαφή µε την µικρή γυάλινη πλάκα του 

σάντουιτς ηλεκτροφόρησης. 

� Τοποθετούµε επάνω στο spacer και στην µεγάλη γυάλινη πλάκα την 

µικρότερη γυάλινη πλάκα. Πιέζουµε το σάντουιτς ώστε να δηµιουργηθεί 

καλή εφαρµογή µεταξύ του spacer και των πλακών.  

 

� Με προσοχή ανασηκώνουµε το σάντουιτς και το τοποθετούµε µέσα στην 

κασέτα ηλεκτροφόρησης. Τραβάµε το spacer προς τα πάνω µέχρι το 

σηµείο που µπορεί να πάει χωρίς όµως να ανασηκώσουµε τις γυάλινες 

πλάκες. 

� Σφίγγουµε τις κάτω βίδες της κασέτας ηλεκροφόρησης INGENY, 

τοποθετούµε τα χτενάκια και σφίγγουµε τις υπόλοιπες βίδες του 

συστήµατος. 

� Το σύστηµα είναι έτοιµο για τη παρασκευή της πηκτής. 

 

2.8.2 Προετοιµασία των διαλυµάτων και παρασκευή της πηκτής 

� Ανάµιξη των διαλυµάτων των αποδιατακτικών ουσιών 0% και 100% σε 

κατάλληλες αναλογίες για προετοιµασία διαλυµάτων µε υψηλή και χαµηλή 

συγκέντρωση αποδιατακτικών ουσιών στο εύρος που θέλουµε. 
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Πίνακας 6 . Αναλογία όγκων των διαλυµάτων 0 και 100% αποδιατακτικών που πρέπει να 
αναµειχθούν για να πάρουµε διαλύµατα (25ml) µε τις επιθυµητές συγκεντρώσεις 
αποδιατακτικών ουσιών. 

 Συγκέντρωση αποδιατακτικών 100% 0% 

Aρχαία 
15% 

55% 

  3.75ml 

13.75ml 

  8.75ml 

11.25ml 

Βακτήρια 
45% 

65% 

11.25ml 

16.25ml 

13.75ml 

  8.75ml 

 
� Τοποθετούµε το διάλυµα µε τη υψηλή συγκέντρωση αποδιατακτικών στο 

αριστερό δοχείο του συστήµατος ανάµιξης (Α) και το διάλυµα µε τη χαµηλή 

συγκέντρωση στο δεξί δοχείο (Β) ενώ η βαλβίδα επικοινωνίας µεταξύ των 

δύο δοχείων είναι κλειστή (Eικόνα 6). Τοποθετούµε µαγνητάκια σε κάθε 

δοχείο 

� Αφού ξεκινήσουµε την ανάδευση, προσθέτουµε 100µl APS (10%) και 10µl 

TEMED και στα δύο διαλύµατα και ανοίγουµε την αντλία και την βαλβίδα 

επικοινωνίας µεταξύ των δοχείων. Μόλις προσθέσουµε αυτά τα δύο 

συστατικά ξεκινά ουσιαστικά ο πολυµερισµός της ακρυλαµίδης. 

� Το διάλυµα αρχίζει και φτάνει µέσω του σωλήνα της αντλίας στο εσωτερικό 

µεταξύ των δύο γυάλινων πλακών. 

 
Εικόνα 9. Παρασκευή της πηκτής µε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 

 
� Όταν η πηκτή φτάσει λίγο κάτω από τα χτενάκια σταµατάµε την αντλία. 

Αφήνουµε την πηκτή να πολυµεριστεί για περίπου 30 min και προσθέτουµε 

το stacker (4ml/gel από διάλυµα 0% αποδιατακτικών ουσιών ,40µl APS, 4µl 

TEMED). 

� Η πηκτή αφήνεται για τουλάχιστον µία ώρα ώστε να πολυµεριστεί πλήρως η 

ακρυλαµίδη. 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:04:20 EEST - 3.145.67.158



 44

� Κατά τη διάρκεια αυτού του χρονικού διαστήµατος ρυθµίζουµε την θέρµανση 

στην δεξαµενή του συστήµατος µε το ρυθµιστικό διάλυµα στους 60 oC. 

 

2.8.3 Ηλεκτροφόρηση της πηκτής 

� Μόλις ολοκληρωθεί ο πολυµερισµός της ακρυλαµίδης, τοποθετούµε την 

κασέτα INGENY εντός του δοχείου µε διάλυµα 1x TAE.  

� Γεµίζουµε µε ρυθµιστικό διάλυµα 1Χ ΤΑΕ το upper buffer reservoir του 

συστήµατος INGENY. Αποµακρύνουµε προσεκτικά τα χτενάκια και πιέζουµε 

το spacer προς τα κάτω. Φυσαλίδες που θα δηµιουργηθούν στον πυθµένα 

κάτω από την πηκτή µπορούν να αποµακρυνθούν κρατώντας την κασέτα 

INGENY από τη γωνία. 

� Συνδέουµε τα ηλεκτρόδια τα οποία θα πρέπει να έχουν καλυφθεί µε το 

διάλυµα 1 Χ ΤΑΕ ώστε να δηµιουργηθεί ηλεκτρικό πεδίο. 

� Κλείνουµε τη βαλβίδα που ελέγχει την κίνηση του ΤΑΕ στην άνω δεξαµενή 

του ρυθµιστικού διαλύµατος ώστε όταν τοποθετούµε τα δείγµατα στα 

πηγαδάκια να µην τα πετάξει έξω το ΤΑΕ µε τη ροή του. 

� Για να µειώσουµε τη διάχυση των δειγµάτων κατά τη διάρκεια του 

φορτώµατος στην πηκτή η ισχύς του ρεύµατος θα πρέπει να µειωθεί στα 

12V. 

� Φορτώνουµε το προϊόν των PCR αντιδράσεων (περίπου 150ng/γραµµή µε 

2µl loading buffer).  

 
                Εικόνα 10. ∆ιαδικασία που φορτώνετε το προϊόν των PCR αντιδράσεων                                    
 
� Συνδέουµε τη συσκευή INGENY µε εξωτερική πηγή ισχύος. Η 

ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 90V για 16h. 
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2.8.4  Βαφή της πηκτής µε τη µέθοδο SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain. 

Πειραµατικές δοκιµές από ανεξάρτητο εργαστήριο έδειξαν ότι η βαφή της 

πηκτής DGGE µε τη µέθοδο SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain είναι 

σηµαντικά λιγότερο µεταλλαξιγόνος από την µέθοδο βαφής µε βρωµιούχο 

αιθίδιο (Mutat R. 1999). Για την παρασκευή της βαφής χρειάστηκαν SYBR® 

Green I και διάλυση αυτής σε  ΤΕ (10 Mm Tris-HCI, 1 Mm EDTA, Ph 8,0). 

 

           2.8.4  Πειραµατική διαδικασία  

Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης, προστέθηκαν 20 µl SYBR® Green I 

βαφής σε διάλυµα 200 ml TE (10 Mm Tris-HCI, 1 Mm EDTA, pH 8,0) µέσα σε 

ορθογώνιο πλαστικό δοχείο µε επίπεδη επιφάνεια, λίγο µεγαλύτερη της 

επιφάνειας της πηκτής . H βαφή µε SYBR® Green I είναι ευαίσθητη στο pH, γι’ 

αυτό θα πρέπει να δοθεί ιδιαίτερη προσοχή κατά την παρασκευή της. Για pH 

µικρότερο ή µεγαλύτερο του 7.5 - 8.0 η βαφή είναι ασταθής και παρουσιάζει 

µειωµένη αποτελεσµατικότητα. Στη συνέχεια εµβαπτίστηκε η πηκτή µέσα στο 

διάλυµα που αναδεύτηκε για 30 min σε περιστροφικό αναδευτήρα (rotary 

shaker) στις 100 rpm. Τέλος τοποθετήθηκε η πηκτή επάνω στην τράπεζα φωτός 

(trans-illuminator) µε εκποµπή φάσµατος φωτός στην περιοχή του UV (ultra-

violet) υπεριώδης ακτινοβολία και έγινε λήψη φωτογραφίας µε ψηφιακή 

φωτογραφική µηχανή. 
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2.9  Στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων 

Η στατιστική ανάλυση των δεδοµένων νιτροποίησης έγινε µε two-way ANOVA 

και οι διαφορές µεταξύ των µεταχειρίσεων αξιολογήθηκαν µε το τεστ Waller – 

Duncan. Όλες οι αναλύσεις πραγµατοποιήθηκαν µε το λογισµικό SAS v 9.0.       

Κάθε πηκτή DGGE τοποθετήθηκε σε τράπεζα φωτός και 

φωτογραφήθηκε µε υψηλής ανάλυσης ψηφιακή φωτογραφική µηχανή. Οι 

φωτογραφίες από κάθε πηκτή DGGE µετατράπηκαν σε κατάλληλης µορφής 

αρχεία και ψηφιοποιήθηκαν. Τα δεδοµένα που προέκυψαν επεξεργασία των 

πηκτών DGGE αναλύθηκαν µε στατιστική µέθοδο πολυµεταβλητότητας 

ανάλυσης κατά συστάδες χρησιµοποιώντας το συντελεστή Jaccard µέσω του 

αλγορίθµου UPGMA (unweighted paired group means). Για κάθε πηκτή 

κατασκευάστηκαν τα σχετικά δενδρογράµµατα. H οµοιότητα µεταξύ δύο 

δειγµάτων µε βάση των συντελεστή Jaccard δίνεται από τον λόγο του αριθµού 

των ζωνών DNA στα µοριακά αποτυπώµατα των δύο δειγµάτων που είναι 

ταυτόχρονα παρούσες προς τον αριθµό των ζωνών που είναι παρούσες σε 

τουλάχιστον ένα από τα δείγµατα. Ο αριθµός που προκύπτει αφαιρείται από το 

1 ώστε να δώσει το αντίστοιχο µέτρο της οµοιότητας µεταξύ των δύο 

δειγµάτων. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1. ∆ιάσπαση µυκητοκτόνων  

Η ανάλυση και ο προσδιορισµός των υπολειµµάτων των µυκητοκτόνων, από τα 

εκχυλίσµατα που προέκυψαν από τους µικρόκοσµους αναλύθηκαν σε σύστηµα 

HPLC και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στο ∆ιάγραµµα 1. 

 

∆ιάσπαση µυκητοκτόνων από οργανικά φυτικά υπολείµµατα
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∆ιάγραµµα 1: ∆ιάσπαση των µυκητοκτόνων Cyprodinil και Penconazole στο στρώµα 
των φυτικών υπολειµµάτων. Κάθε τιµή είναι ο µέσος όρος των επαναλήψεων ± τυπική 
απόκλιση. 

 

Η διάσπαση των δύο µυκητοκτόνων ακολούθησε διαφορετική κινητική. 

Έτσι η διάσπαση του penconazole ακολούθησε αρχικά µια φάση υστέρησης 

όπου δεν παρατηρήθηκε καµία διάσπαση κατά τις πρώτες 21 ηµέρες µετά την 

εφαρµογή σε αντίθεση µε το cyprodinil του οποίου η διάσπαση ξεκίνησε άµεσα 

και προχώρησε σταδιακά κατά την διάρκεια της επωάσης. Έτσι στις 21 ηµέρες 

µετά την εφαρµογή των µυκητοκτόνων παρατηρήθηκε µια περιορισµένη 

διάσπαση του penconazole σε αντίθεση µε το cyrpodinil για το οποίο 

παρατηρήθηκε διάσπαση του 40% περίπου της αρχικής του συγκέντρωσης. Με 

το πέρας των πρώτων 21 ηµερών επώασης παρατηρήθηκε µια ταχύτατη 

διάσπαση του penconazole που έφτασε το 55% της αρχικής ποσότητας στις 56 
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µετά την εφαρµογή. Με την πάροδο του χρόνου, στην τελευταία δειγµατοληψία 

(100 ηµέρες), φαίνεται ότι  τα ποσοστά διάσπασης είναι ίδια και για τα δύο 

µυκητοκτόνα µε διάσπαση του 70% περίπου.  

 

3.2  Σχετική πιθανή νιτροποίηση  

Στο ∆ιάγραµµα 1 παρουσιάζεται η σχετική πιθανή νιτροποίηση στους 

µικροκόσµους που δέχτηκαν εφαρµογή των µυκητοκτονων  Cyprodinil (C) – 

Penconazole (P) και σε µικρόκοσµους που δεν δέχτηκαν εφαρµογή 

µυκητοκτόνων Μάρτυρας (Β).  

Σχετική Πιθανή Nιτροποίηση  

0
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∆ιάγραµµα 2: Η σχετική πιθανή νιτροποίηση στα οργανικά φυτικά υπολείµµατα 
µικροκόσωµν που δέχτηκαν µεταχειρίσεις Cyprodinil – Penconazole  ή Μάρτυρας. 
Κάθε τιµή είναι ο µέσος όρος των επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. Ράβδοι που δεν 
ακολουθούνται από το ίδιο γράµµα παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντική διαφορά στο 
επίπεδο 5%. 
 

Η στατιστική επεξεργασία για την σχετική πιθανή νιτροποίηση έδειξε ότι η 

εφαρµογή των µυκητοκτόνων προκάλεσε σηµαντική ανάσχεση της 

νιτροποίησης  τουλάχιστον για το διάστηµα των πρώτων 7 ηµερών µετά την 

εφαρµογή µε τις επιδράσεις του µυκητοκτόνου penconazole  να είναι 

περισσότερο ευδιάκριτες και σταθερές. Αυτό πιθανότατα οφείλεται και στην µη 

αποδόµηση του penconazole κατά τις πρώτες 21 ηµέρες σε σύγκριση µε την 

σταδιακή αποδόµηση του cyrpodinil στο ίδιο διάστηµα . Η κατακόρυφη µείωση 

Α 
 

B
C
D C

D 

A
B 

A
B
C 

D D 
C
D 

D 

A 
B 
C 

Α 
 

A
B 

A
B Α 

 B
C
D 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 15:04:20 EEST - 3.145.67.158



 49

της νιτροποίησης για όλες τις µεταχειρίσεις στις 21 ηµέρες, ίσως να οφείλεται σε 

τεχνικά προβλήµατα κατά την διάρκεια της επώασης λόγω χαµηλής  

θερµοκρασίας στον κλίβανο επώασης των µικρόκοσµων για διάστηµα 

τουλάχιστον 5 ηµερών, µε αποτέλεσµα να κατασταλεί η νιτροποίηση , έως ότου 

επανέλθει η θερµοκρασία στα επιθυµητά επίπεδα. Σύγκριση των 

ιστογραµµάτων 1 και 2 δείχνει ότι η διάσπαση των µυκητοκτόνων οδηγεί σε 

ανάκαµψη της νιτροποίησης στις ηµέρες δειγµατοληψίας 56 και 100. 

 

3.3 Αποτελέσµατα εξαγωγής DNA από δείγµατα Οργανικών Φυτικών 

Υπολειµµάτων 

Αρχικά πραγµατοποιήθηκε εκχύλιση DNA από τα δείγµατα οργανικών φυτικών 

υπολειµµάτων. Για τον έλεγχο της απόδοσης της εκχύλισης, µια ποσότητα από 

τα δείγµατα DNA ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης 0.8%. Το γεγονός ότι 

διακρίνεται µία ζώνη DNA, αποδεικνύει ότι το προϊόν της  απόδοσης της 

εκχύλισης είναι ποιοτικός καλό και δεν έχει υποστεί µηχανική ή χηµική 

καταστροφή σε µεγάλο βαθµό κατά τη διαδικασία της εκχύλισης. Στην εικόνα 

11, διακρίνεται ο µάρτυρας λ- Ladder (BioRad,Hercules, California, USA) σε 

γνωστές συγκεντρώσεις 10–20 ng και ενδεικτικά από την πρώτη ηµέρα 

δειγµατοληψίας, ηλεκτροφόρηση δύο δειγµάτων από οργανικά φυτικά 

υπολείµµατα σε δύο επαναλήψεις. 

 

 
Εικόνα.11 Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 0.8% δειγµάτων 
DNA από οργανικά φυτικά υπολείµµατα από την 1η ηµέρα δειγµατοληψίας για τα 
δείγµατα LB1d0 και LB2d0 µεταχειρίσεις χωρίς εφαρµογή µυκητοκτόνου, σε δύο 
επαναλήψεις. Όπου B=Blank (µάρτυρας) L= Litter (οργανικά φυτικά υπολείµµατα) d= 
day (ηµέρα). Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 3 µl εκχυλισµένου DNA. 
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3.4 Αποτελέσµατα αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 

Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της PCR για την ενίσχυση του γονιδίου 

amoA το οποίο κωδικεύει την παραγωγή του ενζύµου µονοοξυγενάση της 

αµµωνίας στα ΑΟΑ και ΑΟΒ των δειγµάτων DNA που εκχυλίστηκαν από τα 

οργανικά φυτικά υπολείµµατα. Το προϊόν PCR ήταν περίπου 491 bp για τα 

ΑΟΒ και 629 bp για τα ΑΟΑ (Εικόνα 12). 

 

 

Εικόνα 12. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1% PCR προϊόντων 
της µικροβιακής κοινότητας των οργανικών φυτικών υπολειµµάτων, για τις ηµέρες 
δειγµατοληψίας d0,d7,d56 και d100 για κάθε µεταχείριση µάρτυρας (B) – Cyprodinil (C) 
– Penconazole (P) και για τις τρείς επαναλήψεις. Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 10 µl 
προϊόν PCR. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

           B1d0 B2d0 B3d0  C1d0  C2d0  C3d0 P1d0 P2d0 P3d0  B1d7   B2d7 B3d7  C1d7 C2d7 C3d7 P1d7 P2d7 P3d7 

 B1d0  B2d0 B3d0  C1d0  C2d0 C3d0 P1d0 P2d0 P3d0  B1d7  B2d7 B3d7  C1d7 C2d7 C3d7 P1d7 P2d7 P3d7 

 B1d56   B2    B3  C1d56   C2     C3   P1d56   P2   P3 B1d100  B2    B3   C1d100 C2    C3 P1d100   P2     P3 

 B1d56   B2    B3  C1d56   C2     C3   P1d56  P2   P3 B1d100   B2    B3   C1d100 C2    C3  P1d100   P2     P3 

Ladder                                   Αρχαία amoA 

             Βακτήρια amoA 
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3.5 Αποτελέσµατα Denaturating Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)  

Τα αποτυπώµατα DGGE της µικροβιακής κοινότητας των AOA από τα οργανικά 

φυτικά υπολείµµατα στις τρείς διαφορετικές µεταχειρίσεις 1η µάρτυρας (B) – 2η 

Cyprodinil (C) – και 3η Penconazole (P) παρουσιάζονται στην Εικόνα 3Α. Ως 

δείκτης της παρουσίας, της δραστηριότητας και της βιοποικιλότητας τους, στη 

µικροβιακή κοινότητα των δειγµάτων χρησιµοποιήθηκε η σχετική ποσότητα και 

η παραλλακτικότητα του γονίδιου amoA που θεωρείται υπεύθυνο για την 

παραγωγή του ενζύµου µονοοξυγενάση της αµµωνίας. 

 

Κρενάρχαια (15-55%) 

 
Εικόνα 3Α. Εικόνα πηκτής DGGE σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 15-55% 
όπου αναλύθηκαν τα προϊόντα PCR του γονιδίου amoA της κοινότητας των ΑΟΑ από 
τα οργανικά φυτικά υπολείµµατα. Η πηκτή περιλαµβάνει ηµέρες δειγµατοληψίας d0, 
d56 και d100 για κάθε µεταχείριση µάρτυρας (Β) – Cyprodinil (C) - Penconazole (P) και 
για τις τρείς επαναλήψεις που πραγµατοποιήθηκαν. 
 

 

Στην εικόνα 3Β παρουσιάζεται το δενδρόγραµµα από την ανάλυση κατά 

συστάδες των δεδοµένων του µοριακού αποτυπώµατος των µεταχειρίσεων που 

παρουσιάζονται στην παραπάνω πηκτή DGGE. Η οµοιότητα µεταξύ των 

διαφόρων δειγµάτων που αναλύθηκαν φαίνεται στην κλίµακα κάτω από το 

δενδρόγραµµα. 
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Εικόνα 3Β. Cluster analysis (UPGMA, Jaccard similarity matrix) του µοριακού 
αποτυπώµατος των µεταχειρίσεων, 1) µάρτυρας (B), 2) Cyprodinil (C),  3) Penconazole 
(P), και για τις τρείς επαναλήψεις που πραγµατοποιήθηκαν, όπου παρουσιάζονται στην 
παραπάνω πηκτή DGGE. Η οµοιότητα µεταξύ των διαφόρων δειγµάτων που 
αναλύθηκαν φαίνεται στην κλίµακα κάτω από το δενδρόγραµµα. 

Cluster I 

Cluster III 

Cluster IIα 

Cluster II 

Cluster IIIa 

Cluster IIIβ 

Cluster IIβ 
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Σύµφωνα µε την ανάλυση κατά συστάδες τα δείγµατα οµαδοποιούνται σε 

τρεις κύριες συστάδες Ι, ΙΙ και ΙΙΙ: 1) Στην συστάδα Ι περιέχονται δείγµατα από 

τις µεταχειρίσεις cyrpodinil (C) και µάρτυρα (B) που συλλέχθηκαν σε χρόνο 0 

ηµερών 2) Στην συστάδα ΙΙ περιέχονται δείγµατα από τις µεταχειρίσεις των δύο 

µυκητοκτόνων και τα οποία υπο-οµαδοποιούνται περαιτέρω σε δύο 

υποσυστάδες µε βάση των χρόνο δειγµατοληψίας για τις 56 και 100 ηµέρες. 3) 

Στην συστάδα ΙΙΙ περιέχονται όλα τα υπόλοιπα δείγµατα που 

υποοµαδοποιούνται και αυτά σε δύο µεγάλες υπο-συστάδες, την ΙΙΙα που 

περιέχει κυρίως δείγµατα που συλλέχθηκαν στις 0 (όλες οι µεταχειρίσεις) και 

στις 56 ηµέρες (Μάρτυρας και cyprodinil) και την ΙΙΙβ που περιέχει δείγµατα που 

συλλέχθηκαν 100 ηµέρες µετά την εφαρµογή.  

Συνολικά, τα αποτυπώµατα των τριών διαφορετικών µεταχειρίσεων 

µάρτυρας (Β) – Cyprodinil (C) - Penconazole (P) για τα ΑΟΑ, αφενός 

παρουσιάζουν κάποιες διαφοροποιήσεις ως αναφορά της µεταχειρίσεις αλλά 

κυρίως τα δείγµατα οµαδοποιούνται ως προς το χρόνο δειγµατοληψίας Τα 

αποτυπώµατα των διαφόρων επαναλήψεων της ίδια µεταχείρισης 

παρουσιάζουν ικανοποιητική επαναληψιµότητα και µικρή παραλλακτικότητα 

µεταξύ τους. Συµπερασµατικά, η εφαρµογή µυκητοκτόνων φαίνεται να µην 

προκαλεί σηµαντική επίδραση στην σύσταση της µικροβιακής κοινότητας των 

νιτροποιητικών Κρεναρχαίων. 
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Τα αποτυπώµατα DGGE της µικροβιακής κοινότητας των AOB στα 

οργανικά φυτικά υπολείµµατα που δέχτηκαν εφαρµογή των µυκητοκτόνων 

Cyprodinil (C) ή Penconazole (P) καθώς και σε δείγµατα χωρίς εφαρµογή 

µυκητοκτόνων (Μάρτυρες Β) παρουσιάζονται στην Εικόνα 4Α. Ως δείκτης της 

παρουσίας, της δραστηριότητας και της βιοποικιλότητας τους στη µικροβιακή 

κοινότητα των δειγµάτων, χρησιµοποιήθηκε η σχετική ποσότητα και η 

παραλλακτικότητα του γονίδιου amoA που θεωρείται υπεύθυνο, για την 

παραγωγή του ενζύµου µονοοξυγενάση της αµµωνίας. 

 

Βακτήρια (45-65%) 

 

Εικόνα 4Α. Εικόνα πηκτής DGGE σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 45-65% 
όπου αναλύθηκαν τα προϊόντα PCR του γονιδίου amoA της κοινότητας των AOB από 
τα οργανικά φυτικά υπολείµµατα. Η πηκτή περιλαµβάνει ηµέρες δειγµατοληψίας d0, 
d56 και d100 για κάθε µεταχείριση µάρτυρας (B) – Cyprodinil (C) – Penconazole (P) και 
για τις τρείς επαναλήψεις  που πραγµατοποιήθηκαν. 
 
 

Στην εικόνα 4Β παρουσιάζεται το δενδρόγραµµα από την ανάλυση κατά 

συστάδες των δεδοµένων του µοριακού αποτυπώµατος των µεταχειρίσεων που 

παρουσιάζονται στην παραπάνω πηκτή DGGE. Η οµοιότητα µεταξύ των 

διαφόρων δειγµάτων που αναλύθηκαν φαίνεται στην κλίµακα κάτω από το 

δενδρόγραµµα. 
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Εικόνα 4Β. Cluster analysis (UPGMA, Jaccard similarity matrix) του µοριακού 
αποτυπώµατος των µεταχειρίσεων, 1) µάρτυρας (B), 2) Cyprodinil (C), 3) Penconazole 
(P), και για τις τρείς επαναλήψεις που πραγµατοποιήθηκαν, όπου παρουσιάζονται στην 
παραπάνω πηκτή DGGE. Η οµοιότητα µεταξύ των διαφόρων δειγµάτων που 
αναλύθηκαν φαίνεται στην κλίµακα κάτω από το δενδρόγραµµα. 

 

Cluster I 

Cluster IΙ 
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Στο παραπάνω δενδρόγραµµα για τα ΑΟΒ παρατηρούνται δύο µεγάλα 

clusters, στο cluster Ι περιλαµβάνονται δείγµατα από τις δειγµατοληψίες των 56 

και 100 ηµερών χωρίς να έχουµε περαιτέρω οµαδοποίηση σύµφωνα µε την 

µεταχείριση που δέχτηκαν,  ενώ στο cluster II που περιλαµβάνονται κυρίως 

δείγµατα από την πρώτη ηµέρα δειγµατοληψίας (B1d0, B2d0, B3d0, C1d0, 

C2d0, C3d0, P1d0, P2d0, P3d0, B2d56, C2d100) φαίνεται ότι τα αποτυπώµατα 

οµαδοποιούνται σε υπο-συστάδες σύµφωνα µε την µεταχειριση που δέχτηκαν. 

Συµπερασµατικά παρατηρήθηκε µια αρχική οµαδοποίηση των δειγµάτων ως 

προς τον χρόνο δειγµατοληψίας (0 ηµέρες συστάδα Ι vs 56 & 100 ηµέρες 

συστάδα ΙΙ) και δευτερευόντως µια κάποια διαφοροποιηση των δειγµάτων ως 

προς την µεταχείριση µόνο για τα δείγµατα που συλλέχθηκαν αµέσως µετά την 

εφαρµογή των µυκητοκτόνων (0 ηµέρες). ∆εν παρατηρήθηκε σηµαντική  

παραλλακτικότητα µεταξύ των επαναλήψεων της ίδιας µεταχείρισης. Συνεπώς, 

η εφαρµογή Penconazole ή Cyprodinil φαίνεται να προκαλεί κάποιες µεταβολές 

στην µικροβιακή κοινότητα των ΑΟΒ στα οργανικά φυτικά υπολείµµατα µόνο 

στα δείγµατα που συλλέχθηκαν αµέσως µετά την εφαρµογή των µυκητοκτόνων.  
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4.  ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

Πρόσφατα, µοριακές τεχνικές έχουν χρησιµοποιηθεί για να διευκρινίσουν τις 

επιπτώσεις των φυτοφαρµάκων στην µικροβιακή κοινότητα, στη δοµή και τη 

λειτουργία του εδάφους (Widenfalk et al., 2008) αλλά ποτέ στην βιβλιογραφία 

δεν έχει αναφερθεί µελέτη σχετική µε την επίδραση των µυκητοκτόνων 

Cyprodinil και Penconazole στους νιτροποιητικούς µικροοργανισµούς που 

αναπτύσσονται σε στρώµα φυτικών υπολειµµάτων που συχνά δηµιουργούνται 

σε οπωρώνες ή αµπελώνες. Τα διασυστηµατικά µυκητοκτόνα που µελετήθηκαν 

στην παρούσα εργασία δεν έχουν ως στόχο τα ΑΟΑ και ΑΟΒ αλλά 

χρησιµοποιούνται κυρίως για την καταπολέµηση φυτοπαθογόνων 

ασκοµυκήτων. Οι ασκοµύκητες συµβάλουν σε µεγάλο βαθµό στον καταβολισµό 

οργανικών ουσιών και συνεπώς στην απελευθέρωση αµµωνίας στο έδαφος. 

Οπότε σπάζοντας τον ένα κρίκο της τροφικής αλυσίδας µε την χρήση 

µυκητοκτόνων πολύ πιθανόν να επηρεάζονται και οι νιτροποιητικοί 

µικροοργανισµοί σε κάποιο βαθµό, εφόσον βασίζονται σε αυτή την τροφοδοσία. 

Αρχικά µελετήθηκε η διάσπαση των µυκητοκτόνων στο στρώµα φυτικών 

υπολειµµάτων και παρατηρήθηκε  διαφοροποίηση µεταξύ των δύο 

µυκητοκτόνων ως προς το χρόνο που απαιτείτε για την διάσπαση τους. Έτσι το 

Penconazole παρουσίασε υψηλή υπολειµµατικότητα κατά τις πρώτες 21 ηµέρες 

της επώασης και στην συνέχεια αποδοµήθηκε σε ποσοστό 70% µε την 

ολοκλήρωση της επώασης. Αντίστοιχα αποτελέσµατα αναφέρονται και από 

τους. Neera et.al (2009) που παρατήρησαν ότι 55% διάσπαση του penconazole 

60 ηµέρες µετά την εφαρµογή του στο έδαφος. Αντίθετα, η διάσπαση του 

Cyprodinil ήταν σταδιακή  µε διάσπαση  της τάξης του 45-40% κατά τις πρώτες 

21 ηµέρες. Ελάχιστες µελέτες στην βιβλιογραφία έχουν διερευνήσει την 

διάσπαση του cyprodinil στο έδαφος. Πληροφορίες από τον φάκελλο 

αξιολόγησης του cyprodinil που κατατέθηκε προς έγκριση στην ΕΕ έδειξαν ότι 

το συγκεκριµένο µυκητοκτόνο παρουσιάζει DT50 τιµές µεταξύ 31-41 ηµέρες στο 

έδαφος σε εργαστηριακές µελέτες και 11-98 ηµέρες σε πειράµατα αγρού.  

Ταυτόχρονη µέτρηση της σχετικής πιθανής νιτροποίησης στους 

µικρόκοσµους που δέχτηκαν εφαρµογή µυκητοκτόνων καθώς και στους 

αντίστοιχους µάρτυρες έδειξαν ότι υπήρχε συσχέτιση µε την διάσπαση των  

µυκητοκτόνων Cyprodinil και Penconazole στα οργανικά φυτικά υπολείµµατα. 
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Έτσι τα υψηλά επίπεδα των δύο µυκητοκτόνων κατά τις δύο πρώτες 

δειγµατοληψίς, 0 και 7 ηµέρες, οδήγησαν σε σηµαντική µείωση της 

νιτροποίησης κατά το ίδιο χρονικό διάστηµα ενώ η σταδιακή µε τον χρόνο 

µείωση των υπολειµµάτων τους στις 56 και 100 ηµέρες οδήγησε σε πλήρη 

ανάκαµψη της νιτροποίησης σε επίπεδα ανάλογα µε τον µάρτυρα. Συνολικά 

µπορούµε λοιπόν να συµπεράνουµε ότι η εφαρµογή των µυκητοκτόνων 

προκαλεί µια προσωρινή µείωση της νιτροποίησης που ανακάµπτει µε την 

πάροδο του χρόνου.  

Σε ανάλογες µελέτες οι Chen και Edwards (2001) καθώς και Chen et al. 

(2001a,b) µελέτησαν την επίδραση των µυκητοκτόνων captan, benomyl και 

chlorothalonil στη δυναµική του ανόργανου αζώτου σε διαφορετικής σύστασης 

εδάφη. Τα παραπάνω µυκητοκτόνα αποτελούν πολυθεσικούς αναστολείς και 

χρησιµοποιούνται σε συνδυασµό µε τα cyprodinil και penconazole για αποφυγή 

ανάπτυξης ανθεκτικότητας (Grayer and Kokubun., 2001). H εφαρµογή των 

παραπάνω µυκητοκτόνων οδήγησαν σε αρχική αύξηση της ανοργανοποίησης-

Ν και της νιτροποίησης αλλά στη συνέχεια ακολούθησε σηµαντική µείωση µε το 

πέρας των πρώτων 20 ηµερών. Οι συγγραφείς απέδωσαν την αρχική αύξηση 

της ανοργανοποίησης-N στο θάνατο µυκήτων και στην ανάπτυξη βακτηρίων 

που πιθανότητα ευθύνονται για την αύξηση ανοργανοποίησης του αζώτου. Έχει 

επίσης αναφερθεί ότι η εφαρµογή φυτοφαρµάκων µπορεί να διεγείρει την 

νιτροποίηση, απονιτροποίηση, και αµµωνικοποίηση µε την ενεργοποίηση 

βακτηριακών κοινοτήτων, υπευθύνων για τη διεξαγωγή αυτών των βιολογικών 

διεργασιών (Pell et al., 1998; Rangaswamy και Venkateswarlu, 1993;  Sato et 

al.,1983). Οι Kinney et al. (2005) µελέτησαν τις τοξικές επιπτώσεις των 

mancozeb, chlorothalonil, και prosulfuron (µυκητοκτόνα και ζιζανιοκτόνα) στην 

νιτροποίηση και απονιτροποίηση για περίοδο 48 ωρών. Τα επίπεδα των 

υποξειδίου του αζώτου (N2O) και µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ), που είναι τα 

σηµαντικότερα περιβαλλοντικά αέρια που παράγονται στο εδάφος από τις 

διαδικασίες της νιτροποίησης και της απονιτροποίησης, περιορίστηκαν λόγω 

της εφαρµογής των φυτοφαρµάκων. Ανάλογες µελέτες από τους Ogunseitan και 

Odeyemi (1985) έδειξαν ότι η εφαρµογή lindane και captan προκάλεσε 

αναστολή της νιτροποίησης.  

 Εκτός της επίδρασης των cyprodinil και penconazole στην λειτουργία των 

µικροοργανισµών που συµµετέχουν στην οξείδωση της αµµωνίας στο στρώµα 
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των φυτικών υπολειµµάτων, µελετήθηκε ταυτόχρονα και η επίδραση των 

µυκητοκτόνων στην σύσταση της κοινότητας των ΑΟΑ και ΑΟΒ που αποτελούν 

τις κύριες οµάδες µικροοργανισµών που συµµετέχουν στην οξείδωση της 

αµµωνίας. Οι µεταβολές αυτές µελετήθηκαν µε την µέθοδο µοριακής 

αποτύπωσης DGGE. Ανάλυση των µοριακών αποτυπωµάτων έδειξε ότι ο 

κύριος παράγοντας που προκάλεσε µεταβολές στην σύσταση της κοινότητας 

των ΑΟΒ και ΑΟΑ ήταν ο χρόνος σε αντίθεση µε τα µυκητοκτόνα για τα οποία η 

επίδραση ήταν περιορισµένη. Μοναδική εξαίρεση αποτέλεσε η επίδραση των 

µυκητοκτόνων στην µικροβιακή κοινότητα των ΑΟΒ στα δείγµατα που 

συλλέχθηκαν αµέσως µετά την εφαρµογή των µυκητοκτόνων. Η παρατήρηση 

αυτή συµπίπτει τόσο µε την µείωση της νιτροποιησης στο ίδιο χρόνο όσο και µε 

τις υψηλές τιµές υπολειµµάτων των µυκητοκτόνων σε χρόνο 0 (αµέσως µετά 

την εφαρµογή). Επιπρόσθετα, δεν παρατηρήθηκαν ανάλογες µεταβολές στην 

σύσταση της κοινότητας των ΑΟΒ στα δείγµατα των 56 και 100 ηµερών και 

αυτό συνάδει µε την σηµαντική µείωση των υπολειµµάτων των µυκητοκτόνων 

σε επίπεδα που πιθανό να µην είναι πλέον τοξικά για τα ΑΟΒ.  

 

Τελικά Συµπεράσµατα 

Από τα αποτελέσµατα µπορούµε να συµπεράνουµε ότι  

1. Η εφαρµογή των µυκητοκτόνων cyprodinil και penconazole σε στρώµα 

φυτικών υπολειµµάτων, που σχηµατίζονται συνήθως σε αµπελώνες, 

οδήγησε σε σηµαντική αλλά προσωρινή µείωση της λειτουργικότητα των 

νιτροποιητικών µικροοργανισµών που επανέκαµψε εντός 56 ηµερών από 

την εφαρµογή 

2. Η αναστολή της νιτροποίησης συµπίπτει µε την παρουσία υψηλών 

συγκεντρώσεων των µυκητοκτόνων στο στρώµα φυτικών υπολειµµάτων 

αµέσως µετά την εφαρµογή τους και η ανάκαµψη της νιτροποίησης 

συµπίπτει µε την διάσπαση των µυκητοκτόνων µε τον χρόνο 

3. Τα µυκητοκτόνα cyprodinil και penconazole δεν προκάλεσαν σηµαντικές 

µεταβολές στην σύσταση της κοινότητας των ΑΟΑ παρά µόνο µικρές 

µεταβολές στην σύσταση της κοινότητας των ΑΟΒ στο χρονικό σηµείο 

αµέσως µετά την εφαρµογή των µυκητοκτόνων.  
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Μελλοντική Εργασία 

Πειράµατα που ήδη βρίσκονται σε εξέλιξη στο εργαστήριο θα µελετήσουν 1) την 

επίδραση των µυκητοκτόνων στην κοινότητα των ΑΟΑ και ΑΟΒ 

χρησιµοποιώντας RNA  αντί DNA και 2) την δηµιουργία βιβλιοθηκών κλώνων 

ώστε να ταυτοποιηθούν τα βακτήρια ή αρχαία που φαίνεται να επηρεάζονται 

(θετικά ή αρνητικά) από την εφαρµογή των µυκητοκτόνων.   
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