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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 
 
 

Κοµποστοποίηση είναι η ελεγχόµενη αερόβια βιολογική αποσύνθεση 
και σταθεροποίηση της οργανικής ύλης µέσω της µεταβολικής 
δραστηριότητας ορισµένων µικροοργανισµών. Το αποτέλεσµα αυτής της 
διεργασίας είναι ένα σταθερό, τελικό προϊόν που ονοµάζεται compost. Ως 
υπόστρωµα της κοµποστοποίησης µπορούν να χρησιµοποιηθούν πολλά 
υποπροϊόντα της γεωργίας όπως είναι τα υπολείµµατα βαµβακιού. Η 
διαβροχή του compost κατά την διάρκεια της κοµποστοποίησης µε θρεπτικά 
στοιχεία αποτελεί συνήθη πρακτική για επιτάχυνση και βελτιστοποίηση της 
διαδιακασίας. Ο κατσίγαρος (OMW) είναι υγρό απόβλητο των ελαιουργείων 
του οποίου η επίδραση στην µικροβιακή κοινότητα κατά την διάρκεια της 
κοµποστοποίησης δεν είναι πλήρως γνωστή αφού περιέχει φαινόλες οι οποίες 
έχουν αντιµικροβιακές ιδιότητες και ταυτόχρονα έχει υψηλό οργανικό και 
ανόργανοτ φορτίο το οποίο αποτελεί πηγή θρεπτικών στοιχείων για τους 
µικροοργανισµούς. Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η µελέτη των 
µεταβολών στην σύσταση της κοινότητας των βακτηρίων στα διάφορα στάδια 
κοµποστοποίησης υπολειµµάτων βαµβακιού. Για το λόγο αυτό 
πραγµατοποιήθηκε πείραµα κοµποστοποίησης υπολειµµάτων καλλιέργειας 
βαµβακιού µε δύο µεταχειρίσεις όπου στην µια ακολουλούθηκε πρόγραµµα 
εφαρµογής κατσίγαρου ενώ η άλλη µεταχείριση δέχτηκε την ίδια ποσότητα 
νερού. Για την  ανάλυση της βακτηριακής κοινότητας του compost στα 
διάφορα στάδια της κοµποστοποίησης χρησιµοποιήθηκε  η µέθοδος 
αποτύπωσης DNA µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε βαθµίδωση 
αποδιατακτικών ουσιών (DGGE, Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). 
Παράλληλα πραγµατοποιήθηκε φυλογεννετικός χαρακτηρισµός βακτηρίων 
που αποµονώθηκαν από τα διάφορα στάδια κοµποστοποίησης ως 
αζωτοδεσµευτικά και έλεγχος της παρουσίας τους στα διάφορα στάδια της 
κοµποστοποίησης. Η στατιστική ανάλυση των δεδοµένων των πηκτών DGGE 
έδειξε ότι η βακτηριακή κοινότητα επηρεάζεται από την προσθήκη κατσίγαρου 
αλλά ακόµα πιο πολύ έχουµε µεταβολές στην κοινότητα των βακτηρίων 
καθώς η κοµποστοποίηση εξελίσσεται και περνάει από το ένα στάδιο στο 
άλλο. Τα βακτήρια που αποµονώθηκαν βρέθηκε ότι ανήκουν στα γένη 
Pseudomonas, Stenotrophomonas/Xanthomonas,Rhizobium/Agrobacterium, 
Flavobacterium, και Ochrobactrum και δεν αποτελούσαν βασικά µέλη της 
µικροβιακής κοινότητας κατά την διάρκεια της κοµποστοποίησης. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1.1 Κοµποστοποίηση 
 

1.1.1 Γενικά  
  

Κοµποστοποίηση είναι η βιολογική αποσύνθεση και σταθεροποίηση 
οργανικών υποστρωµάτων, υπό συνθήκες που επιτρέπουν την ανάπτυξη 
θερµόφιλων θερµοκρασιών. Το αποτέλεσµα αυτής της διαδικασίας είναι η 
παραγωγή ενός χρήσιµου, σταθερού και ώριµου τελικού προϊόντος που 
ονοµάζεται ’’compost’’. Το compost είναι κατάλληλο για αποθήκευση και 
εφαρµογή στο έδαφος χωρίς δυσάρεστες επιπτώσεις για το περιβάλλον 
(Haug, 1986). Η κοµποστοποίηση είναι η ίδια διαδικασία µε την φυσική 
αποσύνθεση µε την διαφορά ότι τα οργανικά απόβλητα εµπλουτίζονται µε 
άλλα συστατικά για την βέλτιστη µικροβιακή ανάπτυξη. Στην κοµποστοποίηση 
συµµετέχουν διάφοροι µικροοργανισµοί όπως είναι τα βακτήρια, οι µύκητες 
και τα ακτινοβακτήρια για να διασπάσουν τα οργανικά υποστρώµατα σε 
απλούστερες ενώσεις. Οι µικροοργανισµοί απαιτούν συγκεκριµένες θρεπτικές 
και περιβαλλοντικές συνθήκες για να επιβιώσουν και να λειτουργήσουν. 
Χρειάζονται ικανοποιητικές ποσότητες θρεπτικών, οξυγόνου και νερού και  
αναπτύσσονται µόνο σε συγκεκριµένο εύρος θερµοκρασίας και pH.  
 Κάτω από αερόβιες συνθήκες η διαλυτή οργανική ουσία οξειδώνεται σε 
CO2 και Η2Ο. Ως αποτέλεσµα αυτής της αντίδρασης, παράγεται βιοµάζα. Η 
διαδικασία αυτή µπορεί να εκφραστεί µε τον ακόλουθο γενικευµένο τύπο 
(Haug, 1986):   
 
 Sum+aO2=CO2 + β Η2Ο + γ Αm, 
 
όπου Sum=οργανική ουσία και 
            
            Am=βιοµάζα 
 
  

 
 

Εικόνα 1.1. Κοµποστοποίηση 
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Με την χρήση της κοµποστοποίησης αποκοµίζουµε σηµαντικά οφέλη 
µερικά από τα οποία είναι: 

• Μείωση των απορριµµάτων των αστικών κέντρων αφού µπορούν να 
κοµποστοποιηθούν. 

• Αποσύνθεση οργανικών υλικών. 
• Παραγωγή του compost που µπορεί  να χρησιµοποιηθεί ως λίπασµα. 
• Μείωση του κινδύνου ρύπανσης στους χώρους υγειονοµικής ταφής  
• Μείωση του κινδύνου ρύπανσης του υπόγειου υδροφόρου ορίζοντα. 

 
 

1.1.2. Παράγοντες που επηρεάζουν την κοµποστοποίηση 
 

A. Πρώτη ύλη 
 
Η πρώτη ύλη που χρησιµοποιείται είναι ένας βασικός παράγοντας για 

την πορεία της κοµποστοποίησης. Η φύση και τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του 
αρχικού υλικού αποτελούν κριτήριο για την επιλογή της κατάλληλης µεθόδου 
κοµποστοποίησης ώστε αυτή να είναι αποτελεσµατική και το τελικό προϊόν να 
είναι υψηλής ποιότητας. Στον πίνακα 1.1 παρουσιάζονται υλικά τα οποία είναι 
κατάλληλα για την διαδικασία της κοµποστοποίησης. 

 
 
ΠΗΓΗ ΠΡΩΤΗΣ ΥΛΗΣ ΠΡΩΤΗ ΥΛΗ 

Βιοµηχανίες ξύλου Φλοιοί δένδρων 
Απορρίµµατα πόλεων Κλαδιά ,φύλλα, οργανικό κλάσµα 

σκουπιδιών, λάσπες βιολογικού 
Υφαντουργεία Υπολείµµατα βάµβακος, µαλλιού, λιναριού 

Καπνοβιοµηχανίες Νεύρα φύλλων καπνού, τρίµµατα καπνού 
Χαρτοβιοµηχανίες Λάσπες 

Βιοµηχανίες τροφίµων Υπολείµµατα φρούτων, λαχανικών, 
στέµφυλα, απορρίµµατα σφαγείων 

Γεωργικές βιοµηχανίες Υπολείµµατα εκκοκκισµού βάµβακος, 
ελαιοπυρήνας, πυρηνόξυλο, λιόφυλλα, 

άχυρο, φλοιοί ρυζιού Γεωργικές εκµεταλλεύσεις Υπολείµµατα καλλιεργειών, φύλλα, κλαδιά, 
Ζωοτεχνικές µονάδες Κοπριά ορνιθοτροφείων, χοιροστασίων, 

Φυσικές πηγές Οργανικές αποθέσεις , λιγνίτης 
Πίνακας 1.1. Υλικά κατάλληλα προς κοµποστοποίηση. 

 
Ένας κατάλληλος συνδυασµός των πρώτων υλών µπορεί να 

εξασφαλίσει µία βέλτιστη πορεία κοµποστοποίησης, ταχύτερη και 
ασφαλέστερη. Υλικά που από µόνα τους είναι προβληµατικά, όταν 
συνδυαστούν µε άλλα οδηγούν σε οµαλοποίηση στον χειρισµό τους και 
παραγωγή ασφαλούς προϊόντος. 
 
 
 
 
 



 8

B. Θρεπτικά συστατικά και λόγος C/N 
 

 Οι µικροοργανισµοί χρειάζονται θρεπτικά συστατικά σε µεγάλες 
ποσότητες. Τα κυριότερα µακρο-στοιχεία είναι ο άνθρακας (C) και το άζωτο (Ν) 
και µικρο-στοιχεία ο φώσφορος (Ρ) και το κάλιο (Κ). Ο άνθρακας 
χρησιµοποιείται ως πηγή ενέργειας για την ανάπτυξη των µικροοργανισµών. 
Ένα µέρος του (τα 2/3 περίπου) απελευθερώνεται ως CO2 ενώ το υπόλοιπο 
µεταβολίζεται και συνδυάζεται µε το άζωτο για την µικροβιακή αύξηση. 
Συνεπώς, κατά την διάρκεια της κοµποστοποίησης ο άνθρακας συνεχώς 
µειώνεται. Το άζωτο χρησιµοποιείται στην σύνθεση των κυτταρικών υλικών, 
των αµινοξέων και των πρωτεϊνών και συνεχώς ανακυκλώνεται. Ο φώσφορος 
και το κάλιο συνήθως υπάρχουν σε ικανοποιητικές, ή τουλάχιστον επαρκείς 
ποσότητες στα περισσότερα οργανικά απόβλητα ζωικής και γεωργικής 
προέλευσης.  Το κάλιο ωστόσο µπορεί να έχει χαµηλή συγκέντρωση στη 
λάσπη βιολογικών καθαρισµών, αν και σπάνια αποβαίνει περιοριστικός 
παράγοντας.  Ελλείψεις σε µικροστοιχεία παρατηρούνται σπάνια. 
  Γενικά οι οργανισµοί χρειάζονται 25 φορές πιο πολύ άνθρακα από 
άζωτο. Γι’ αυτό η παροχή του άνθρακα και του αζώτου πρέπει να είναι στην 
κατάλληλη αναλογία, η οποία είναι γνωστή ως λόγος C/N. Ο λόγος C/Ν 
αποτελεί δείκτη χουµοποίησης αλλά και δείκτη δραστηριότητας των 
µικροοργανισµών. Η ιδανικότερη τιµή του λόγου C/Ν που πρέπει να έχει ένας 
σωρός κοµποστοποίησης για µία επιτυχή κοµποστοποίηση είναι 25/1 - 30/1. 
Βέβαια η τιµή αυτή µπορεί να κυµαίνεται µεταξύ ενός εύρους τιµών από 25/1 
µέχρι 50/1 (Golueke, 1972).  
 Ωστόσο, σε κάποιες περιπτώσεις όπως είναι τα απόβλητα από 
βιοµηχανίες ξύλου, όταν η τιµή του λόγου είναι 50/1 και υψηλότερη, η 
κοµποστοποίηση είναι εξίσου αποτελεσµατική (Campell and Tripepi, 1991). 
Συνήθως όµως όταν ο λόγος C/N υπερβαίνει το φυσιολογικό όριο και έχουµε 
περίσσεια άνθρακα σε σχέση µε το άζωτο, η διαδικασία της κοµποστοποίησης 
γίνεται µε πιο αργούς ρυθµούς. Στην περίπτωση αυτή η διαθεσιµότητα του 
αζώτου είναι ο περιοριστικός παράγοντας. Οι µικροοργανισµοί απαιτούν 
περισσότερο χρόνο για να χρησιµοποιήσουν την περίσσεια άνθρακα όταν 
έχουν περιορισµένη πηγή αζώτου και χρειάζονται πολλοί βιολογικοί κύκλοι 
µικροοργανισµών για να µειωθεί ο λόγος C/N.    
 Όταν ο λόγος είναι χαµηλός (<20/1) επειδή η πρώτη ύλη είναι πλούσια 
σε άζωτο, τότε ο περιοριστικός παράγοντας είναι ο άνθρακας. Στην 
περίπτωση αυτή οι µικροοργανισµοί χρησιµοποιούν τον διαθέσιµο άνθρακα 
και η περίσσεια αζώτου µετατρέπεται σε αµµωνία και ΝΗ4

+. Αυτές οι µορφές 
αζώτου απελευθερώνονται στην ατµόσφαιρα, συσσωρεύονται στον σωρό της 
κοµποστοποίησης σε τοξικές ποσότητες ή ελευθερώνονται από τον σωρό και 
ρυπαίνουν το έδαφος και τα υπόγεια υδροφόρα συστήµατα. Σε κάθε 
περίπτωση δηµιουργούν περιβαλλοντικό πρόβληµα το οποίο συνοδεύεται 
από δυσάρεστες οσµές αλλά και αύξηση του pH σε επίπεδα δυσµενή για την 
κοµποστοποίηση.  
 Ο λόγος C/N µπορεί να αποτελέσει έναν αξιόπιστο δείκτη µέτρησης της 
ωριµότητας και παρακολούθησης της κοµποστοποίησης. Στο ώριµο τελικό 
προϊόν ο λόγος C/N είναι 12/1. 
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C. Οξυγόνο - Αερισµός 
 

 Η κοµποστοποίηση είναι µία αερόβια διεργασία. Συνεπώς, το οξυγόνο 
είναι απαραίτητο για την επιβίωση των αερόβιων µικροοργανισµών που 
συµµετέχουν σε αυτή. Η ελάχιστη συγκέντρωση οξυγόνου που απαιτείται για 
να διατηρούνται οι αερόβιες συνθήκες είναι 5%. Οι παράγοντες που ελέγχουν 
τα επίπεδα του οξυγόνου είναι: ο ρυθµός κατανάλωσης του, η θερµοκρασία, 
το µέγεθος των πόρων καθώς και η περιεχόµενη υγρασία (Miller, 1993). Η 
παροχή οξυγόνου στον σωρό της κοµποστοποίησης επιτυγχάνεται είτε µε 
εξωτερικό αερισµό (forced aeration) είτε µε παθητικό αερισµό ανάλογα µε το 
σύστηµα κοµποστοποίησης που χρησιµοποιείται. Για να είναι 
αποτελεσµατικός ο αερισµός πρέπει τα απόβλητα να έχουν επαρκές πορώδες 
για τον επαρκή αερισµό του κοµποστοποιήσιµου υλικού.  Για το σκοπό αυτό 
συχνά προστίθενται διογκωτικά υλικά (άχυρο, τεµάχια ξύλου κ.α.), ιδίως όταν 
τα απόβλητα δεν έχουν από µόνα τους κατάλληλη δοµή και πορώδες (π.χ. 
λάσπη βιολογικών καθαρισµών, κοµµένο γρασίδι).  Αν το ποσοστό υγρασίας 
είναι πολύ υψηλό, το νερό καταλαµβάνει το πορώδες των υλικών και ο 
αερισµός γίνεται δυσχερής. 
  Ο αερισµός επηρεάζει την µικροβιακή δραστηριότητα, τον ρυθµό 
διάσπασης της οργανικής ύλης και την θερµοκρασία της κοµποστοποίησης 
(Kuter et al., 1985). Ο περιορισµένος αερισµός οδηγεί σε αναερόβιες 
συνθήκες ενώ ο υπέρµετρος αερισµός έχει ως αποτέλεσµα χαµηλές 
θερµοκρασίες που εµποδίζουν την ανάπτυξη θερµόφιλων συνθηκών που 
είναι και οι ιδανικές για την αποικοδόµηση της οργανικής ύλης (Ahn et al., 
2007). Πολλές εργασίες έχουν πραγµατοποιηθεί (Li et al., 2008, Hong et 
al.,1983, Rasapoor et al., 2009) µε διαφορετικούς ρυθµούς αερισµού και τα 
αποτελέσµατα δείχνουν ότι ο ρυθµός που θα εφαρµοσθεί κάθε φορά 
εξαρτάται από την φύση της πρώτης ύλης καθώς και από την µέθοδο 
κοµποστοποίησης που χρησιµοποιείται. 
  
 

D. Υγρασία 

 
  Η υγρασία είναι πολύ σηµαντική στην κοµποστοποίηση αφού παρέχει 
το µέσο για την µεταφορά των θρεπτικών  στοιχείων που απαιτούνται για τις 
µεταβολικές και φυσιολογικές δραστηριότητες των µικροοργανισµών 
(Stentiford, 1996, McCartney and Tingley, 1998). Θεωρητικά, η καλύτερη 
σταθεροποίηση της οργανικής ύλης επιτυγχάνεται σε ποσοστό υγρασίας 90%. 
Στην κοµποστοποίηση όµως το βέλτιστο εύρος της υγρασίας κυµαίνεται 
µεταξύ 40% και 60%. Η πολύ χαµηλή υγρασία προκαλεί αφυδάτωση στην 
κοµποστοποίηση η οποία εµποδίζει  την βιολογική διαδικασία µε αποτέλεσµα 
το τελικό προϊόν να είναι φυσικά σταθερό αλλά βιολογικά ασταθές (De 
Bertoldi et al., 1983). Αντίθετα, η υψηλή υγρασία οδηγεί σε αναερόβιες 
συνθήκες επειδή ο αερισµός περιορίζεται αφού οι πόροι µεταξύ των 
σωµατιδίων γεµίζουν νερό (Schulze, 1962, Tiquia et al., 1996).  
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E. Θερµοκρασία 
 
 Είναι ευρέως αποδεκτό ότι η θερµοκρασία είναι µία σηµαντική  
περιβαλλοντική µεταβλητή στην διαδικασία της κοµποστοποίησης και 
επηρεάζει τον µικροβιακό µεταβολισµό καθώς και την σύνθεση της 
µικροβιακής κοινότητας (Palmisano and Barlaz, 1996).  Καθώς οι 
µικροοργανισµοί αποδοµούν την οργανική ύλη παράγεται θερµότητα η οποία 
εγκλωβίζεται στη µάζα του σωρού της κοµποστοποίησης και ανεβάζει τη 
θερµοκρασία. Αρχικά, η αύξηση της θερµοκρασίας ευνοεί την δραστηριότητα 
των µικροοργανισµών, όταν όµως ξεπεράσει τους 45-500C αρχίζει να 
ελαττώνεται και πάνω από τους 750C πρακτικά µηδενίζεται. Σε θερµοκρασίες 
κάτω των 350C, η διαδικασία επιβραδύνεται δραµατικά, αφού επηρεάζεται 
αρνητικά ο µεταβολισµός των µικροοργανισµών. Συνεπώς, για να επιτευχθεί ο 
µέγιστος ρυθµός βιο-αποικοδόµησης των οργανικών υλικών, πρέπει να 
διατηρείται η θερµοκρασία σε ευνοϊκά για τους µικροοργανισµούς επίπεδα.  
 Οι µικροοργανισµοί που συµµετέχουν στην διαδικασία χωρίζονται 
κυρίως σε δύο κατηγορίες: µεσόφιλοι και θερµόφιλοι µικροοργανισµοί. Οι 
µεσόφιλοι µικροοργανισµοί επιβιώνουν µέχρι τους 450C περίπου ενώ οι 
θερµόφιλοι αναπτύσσονται από τους 450C µέχρι τους 650C και περισσότερο. 
Παρόλο που η κοµποστοποίηση λαµβάνει χώρα όταν επικρατούν 
θερµοκρασίες από 32-600C, στην πράξη προτιµούνται θερµοκρασίες που 
βελτιστοποιούν την δράση των θερµόφιλων µικροοργανισµών για δύο λόγους: 

� Για την επίτευξη ταχύτερης αποδόµησης. 
� Για τη καταστροφή παθογόνων και ζιζανίων. 

 Η µεγιστοποίηση της εξυγίανσης πραγµατοποιείται σε θερµοκρασίες 
άνω των 550C, η µεγιστοποίηση της βιοαποδόµησης επιτυγχάνεται µεταξύ 45-
550C και τέλος η µεγιστοποίηση της µικροβιακής βιοποικιλότητας 
πραγµατοποιείται µεταξύ 35 µε 400C (Stendiford, 1996). 
 

F. pH 
 

 Η τιµή του pH της πρώτης ύλης δεν επηρεάζει τη διαδικασία της 
κοµποστοποίησης επειδή διαφορετικοί µικροοργανισµοί αναπτύσσονται σε  
διαφορετικά επίπεδα pH. Ουσιαστικά, το pH κάθε φορά δείχνει ποιο είδος 
µικροοργανισµών θα αναπτυχθεί. Τα βακτήρια προτιµούν ουδέτερο pΗ, οι 
µύκητες αρέσκονται σε τιµές µεταξύ 4 και 6 και τα ακτινοβακτήρια περιορίζουν 
τη δράση τους σε ελαφρά αλκαλικά περιβάλλοντα. Οι οργανικές ενώσεις που 
µπορούν να κοµποστοποιηθούν έχουν pH από 3 έως 11 ενώ βέλτιστες τιµές 
είναι µεταξύ 5,5 και 8 (De Bertoldi et al., 1982). Ωστόσο, η κοµποστοποίηση 
γίνεται και σε pH 5 ή 9 αλλά µε πιο αργούς ρυθµούς. Όταν το pH ξεπερνάει το 
8,5 ευνοείται η µετατροπή του αζώτου σε αµµωνία.  
 Στα αρχικά στάδια της κοµποστοποίησης το pH είναι χαµηλό (4-5) 
εξαιτίας του σχηµατισµού των οργανικών οξέων. Οι όξινες συνθήκες δεν 
ευνοούν τους αερόβιους µικροοργανισµούς και ιδιαίτερα τα βακτήρια. Γι ‘αυτό 
και η κοµποστοποίηση επιβραδύνεται. Ωστόσο δεν σταµατά επειδή 
αναπτύσσονται οι µύκητες οι οποίοι χρησιµοποιούν τα οργανικά οξέα ως 
υπόστρωµα και έτσι το pH αρχίζει να αυξάνεται. 
 Άριστο pΗ θεωρείται εκείνο της ελαφρά αλκαλικής αντίδρασης (6,5-7,5) 
δεδοµένου ότι ευνοεί τη δραστηριότητα των βακτηρίων χωρίς να περιορίζει 
σηµαντικά εκείνη των µυκήτων (Stendiford, 2001). 



 11

1.1.3 Πορεία της κοµποστοποίησης και ο ρόλος των µικροοργανισµών 

 
Η διαδικασία της κοµποστοποίησης είναι χωρισµένη σε δύο περιόδους: 

Την ενεργή φάση και την φάση της ωρίµανσης. Η ενεργή φάση είναι φάση 
µεγάλης µικροβιακής δραστηριότητας κατά την οποία αποδοµούνται τα 
περισσότερα υλικά ακόµα και τα πιο ανθεκτικά όπως είναι η κυτταρίνη. 
Ακολουθεί η φάση ωρίµανσης η οποία χαρακτηρίζεται από ήπια µικροβιακή 
δραστηριότητα κατά την οποία ολοκληρώνεται η αποδόµηση των οργανικών 
υλικών και ωριµάζει και σταθεροποιείται το τελικό προϊόν.  

Σηµαντικό ρόλο στην διαδικασία της κοµποστοποίησης έχουν οι 
µικροοργανισµοί. Κατά την διάρκειά της, η θερµοκρασία του σωρού της 
κοµποστοποίησης ποικίλει. Καθώς η θερµοκρασία αλλάζει, οι συνθήκες 
γίνονται ακατάλληλες για κάποιους µικροοργανισµούς και ιδανικές για άλλες 
κατηγορίες µικροοργανισµών. Όπως έχουµε προαναφέρει οι µικροοργανισµοί 
αυτοί είναι οι θερµόφιλοι και οι µεσόφιλοι. Ορίζοντας τα όρια των 
θερµοκρασιών στις οποίες δρα η κάθε οµάδα µικροοργανισµών δεν σηµαίνει 
πως ένας θερµόφιλος µικροοργανισµός δεν µπορεί να εντοπιστεί σε µεσόφιλο 
στάδιο. Απλά δεν θα έχει την βέλτιστη µεταβολική δραστηριότητα. Οι 
µικροοργανισµοί που συµµετέχουν κυρίως είναι τα βακτήρια, οι µύκητες και τα 
ακτινοβακτήρια. Τα βακτήρια είναι γρήγοροι αποικοδοµητές και είναι 
υπεύθυνοι για την αποδόµηση απλών σακχάρων καθώς και των προϊόντων 
από την δράση των µυκήτων. Κάποια βακτήρια µπορούν να διασπούν και την 
κυτταρίνη. Οι µύκητες αποδοµούν πιο ανθεκτικά υλικά όπως είναι οι 
πρωτεΐνες, η κυτταρίνη, η πεπτίνη  και άλλα. Τέλος, τα ακτινοβακτήρια έχουν 
µεγάλη ποικιλία υποστρωµάτων αφού διασπούν οργανικά οξέα, σάκχαρα, 
άµυλο, αµινοξέα, κελουλόζη, πολυπεπτίδια και άλλα. Οι µικροοργανισµοί 
εναλλάσσονται στην πορεία της κοµποστοποίησης σε τρία τουλάχιστον 
στάδια, τα οποία παρατηρούνται σχεδόν πάντα. 

 
 

A. 1ο στάδιο 
 
Το στάδιο αυτό διαρκεί από µία µέχρι 2-3 µέρες. Χαρακτηρίζεται από τη 

ανάπτυξη και δράση των µεσόφιλων µικροοργανισµών που οδηγούν σε 
αύξηση της θερµοκρασίας (Albrecht, 2009). Επικρατούν µεσόφιλα βακτήρια 
που ξεκινούτην αποδόµηση των εύκολα αποδοµήσιµων ουσιών όπως είναι τα 
σάκχαρα, τα αµινοξέα, τα λίπη και οι υδατάνθρακες µε παράλληλη παραγωγή 
CO2 µέχρι η θερµοκρασία να φτάσει τους 400C. Το γεγονός της επικράτησης 
των βακτηρίων, οφείλεται στους γρήγορους ρυθµούς πολλαπλασιασµού τους 
καθώς και στην υψηλή αρχική υγρασία του υλικού (Strom, 1985). Στο στάδιο 
αυτό απαιτείται αρκετός αερισµός, υγρασία και θερµότητα, ενώ το pH 
µειώνεται εξαιτίας του σχηµατισµού των οργανικών οξέων. Όταν η 
θερµοκρασία φτάνει τους 450C οι µεσόφιλοι πληθυσµοί πεθαίνουν και 
κυριαρχούν τα θερµόφιλα βακτήρια (Miller, 1996). Το αρχικό αυτό στάδιο είναι 
πολύ κρίσιµο για την εξέλιξη της κοµποστοποίησης, διότι αν η θερµοκρασία 
δεν κατορθώσει να προσεγγίσει τα επιθυµητά όρια της µεσόφιλης-θερµόφιλης 
φάσης τότε το τελικό προϊόν της κοµποστοποίησης θα είναι πιθανότατα 
ακατάλληλο για εφαρµογή. 
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B. 2ο στάδιο 
 
Στο στάδιο αυτό ενεργοποιούνται οι θερµόφιλοι µικροοργανισµοί οι 

οποίοι προτιµούν θερµοκρασίες µεταξύ 45 και 700C ενώ η ανάπτυξη και η 
δράση των µη θερµοφιλων βακτηρίων διακόπτεται. H έντονη µεταβολική 
δραστηριότητα αυτών των µικροοργανισµών υποστηρίζει την σηµαντική 
αύξηση της θερµοκρασίας, που είναι απαραίτητη για την εξουδετέρωση των 
παθογόνων και των ζιζανίων. Επίσης η ποικιλοµορφία του θερµόφιλου 
πληθυσµού επιτρέπει την αποδόµηση µεγάλου εύρους υλικών από πολύ 
απλά έως και πιο πολύπλοκα και ανθεκτικά, όπως είναι η κυτταρίνη.  

Κατά το στάδιο αυτό οι κυρίαρχοι πληθυσµοί είναι οι µύκητες οι οποίοι 
είναι ικανοί να διασπούν πολυπλοκότερες ουσίες, όπως πολυσακχαρίτες. 
Επίσης απαντώνται και ορισµένα είδη ακτινοβακτηρίων καθώς και ορισµένα 
είδη βακτηρίων που αναπτύσσονται σε θερµόφιλα επίπεδα, τα οποία έχουν 
την ικανότητα να χρησιµοποιούν την κυτταρίνη ως πηγή άνθρακα. Σε πολύ 
υψηλές θερµοκρασίες έχει αποµονωθεί και ταυτοποιηθεί το γένος  Thermus 
thermophilus (Beffa et al., 1996). Η ανθεκτικότητα των µικροοργανισµών 
αυτών στις υψηλές θερµοκρασίες βασίζεται στη αντοχή των ενζυµικών τους 
συστηµάτων σε ακραίες περιβαλλοντικές συνθήκες. Επιπλέον στη φάση αυτή 
το pΗ αυξάνει και γίνεται αλκαλικό, αρχικά λόγω της αποδόµησης των 
οργανικών οξέων που έχουν παραχθεί κατά το πρώτο στάδιο και στην 
συνέχεια λόγω της συσσώρευσης των αλάτων που οφείλεται στην εξάτµιση 
του νερού. Πολλές φορές παρατηρείται και απελευθέρωση NH3, λόγω 
περίσσειας Ν. Όταν η θερµοκρασία είναι πάρα πολύ υψηλή, η µικροβιακή 
δραστηριότητα ελαττώνεται λόγω της εξάντλησης των αποδοµήσιµων υλικών 
και του οξυγόνου ή λόγω της εξαιρετικά υψηλής θερµοκρασίας που είναι 
επιζήµια για την λειτουργία τους.  

Τέλος κατά το στάδιο αυτό είναι αναγκαία η διαβροχή του υλικού ώστε 
να ικανοποιούνται οι ανάγκες των µικροοργανισµών σε υγρασία καθώς και να 
γίνεται αναπλήρωση του φυσικά εξατµιζόµενου νερού. Η διάρκεια του εν λόγω 
σταδίου κυµαίνεται από µερικές ηµέρες µέχρι µήνες, ενώ κριτήριο λήξης της 
παρούσας φάσης αποτελεί η βαθµιαία µείωση της θερµοκρασίας.  

 
 

C. 3o στάδιο 
 
Στο στάδιο αυτό καθώς µειώνεται η µικροβιακή δραστηριότητα, 

µειώνεται και η θερµοκρασία. Η δράση των θερµόφιλων µικροοργανισµών 
σταµατάει και τη θέση τους παίρνουν άλλοι µικροοργανισµοί που είναι πιο 
µεσόφιλοι και οι οποίοι συνεχίζουν την αποδόµηση µε πιο αργούς ρυθµούς σε 
υλικά που δεν διασπάσθηκαν στα προηγούµενα στάδια. Οι µικροοργανισµοί 
αυτοί είναι κυρίως ακτινοβακτήρια που αποσυνθέτουν κυτταρίνη και µεσόφιλοι 
λιγνινολυτικοί µύκητες. Ο πληθυσµός των ακτινοβακτηρίων και των 
σαπροφυτικών µυκήτων είναι πολύ µεγάλος που δίνει στην επιφάνεια του 
compost λευκό χρώµα καθιστώντας τους ορατούς µε γυµνό µάτι 
(Epstein,1997, Tiquiq et al., 2002). Τα γένη των ακτινοβακτηρίων που έχουν 
ταυτοποιηθεί σε compost είναι  Streptomyces sp., Thermomonospora sp., 
Thermoactinomyces vulgaris (Tuomela et al., 2000). Οι λόγοι που 
δικαιολογούν την εγκατάσταση µυκήτων και ακτινοβακτηρίων στην φάση αυτή 
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είναι το γεγονός ότι οι οργανισµοί αυτοί είναι λιγότερο απαιτητικοί σε υγρασία, 
προτιµούν το ουδέτερο έως αλκαλικό pH.  

Η ενέργεια που παράγεται από τη µικροβιακή δραστηριότητα είναι 
περιορισµένη και αδυνατεί να καλύψει τις απώλειες θερµότητας από το υλικό 
προς τον περιβάλλοντα χώρο. Αυτό συµβαίνει λόγω της µείωσης των πηγών 
ενέργειας που αδυνατούν πλέον να καλύψουν τις διατροφικές ανάγκες και τις 
απαιτήσεις των µικροοργανισµών σε άνθρακα (Cray et al., 1971). Η υγρασία 
κατά το στάδιο αυτό βρίσκεται σε χαµηλά επίπεδα γεγονός που έχει ως 
αποτέλεσµα τον περιορισµό τους σε χαµηλούς πληθυσµούς. Μετά το 
θερµόφιλο στάδιο έχουν αποµονωθεί και ταυτοποιηθεί τα γένη των βακτηρίων 
Pseudomonas και Xanthomonas (Peters et al., 2000). 

Καθώς η θερµοκρασία πέφτει κάτω από τους 350C, οι ενώσεις που δεν 
έχουν ήδη διασπαστεί εµφανίζουν µια αντοχή στην αποσύνθεση, ενώ 
κυριαρχούν οι µύκητες µε την ικανότητα τους να αποδοµούν τις 
υπολειµµατικές ενώσεις. Η συνολική µικροβιακή δραστηριότητα µειώνεται 
σταδιακά µε πολύ αργούς ρυθµούς, όταν οι ενώσεις που αποµένουν είναι 
ανθεκτικές στην αποσύνθεση. 

 
 

1.1.4 Ωρίµανση του compost 
 
Στο στάδιο αυτό συµβαίνουν περίπλοκες αντιδράσεις συµπύκνωσης 

και πολυµερισµού. Το τελικό προϊόν, το compost αποτελείται από ένα 
σταθεροποιηµένο οργανικό υπόλειµµα, παρόµοιο µε τα χουµικά υλικά του 
εδάφους, που σχηµατίζονται στη φύση από ζωικά και φυτικά υπολείµµατα µε 
ανάλογη βιολογική διαδικασία. Πρέπει να είναι απαλλαγµένο από οσµές που 
σχετίζονται µε σήψη και αποσύνθεση, η οσµή του θα πρέπει να είναι γαιώδης 
δηλαδή να έχει την χαρακτηριστική οσµή του εδάφους. Το χρώµα του πρέπει 
να είναι σκούρο καφέ έως και µαύρο. 

Όσον αφορά τα χηµικά του χαρακτηριστικά, έχει υγρασία περίπου 30-
50% και pH 6-8. Στην φάση αυτή η µικροβιακή δραστηριότητα βρίσκεται σε 
πολύ χαµηλό επίπεδο και είναι υπεύθυνη για την σταθεροποίηση του 
προϊόντος. Η σταθεροποίηση περιλαµβάνει την περαιτέρω αποδόµηση των 
οργανικών οξέων και των ανθεκτικών υλικών και τον σχηµατισµό των 
χουµικών ενώσεων.  

Το υλικό στη φάση αυτή δεν µπορεί να ακολουθήσει έναν ακόµα 
θερµόφιλο κύκλο, δηλαδή να ‘’ξανανεβάσει’’ θερµοκρασία, λόγω της απουσίας 
οργανικής ύλης. Έχει παρατηρηθεί ότι µετά την θερµόφιλη φάση της 
κοµποστοποίησης δεν συµβαίνουν περαιτέρω απώλειες αζώτου (Adani et al., 
1995). Επίσης στη φάση αυτή παρατηρείται αύξηση των αρωµατικών 
ενώσεων και µείωση του λόγου C/N. 

 Για κάθε compost ξεχωριστά έχει θεσπιστεί µία σειρά από 
χαρακτηριστικά που θα πρέπει να πληρούνται ώστε να θεωρείται έτοιµο για 
χρήση (Barth et al., 2000). To compost πρέπει να είναι ώριµο και σταθερό. Οι 
όροι ωρίµανση και σταθερότητα περιγράφουν τον βαθµό αποδόµησης και 
µετατροπής των οργανικών υλικών σε compost (Zmora-Nahum et al., 2005), 
αν και αναφέρονται σε διαφορετικές ιδιότητες του compost. Η σταθερότητα 
σχετίζεται µε τον ρυθµό της µικροβιακής δραστηριότητας στο compost και 
υπολογίζεται µελετώντας την αλλαγή των χηµικών χαρακτηριστικών του 
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compost (Pichler and Ko’’gel-Knabner, 2000). Η ωρίµανση σχετίζεται µε τον 
βαθµό αποδόµησης των φυτοτοξικών οργανικών υλικών και την απουσία των 
παθογόνων και των ζιζανίων (Wu et al., 2000). Και οι δύο ιδιότητες είναι 
σηµαντικές για την ποιότητα και την αγοραστική δύναµη του τελικού 
προϊόντος. 
 
  

1.1.5 Συστήµατα κοµποστοποίησης 
 
 Υπάρχουν διάφορα συστήµατα κοµποστοποίησης από τα οποία τα πιο 
διαδεδοµένα είναι τα συστήµατα ανοιχτού τύπου και συστήµατα κλειστού 
τύπου. Η επιλογή του συστήµατος είναι πολύ σηµαντική γιατί επηρεάζει την 
πορεία της κοµποστοποίησης καθώς και την ποιότητα του compost. 
 Η επιλογή του καταλληλότερου συστήµατος κοµποστοποίησης 
εξαρτάται και καθορίζεται από τα εξής: 
 

• Από τη φύση και τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά της πρώτης ύλης που θα 
υποστεί κοµποστοποίηση. 

• Από το αν η πρώτη ύλη είναι διαθέσιµη όλο το χρόνο ή εποχιακά. 
• Από τη απόσταση του σηµείου παραγωγής της πρώτης ύλης και του 

τόπου επεξεργασίας της. 
• Από την επιλογή της τοποθεσίας εγκατάστασης της µονάδας 

κοµποστοποίησης (κατοικηµένη περιοχή ή όχι). 
• Από το δίκτυο διανοµής του τελικού προϊόντος. 
• Από τα κριτήρια ποιότητας του τελικού προϊόντος που έχει θεσπίσει ο 

σχετικός φορέας του κράτους. 
• Από το οικονοµικό κέρδος της όλης διαδικασίας. 
• Από το ύψος του κεφαλαίου που είναι διαθέσιµο για αγορά εξοπλισµού 

και κάλυψη αναγκών σε ανθρώπινο δυναµικό. 
 

A. Ανοιχτά συστήµατα 
 

Τα ανοιχτά συστήµατα κοµποστοποίησης ανάλογα µε το σύστηµα 
αερισµού του υποστρώµατος χωρίζονται σε στατικά συστήµατα µε δυναµικές 
συνθήκες αερισµού (aerated static piles) και σε αναδευόµενα συστήµατα 
χωρίς δυναµικό αερισµό (windrows). 

Στα στατικά συστήµατα µε δυναµικές συνθήκες αερισµού, δεν 
χρησιµοποιείται καµία µέθοδος ανάδευσης ή αναστροφής του υλικού. Ο 
αερισµός του υποστρώµατος γίνεται µε εισαγωγή ή αναρόφηση αέρα. Ο 
χρόνος παραµονής εξαρτάται από τη σύσταση του υποστρώµατος αλλά και 
από την ένταση του αερισµού του. Συνήθως απαιτείται χρόνος 7 – 8 
εβδοµάδων. 

Στα αναδευόµενα συστήµατα χωρίς δυναµικό αερισµό, πραγµατοποιείται 
τακτική ανάδευση του υποστρώµατος, συνήθως µε µηχανικό εξοπλισµό. Το 
οξυγόνο παρέχεται αρχικά από το φυσικό αερισµό σαν αποτέλεσµα του 
φαινοµένου της καµινάδας δηλαδή της ανοδικής κίνησης του θερµού αέρα 
από το εσωτερικό του σωρού και αντικατάστασης του µε ψυχρότερο από τα 
πλάγια, καθώς και από την ανταλλαγή των αερίων κατά τη διάρκεια της 
αναστροφής. Ο χρόνος παραµονής κυµαίνεται ανάλογα µε τη σύσταση των 
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κοµποστοποιήσηµων υλικών   από 2 έως 6 µήνες. Χρησιµοποιείται για 
µεγάλο εύρος ποικιλίας οργανικών απορριµµάτων και αποτελεί µια χαµηλή σε 
κόστος µέθοδο.  

 
 

 
Εικόνα 1.2. Σύστηµα κοµποστοποίησης µε δυναµικές συνθήκες αερισµού. 

 
 

B. Κλειστά συστήµατα 
 

Τα κλειστά συστήµατα ταξινοµούνται ανάλογα µε τον τρόπο που η προς 
κοµποστοποίηση πρώτη ύλη µεταφέρεται στον αντιδραστήρα σε κάθετους και 
οριζόντιους αντιδραστήρες µε αερισµό ή ανάδευση του υλικού. Σε αυτά τα 
συστήµατα το υλικό κοµποστοποιείται υπό πλήρως ελεγχόµενες συνθήκες 
αερισµού, θερµοκρασίες και υγρασίας. Το πλεονέκτηµα τους είναι ότι 
µπορούν να µειώσουν τις περιβαλλοντικές οχλήσεις, όπως τη δυσάρεστη 
οσµή. 
 Αυτά τα συστήµατα σπανίως χρησιµοποιούνται λόγω του κόστους 
λειτουργίας του εργοστασίου αλλά και της συντήρησης του, καθώς απαιτείται 
υψηλή τεχνολογία µε µεγάλη πολυπλοκότητα. 
 
 

1.2 Κατσίγαρος 
 

Στις Μεσογειακές χώρες παράγονται τεράστιες ποσότητες ελαιόλαδου 
κατά την περίοδο Οκτωβρίου – ∆εκεµβρίου. Ταυτόχρονα,  παράγονται 
µεγάλες ποσότητες (3·107 m3/ έτος) υγρών αποβλήτων που ονοµάζονται 
κατσίγαρος (olive-mill wastewater, OMW). Ο κατσίγαρος παράγεται από 
ελαιουργεία που χρησιµοποιούν φυγοκεντρικούς διαχωριστήρες τριών 
φάσεων και περιέχει πολτό ελαιολάδου, φυτικά υγρά του καρπού της ελιάς και 
νερό που έχει χρησιµοποιηθεί σε διαφορετικά στάδια της βιοµηχανικής 
διαδικασίας (Paredes et al. 1999).   
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Εικόνα 1.3 . Υγρά απόβλητα ελαιουργείων (κατσίγαρος) 

 
Ο κατσίγαρος έχει χρώµα σκούρο κόκκινο έως µαύρο που εξαρτάται 

από την ηλικία και τον τύπο του ελαιολάδου (Jaouani et al., 2003), είναι όξινος 
(pH 4-5), έχει υψηλό οργανικό φορτίο µε µεγάλες συγκεντρώσεις αρωµατικών 
ενώσεων (D’Annibale et al., 2004), λιπαρά οξέα, πηκτίνες, ταννίνες, σάκχαρα 
και πολυφαινόλες (Jaouani et al., 2003). Επίσης περιέχει υψηλή συγκέντρωση 
αλάτων καθώς και αξιοσηµείωτα επίπεδα αζώτου, φωσφόρου, ασβεστίου, 
µαγνησίου και σιδήρου (Paredes et al. 1999). Στον πίνακα 1.2 παρουσιάζεται 
µια γενική σύσταση του κατσίγαρου. 

 
 
Νερό                               83,2%          λιπαρές ουσίες, πρωτεΐνες, σάκχαρα,  
                                                           πολυαλκοόλες,  
                                                           φαινολικές ουσίες, 
Οργανική ύλη                 15%             πολυσακχαρίδια, ταννίνες, πηκτίνες 
 
 
Ανόργανα συστατικά      1,8%            νάτριο, άζωτο, φώσφορος, µαγνήσιο 
 
 
Πίνακας 1.2. Χηµική σύσταση του κατσίγαρου (Fiestas Ros de Ursions and Borja 
Padilla,1992) 

 
Η παρουσία µεγάλου αριθµού ενώσεων όπως οι πολυφαινόλες, που 

έχουν φυτοτοξικές και αντιµικροβιακές ιδιότητες (Paredes et al.,1999), τον 
καθιστούν ως υγρό απόβλητο µε πιθανά σηµαντικές αρνητικές επιδράσεις 
στον άνθρωπο και στο περιβάλλον. Παλαιότερα, ο κατσίγαρος µετά από 
σύντοµη επεξεργασία απορρίπτονταν σε παρακείµενα υδροφόρα συστήµατα. 
Η ανεξέλεγκτη  απόρριψη αυτών των αποβλήτων στα υδροφόρα συστήµατα 
οδήγησαν σε διάφορα προβλήµατα µε τελικό αποτέλεσµα την απαγόρευση 
της απόρριψης των αποβλήτων στα υδροφόρα συστήµατα (Garcia-
Barrionuevo et al.,1992).  

Σήµερα, η κύρια πρακτική που ακολουθείται από την πλειονότητα των 
ελαιουργείων όσον αφορά την διαχείριση του κατσίγαρου είναι η διοχέτευση 
και αποθήκευση του σε λεκάνες εξάτµισης. Παρόλα αυτά η εφαρµογή των 
λεκανών εξάτµισης δεν αποτελεί την ενδεδειγµένη λύση όσον αφορά την 
διαχείριση του κατσίγαρου µε κύριο κριτήριο την προστασία του φυσικού 
περιβάλλοντος. Τα σηµαντικότερα προβλήµατα που προκύπτουν από την 
εφαρµογή της συγκεκριµένης πρακτικής είναι: 
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o η αλλοίωση των ποιοτικών χαρακτηριστικών των υπόγειων υδάτων 
λόγω έκπλυσης του κατσίγαρου στις περιπτώσεις όπου δεν έχει 
πραγµατοποιηθεί στεγανοποίηση του πυθµένα των λεκανών 

o οι οχλήσεις που δηµιουργούνται σε σηµαντική ακτίνα περιµετρικά των 
λεκανών εξάτµισης λόγω της έκλυσης έντονα δυσάρεστων οσµών 

o η αισθητική υποβάθµιση της ευρύτερης της λεκάνης περιοχής. 
 
 

 
Εικόνα 1.4. Λεκάνες εξάτµισης 

 
Ωστόσο δεν είναι µόνο αρνητικές οι συνέπειες του κατσίγαρου. Το 

υψηλό οργανικό φορτίο και τα ανόργανα συστατικά που περιέχει καθιστούν 
τον κατσίγαρο ενδιαφέρον για την χρήση του στην υδρολίπανση αγροτικών 
εδάφων (Cegarra et al.,1996), ιδιαίτερα στις χώρες της νότιας Μεσογείου που 
χαρακτηρίζονται από έλλειψη νερού και εδάφη φτωχά σε οργανική ύλη. Η 
ασφαλής χρήση του κατσίγαρου ως πηγή νερού και θρεπτικών αρχικά απαιτεί 
µεταχειρίσεις οι οποίες θα µειώσουν την φυτοτοξική και αντιµικροβιακή του 
δράση δηλαδή την αποµάκρυνση των πολυφαινολών οι οποίες µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν σε καθαρή µορφή στην παραγωγή καλλυντικών, 
φαρµάκων, συµπληρωµάτων διατροφής. Συµβατικές χηµικές και βιολογικές 
µέθοδοι επεξεργασίας αποβλήτων παρουσίασαν τεχνικές και οικονοµικές 
δυσκολίες (Flouri et al., 1996) και δεν ήταν αρκετά αποτελεσµατικές. 
 Μία µέθοδος επεξεργασίας του κατσίγαρου είναι η κοµποστοποίηση. Η 
εφαρµογή της κοµποστοποίησης στον κατσίγαρο µαζί µε άλλα απόβλητα 
όπως είναι τα υπολείµµατα βαµβακιού και άλλα θα µπορούσε να µετατρέψει 
τον κατσίγαρο σε ένα φυσικό εδαφοβελτιωτικό για την γεωργία. Οι Hachicha 
et al., (2009) µελέτησαν την  κοµποστοποίηση κατσίγαρου µαζί µε φλούδες 
από σουσάµι και στις µετρήσεις τους είδαν ότι το τελικό προϊόν είχε ιδιότητες 
ενός καλού εδαφοβελτιωτικού µε αναλογία C/N µέχρι και 18,8, ενώ ήταν 
πλούσιο σε χουµικά οξέα. Επίσης είχαν µειωθεί οι πολυφαινόλες άρα και η 
φυτοτοξικότητα (Hachicha et al., 2009).  
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1.3 Τεχνικές στην µικροβιακή οικολογία  
 

Οι µέθοδοι που χρησιµοπιοούνται για την αξιολόγηση της σύστασης 
της µικροβιακής κοινότητας σε περιβαλλοντικά δείγµατα µπορούν να 
διακριθούν σε δύο κατηγορίες: 

i. Τεχνικές βασιζόµενες στην καλλιέργεια σε µέσα ανάπτυξης ή 
βιοχηµικές τεχνικές 

ii. Τεχνικές µη βασιζόµενες στην καλλιέργεια µικροοργανισµών ή 
τεχνικές µοριακής αποτύπωσης. 

 
A. Τεχνικές βασιζόµενες στην καλλιέργεια σε µέσα ανάπτυξης ή 

βιοχηµικές τεχνικές 
   
  Οι παραδοσιακές µέθοδοι για τον υπολογισµό της µικροβιακής 
ποικιλότητας συµπεριλαµβάνουν την καλλιέργεια µικροοργανισµών σε 
τρυβλία µε εκλεκτικό θρεπτικό µέσο και η καταµέτρηση των αποικιών ή  
χρήση µικροσκοπίου για την καταµέτρηση και αναγνώριση µικροοργανισµών. 
Και οι δύο µέθοδοι παρέχουν µεγάλη ευαισθησία στην αναγνώριση 
µικροοργανισµών και χρησιµοποιήθηκαν ευρέως σε πολλές εργασίες (Elmholt 
et al. 1999, Cho et al, 2001, Cabello and Arambarri 2002). Επίσης, είναι 
απλές µέθοδοι, µε χαµηλό κόστος και ευκολία στον χειρισµό. Ωστόσο οι 
παραπάνω τεχνικές δεν παρουσιάζουν την αληθινή εικόνα µιας µικροβιακής 
κοινότητας, αφού οι περισσότεροι µικροοργανισµοί δεν καλλιεργούνται. 
Σύµφωνα µε νέες εκτιµήσεις µόνο το 1-5% των µικροοργανισµών που 
υπάρχουν µπορούν να καλλιεργηθούν στα γνωστά µέχρι σήµερα θρεπτικά 
µέσα (Torvsik and Ovreas, 2002). 
 
  Phospholipid Fatty Acid (PLFA) Analysis  
  Η ανάλυση των λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων των κυτταρικών 
µεµβρανών είναι µία βιοχηµική µέθοδος που δε βασίζεται σε καλλιέργεια 
µικροοργανισµών. Τα φωσφολιπίδια αποτελούν συστατικό των µεµβρανών 
όλων των οργανισµών και κάθε οµάδα µικροοργανισµών έχει ένα 
χαρακτηριστικό αποτύπωµα φωσφολιπιδίων. Συνεπώς µία αλλαγή στο 
αποτύπωµα των φωσφολιπιδίων αντιπροσωπεύει αλλαγή στην µικροβιακή 
κοινότητα. Στην οικολογία του εδάφους, τα φωσφολιπίδια αρχικά 
χρησιµοποιούνταν στην ταυτοποίηση αποµονωµένων µικροοργανισµών, ενώ 
τώρα έχουν ευρεία εφαρµογή στις µελέτες µικροβιακών κοινοτήτων σε 
περιβαλλοντικα υποστρώµατα (έδαφος, ιζήµατα). Η συγκεκριµένη µέθοδος 
βασίζεται στην παρακάτω αρχή: Τα λιπαρά οξέα αποµονώνονται από την 
µεµβράνη των µικροοργανισµών µε εκχύλιση (Blight and Dyer, 1959) µε µίγµα 
χλωροφορµίου, µεθανόλης και ρυθµιστικού διαλύµατος κιτρικού ή 
φωσφορικού οξέος. Στη συνέχεια αυτά τα λιπίδια διαχωρίζονται σε ουδέτερα 
λιπίδια, γλυκολιπίδια και φωσφολιπίδια µέσω µίας στήλης ανταλλαγής. Τα 
φωσφολιπίδια µετατρέπονται στους αντίστοιχους µεθυλικούς εστέρες οι 
οποίοι µπορούν να προσδιοριστούν ποιοτικά και ποσοτικά µε αέρια 
χρωµατογραφία. Η ανάλυση των λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων έχει 
χρησιµοποιηθεί για την µελέτη των επιδράσεων πολλών παραγόντων στις 
µικροβιακές κοινότητες του εδάφους όπως του pH (Bååth and Anderson 
2003, Bååth et al. 1995), των βαρέων µετάλλων (Frostegård et al. 1993b, 
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Kandeler et al., 2000) ή µεταχειρίσεων του εδάφους (Marschner et al. 2003, 
Zelles et al.1995).     
 
 
 
B. Τεχνικές µη βασιζόµενες σε καλλιέργεια µικροοργανισµών ή τεχνικές 
µοριακής αποτύπωσης 

 
Η ανάπτυξη τεχνικών που δεν βασίζονται στην καλλιέργεια 

µικροοργανισµών πρόσφερε νέες δυνατότητες στην ανάλυση των 
µικροβιακών κοινοτήτων. Σ’ αυτές  συµπεριλαµβάνονται: 

 
• η ανάλυση πολυµορφισµών µήκους ακραίων τµηµάτων 

περιορισµού (T-RFLP, Terminal Restriction Fragment Length 
Polymorphism) 

 
• η µέθοδος RISA (Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) 

 
• η µέθοδος ARISA (Automated Ribosomal Intergenic Spacer 

Analysis) 
 

• η µέθοδος αποτύπωσης DNA µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε 
βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών (DGGE, Denaturing 
Gradient Gel Electrophoresis) 

 
• η µέθοδος αποτύπωσης DNA µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε 

βαθµίδωση θερµοκρασίας (TGGE, Temperature Gradient Gel 
Electrophoresis)  

 
  
 Η ανάλυση πολυµορφισµών µήκους ακραίων τµηµάτων περιορισµού 
(T-RFLP) είναι µία ποσοτική µοριακή τεχνική που αναπτύχθηκε για την 
γρήγορη ανάλυση της ποικιλοµορφίας των µικροβιακών κοινοτήτων σε 
διάφορα οικοσυστήµατα και βασίζεται στον πολυµορφισµό του DNA. Η 
τεχνική περιλαµβάνει ενίσχυση µε PCR κατά την οποία ο ένας από τους δύο 
εκκινητές είναι σηµασµένος µε φθορίζουσα χρωστική (π.χ. TET, 6-FAM) στο 
5’ άκρο. Στη συνέχεια ακολουθεί πέψη µε ένζυµα περιορισµού. Από την πέψη 
παράγονται τµήµατα διαφορετικού µεγέθους τα οποία διαχωρίζονται σε 
συσκευή πολυκάναλου τριχοειδή αναλυτή αλληλουχιών (multichannel 
capillary sequencer) όπου ανιχνεύονται µόνο τα σηµασµένα ακραία τµήµατα 
περιορισµού και το ηλεκτροφοριογράφηµα που προκύπτει αποτελεί το 
αποτύπωµα της µικροβιακής κοινότητας και αναλύεται µε ειδικά προγράµµατα 
(GeneMapper). Το πρότυπο των ζωνών (κορυφές στο 
ηλεκτροφοριογράφηµα) παρέχει πληροφορίες για την ποικιλοµορφία καθώς 
κάθε ζώνη αντιπροσωπεύει µια ταξινοµική οµάδα. Η µέθοδος T-RFLP είναι 
ένα χρήσιµο εργαλείο για την µελέτη σύνθετων µικροβιακών κοινοτήτων και 
για τη σύγκριση διαφορετικών δειγµάτων (Liu et al., 1997, Clement et al., 
1998). 
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Η µέθοδος RISA είναι µία τεχνική ανάλυσης µικροβιακών κοινοτήτων 
µε την οποία εκτιµάται η µικροβιακή ποικιλότητα και σύσταση. Έχει 
χρησιµοποιηθεί σε µελέτες στο έδαφος (Borneman and Triplett, 1997) και πιο 
πρόσφατα στην ριζόσφαιρα (Robleto et al., 1998) και στο θαλάσσιο 
περιβάλλον (Acinas et al., 1999). Αρχικά, ενισχύεται µε PCR η περιοχή 
µεταξύ της µικρής (16S) και της µεγάλης (23S) ριβοσωµικής υποµονάδας. Η 
περιοχή 16S-23S εµφανίζει εξαιρετική ετερογένεια στο µήκος και στην 
νουκλεοτιδική αλληλουχία. Η µέθοδος RISA βασίζεται στην ετερογένεια του 
µήκους. Στην συνέχεια, το ενισχυµένο προϊόν ηλεκτροφορείται σε πηκτή 
πολυακρυλαµίδης και οι ζώνες γίνονται ορατές µε χρωστική αργύρου. Το 
αποτέλεσµα είναι ένα πρότυπο ζωνών νουκλεϊκών οξέων όπου κάθε ζώνη 
αντιπροσωπεύει τουλάχιστον έναν οργανισµό.  Αν και η µέθοδος RISA είναι 
αρκετά ικανοποιητική στην ανάλυση µικροβιακών κοινοτήτων, ωστόσο είναι 
αρκετά χρονοβόρα, απαιτεί µεγάλες ποσότητες DNA και η ανάλυση τείνει να 
είναι χαµηλή (Fisher and Triplett, 1999). 

 
 Οι περιορισµοί αυτοί έκαναν αναγκαία την ανάπτυξη µιας νέας 

µεθόδου που ονοµάζεται ARISA. Η τεχνική αυτή βασίζεται στις ίδιες αρχές µε 
την RISA. Η διαφορά τους είναι ότι κατά την ενίσχυση του DNA 
χρησιµοποιούνται σηµασµένοι εκκινητές µε φθορίζουσα χρωστική. Η 
ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται µε ένα αυτοµατοποιηµένο σύστηµα το 
οποίο ανιχνεύει τα σηµασµένα κοµµάτια DNA. Η µέθοδος ARISA είναι µία 
γρήγορη και αποτελεσµατική τεχνική µε µεγάλη ευαισθησία γι’ αυτό χρειάζεται 
και µικρότερη ποσότητα DNA. Μπορεί να χρησιµοποιηθεί  στον υπολογισµό 
της ποικιλοµορφίας καθώς και της σύστασης µιας µικροβιακής κοινότητας 
(Fisher and Triplett, 1999).  

 
Η µέθοδος αποτύπωσης DNA µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε 

βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών (DGGE) αναπτύχθηκε για πρώτη φορά 
από τον Muyzer et al. (1993) και χρησιµοποιείται για την απεικόνιση 
µικροβιακών πληθυσµών από έδαφος (Ovreas et al., 1998), από απόβλητα 
για την αποµάκρυνση των φαινολών (Whiteley et al,. 2000), καθώς και σε 
άλλες περιπτώσεις. Επίσης η ανάλυση µε την µέθοδο DGGE µπορεί να 
εστιάσει σε ένα µόνο µέρος µιας µικροβιακής κοινότητας χρησιµοποιώντας 
εκκινητές µε εξειδίκευση για την ενίσχυση περιοχών του ριβοσωµικού RNA 
συγκεκριµένων οµάδων µικροοργανισµών όπως βασιδιοµύκητες, 
ασκοµύκητες, νιτροποιητικά βακτήρια και αρχαία, ακτινοβακτήρια καθώς και 
γένη βακτηρίων όπως Pseudomonas, Bacillus, Sphingomonas.  

Η τεχνική DGGE βασίζεται στο γεγονός ότι ένα µερικώς 
αποδιατεταγµένο µόριο DNA µεταναστεύει στην πηκτή πιο αργά από το 
πλήρως δίκλωνο µόριο. Αυτό οφείλεται στις αλληλεπιδράσεις που 
αναπτύσσονται µεταξύ του µονόκλωνου DNA και της πηκτής. Αντίθετα το 
δίκλωνο DNA περνάει πιο εύκολα µέσα από την πηκτή. Η πηκτή του DGGE 
περιέχει αποδιατακτικές ουσίες (φορµαµίδη και ουρία) µε την διαβάθµιση να 
αυξάνεται σταδιακά από την κορυφή προς τον πυθµένα της  πηκτής. Όταν 
εισέλθει στην πηκτή ένα δίκλωνο DNA, ανάλογα µε το ποσοστό %GC (όσο 
περισσότερους δεσµούς ανάµεσα σε γουανίνη και κυτοσίνη έχει τόσο πιο 
δύσκολα αποδιατάσσεται) που περιέχει θα αρχίσει να αποδιατάσσεται, οι δύο 
κλώνοι διαχωρίζονται και η µετανάστευση του µορίου γίνεται πιο αργή. Το 
σηµείο στο οποίο το µόριο σταµατάει να κινείται είναι το αποτύπωµα του 
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συγκεκριµένου µικροοργανισµού. Πριν πραγµατοποιηθεί το DGGE το DNA 
ενισχύεται µε PCR χρησιµοποιώντας εκκινητές που στο 5’ άκρο φέρουν µία 
περιοχή που έχει 35-40 ζεύγη βάσεων γουανίνης και κυτοσίνης (GC clamp). 
Αυτό είναι απαραίτητο για να αποφευχθεί η πλήρης αποδιάταξη του µορίου 
DNA και να παραµείνει στη θέση του. Όταν οι δύο κλώνοι διαχωρίζονται 
πλήρως η µετανάστευσή τους στην πηκτή αυξάνεται. Το προϊόν της PCR 
τοποθετείται στο πάνω µέρος της πηκτής και στην συνέχεια µετακινείται προς 
τα κάτω, υποβοηθούµενο και από το ηλεκτρικό πεδίο που δηµιουργείται, 
δηλαδή προς αυξανόµενη συγκέντρωση αποδιατακτικών ουσιών. Η µέθοδος 
DGGE µας επιτρέπει να διαχωρίζουµε µόρια DNA που έχουν διαφορά µεταξύ 
τους έστω και ένα νουκλεοτίδιο. Όταν στην πηκτή «φορτώσουµε» DNA από 
µικροοργανισµούς µιας µικροβιακής κοινότητας, οι ζώνες που θα προκύψουν 
θα αποτελούν την γενετική ποικιλότητα της κοινότητας. 

 
Η µέθοδος αποτύπωσης DNA µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε 

βαθµίδωση θερµοκρασίας (TGGE) διαφέρει από το DGGE στο γεγονός ότι 
έχουµε αυξανόµενη βαθµίδωση θερµοκρασίας προς το θετικό ηλεκτρόδιο. Η 
πηκτή περιέχει και αυτή αποδιατακτικές ουσίες µε σταθερή συγκέντρωση οι 
οποίες µειώνουν την θερµοκρασία που απαιτείται για την πλήρη αποδιάταξη 
των δύο κλώνων. Επίσης, µειώνουν την ενέργεια που απαιτείται. Η 
αποδιάταξη του DNA γίνεται µε τον ίδιο τρόπο που γίνεται µε την µέθοδο 
DGGE. 
 

 

1.4 Μεταβολές της µικροβιακής κοινότητας 
 

1.4.1. Μεταβολές της µικροβιακής κοινότητας κατά την διάρκεια της 
κοµποστοποίησης 
 

Η παρακολούθηση της µικροβιακής διαδοχής είναι σηµαντική για τον 
αποτελεσµατικό χειρισµό της διαδικασίας της κοµποστοποίησης, αφού οι 
µικροργανισµοί αποτελούν έναν από τους βασικότερους παράγοντες για την 
αποτελεσµατικότητα της κοµποστοποίησης (Macauley et al., 1993). Η 
σύσταση της µικροβιακής κοινότητας έχει βρεθεί ότι µεταβάλεται σε σηµαντικό 
βαθµό µεταξύ των διαφόρων στάδιων της κοµποστοποίησης όπως έχει 
αποδειχθεί µε την εφαρµογή µεθόδων όπως η ανάλυση των λιπαρών οξέων 
των φωσφολιπιδίων (PLFAs) (Hellmann et al., 1997, Herrmann and Shann, 
1997, Carpenter-Boggs et al., 1998, Klamer and Bååth, 1998). Στο µεσόφιλο 
στάδιο τα βακτήρια που συµµετέχουν είναι συνήθως ζυµωτικά τα οποία 
µπορούν εύκολα να αποµονωθούν και αποδοµούν εύκολα αποδοµήσιµα 
υποστρώµατα (Golueke et al., 1954). Στα θερµόφιλα στάδια όπου το pH και η 
θερµοκρασία αυξάνονται  οι µικροοργανισµοί αυτοί εξαφανίζονται και δίνουν 
την θέση τους σε θερµόφιλα βακτήρια που σε πολλές περιπτώσεις ανήκουν 
σε σποριογόνα βακτηριακά γένη όπως Bacillus. Η παραγωγή σπορίων 
αποτελεί έναν από τους πιο διαδεδοµένους µηχανισµούς αντοχής των 
βακτηρίων σε ακραίες συνθήκες που προκαλούνται συνήθως από υψηλές 
θερµοκρασίες (Chroni et al., 2009). Ο Strom, (1985b) παρατήρησε ότι το 87% 
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των αποµονωµένων θερµόφιλων βακτηρίων αναγνωρίζονται ως Bacillus spp. 
Τέλος, στο στάδιο της ωρίµανσης που αναπτύσσονται και πάλι µεσόφιλα 
βακτήρια, αυτά δεν έχουν καµία σχέση µε τα βακτήρια των προηγούµενων 
µεσόφιλων σταδίων. Στο στάδιο αυτό η µικροβιακή δραστηριότητα είναι πολύ 
χαµηλή. Τα περισσότερα είδη βακτηριών που συµµετέχουν αποτελούν 
γνωστά βακτήρια εδάφους (Ishii et al., 2000).  

 

1.4.2 Μεταβολές της µικροβιακής κοινότητας λόγω κατσίγαρου 
 
Ο κατσίγαρος µπορεί να επηρεάσει τη µικροβιακή κοινότητα του 

εδάφους καθώς η εφαρµογή του οδηγεί σε εµπλουτισµό του εδάφους µε 
υψηλές ποσότητες αποδοµήσιµου οργανικού φορτίου καθώς και άλλα 
θρεπτικά στοιχεία ενώ από την άλλη είναι πιθανό να οδηγήσει σε τοξικότητα 
λόγω του αυξηµένου φορτίου πολυφαινολικών (Tardioli et al., 1997, Kotsou et 
al., 2004, Mekki et al., 2006b). Οι περισσότερες µελέτες εστίασαν στην χρήση 
συµβατικών µικροβιολογικών τεχνικών για την αξιολόγηση των επιδράσεων 
της εφαρµογής του κατσίγαρου στην µικροβιακή κοινότητα του εδάφους. Έτσι, 
οι Mekki et al., (2006b) παρατήρησαν ότι η µικροβιακή κοινότητα επηρεάζεται 
από την προσθήκη κατσίγαρου αλλά κάθε είδος µε διαφορετικό τρόπο. Ο 
πληθυσµός των µεσόφιλων βακτηρίων αυξάνεται ενώ οι µύκητες και τα 
νιτροποιητικά βακτήρια µειώνονται. Ακτινοβακτήρια και σποριογόνα βακτήρια 
δεν επηρεάστηκαν από την προσθήκη κατσίγαρου. Οι παραπάνω µελέτες 
πραγµατοποιήθηκαν µε την βοήθεια συµβατικών µικροβιολογικών µεθόδων 
(καλλιέργεια σε τριβλία) οι οποίες δεν παρέχουν πλήρη εικόνα της 
µικροβιακής κοινότητας αφού ένα µόνο µικρό ποσοστό των µικροοργανισµών 
(1-5%) µπορεί να καλλιεργηθεί (Torsvik & Ovreas, 2002). Κατά τα τελευταία 
έτη µελετήθηκε η επίδραση του κατσίγαρου στην µικροβιακή κοινότητα του 
εδάφους µε την χρήση βιοχηµικών και µοριακών βιολογικών τεχνικών που δεν 
προϋποθέτουν την καλλιέργεια σε τριβλίο. Έτσι, οι Mechri et al., (2007) 
χρησιµοποιώντας την µέθοδο ανάλυσης των λιπαρών οξέων των 
φωσφολιπιδίων (PLFAs) απέδειξαν ότι η προσθήκη κατσίγαρου έφερε 
µεταβολές στα PLFAs των διαφορετικών οµάδων οργανισµών. Συγκεκριµένα, 
η προσθήκη κατσίγαρου προκάλεσε αύξηση των PLFAs-δεικτών των 
αρνητικά κατά Gram βακτηρίων, των ακτινοβακτηρίων και των µυκήτων ενώ 
µείωσε τα PLFAs- δείκτες των θετικά κατά Gram βακτηρίων.  

Μόλις πρόσφατα τεχνικές µοριακής αποτύπωσης χρησιµοποιήθηκαν 
για την µελέτη των επιδράσεων του κατσίγαρου στην µικροβιακή κοινότητα 
του εδάφους. Έτσι αρχικές µελέτες από τους Rousidou et al., (2009) έδειξαν 
ότι η ηµερήσια άρδευση εδαφών µε διαφορετικές δόσεις κατσίγαρου 
επηρεάζουν την κοινότητα των µυκήτων σε σηµαντικό βαθµό σε αντίθεση µε 
τα βακτήρια των οποίων η κοινότητα παρουσιάσε διαφοροποιήσεις ανάλογα 
µε τον τύπο του εδάφους που χρησιµοποιήθηκε στο πείραµα. Περαιτέρω 
µελέτες από την ίδια οµάδα (Karpouzas et al., 2009) έδειξαν ότι η ηµερήσια 
άρδευση δύο διαφορετικού τύπου εδαφών µε κατσίγαρο για διάστηµα τριών 
µηνών οδήγησε σε σηµαντικότατες µεταβολές στην σύσταση της κοινότητας 
των βασιδιοµυκήτων οι οποίες περιορίζονταν όταν υπήρχε εξωγενής λίπανση  
µε άζωτο. Αντίθετα, ο κατσίγαρος προκάλεσε σηµαντικές µεταβολές στην 
κοινότητα των ασκοµυκήτων µόνο παρουσία επιπρόσθετης αζωτούχου 
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λίπανσης. ∆ηµιουργία βιβλιοθηκών κλώνων στην ίδια µελέτη έδειξε ότι ο 
κατσίγαρος ευνοούσε την ανάπτυξη ζυµών του γένους Cryptococcus που 
ευνοούνται από την βιοδιαθεσιµότητα στο έδαφος εύκολα αποδοµήσιµων 
οργανικών υλικών ενώ αντίθετα οδήγησε σε επίσχεση της ανάπτυξης 
πιθανών φυτοπαθογόνων. Παράλληλες µελέτες για την επίδραση του 
κατσίγαρου στους δενδρόµορφους µυκορριζικούς µύκητες έδειξαν ότι η 
εφαρµογή του είχε µια σηµαντική αλλά παροδική επίδραση στην ποικιλότητα 
αλλά και στην ικανότητα αποικισµού των µυκορριζικών µυκήτων (Ipsilantis et 
al., 2009). Πρόσφατες µελέτες από την ίδια οµάδα έδειξαν σηµαντική 
επίδραση του κατσίγαρου στην κοινότητα των νιτροποιητικών βακτηρίων ενώ 
για την κοινότητα των ακτινοβακτηρίων αυτή η επίδραση ήταν εξαρτώµενη 
από το είδος του εδάφους στο οποίο έγινε η εφαρµογή κατσίγαρου 
(Karpouzas et al., 2010). Σε όλες τι παραπάνω µελέτες χρησιµοποιήθηκαν 
τεχνικές µοριακής αποτύπωσης DGGE σε συνδυασµό µε δηµιουργία 
βιβλιοθηκών κλώνων ώστε να ταυτοποιηθούν φυλογεννετικά οι 
µικροοργανισµοί που επηρεάζονται, θετικά ή αρνητικά, από την εφαρµογή του 
κατσίγαρου στο έδαφος. Γενικότερα, από τις παραπάνω µελέτες προκύπτει 
ότι ο κατσίγαρος παρουσιάζει περιορισµένη και παροδική άµεση τοξική δράση 
στην µικροβιακή κοινότητα του εδάφους και οι έντονες µεταβολές που 
προκαλεί οφείλονται κυρίως στην µεγάλη περιεκτικότητα του σε αποδοµήσιµη 
οργανική ύλη που εναποτίθεται στο έδαφος µε την εφαρµογή του.  

Σε όλες τι παραπάνω µελέτες αξιολογήθηκε η επίδραση του 
κατσίγαρου στην µικροβιακή κοινότητα του εδάφους. Αντίθετα ως σήµερα δεν 
έχει µελετηθεί η επίδραση της εφαρµογής κατσίγαρου στην µικροβιακή 
κοινότητα που αναπτύσσεται κατά την διάρκεια της κοµποστοποίησης 
αγροτικων και άλλων υλικών. 

 
 

1.5 Στόχος της εργασίας 
 
Οι κύριοι στόχοι της παρούσας εργασίας ήταν: 
 

� Η µελέτη των µεταβολών στην σύσταση της βακτηριακής 
κοινότητας κατά την διάρκεια της κοµποστοποίησης µε ή χωρίς 
εφαρµογή κατσίγαρου 

� Η ταυτοποίηση βακτηρίων που αποµονώθηκαν ως 
αζωτοδεσµευτικά και η µελέτη του οικολογικού τους ρόλου κατά την 
διάρκεια της κοµποστοποίησης. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 

2.1 Περιγραφή πειράµατος 
 

2.1.1 Χειρισµός κοµπόστας 
 

Η κοµποστοποίηση πραγµατοποιήθηκε σε υπολείµµατα καλλιέργειας 
βαµβακιού (ΥΒ) στο Γεωργικό Πανεπιστήµιο Αθηνών στο εργαστήριο της 
Γεωργικής και Γενικής Μικροβιολογίας. Η διαδικασία κοµποστοποίησης 
περιελάµβανε πέντε στάδια: 

I.  Στάδιο επώασης 
II. 1ο Θερµόφιλο στάδιο 
III. Μεσόφιλο στάδιο 
IV. 2ο Θερµόφιλο στάδιο 
V. Στάδιο ωρίµανσης 

  
Τµήµα του αρχικού compost διαποτίστηκε µε κατσίγαρο, προκειµένου 

να έχουµε δύο µεταχειρίσεις. Χάριν ευκολίας για το υπόλοιπο της εργασίας η 
µεταχείριση µε τον κατσίγαρο θα συµβολίζεται µε OMW και το compost  χωρίς 
τον κατσίγαρο θα ονοµάζεται Μάρτυρας και θα συµβολίζεται µε Μ.   

 
 

2.1.2 Συλλογή δειγµάτων 
 
        Από κάθε στάδιο κοµποστοποίησης και στις δύο µεταχειρίσεις 
συλλέχθηκαν τρία δείγµατα compost (3 επαναλήψεις). Το πλάνο των 
δειγµατοληψιών που ακολουθήθηκε παρουσιάζεται στον Πίνακα 2.1.  
  

 Στάδιο Ηµεροµηνία Μεταχείριση 
1η δειγµατοληψία Επώαση 03/05/07 Μ 

03/05/07 OMW 
2η δειγµατοληψία 1ο Θερµόφιλο 07/05/07 Μ 

08/05/07 OMW 
3η δειγµατοληψία Μεσόφιλο 04/06/07    M 

04/06/07 OMW 
4η δειγµατοληψία 2ο Θερµόφιλο 08/06/07 M 

11/06/07 OMW 
5η δειγµατοληψία Ωρίµανση 03/07/07 M 

03/07/07 OMW 
Πίνακας 2.1. Συλλογή δειγµάτων κοµποστοποίησης 
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2.1.3 Αποµόνωση βακτηρίων 
 
       Παράλληλα κατά την διάρκεια της κοµποστοποίησης αποµονώθηκαν 
από τα πέντε στάδια που αναφέρθηκαν παραπάνω, 51 βακτηριακές 
καλλιέργειες τα οποία θεωρούνταν και αζωτοδεσµευτικά. Προκαταρκτική 
αξιολόγηση τους σε σύστηµα DGGE ώστε να επιτευχθεί µια αρχική 
οµαδοποίηση τους έδειξε ότι µόνο 27 από αυτά ήταν σε αµιγή µορφή ενώ και 
τα υπόλοιπα 24 αποτελούσαν µικτές καλλιέργειες από διάφορα από τα 
υπόλοιπα 27 βακτήρια που ήταν σε αµιγή µορφή. Στον πίνακα 2.2 
παρουσιάζονται τα αµιγή βακτήρια µε κωδικούς αριθµούς (η αρίθµηση θα 
διατηρηθεί σε όλη την εργασία) και το στάδιο της κοµποστοποιήσης από το 
οποίο αποµονώθηκαν.  
 
 

 

Πίνακας 2.2. Οι κωδικοί των αποµονωθέντων βακτηρίων που βρίσκονταν σε αµιγή µορφή και 
το στάδιο από το οποίο αποµνώθηκαν 

 
 
 

Βακτήρια Στάδιο αποµόνωσης 
14 2ο θερµόφιλο στάδιο 
15 2ο θερµόφιλο στάδιο 
18 2ο θερµόφιλο στάδιο 
21 2ο θερµόφιλο στάδιο 
22 2ο θερµόφιλο στάδιο 
23 2ο θερµόφιλο στάδιο 
24 2ο θερµόφιλο στάδιο 
25 2ο θερµόφιλο στάδιο 
27 2ο θερµόφιλο στάδιο 
28 2ο θερµόφιλο στάδιο 
29 2ο θερµόφιλο στάδιο 
30 2ο θερµόφιλο στάδιο 
34 2ο θερµόφιλο στάδιο 
36 2ο θερµόφιλο στάδιο 
41 Στάδιο επώασης 
44 1ο θερµόφιλο στάδιο 
45 1ο θερµόφιλο στάδιο 
47 1ο θερµόφιλο στάδιο 
51 Μεσόφιλο στάδιο 
54 Μεσόφιλο στάδιο 
55 Μεσόφιλο στάδιο 
57 Στάδιο ωρίµανσης 

60ΙΙΙ Στάδιο ωρίµανσης 
61 Στάδιο ωρίµανσης 
62 Στάδιο ωρίµανσης 
65 Στάδιο ωρίµανσης 
66 Στάδιο ωρίµανσης 
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2.2 Εξαγωγή DNA από κοµπόστα και βακτήρια 
 

2.2.1 Εξαγωγή DNA από κοµπόστα 
 

Η εξαγωγή του DNA από τα δείγµατα compost πραγµατοποιήθηκε µε 
τη χρήση του εµπορικού κίτ PowerSoil DNA Isolation (ΜοΒιο 
Laboratories,Inc.).  Εξαγωγή DNA πραγµατοποιήθηκε από τρια δείγµατα για 
κάθε µεταχείριση (M & OMW) από κάθε στάδιο κοµποστοποίησης. Συνεπώς, 
συνολικά DNA εκχυλίστηκε από 30 δείγµατα compost (5 στάδια x 2 
µεταχειρίσεις x 3 επαναλήψεις). Η εκχύλιση έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο 
του παρασκευαστή το οποίο παρατίθεται παρακάτω: 
� Στα bead tubes που περιέχονται στο κιτ  προστίθενται 0,5 g  από κάθε 

δείγµα compost. Τα bead tubes περιέχουν ρυθµιστικό διάλυµα το 
οποίο βοηθάει να διασκορπιστούν τα σωµατίδια της κοµπόστας, 
ξεκινάει να διαλυτοποιεί τα χουµικά οξέα και προστατεύει τα νουκλεϊκά 
οξέα από την αποδόµηση. 

� Ακολουθεί ήπια ανάδευση σε  vortex. 
� Προσθήκη 60 µl από το διάλυµα C1 και ήπια ανακίνηση των 

σωληνίσκων. Το διάλυµα C1 περιέχει SDS το οποίο διασπά τα λιπαρά 
οξέα και τα λιπίδια της κυτταρικής µεµβράνης των µικροοργανισµών. 

� Στη συνέχεια τοποθετούνται τα bead tubes σε κατάλληλη πλατφόρµα η 
οποία τοποθετείται στο vortex και αναδεύονται στη µέγιστη ταχύτητα 
για 10 min. Κατά την ανάδευση τα σφαιρίδια συγκρούονται µεταξύ τους 
και µε τα κύτταρα προκαλώντας έτσι τη λύση τους. 

� Ακολουθεί φυγοκέντρηση των bead tubes σε 13200 rpm για 30 sec. 
Στο σηµείο αυτό τα κυτταρικά υπολείµµατα, το έδαφος, τα σφαιρίδια και 
τα χουµικά οξέα δηµιουργούν ένα ίζηµα ενώ το DNA βρίσκεται στο 
υπερκείµενο.   

� Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέους σωληνίσκους των 2 ml 
� Προσθήκη 250 µl από το διάλυµα C2 στους σωληνίσκους και 

ανάδευση σε vortex για 5 sec. Ακολουθεί επώαση στους 40C για 5 min. 
Το διάλυµα C2 προκαλεί κατακρήµνιση των πρωτεϊνών. 

� Φυγοκέντρηση σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 min στις 13200 rpm. 
� Αποφεύγοντας το ίζηµα, µεταφέρονται τουλάχιστον 600 µl από το 

υπερκείµενο σε νέους σωληνίσκους 
� Προσθήκη 200 µl από το διάλυµα C3 και σύντοµη ανάδευση στο 

vortex. Επώαση στους 40C για 5 min. 
� Φυγοκέντρηση σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 min σε 13200 rpm. 
� Μεταφέρονται τουλάχιστον 750 µl από το υπερκείµενο σε νέους 

σωληνίσκους των 2 ml. 
� Προσθήκη 1,2 ml από το διάλυµα C4 στο υπερκείµενο και ανάδευση σε 

vortex για 5 sec. Το C4 είναι διάλυµα υψηλής συγκέντρωσης αλάτων. 
Το DNA προσδένεται στη µεµβράνη πυριτίου παρουσία υψηλών 
συγκεντρώσεων αλάτων. 

� Μεταφέρονται περίπου 700 µl από το υπερκείµενο σε Spin Filter και  
φυγοκεντρούνται σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 min σε 13200 rpm. 
Απορρίπτεται το διάλυµα που διέρχεται από την µεµβράνη και 
µεταφέρονται ακόµα 700 µl από το υπερκείµενο στα Spin Filter. 
Φυγοκεντρούνται όπως και πριν και αποµακρύνεται το διάλυµα που 
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διέρχεται από την µεµβράνη. Το βήµα αυτό επαναλαµβάνεται µέχρι να 
περάσει όλο το υπερκείµενο από το Spin Filter. Το DNA προσδένεται 
στη µεµβράνη πυριτίου στα Spin Filter και σχεδόν όλες οι άλλες ουσίες 
διέρχονται από την µεµβράνη. 

� Προσθήκη 500 µl από το διάλυµα C5 και φυγοκέντρηση σε 
θερµοκρασία δωµατίου για 30 sec σε 13200 rpm. Το διάλυµα C5 
περιέχει αιθανόλη η οποία αποµακρύνει κατάλοιπα άλατος, χουµικών 
οξέων και άλλων ουσιών ενώ αφήνει το DNA προσδεδεµένο στη 
µεµβράνη. 

� Το διάλυµα που έχει διέλθει από την µεµβράνη απορρίπτεται. 
� Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 min σε 

13200 rpm. Με την φυγοκέντρηση αυτή αποµακρύνονται υπολείµµατα 
αιθανόλης. 

� Τα Spin Filter τοποθετούνται σε νέους σωληνίσκους των 1,5 ml και 
προστίθενται 50 µl από το διάλυµα C6 (διάλυµα έκλουσης,10 mM Tris 
pH 8). 

� Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30 sec σε θερµοκρασία δωµατίου σε 
13200 rpm και το εκλουώµενο υγρό περιέχει το DNA που αποθηκεύεται 
στους -200C.  

 
 

2.2.2 Εξαγωγή DNA από βακτήρια 
 

Η εξαγωγή του DNA από τα βακτήρια τα οποία αποµονώθηκαν από τα 
διάφορα στάδια της κοµποστοποίησης πραγµατοποιήθηκε µε το εµπορικό κιτ 
NucleoSpin Tissue (Macherey – nagel). Η εκχύλιση έγινε σύµφωνα µε το 
πρωτόκολλο του παρασκευαστή (Support protocol for bacteria). Τα βήµατα 
παρατίθενται παρακάτω: 

 
1. Προετοιµασία δείγµατος 
- Στην καλλιέργεια κάθε βακτηρίου σε τριβλίο µε LB άγαρ προστίθενται  

αρχικά  0,5 ml αποστειρωµένο ddΗ2Ο και συγκοµίζεται η βακτηριακή 
ανάπτυξη. 

- Το υγρό µεταφέρεται σε σωληνίσκο eppendorf και φυγοκεντρείται για 5 
min στις 13200 rpm. 

- Ακολουθεί αποµάκρυνση του υπερκειµένου και διατήρηση του 
βακτηριακού ιζήµατος (pellet). 

 
2. Στάδια προ-λύσις 
- Προσθήκη 180 µl buffer T1 (lysis buffer) και ανάµιξη, 
- Προσθήκη 25µl proteinase K και ανάµιξη σε vortex. 
- Επώαση σε υδατόλουτρο στους 560C για 3 h. 
- Προσθήκη 10µl RNAse A (10mg/ml).  
 
3.  Λύση 
- Ανάδευση σε vortex. 
- Προσθήκη 200 µl buffer B3 (lysis buffer) 
- Έντονη ανάδευση σε vortex  και επώαση στους 700C για 10 min, 
- Σύντοµη ανάδευση σε vortex. 
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- Φυγοκέντρηση για 5 min στις 13200 rpm και µεταφορά του 
υπερκειµένου σε νέο σωληνίσκο eppendorf. 

 
4. Προσαρµογή συνθήκων για την πρόσδεση DNA       
- Προσθήκη 210 µl αιθανόλης (καθαρότητας 96 -100%) για καθίζηση του 

DNA. 
- Έντονη ανάδευση σε vortex. 
 
5. Πρόσδεση DNA 
- Μεταφορά δείγµατος σε στήλη φυγοκέντρησης (tissue column). 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm. 
- Αποµάκρυνση του εκλουώµενου υγρού. 
  
6.  Πλύση στήλης πυριτικού οξέος   
1η πλύση 
- Προσθήκη 500 µl buffer BW (wash buffer) 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm. 
- Αποµάκρυνση του εκλουώµενου υγρού. 

 
2η πλύση 
-  Προσθήκη 600 µl buffer B5 (wash buffer) 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm. 
- Αποµάκρυνση του εκλουώµενου υγρού. 
    
7. Ξήρανση στήλης 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm. Σε αυτό το στάδιο 

αποµακρύνονται πλήρως τα όποια υπολείµµατα αιθανόλη ενώ το DNA 
παραµένει προσδεδεµένο στην µεµβράνη της στήλης. 

   
8. Έκλουση DNA 
- Προσθήκη 100 µl buffer BE στην στήλη (απαιτείται προθέρµανση του 

ΒΕ στους 700C). 
- Επώαση για 1 min σε θερµοκρασία δωµατίου. 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm.  
- Το διάλυµα που έχει διέλθει από την µεµβράνη είναι το DNA και 

αποθηκεύεται στους -200C. 
    

 

 2.3 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
 

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) επιτρέπει την παραγωγή µεγάλου αριθµού αντιγράφων DNA 
ή RNA σε σύντοµο χρονικό διάστηµα, µε µικρή αρχική ποσότητα DNA ή RNA. 
Κατά την αντίδραση αυτή πολλαπλασιάζεται επιλεκτικά µόριο DNA ή RNA 
κατά πολλαπλάσια του εκατοµµυρίου σε λίγες µόνο ώρες. Το τµήµα του DNA 
που πρόκειται να πολλαπλασιαστεί οριοθετείται από δύο εκκινητές, οι οποίοι 
είναι µικρά ολιγονουκλεοτίδια (18-25 βάσεις), συµπληρωµατικά µε τα άκρα της 
αλληλουχίας που µας ενδιαφέρει. Η αντίδραση πραγµατοποιείται µε τη 
βοήθεια του ενζύµου DNA πολυµεράση που είναι ανθεκτική σε θερµοκρασία 
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έως 95οC Η PCR στηρίζεται σε µια διαδικασία που επαναλαµβάνεται    
κυκλικά: 

 
• Αποδιάταξη της διπλής έλικας του DNA λόγω υψηλής θερµοκρασίας 

(90-95οC) (denaturation). 
• Υβριδισµός των εκκινητών στη συµπληρωµατική ακολουθία των 

αποδιατεταγµένων αλυσίδων (annealing). Ως θερµοκρασία υβριδισµού 
επιλέγεται µία θερµοκρασία κατά 5οC µικρότερη από το σηµείο τήξης 
Tm του εκκινητή µε το χαµηλότερο σηµείο τήξης. Το σηµείο τήξης των 
εκκινητών υπολογίζεται από τον τύπο Tm=(A+T)x20C+(G+C)x40C. 
Ελέγχονται διάφορες θερµοκρασίες αντίδρασης και προσδιορίζεται η 
πλέον κατάλληλη µε ηλεκτροφορητική ανάλυση των προϊόντων της 
PCR. 

• Πολυµερισµός της συµπληρωµατικής αλυσίδας DNA µε τη βοήθεια της 
DNA πολυµεράσης (extension). 

 
Με την πραγµατοποίηση αυτών των τριών σταδίων ολοκληρώνεται ο 

πρώτος κύκλος της PCR και από την αρχική δίκλωνη αλυσίδα προκύπτουν 
δύο θυγατρικές δίκλωνες αλυσίδες (εικόνα 2.1).Η αντίδραση συνεχίζεται 
συνήθως µέχρι 35-40 κύκλους.  

 
Εικόνα 2.1. Κύκλος της αντίδρασης PCR. 

 

Όλη η αντίδραση PCR ολοκληρώνεται στο ίδιο µείγµα αντιδραστηρίων, 
για το οποίο απαιτούνται: 

� DNA στόχος 
� Εκκινητικά µόρια «primers» (πίνακας) 
� Τριφωσφορικά δεοξυροβονουκλεοτίδια 
� Ένζυµο DNA πολυµεράση 
� Ιόντα Mg++ απαραίτητα για την ενζυµική δράση 
� Κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα pH~8,2 για την δράση του 

ενζύµου 
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Το κύριο χαρακτηριστικό της PCR είναι η ιδιαίτερα υψηλή ευαισθησία 
της µεθόδου. Η ευαισθησία είναι δυνατόν να αυξηθεί χρησιµοποιώντας την 
τεχνική «nested PCR» (PCR εσωτερικής ένθεσης). Στην τεχνική αυτή το 
προϊόν της PCR υποβάλλεται σε 2η PCR χρησιµοποιώντας σαν εκκινητικά 
µόρια ένα νέο ζεύγος ολιγονουκλεοτιδίων τα οποία είναι εσωτερικά των δύο 
αρχικών εκκινητικών µορίων. 
 

 
Εικόνα 2.2. PCR εσωτερικής ένθεσης 

 

Ορισµένα πλεονεκτήµατα της PCR εσωτερικής ένθεσης είναι τα εξής:  
� Έχει υψηλότερη ευαισθησία  
� Παράγονται τµήµατα κατάλληλα για ανάλυση σε σύστηµα DGGE 

Ωστόσο, στην περίπτωση εφαρµογής της PCR εσωτερικής ένθεσης 
υπάρχει αυξηµένος κίνδυνος επιµόλυνσης των προϊόντων, γεγονός που 
αποτελεί και το «τίµηµα» της εξαιρετικής ευαισθησίας. 

 

 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ 
 
ΥΛΙΚΑ 
 
• DyNAzyme EXT Buffer 10x  Mg free 
• DyNAzyme EXT Buffer 10x contains 15mM MgCl2 
• MgCl2  (25mM) 
• Νουκλεοτίδια (dNTPs) 
• BSA (Bovine Serum Albumin) 
• DyNAzyme EXT DNA πολυµεράση 
• Η2Ο αποστειρωµένο 
• Εκκινητές (primers) (πίνακας 3) 
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Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία παρουσιάζονται 
στον πίνακα 2.3. 
 
 
Εκκινητής Αλληλουχία Γονίδιο-

στόχος 
nifHforA 
 

5’ - GCI WTI TAY GGN AAR GGN GG – 3’ nifH  

nifHrev 
 

5’ - GCR TAI ABN GCC ATC ATY TC – 3’ nifH 

Zfor 
 

5’ – TGY GAY CCN AAR GCN GA – 3’ nifH 

Zrev 
 

5’ – AND GCC ATC ATY TCN CC – 3’ nifH 

PolF 
 

5’ - TGC GAY CCS AAR GCB GAC TC – 3’ nifH 

PolR 
 

5 - ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA – 3’ nifH 

63F 
 

5’-AGG CCT AAC ACA TGC AAG TC -3’ 16S rRNA 

1087R 
 

5’-CTC GTT GCG GGA CTT AAC CC -3’ 16S rRNA 

8F 
 

5’- CAC GGA TCC AGA CTT TGA TYM TGG CTC  
A -3’ 

16S rRNA 

1512R 
 

5’- GTG AAG CTT ACG GYT AGC TTG TTA CGA  
C -3’ 

16S rRNA 

Muyzer F 
(357f-GC) 
 

5’ - GC clamp - GCC TAC GGG AGG CAG CAG -3’  16S rRNA 

Muyzer R  
(534r) 
  

5’- ATT ACC GCG GCT GCT GG -3’ 16S rRNA 

Πίνακας 2.3. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στην εργασία. Οι εκκινητές για την ενίσχυση 
του γονιδίου nif  είναι πολύ εκφλισµένοι, όπου Y=C/T, S=G/C, R=A/G, B=C/G/T, D=G/A/T, 

N=A/G/C/T, W=A/T, I=Inosin 
 
 

2.3.1 Ενίσχυση του γονιδίου nifH στα βακτήρια µε PCR 
 

Αρχικά στα βακτήρια προσπαθήσαµε να ενισχύσουµε το γονίδιο της 
νιτρογενάσης (nifH) καθώς τα βακτήρια αποµονώθηκαν ως πιθανά 
αζωτοδεσµευτικά. Χρησιµοποιήσαµε 3 ζεύγη εκκινητών (universal nif,pol,Z) 
όπως φαίνεται και στον πίνακα 3. Τα παραπάνω τρια ζεύγη αποτελούν τα 
τρία ζεύγη εκκινητών που έχουν χρησιµοποιηθεί ως σήµερα για την ανίχνευση 
και ταυτοποίηση αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων χρησιµοποιώντας ως γονίδιο-
στόχο το nifH (Widmer et al., 1999, Shaffer et al., 2000, Poly et al., 2001, 
Diallo et al., 2008). Στους πίνακες 2.4,2.5,2.6, 2.7, 2.8 και 2.9 παρουσιάζονται 
τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν, καθώς και οι θερµοκυκλοποιητικές συνθήκες 
PCR. 
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Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 
Buffer  χωρίς MgCl 2(10x optimized)  5 µl 1x 
MgCl 2 (25mM) 4 µl 2 mM 
dNTPs (10mM)  1 µl 0,2 mM 
BSA (10mg/ml)  2,5 µl 500 ng/µl 
Forward primer nifHforA (20pmol/ µl) 5 µl 2 µΜ 
Reverse primer nifHrev (20pmol/ µl) 5 µl 2 µΜ 
Πολυµεράση EXT(1U/µl) 1 µl 1 U/50 µl 
DNA 2 µl 10-50 ng 
ddH2O 24,5 µl  
Συνολικός όγκος 50µl  

Πίνακας 2.4. Αντίδραση PCR µε τους universal nif primers 
 
 
Αρχική αποδιάταξη 95 οC 5 min  

Αποδιάταξη 94 οC για 11 sec & 92 οC για 15 sec  
40 κύκλους 

Υβριδοποίηση 48 οC για 8 sec &  50 οC για 30 sec 

Επιµήκυνση 74 οC για 20 sec & 72 οC για 20sec 

Τελική επιµήκυνση 72 οC 10 min  

Πίνακας 2.5. Συνθήκες πραγµατοποίησης της PCR µε τους universal nif primers 
 
 

Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 
Buffer   (10x optimized ) 5 µl 1x (1,5 mM MgCl2) 
dNTPs (10mM) 1 µl 0,2 mM 
BSA (10mg/ml)  2,5 µl 500 ng/µl 
Forward primer Zfor (20pmol /µl) 1,25 µl 0,5 µΜ 
Reverse primer Zrev (20pmol/ µl) 1,25 µl 0,5 µΜ 
Πολυµεράση EXT(1U/µl) 1 µl 1 U/50 µl 
DNA 3 µl 10-50 ng 
ddH2O 35 µl  
Συνολικός όγκος 50 µl  

Πίνακας 2.6. Αντίδραση PCR µε τους Z nifH primers 
 
 

Αρχική αποδιάταξη 94 οC 5 min  

Αποδιάταξη 94 οC 1 min  
35 κύκλους 

Υβριδοποίηση 56 οC 40 sec 

Επιµήκυνση 72 οC 40 sec 

Τελική επιµήκυνση 72 οC 10 min  

Πίνακας 2.7. Συνθήκες πραγµατοποίησης της PCR µε τους Z nifH primers  
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Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 
Buffer   (10x optimized ) 5 µl 1x (1,5 mM MgCl2) 
dNTPs (10mM) 1 µl 0,2 mM 
BSA (10mg/ml)  0,5 µl 100 ng/µl 
Forward primer PolF (20pmol/ µl) 1,25 µl 0,5 µΜ 
Reverse primer PolR (20pmol/ µl) 1,25 µl 0,5 µΜ 
Πολυµεράση EXT(1U/µl) 1 µl 1 U/50 µl 
DNA 3 µl 10-50 ng 
ddH2O 37 µl  
Συνολικός όγκος 50 µl  

Πίνακας 2.8. Αντίδραση PCR µε τους Pol nifH primers 
 

 
Αρχική αποδιάταξη 94 οC 2 min  

Αποδιάταξη 94 οC 1 min  
30 κύκλους 

Υβριδοποίηση 55 οC 40 sec 

Επιµήκυνση 72 οC 40 sec 

Τελική επιµήκυνση 72 οC 5 min  

Πίνακας 2.9. Συνθήκες πραγµατοποίησης της PCR µε τους Pol nifH primers 
 
 
 

2.3.2 Ενίσχυση του γονιδίου 16S rRNA στα βακτήρια µε PCR 
 
 Επαναλαµβανόµενες προσπάθειες ενίσχυσης του γονιδίου nifH στα 
αποµονωθέντα βακτήρια καθώς και στα δείγµατα DNA από τα compost 
απέτυχαν ή δεν έδωσαν επαναλαµβανόµενα και σταθερά επιτυχή 
αποτελέσµατα.  Για τον λόγο αυτό αποφασίστηκε να πραγµατοποιηθεί 
ενίσχυση του συντηρηµένου γονιδίου 16S rRNA των βακτηρίων ώστε να γίνει 
ταυτοποίηση των αποµονωθέντων βακτηρίων και παράλληλα αποτύπωση 
των µεταβολών συνολικά της βακτηριακής κοινότητας στα διάφορα στάδια 
κοµποστοποίησης, παρουσία ή όχι κατσίγαρου. Στην πρώτη αντίδραση PCR 
ενισχύθηκε όλο το γονίδιο 16s rRNA µε τους 8f και 1512r εκκινητές από DNA 
των βακτηρίων. Στην δεύτερη αντίδραση PCR (nested PCR) 
χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές Muyzer F (357f-GC) και Muyzer R (534r) οι 
οποίοι είναι εσωτερικοί των πρώτων και ενισχύουν την V3 µεταβλητή περιοχή 
του 16S rRNA των βακτηρίων (Muyzer et al., 1993). Ο εκκινητής Muyzer F 
(357f-GC) φέρει στο 5’ άκρο του µια αλληλουχία 40 νουκλεοτιδίων πλούσια σε 
GC (GC clamp). Με τη δεύτερη αντίδραση παράγονται τµήµατα DNA 
κατάλληλα για ανάλυση µε DGGE (~200bp µε GC clamp). Το συγκεκριµένο 
ζεύγος εκκινητών έχει αποδειχτεί ότι αποτελεί τους πλέον ενδεδειγµένους 
εκκινητές για ανάλυση της βακτηριακής κοινότητας µε την µέθοδο DGGE 
(Muyzer et al., 1993). Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν καθώς και οι 
συνθήκες στις οποίες πραγµατοποιήθηκαν παρουσιάζονται στους πίνακες 
2.10, 2.11, 2.12, 2.13. 
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Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 

Buffer   (10x optim ized) 5 µl 1x (1,5 mM MgCl2) 
dNTPs (10 mM) 1 µl 0,2 mM 
BSA (10 mg/ml)  2 µl 400 ng/µl 
Forward primer 8f (20 pmol/ µl) 2 µl 0,8 pmol/µl 
Reverse primer 1512r (20  pmol/ µl) 2 µl 0,8 pmol/µl 
Πολυµεράση EXT(1 U/µl) 1 µl 1 U/50 µl 
DNA 1 µl 10-50 ng 
ddH2O 36 µl  
Συνολικός όγκος 50 µl  

Πίνακας 2.10. Πρώτη αντίδραση PCR  για τα βακτήρια 
 
 

Αρχική αποδιάταξη 94 οC 5 min  

Αποδιάταξη 94 οC 1 min  
30 κύκλους 

Υβριδοποίηση 55 οC 1 min 

Επιµήκυνση 72 οC 2 min 

Τελική επιµήκυνση 72 οC 10 min  

Πίνακας 2.11. Συνθήκες πραγµατοποίησης της πρώτης PCR για τα βακτήρια 
 

 
Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 

Buffer   (10x optimized ) 5 µl 1x (1,5 mM MgCl2) 
dNTPs (10mM) 1 µl 0,2 mM 
Forward primer 357f-GC (20pmol/ µl) 1 µl 0,4 µM 
Reverse primer 534r (20pmol/ µl) 1 µl 0,4 µM 
Πολυµεράση EXT(1U/µl) 1 µl 1 U/50 µl 
DNA 1 µl 10-50 ng 
ddH2O 40 µl  
Συνολικός όγκος 50 µl  

Πίνακας 2.12. ∆εύτερη αντίδραση PCR  για τα βακτήρια 
 

 
Αρχική αποδιάταξη 95 οC 5 min  

Αποδιάταξη 95 οC 30 sec  
30 κύκλους 

Υβριδοποίηση 55 οC 30 sec 

Επιµήκυνση 72 οC 1 min 

Τελική επιµήκυνση 72 οC 10 min  

Πίνακας 2.13. Συνθήκες πραγµατοποίησης της δεύτερης PCR για τα βακτήρια 
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2.3.3 Ενίσχυση του γονιδίου 16S rRNA στη βακτηριακή κοινότητα των 
δειγµάτων compost µε PCR 
 
 Στην πρώτη αντίδραση PCR ενισχύεται ένα τµήµα του 16S rRNA των 
βακτηρίων µε τους εκκινητές 63f -1087r από DNA εκχυλισµένο  από compost. 
Στην δεύτερη αντίδραση χρησιµοποιούνται και πάλι οι εκκινητές  Muyzer F 
(357f -GC) και  Muyzer R (534r) (PCR εσωτερικής ένθεσης), αφού θα 
ακολουθήσει DGGE της βακτηριακής κοινότητας της κοµπόστας. Στους 
πίνακες 2.14, 2.15, 2.16 παρουσιάζονται τα αντιδραστήρια που 
χρησιµοποιήθηκαν καθώς και οι συνθήκες στις οποίες πραγµατοποιήθηκαν οι 
PCR. 
  
 

Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 
Buffer   (10x optimized ) 5 µl 1x (1,5 mM MgCl2) 
dNTPs (10mM) 1 µl 0,2 mM 
BSA (10mg/ml)  2 µl 400 ng/µl 
Forward primer 63f (20pmol/ µl) 0,5 µl 0,2 µM 
Reverse primer 1087r (20pmol/ µl) 0,5 µl 0,2 µΜ 
Πολυµεράση EXT(1U/µl) 1 µl 1 U/50 µl 
DNA 1 µl 10-50 ng 
ddH2O 39 µl  
Συνολικός όγκος 50 µl  

Πίνακας 2.14. Πρώτη αντίδραση PCR  για την βακτηριακή κοινότητα 
 

Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 
Buffer   (10x optimized ) 5 µl 1x (1,5 mM MgCl2) 
dNTPs (10mM) 1 µl 0,2 mM 
Forward primer 357f-GC (20pmol/ µl) 1 µl 0,4 µM 
Reverse primer 534r (20pmol/ µl) 1 µl 0,4 µM 
Πολυµεράση EXT(1U/µl) 1 µl 1 U/50 µl 
DNA 1 µl 10-50 ng 
ddH2O 40 µl  
Συνολικός όγκος 50 µl  

Πίνακας 2.15. ∆εύτερη αντίδραση PCR  για την βακτηριακή κοινότητα 
 
 

Αρχική αποδιάταξη 95 οC 5 min  

Αποδιάταξη 95 οC 30 sec  
30 κύκλους 

Υβριδοποίηση 55 οC 30 sec 

Επιµήκυνση 72 οC 1 min 

Τελική επιµήκυνση 72 οC 10 min  

Πίνακας 2.16. Συνθήκες πραγµατοποίησης της πρώτης και της δεύτερης PCR για την 
βακτηριακή κοινότητα 
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2.4 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 
 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης είναι µία µέθοδος που 
χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό, την αναγνώριση και τον καθαρισµό 
τµηµάτων DNA ανάλογα µε το µέγεθός τους. Αυτό επιτυγχάνεται µε εφαρµογή 
διαφοράς ηλεκτρικού δυναµικού στο πήκτωµα αγαρόζης. Τα αρνητικά 
φορτισµένα µόρια νουκλεϊκού οξέος κινούνται µέσα στην πηκτή προς το 
θετικό πόλο µε ρυθµό αντιστρόφως ανάλογο του λογαρίθµου του µοριακού 
τους βάρους. Αυτή η κίνηση δηµιουργεί µια σειρά ζωνών. Κάθε ζώνη 
αντιστοιχεί σε ένα τµήµα DNA µε συγκεκριµένο µέγεθος. Όσο πιο κοντά στο 
κάτω άκρο του πηκτώµατος βρίσκεται η ζώνη, τόσο µικρότερο είναι το 
µέγεθός της. Στην εργασία αυτή πραγµατοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση στα 
δείγµατα DNA που εκχυλίστηκαν  από τα βακτήρια και την βακτηριακή 
κοινότητα της κοµπόστας για τον έλεγχο της απόδοσης της εκχύλισης και στα 
προϊόντα των PCR για τον έλεγχο της παρουσίας του επιθυµητού σε µέγεθος 
προϊόντος. 

 
2.4.1 Ηλεκτροφόρηση δειγµάτων DNA κοµπόστας και βακτηρίων 
 
 Χρησιµοποιήθηκε πηκτή 0,8% (0,8 g αγαρόζη σε 100 ml TAE και 3 µl 
βρωµιούχου αιθιδίου). Στην πηκτή φορτώθηκαν 5 µl από κάθε δείγµα DNA 
αναµεµειγµένα µε 1 µl loading buffer 6x.  Η ηλεκτροφόρηση 
πραγµατοποιήθηκε στα 90 V. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης ήταν 
δυνατή η παρατήρηση των ζωνών του DNA στην πηκτή αφού τοποθετηθεί σε 
τράπεζα φωτογράφησης UV. 
 
2.4.2 Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR 
 
 Χρησιµοποιήθηκε πηκτή 1% (1 g αγαρόζη σε 100 ml TAE και 3 µl 
βρωµιούχου αιθιδίου)  για τα προϊόντα των PCR  και πηκτή 1,2% (1,2 g 
αγαρόζη σε 100 ml TAE και 3 µl βρωµιούχου αιθιδίου) για τα προϊόντα των 
PCR εσωτερικής ένθεσης. Στην πηκτή φορτώθηκαν 5 µl από κάθε δείγµα 
DNA αναµεµειγµένα µε 1 µl loading buffer 6x. Η ηλεκτροφόρηση 
πραγµατοποιήθηκε στα 100 V. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης ήταν 
δυνατή η παρατήρηση των ζωνών του DNA στην πηκτή αφού τοποθετηθεί σε 
τράπεζα φωτογράφησης UV. 
 
 

2.5 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε βαθµίδωση αποδιατακτικών      
ουσιών  (DGGE – Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)  
 
 Το DGGE είναι µία µέθοδος κάθετης ηλεκτροφόρησης που διαχωρίzει 
το DNA ανάλογα µε την αλληλουχία του. Το DGGE βασίζεται στο γεγονός ότι 
το δίκλωνο DNA κινείται πιο γρήγορα από το µονόκλωνο DNA σε  µία πηκτή 
µε αυξηµένη βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών. Όταν ένα µόριο DNA 
ηλεκτροφορείται σε πηκτή DGGE ανάλογα µε την αλληλουχία του µετά από 
κάποιο σηµείο αρχίζει να αποδιατάσσεται και αλληλεπιδρά µε το περιβάλλον 
της πηκτής  µέχρι να ακινητοποιηθεί. Το σηµείο αυτό θα είναι µία ζώνη στο 
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DGGE. Συνεπώς διαφορετικές αλληλουχίες σταµατάνε σε διαφορετικά σηµεία 
και µας δίνουν διαφορετικές ζώνες. Οι αλληλουχίες που έχουν µεγάλο 
ποσοστό GC αποδιατάσσονται πιο δύσκολα συνεπώς οι ζώνες που θα 
παρουσιάζουν θα είναι πιο χαµηλά στην πηκτή. Ωστόσο, το δίκλωνο DNA δεν 
πρέπει να αποδιαταχθεί πλήρως δεν µπορεί να αποδιαταχτεί πλήρως λόγω 
του GC clamp στο 5’ άκρο του προϊόντος PCR εσωτερικής ένθεσης.    

Στην παρούσα εργασία η µέθοδος DGGE χρησιµοποιήθηκε για το 
διαχωρισµό των προϊόντων που προέκυψαν από την PCR εσωτερικής 
ένθεσης στα βακτήρια και στην βακτηριακή κοινότητα της κοµπόστας. 

 
 

ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ 
 
ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ∆ΙΑΛΥΜΑΤΑ 
 
• Πλήρες σύστηµα DGGE (INGENYphorU-2x2) 
• Αντλία ανάµειξης διαλυµάτων αποδιατακτικών ουσιών 
• Γράσο σιλικόνης 
• ∆ιάλυµα ακρυλαµίδης (Acrylamide-Bisacrylamide 40% solution 37.5:1) 
• Φορµαµίδη (Deionized formamide) 
• Ουρία 
• TEMED (N, N, N’, N’ – tetramethylenediamine) 
• 10% Ammonium Persulphate Solution (APS, 100mg σε 1ml ddH2O) 
• 50xTAE 

- Tris base 242 g 
- Glacial acetic acid 57 ml 
- 0,5 M EDTA (pH 8) 100 ml    

      Ο όγκος προσαρµόζεται στο 1 L απεσταγµένο νερό 
 
• ∆ιαλύµατα 0% και 100% αποδιατακτικών ουσιών 
 
 

∆ιαλύµατα 0% 100% 
Ακρυλαµίδη 20 ml 20 ml 
Φορµαµίδη - 40 ml 
Ουρία - 42 g 
50xΤΑΕ 2 ml  2 ml  
H2O στα 100 ml στα 100 ml 

Πίνακας 2.17  
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H ανάλυση DGGE πραγµατοποιείται µε τη συσκευή INGENYphorU-2x2. 
(εικόνα 2.3) 
 

 
Εικόνα 2.3. INGENYphorU-2x2 σύστηµα 

 
Α. Προετοιµασία της κασέτας ηλεκτροφόρησης 
 
• Τοποθετούµε την κασέτα ηλεκτροφόρησης INGENY στον πάγκο του 

εργαστηρίου και τοποθετούµε εντός αυτής την pressure unit (U-shaped). Η 
pressure unit  θα έρθει σε επαφή µε την µικρή γυάλινη πλάκα του σάντουιτς 
ηλεκτροφόρησης. 

• Καθαρίζουµε τις γυάλινες πλάκες µε αιθανόλη. 
• Τοποθετούµε µια στρώση από γράσο σιλικόνης στην δεξιά, αριστερή και 

κάτω πλευρά του spacer ώστε να περιορίσουµε τις διαρροές. 
• 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 των δύο γυάλινων πλακών µε το 
spacer και το τοποθετούµε µέσα στην κασέτα ηλεκτροφόρησης. 

• Τραβάµε το spacer µε προσοχή προς τα πάνω µέχρι το σηµείο που µπορεί 
να πάει χωρίς όµως να ανασηκώσουµε και τις γυάλινες πλάκες. 

• Σφίγγουµε τις τρεις κάτω βίδες της κασέτας, τοποθετούµε τα χτενάκια 
(combs), σφίγγουµε όλες τις υπόλοιπες βίδες του συστήµατος. 

• Το σύστηµα είναι έτοιµο για την παρασκευή της πηκτής 
 
Β. Προετοιµασία των διαλυµάτων και παρασκευή της πηκτής 
 
• Προετοιµασία των διαλυµάτων των αποδιατακτικών ουσιών 0% και 100%. 

(Πίνακας 2.17) 
• Ανάµιξη των διαλυµάτων αποδιατακτικών ουσιών 0% και 100% σε 

κατάλληλες αναλογίες για προετοιµασία διαλυµάτων µε υψηλή και χαµηλή 
συγκέντρωση αποδιατακτικών ουσιών στο εύρος που θέλουµε (Πίνακας 
2.18). 
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 Εύρος 
συγκέντρωσης 
αποδιατακτικών 

ουσιών 
(%) 

0% 
(ml) 

100% 
(ml) 

Βακτήρια 45 - 65 11,25 - 8,75 13,75 - 16,25 
Βακτηριακή 
κοινότητα 

40 - 70 10 - 7,5 15,0 - 17,5 

Πίνακας 2.18. Αναλογία όγκων των διαλυµάτων 0% και 100% denaturants που πρέπει να 
αναµιχθούν για να πάρουµε διαλύµατα (25ml) µε υψηλή και χαµηλή συγκέντρωση 

αποδιατακτικών ουσιών στο εύρος που θέλουµε 
 

• Τοποθετούµε το διάλυµα µε την υψηλή συγκέντρωση αποδιατακτικών στο 
αριστερό δοχείο του συστήµατος (Α) και το διάλυµα µε τη χαµηλή 
συγκέντρωση στο δεξί δοχείο (Β) ενώ η βαλβίδα επικοινωνίας µεταξύ των 
δύο δοχείων είναι κλειστή. Τοποθετούµε µαγνητάκια σε κάθε δοχείο.  

• Αφού ξεκινήσουµε την ανάδευση, προσθέτουµε 100 µl 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 2.4) 

 

 
Εικόνα 2.4. 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  (6 ml  από το 0%, 6 µl TEMED, 60 µl APS) µε 
σύριγγα. 

• Η πηκτή χρειάζεται τουλάχιστον µία ώρα για να πολυµεριστεί πλήρως η 
ακρυλαµίδη. 

• Κατά την διάρκεια αυτού του χρονικού διαστήµατος ρυθµίζουµε την 
θέρµανση στην δεξαµενή του συστήµατος µε το ρυθµιστικό διάλυµα στους 
60oC. 
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Γ. Ηλεκτροφόρηση της πηκτής 
 
• Μόλις ολοκληρωθεί ο πολυµερισµός της ακρυλαµίδης, τοποθετούµε την 

κασέτα INGENY εντός του δοχείου µε το ρυθµιστικό διάλυµα 1x TAE. 
• Γεµίζουµε µε διάλυµα 1x TAE το επάνω τµήµα του δοχείου (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 υπό γωνία. 

•  Συνδέουµε τα ηλεκτρόδια τα οποία θα πρέπει να έχουν καλυφθεί µε το 
διάλυµα 1xTAE ώστε να δηµιουργηθεί ηλεκτρικό πεδίο. 

• Κλείνουµε την βαλβίδα που ελέγχει την κίνηση του διαλύµατος ΤΑΕ στο 
upper buffer reservoir 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 (1 µl για τα βακτήρια, 0,6 
µl για την βακτηριακή κοινότητα). Για τη δηµιουργία ladder για το DGGE 
αναµείξαµε τα προϊόντα της PCR εσωτερικής ένθεσης των βακτηρίων και 
φορτώσαµε 4 µl σε  κάθε γραµµή ηλεκτροφόρησης. 

• Συνδέουµε τη συσκευή INGENY µε εξωτερική πηγή ισχύος. Η 
ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται στα 75V για 960 min. 

 
 
∆. Βαφή της πηκτής µε τη µέθοδο του νιτρικού αργύρου (AgNO3) 
   
  
∆ιαλύµατα 
 
• Fixing solution I:  10% αιθανόλη και 0,5% οξικό οξύ 
 
• Staining solution:  1 g AgNO3 σε 1 L απεσταγµένο νερό 
       Το συγκεκριµένο διάλυµα παρασκευάζεται λίγο πριν την χρήση του. 
 
• Developing solution:  0,1 g NaBH4, 1 L NaOH 1,5%, 4ml φορµαλδεΰδη 
 
 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ 
 
• Η πηκτή ξεπλένεται ελαφρώς µε νερό. 
• Τοποθετούµε περίπου 500ml από το διάλυµα  Fixing solution I  σε 

πλαστικό δοχείο και στην συνέχεια µεταφέρουµε την πηκτή εντός του 
δοχείου.  

• Ανακίνηση σε περιστροφικό αναδευτήρα για 2 ώρες. 
• Αποµακρύνουµε το Fixing solution I, ξεπλένουµε µε νερό και 

προσθέτουµε στο ίδιο δοχείο 500 ml Staining solution. 
• Ανακίνηση σε περιστροφικό αναδευτήρα για 20 min. 
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• Αποµακρύνουµε το Staining solution στη βρύση µε ροή νερού, 
ξεπλένουµε µε νερό και προσθέτουµε 500 ml Developing solution. 

• Ανακίνηση σε περιστροφικό αναδευτήρα µέχρι να αρχίσουν να φαίνονται 
ζώνες στη πηκτή. 

• Τοποθετούµε το gel σε τράπεζα φωτός και το φωτογραφίζουµε µε υψηλής 
ανάλυσης ψηφιακή φωτογραφική µηχανή. 

 
 

2.6 Ταυτοποίηση βακτηρίων 
 

Τα βακτήρια τα οποία αποµονώθηκαν από τα διάφορα στάδια της 
κοµποστοποίησης ταυτοποιήθηκαν και µε βάση το αποτύπωµα DGGE των 
µεταχειρίσεων από τις οποίες αποµονώθηκαν προσπαθήσαµε να αντλήσουµε 
πληροφορίες για τον οικολογικό τους ρόλο κατά την διάρκεια της 
κοµποστοποίησης και αν αυτός επηρεάζεται από την προσθήκη κατσίγαρου. 
Τα βακτήρια ταυτοποιήθηκαν µε αλληλούχιση του  γονιδίου 16S rRNA το 
οποίο αρχικά ενισχύθηκε µε PCR, ακολούθησε ένθεση σε κατάλληλο 
πλασµιδιακό φορέα, µετασχηµατισµός σε δεκτικά κύταρα E.coli, επιβεβαίωση 
της ένθεσης και αλληλούχιση του ενθέµατος. Το πρωτόκολλο που 
ακολουθήσαµε περιγράφεται βήµα προς βήµα: 

2.6.1 Καθαρισµός προϊόντος PCR (PCR Clean-up) 
 
Τα προϊόντα PCR από το DNA των αποµονωθέντων βακτηρίων µε το ζεύγος 
εκκινητών 8f – 1512r καθαρίστηκαν µε το εµπορικό κιτ NucleoSpin extract II 
(Macherey -Νagel) σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του παρασκευαστή: 

 
1. Προσαρµoγή συνθηκών για την πρόσδεση DNA    
- Αναµείχθηκε 1 όγκος του προϊόντος PCR µε 2 όγκους buffer NT το 

οποίο συµβάλλει στην πρόσδεση του DNA στην µεµβράνη πυριτίου 
παρουσία υψηλής συγκέντρωσης αλάτων. 

 
2. Πρόσδεση DNA 
- Μεταφορά του δείγµατος σε NucleoSpin extract II column. 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm. 
- Αποµάκρυνση του υπερκειµένου. 

       
3. Πλύση µεµβράνης πυριτίου 
- Προσθήκη 600 µl Buffer NT3 (washing buffer) που περιέχει αιθανόλη. 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm. 
- Εάν είναι απαραίτητο επαναλαµβάνεται το προηγούµενο βήµα µε 

προσθήκη 200 µl buffer NT3. 
  

4. Ξήρανση µεµβράνης 
- Φυγοκέντρηση για 2 min στις 13200 rpm. Στο στάδιο αυτό 

αποµακρύνεται το NT3. 
- Επώαση για 3 min στους 700C 

 



 42

5. Έκλουση DNA 
- Προσθήκη 30 µl αποστειρωµένου Η2Ο, 
- Επώαση για 1 min σε θερµοκρασία δωµατίου 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm 
- Συλλογή του εκλουόµενου υγρού που περιέχει το DNA το οποίο και 

διατηρείται στους -200C. 
 

2.6.2 Ποσοτικοποίηση των δειγµάτων 
 
 Πραγµατοποιήθηκε ποσοτικοποίηση του dsDNA στα προϊόντα 
καθαρισµού µε προσδιορισµό της απορόφησης στα 260nm. Στα δείγµατα 
πραγµατοποιήθηκε αραίωση 1:25 (2µl DNA σε 48µl Η2Ο) ενώ το τυφλό ήταν 
48µl Η2Ο.  
 

2.6.3 Κλωνοποίηση DNA (Ένθεση και µετασχηµατισµός) 
 
 Για την κλωνοποίηση των προϊόντων PCR χρησιµοποιήθηκε ο 
πλασµιδιακός φορέας pGEM-T Easy (Promega). Ο φορέας κλωνοποίησης 
pGEM-T Easy Vector παρέχεται σε γραµµική µορφή η οποία σε κάθε άκρο 
έχει ένα νουκλεοτίδιο που περιέχει τη βάση θυµίνη. Επίσης παρέχει τη 
δυνατότητα επιλογής των µετασχηµατισµένων κυττάρων µε τη χρήση 
αµπικιλλίνης στο θρεπτικό µέσο της καλλιέργειας, καθώς διαθέτει 
ανθεκτικότητα στο συγκεκριµένο αντιβιοτικό. Επίσης διαθέτει την κωδικεύσα 
περιοχή του α-πεπτιδίου του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης (lacZ), το οποίο 
εξασφαλίζει τη δραστικότητα της β-γαλακτοσιδάσης που καταλύει τη 
διάσπαση του χρωµογόνου συστατικού παρουσία X-gal/IPTG στο θρεπτικό 
µέσο. Μέσα στο lacZ βρίσκεται η θέση κλωνοποίησης του ενθέµατος και έτσι 
απενεργοποίηση αυτού του γονιδίου µε την εισαγωγή του ενθέµατος στη θέση 
κλωνοποίησης επιτρέπει την επιλογή των ανασυνδυασµένων κλώνων καθώς 
δεν πραγµατοποιείται χρωµογόνος αντίδραση. Συνεπώς, παρέχεται η 
δυνατότητα επιλογής των ανασυνδυασµένων και µη ανασυνδυασµένων 
κλώνων µε την ανάπτυξη λευκών και µπλε αποικιών, αντίστοιχα. 

 

 
Εικόνα 2.5. Η αλληλουχία του pGEM-T Easy Vector. 
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Ένθεση 
 
ΥΛΙΚΑ 
 

• 2x Rapid Ligation Buffer 
• pGEM-T Easy Vector                  περιέχονται στο kit 
• T4 DNA Ligase 
• PCR προϊόν  

 
 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ 
  
 Για το υπολογισµό της ποσότητας (ng) του ενθέµατος που θα 
χρησιµοποιηθεί στην αντίδραση ένθεσης χρησιµοποιήσαµε τον τύπο: 
 
               ng φορέα Χ kb µέγεθος ενθέµατος Χ ένθεµα:φορέα molar ratio = ng ενθέµατος 
                            kb µέγεθος φορέα 
 
                  2,5 x  1,5        x        3 
   �                 3                   1            �  37,5 ng insert. 
 

Με βάση την ποσοτικοποίηση για το κάθε προϊόν PCR προστέθηκε 
στην αντίδραση κατάλληλος όγκος (µl). 
 

Η αντίδραση ένθεσης πραγµατοποιήθηκε σε συνολικό όγκο 10µl για 
κάθε βακτήριο και περιείχε τα παρακάτω: 

 
Αντιδραστήρια Ποσότητα  

(µl) 
2x Rapid LigationBuffer 5 
pGEM-T Easy Vector 0,5 

T4 DNA Ligase 1 
PCR product x 

Η2Ο ψ 
Συνολικός όγκος 10  

 
Η αντίδραση ένθεσης πραγµατοποιήθηκε σε σωληνίσκους eppendorf 

και αφού τα αντιδραστήρια αναµίχθηκαν επιµελώς, οι σωληνίσκοι 
τοποθετήθηκαν για επώαση στους 40C για 16 h.  
 
Μετασχηµατισµός  
 
 Το προϊόν ένθεσης µετασχηµατίστηκε σε δεκτικά κύτταρα E. coli DH3 
που επιστρώθηκαν σε τριβλία LB άγαρ µε αµπικιλλίνη. Τα τριβλία 
τοποθετήθηκαν για επώαση κατά την διάρκεια της νύχτας και ακολούθησε την 
επόµενη ηµέρα επιλογή µπλε/λευκών αποικιών µε τις λευκές αποικίες να 
περιέχουν το προϊόν ένθεσης. 
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ΥΛΙΚΑ 
 

• ∆εκτικά κύτταρα (E. coli DH3) 
• X-gal (2%)  
• IPTG (0,1 Μ) 
• Αµπικιλλίνη (stock 100 mg/ml) 
• Προϊόν ένθεσης 
• Θρεπτικό µέσo LB (7,5 gr Nutrient Broth ‘E’, 7,5 gr άγαρ, προσθήκη 

Η2Ο µέχρι τα 500ml) 
 

* Nutrient Broth ‘E’:  
 

Συστατικά gr/lt  
Beef extract 1,0 
Yeast extract 2,0 
Πεπτόνη (peptone) 5,0 
Χλωριούχο Νάτριο (sodium chloride) 5,0 

 
 
 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ 
 

� Προσθήκη 2 µl πλασµιδίου σε 90 µl δεκτικών κυττάρων και σύντοµη 
ανάµιξη. 

� Επώαση για 30 min σε πάγο. 
� Επώαση στους 420C για 50 sec (heat shock). 
� Επώαση για 2 min στον πάγο. 
� Προσθήκη 200 µl θρεπτικού µέσου LB και επώαση στους 370C για 50 

min 
� Προσθήκη 50 µl διαλύµατος X-gal και 10 µl διαλύµατος IPTG. 
� Επίστρωση σε τριβλία LB µε αµπικιλλίνη (100 µg/ml) . 
� Επώαση στους 370C για 16 h. 

 
Με το πέρας των 16 h, στα τριβλία παρατήθηκε ανάπτυξη µπλε και 

λευκών αποικιών. Τα βακτήρια που αναπτύχθηκαν παρουσία του αντιβιοτικού 
φέρουν το επιθυµητό πλασµίδιο. Μεταξύ των προϊόντων ένθεσης υπήρχαν 
και επανακυκλοποιηµένα µόρια πλασµιδίου χωρίς ένθεµα. Τα βακτήρια που 
φέρουν τέτοιο πλασµίδιο διαθέτουν ενεργό το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης 
και έτσι µπορούν να µεταβολίσουν το ανάλογο της λακτόζης X-Gal που 
υπάρχει στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας και να δώσουν µπλε ουσία ως 
παραπροϊόν (5-bromo-4-chloro-indigo) χρωµατίζοντας τις βακτηριακές 
αποικίες. Οι λευκές αποικίες ανήκουν στα βακτήρια που φέρουν το 
ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. Η επιβεβαίωση της επιτυχίας της ένθεσης έγινε 
µε τη µέθοδο colony-PCR. 
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2.6.4 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης µε υλικό αποικίας (colony 
PCR) 

Για να επιβεβαιώσουµε µε γρήγορο τρόπο αν τα βακτηριακά κύτταρα 
µιας µοναδικής αποικίας φέρουν ανασυνδυασµένο πλασµίδιο, 
πραγµατοποιήθηκε colony PCR µε εκκινητές τους 8f -1512r. Με την άκρη 
αποστειρωµένης οδοντογλυφίδας επιλέχθηκαν λευκές αποικίες τα κύτταρα 
των οποίων µεταφέρθηκαν στο σωληνίσκο µε τα υπόλοιπα αντιδραστήρια 
PCR και αποτέλεσαν το εκµαγείο. Η υψηλή θερµοκρασία και η διάρκεια του 
πρώτου βήµατος της αντίδρασης (950C, 5 min) εξασφαλίζουν την λύση των 
κυττάρων και την έκθεση του γυµνού και αποδιατεταγµένου πλασµιδίου στα 
υλικά της αντίδρασης ώστε να ενισχυθεί τελικά το τµήµα DNA που 
επιθυµούµε. Τα αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν καθώς και οι συνθήκες 
στις οποίες πραγµατοποιήθηκε η PCR παρουσιάζονται στους Πίνακες 2.19 
και 2.20 αντίστοιχα. 

 
Αντιδραστήρια Όγκος Τελική συγκέντρωση 

Buffer   for cPCR (10x optimized ) 1,5 µl 1x  
dNTPs (10 mM) 0,3 µl 0,2 mM 
MgCl 2 (25 mM) 0,9 µl 2 mM 
Forward primer 8f (20 pmol/ µl) 0,6 µl 0,8 pmol/µl 
Reverse primer 1512r (20  pmol/ µl) 0,6 µl 0,8 pmol/µl 
Πολυµεράση Kapa Taq(1U/µl) 0,06 µl 1 U/50 µl 
ddH2O 11,04 µl  
Συνολικός όγκος 15 µl  

Πίνακας 2.19. Colony PCR 
 
 

Αρχική αποδιάταξη 95οC 5 min  

Αποδιάταξη 95οC 1 min  
30 κύκλους 

Υβριδοποίηση 55οC 1 min 

Επιµήκυνση 72οC 2 min 

Τελική επιµήκυνση 72οC 10 min  

Πίνακας 2.20. Συνθήκες πραγµατοποίησης της colony PCR. 
 
Ηλεκτροφόρηση των colony PCR προϊόντων 

Χρησιµοποιήθηκε πηκτή 1% (1 g αγαρόζη σε 100 ml TAE και 3µl 
βρωµιούχου αιθιδίου). Στην πηκτή φορτώθηκαν 5 µl από κάθε δείγµα DNA 
αναµεµειγµένα µε 1 µl loading buffer 6x.  Η ηλεκτροφόρηση 
πραγµατοποιήθηκε στα 90V. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης ήταν δυνατή 
η παρατήρηση των ζωνών του DNA στην πηκτή αφού τοποθετηθεί σε 
τράπεζα φωτογράφησης UV. 

 
Οι οδοντογλυφίδες που χρησιµοποιήθηκαν για την επιλογή των 

αποικιών στην colony PCR εµβαπτίστηκαν ακολούθως σε αποστειρωµένους 
σωλήνες Falcons (50 ml) µε θρεπτικό µέσo LB µε αµπικιλλίνη (100 µg/ml). Οι 
σωλήνες στην συνέχεια επωάστηκαν για 16 ώρες στους 370C µε ανάδευση. 
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Μετά τις 16 ώρες οι υγρές καλλιέργειες είχαν αναπτυχθεί και περιείχαν 
κύτταρα E.coli µε το πλασµίδιο. Για κάθε βακτήριο προετοιµάστηκαν πέντε 
κλώνοι εκ των οποίων τρεις αποστάλησαν για αλληλούχιση ώστε να 
επιβεβαιωθεί η αµιγότητα των βακτηριών αλλά και η επαναληψιµότητα της 
διαδικασίας.  

2.6.5 Εξαγωγή πλασµιδίου από Ε. coli (plasmid-preps) 
 
 H εξαγωγή των πλασµιδίων από τα µετασχηµατισµένα κύτταρα των 
επιλεγµένων κλώνων E. coli πραγµατοποιήθηκε µε το εµπορικό κιτ Plasmid 
DNA Purification (Macherey-Nagel) σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του 
παρασκευαστή: 
 

1. Καλλιέργεια και συγκοµιδή βακτηριακών κυττάρων 
- Παραλήφθησαν 1,5 ml από κάθε υγρή καλλιέργεια και τοποθετήθηκαν 

σε  σωληνίσκους eppendorf. 
- Ακολούθησε φυγοκέντρηση για 30 sec  στις 13200 rpm. 
- Αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο και το βήµα αυτό επαναλήφθηκε 2-3 

φορές. 
 

2. Λύση κυττάρων 
- Πραγµατοποιήθηκε προσθήκη 250 µl buffer A1 το οποίο περιέχει 

RNaseΑ για την αποµάκρυνση του βακτηριακού RNA που θα 
απελευθερωθεί µε τη λύση των κυττάρων. 

- Ακολούθησε έντονη ανάδευση σε vortex µέχρι να διαλυθεί το ίζηµα και 
- Προσθήκη 250 µl buffer A2 που βοηθά στην λύση των κυττάρων καθώς 

περιέχει SDS σε αλκαλικό περιβάλλον. 
- Ακολούθησε ανακίνηση των δειγµάτων 6-8 φορές και επώαση σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 5 min. 
- Προσθήκη 300 µl buffer A3 που εξουδετερώνει το αλκαλικό περιβάλλον 

που είχε δηµιουργηθεί στα προηγούµενα βήµατα και προετοιµάζει το 
DNA για την δέσµευσή του στην µεµβράνη πυριτίου. 

- Ανακίνηση για 6-8 φορές. 
 

3. Καθαρισµός λυµµένων κυττάρων 
- Φυγοκέντρηση για 5  min στις 13200 rpm. 
 
4. Πρόσδεση DNA 
- Μεταφορά των δειγµάτων σε NucleoSpin στήλες που περιέχουν 

µεµβράνη πυριτίου. 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις στις 13200 rpm και αποµάκρυνση του 

υπερκειµένου. 
 
5. Πλύση µεµβράνης πυριτίου 
- Προσθήκη 500 µl buffer AW που έχει προθερµανθεί στους 500C 
- Ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm. 
- Αποµάκρυνση του εκπλύµατος 
- Προσθήκη 600 µl buffer A4 που περιέχει αιθανόλη. 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm, αποµάκρυνση του 

εκπλύµατος 
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6. Ξήρανση µεµβράνης  
- Φυγοκέντρηση για 2 min στις 13200 rpm και αποµάκρυνση του 

εκπλύµατος 
 
7. Έκλουση DNA 
- Προσθήκη 50 µl buffer AE (5 mM Tris/HCl, pH 8,5). 
- Επώαση για 1 min σε θερµοκρασία δωµατίου. 
- Φυγοκέντρηση για 1 min στις 13200 rpm και παραλαβή του 

εκπλύµατος που περιέχει το DNA. 
 

2.6.6 Προετοιµασία των δειγµάτων για αλληλούχιση 
 

Για κάθε βακτήριο προωθήθηκαν τρεις κλώνοι για αλληλούχιση. Η 
ανάλυση των αλληλουχιών πραγµατοποιήθηκε και προς τις δύο κατευθύνσεις 
(5’ προς 3’ και 3’ προς 5’) ώστε να παραλάβουµε την πλήρη αλληλουχία του 
γονιδίου 16S rRNA που έχει συνολικό µέγεθος 1500 bp. H επεξεργασία των 
αλληλουχιών πραγµατοποιήθηκε µε τα προγράµµατα Chromas και 
ΜEGASTAR.  Ακολούθησε οµοπαράθεση των αλληλουχιών των βακτηρίων 
µε αλληλουχίες από την βάση δεδοµένων National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) χρησιµοποιώντας το 
on-line εργαλείο BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul 1997)  

 

2.7 Στατιστική ανάλυση αποτελεσµάτων DGGE 
 

Κάθε πηκτή DGGE φωτογραφήθηκε µε υψηλής ανάλυσης ψηφιακή 
φωτογραφική µηχανή. Οι φωτογραφίες µετατράπηκαν σε κατάλληλης µορφής 
αρχεία ( .bmp) και ψηφιοποιήθηκαν. Στην συνέχεια η ψηφιακή απεικόνιση της 
κάθε πηκτής χρησιµοποιήθηκε για ανάλυση δεδοµένων πολλαπλών 
µεταβλητών (Multivariate Statistical Analysis) µε σκοπό να αξιολογήσουµε τα 
αποτελέσµατα που είχε η εφαρµογή του κατσίγαρου στη σύσταση της 
µικροβιακής κοινότητας της κοµπόστας αλλά και τις διαφορές της κοινότητας 
µεταξύ των σταδίων της κοµποστοποίησης. Από την ανάλυση των πηκτών, 
προέκυψαν δεδοµένα δυαδικής µορφής (binary dataset) χρησιµοποιώντας το 
πακέτο ανάλυσης για πηκτές ηλεκτροφόρησης Cross Checker 2.8v. Τα 
δυαδικής µορφής δεδοµένα στηρίζονται στην παρουσία ή απουσία 
συγκεκριµένων ζωνών DNA  σε κάθε γραµµή της πηκτής DGGE. Η παρουσία 
της επιλεγµένης ζώνης DNA σε µια γραµµή χαρακτηρίζεται από τον αριθµό 1 
(presense) ενώ η απουσία της ζώνης από την γραµµή χαρακτηρίζεται από τον 
αριθµό 0 (absence).  

Ο αριθµός των µεταβλητών (κάθε ζώνη DNA αναγνωρίζεται και ως µια 
εξαρτηµένη µεταβλητή) είναι ιδιαίτερα µεγάλος που καθιστά αδύνατη την 
απευθείας ανάλυση των δεδοµένων χωρίς µετατροπή Κατά συνέπεια 
ακολουθήθηκε µία µέθοδος στατιστικής ανάλυσης που συµπυκνώνει τον 
αριθµό των µεταβλητών αλλά και την παραλλακτικότητα που εµπεριέχουν σε 
πέντε κύριες µεταβλητές ή νέους άξονες συντεταγµένων (coordinates)  και 
ονοµάζεται Principal coordinate analysis (PCoA). Οι τιµές που προκύπτουν 
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ονοµάζονται άδηλοι φορείς (latent vectors) ή νέες συντεταγµένες 
(coordinates).  

Τα δυαδικής µορφής δεδοµένα χρησιµοποιήθηκαν και για ανάλυση της 
οµοιότητας ή διαφοράς των αποτυπαµάτων της βακτηριακής κοινότητας στα 
διάφορα δείγµατα compost µε την στατιστική µέθοδο ανάλυσης κατά 
συστάδες (Cluster analysis). Για κάθε πηκτή κατασκευάστηκαν 
δενδρογράµµατα χρησιµοποιώντας τον συντελεστή Jaccard και την 
Αστάθµιστη Μέθοδο οµάδας ζευγαριού µε Αριθµητικό Μέσο Όρο ή αλγόριθµο 
UPGMA (unweighted paired group with arithmetic means). Πρόκειται για µια 
µέθοδο που οµαδοποιεί τις ακολουθίες και σε κάθε στάδιο συγχωνεύει δύο 
συστάδες, δηµιουργώντας συγχρόνως και ένα νέο κόµβο. Ο αλγόριθµος 
ενώνει επαναληπτικά τις δύο κοντινότερες συστάδες (οµάδες ειδών), ωσότου 
µείνει µία συστάδα. Σε κάθε βήµα, οι κοντινότερες 2 συστάδες συνδυάζονται 
σε µία υψηλοτέρου επιπέδου συστάδα. Η απόσταση µεταξύ οποιωνδήποτε 
δύο συστάδων Α και Β υπολογίζεται ως ο µέσος όρος όλων των αποστάσεων 
µεταξύ των ζευγαριών των αντικειµένων. Για όλες τις στατιστικές αναλύσεις 
χρησιµοποιήθηκε το στατιστικό πακέτο Genstat 11.0v.   
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

3.1 Αποτελέσµατα εξαγωγής DNA από κοµπόστα και 
βακτήρια 
 

3.1.1 Εξαγωγή DNA από κοµπόστα 
 

Αρχικά πραγµατοποιήθηκε εξαγωγή DNA από τα δείγµατα του 
compost. Για τον έλεγχο της απόδοσης της εξαγωγής, µια ποσότητα από τα 
δείγµατα DNA ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης 0,8% (εικόνα 3.1). 

 

 

 
 
 
 

Εικόνα 3.1. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 0,8% δειγµάτων DNA 
από το compost. L: N 3232L, 1Kb DNA ladder, New England BioLabs. Γραµµές 25-28: DNA 
από δείγµατα compost µε κατσίγαρο από το στάδιο της ωρίµανσης, Γραµµές 29-32: DNA από 
δείγµατα compost χωρίς κατσίγαρο (Μ) επίσης από το στάδιο ωρίµανσης. Σε κάθε γραµµή 
φορτώθηκαν 5 µl DNA. 
 

3.1.2 Εξαγωγή DNA από βακτήρια 
 

Παράλληλα πραγµατοποιήθηκε εξαγωγή DNA από τα βακτήρια τα 
οποία αποµονώθηκαν από τα διάφορα στάδια της κοµποστοποίησης. Για τον 
έλεγχο της απόδοσης της εξαγωγής, µια ποσότητα από τα δείγµατα DNA 
ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης 0,8% (εικόνα 3.2). 

 
Εικόνα 3.2. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 0,8% δειγµάτων DNA 
από βακτήρια που αποµονώθηκαν στα διάφορα στάδια της κοµποστοποίησης. L: N 3232L, 
1Kb DNA ladder, New England BioLabs. Γραµµές 15-36: DNA βακτηρίων που 
αποµονώθηκαν στο 2ο θερµόφιλο στάδιο, Γραµµή 40: DNA βακτηριού που αποµονώθηκε στο 
στάδιο επώασης. Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 5 µl DNA. 
 

     L       25      26      27     28      29      30      31      32  

  L        15       22      28       30       33      36       40     
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3.2 Αποτελέσµατα Αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 
(PCR) 

3.2.1 Ενίσχυση του γονιδίου nifH στα βακτήρια µε PCR 
 

Μετά από πολλές δοκιµές τόσο στις θερµοκυκλοποιητικές συνθήκες 
όσο και στην αναλογία των αντιδραστηρίων δεν κατέστει δυνατή η ενίσχυση 
του γονιδίου nifΗ τόσο από τα βακτήρια που αποµονώθηκαν όσο και από τα 
δείγµατα κοµπόστας. Η αποτυχία αυτή µπορεί να οφείλεται στο χαµηλό 
ποσοστό παρουσίας αζωτοδεσµευτών στην µικροβιακή κοινότητα της 
κοµπόστας. Η επιβεβαίωση της ικανότητας των αποµονωθέντων βακτηρίων 
να αζωτοδεσµεύουν θα βοηθήσει στην εξαγωγή ασφαλέστερων 
συµπερασµάτων για την αποτυχία ενίσχυσης του nifH γονιδίου.  

3.2.2 Ενίσχυση του γονιδίου 16S rRNA στα βακτήρια µε PCR 
 
 Ακολούθησε ενίσχυση του γονιδίου 16S rRNA στα βακτήρια που 
αποµονόθηκαν. Έτσι πραγµατοποιήθηκε PCR µε το ζεύγος εκκινητών 8f-
1512r για να ενισχύσουµε όλο το 16S rRNA γονίδιο (1500 bp) (εικόνα 3.3). 

 
Εικόνα 3.3. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1% PCR προϊόντων της 
16S rRNA περιοχής στα βακτήρια µε του εκκινητές 8f – 1512r. L:N 3232L, 1Kb DNA ladder, 
New England BioLabs. Γραµµές 15-40: PCR προϊόν βακτηρίων, Mes: προϊόν PCR από 
στέλεχος του βακτηρίου Mesorhizobium loti (θετικό control), Blank:αρνητικό control. Σε κάθε 
γραµµή φορτώθηκαν 5 µl προϊόν. 
 

Στην δεύτερη PCR (PCR εσωτερικής ένθεσης) χρησιµοποιήσαµε τους 
εκκινητές Muyzer F (357f-GC) και Muyzer R (534r) οι οποίοι ενισχύουν ένα 
κοµµάτι DNA µεγέθους περίπου 200bp (εικόνα 3.4). 

 
Εικόνα 3.4. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1,2% προϊόντων PCR 
εσωτερικής ένθεσης του 16S rRNA γονιδίου των αποµονωθέντων βακτηρίων µε τους 
εκκινητές 357f+GC – 534r. L: N 3231S, 100bp DNA ladder, New England BioLabs. Γραµµές 
15-61: PCR εσωτερικής ένθεσης απονωθέντων βακτηρίων 15, 22, 28, 30, 36, 40, 41, 45, 51, 
54 και 57, 60ΙΙ, 60ΙΙΙ, 61, Mes: PCR προϊόν από βακτηριακό στέλεχος Mesorhizobium loti 
(θετικό control), Blank: αρνητικό control. Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 5 µl προϊόν. 

   L      15     22     30     33    36     40    Mes Blank 

1500bp 

  L    15    22    28    30   33    36    40   41    45    51    54    57   60II 60III   61  Mes Blank 

200bp 

1000bp 

2000bp 

100bp 

300bp 
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3.2.3 Ενίσχυση του γονιδίου 16S rRNA στη βακτηριακή κοινότητα της 
κοµπόστας µε PCR 
 
 Παράλληλα πραγµατοποιήθηκε PCR ενίσχυση επιλεγµένης περιοχής 
µεγέθους περίπου 1000bp του 16S rRNA γονιδίου από την βακτηριακή 
κοινότητα στα διάφορα δείγµατα compost. Σε αυτή την PCR χρησιµοποιήσαµε 
τους εκκινητές 63f-1087r (Eικόνα 3.5). 
 

 

Εικόνα 3.5. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1% PCR προϊόντων της 
16S rRNA περιοχής στην βακτηριακή κοινότητα της κοµπόστας µε τους εκκινητές 63f-1087r. 
L: N 3232L, 1Kb DNA ladder, New England BioLabs. Γραµµές G1-G3: PCR προϊόν σταδίου 
ωρίµανσης (Μ), Η1-Η3: PCR προϊόν σταδίου ωρίµανσης (OMW), Mes: PCR προϊόν από 
βακτηριακό στέλεχος Mesorhizobium loti (θετικό control), Blank: αρνητικό control. Σε κάθε 
γραµµή φορτώθηκαν 5 µl προϊόν. 
 

Στην PCR εσωτερικής ένθεσης που ακολούθησε χρησιµοποιήσαµε 
τους εκκινητές Muyzer F (357f-GC) και Muyzer R (534r) οι οποίοι ενισχύουν 
ένα κοµµάτι  γύρω στις 200bp (εικόνα 3.6). 

 

 
Εικόνα 3.6. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1,2% προιόντων PCR 
εσωτερικής ένθεσης της 16S rRNA περιοχής στην βακτηριακή κοινότητα του compost µε τους 
εκκινητές 357f+GC – 534r. L: N 3231S, 100bp DNA ladder, New England BioLabs. A1-A3: 
προϊόν PCR εσωτερικής ένθεσης 1ου θερµόφιλου σταδίου (Μ), Β1-Β3: προϊόν PCR 
εσωτερικής ένθεσης 1ου θερµόφιλου σταδίου (OMW), G1-G3: προϊόν PCR εσωτερικής 
ένθεσης σταδίου ωρίµανσης (Μ), Η1-Η3: προϊόν PCR εσωτερικής ένθεσης σταδίου 
ωρίµανσης (OMW), Mes: προϊόν PCR από το βακτηριακό στέλεχος Mesorhizobium loti 
(θετικό control), Blank:αρνητικό control. Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 5 µl προϊόν. 
 

 

 

    L       G1     G2               G3     H1     H2     H3   Mes Blank       

1000bp 

  L     A1     A2     A3     B1    B2      B3    G1     G2     G3    H1     H2    H3 Mes Blank 

200bp 

500bp 

1500bp 

100bp 

300bp 
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3.3. Αποτελέσµατα Denaturing Gradient Gel Electrophoresis 
(DGGE) και στατιστική ανάλυση 

3.3.1 Προκαταρκτική οµαδοποίηση αποµονωθέντων βακτηρίων  

 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 3.7. Εικόνα πηκτής DGGE σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 45-65% όπου 
παρουσιάζοντα τα µοριακά αποτυπώµατα από τα προϊόντα PCR από την V3 περιοχή του 
16S rRNA γονιδίου των βακτηρίων που αποµονώθηκαν από διάφορα στάδια της 
κοµποστοποίησης. Όπου L ladder που αποτελεί ανάµιξη προϊόντων από την περιοχή V3 του 
16S rRNA γονιδίου όλων των παραπάνω βακτηρίων (20 ng/µl για κάθε βακτήριο) . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 3.8. Εικόνα πηκτής DGGE µε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 45-65% όπου 
αναλύθηκαν τα προϊόντα PCR από την V3 περιοχή 16S rRNA γονιδίου των βακτηρίων που 
αποµονώθηκαν από διάφορα στάδια της κοµποστοποίησης. Όπου L ladder που αποτελεί 
ανάµιξη προϊόντων PCR από την περιοχή V3 του 16S rRNA γονιδίου των βακτηρίων (20 
ng/µl για κάθε βακτήριο) από την εικόνα 3.7. 

    L  15  22  28  30 33  36  L  41 45   51 54 5760III L  61   

   L  14  18 21 23  24  L  25  27 29 34 44  L  47 55 62  65 66  L 
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Στις εικόνες 3.7 και 3.8 παρατηρούµε το µοριακό αποτύπωµα DGGE 
των βακτηρίων που αποµονώθηκαν από διάφορα στάδια της 
κοµποστοποίησης. Παρατηρούµε ότι όλα τα βακτήρια εκτός του 33 (Εικόνα 
3.7) έδωσαν µία ζώνη στην πηκτή DGGE που αποτελεί επιπλέον απόδειξη ότι 
είναι αµιγή. Με βάση αυτή την αξιολόγηση επιλέχτηκαν τα αµιγή βακτήρια που 
προωθήθηκαν για αλληλούχιση του 16S rRNA γονιδίου τους ώστε να 
ταυτοποιηθούν. Τα βακτήρια οµαδοποιήθηκαν αρχικά µε βάση τα µοριακά 
τους αποτυπώµατα σε πηκτή DGGE (πίνακας 3.1). Έτσι βακτήρια των 
οποίων η ζώνη στην πηκτή DGGE παρουσιάζε ταυτόσηµη κινητικότητα 
θεωρήθηκαν ότι αποτελούν το ίδιο βακτηριακό στέλεχος και συνεπώς ένα εώς 
τέσσερα βακτήρια από κάθε οµάδα προωθήθηκαν για αλληλούχιση ανάλογα 
µε τον αριθµό των βακτηρίων σε κάθε οµάδα.  

  
Οµάδα 1 14,15,21,22,45,60ΙΙΙ,65 

Οµάδα 2 18,41,44,54,61,62,66 

Οµάδα 3 34,36,51 

Οµάδα 4 25,27,30 

Οµάδα 5 29,55,57 

Οµάδα 6 23,47 

Οµάδα 7 24 

Οµάδα 8 28 

 
Πίνακας 3.1. Οµαδοποίηση βακτηριών µε βάση το µοριακό τους αποτύπωµα σε πηκτή 
DGGE. Τα βακτήρια µε τα έντονα γράµµατα είναι αυτά που στάλθηκαν για αλληλούχιση. 

 
 Στην εικόνα 3.9 παρουσιάζεται ο ladder σε µεγέθυνση και τα βελάκια 
δείχνουν το αποτύπωµα των οµάδων των βακτηρίων. 
 

 
                                                       Εικόνα 3.9 

 

Οµάδα 1 

Οµάδα 7 

Οµάδα 5 Οµάδα 4 

Οµάδα 8 

Οµάδα 6 

Οµάδα 2 
Οµάδα 3 
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3.3.2 Αλληλούχιση επιλεγέντων βακτηρίων  

 
Πραγµατοποιήθηκε αρχικά ένθεση και µετασχηµατισµός των PCR 

προϊόντων που προέκυψαν για όλο το 16S rRNA γονίδιο για τα επιλεγµένα 
βακτήρια. Με την µέθοδο colony PCR αξιολογήθηκε εαν τα βακτηριακά 
κύτταρα E. coli κατέχουν το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο µετά την 
κλωνοποίηση. Στην colony-PCR χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές 8f -1512r για 
την ενίσχυση όλου του ενθέµατος που είναι το γονίδιο16s rRNA συνολικού 
µεγέθους περίπου 1500bp. 

 
 

Εικόνα 3.10. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1% colony PCR µε το 
ζεύγος εκκινητών 8f-1512r. L: N 3232L, 1Kb DNA ladder, New England BioLabs. Γραµµές 14, 
18, 23, 24, 27, 29, και 34: προϊόν PCR από τα απονωθέντα βακτήρια, Τα γράµµατα a-e που 
ακολουθούν τους αριθµούς αντιστοιχούν σε 5 κλώνους για κάθε βακτήριο, Blank: αρνητικό 
control. Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 5 µl προϊόν. 
 

Οι αλληλουχίες του 16S rRNA γονιδίου των αποµονωθέντων 
βακτηρίων αφού παραλήφθησαν ελέχθηκαν αρχικά για λάθη µε κατάλληλα 
προγράµµατα επεξεργασίας και στην συνέχεια αξιολογήθηκε η οµολογία τους 
µε αλληλουχίες της βάσης δεδοµένου του National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) µε το on-line 
εργαλείο BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul 1997). Στον 
πίνακα 3.2 παρουσιάζονται για καθένα από τα αποµονωθέντα βακτήρια τα 
τρία στελέχη µε την υψηλότερη οµολογία για το γονίδιο 16S rRNA. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

  L   14a  14b 14c 14d 14e 18a 18b 18c 18d 18e  23a 23b 23c 23d 23e 24a  24b24c  

1500bp 

1500bp 

 L   24d  24e 27a  27b 27c 27d  27e 29a 29b 29c 29d 29e34a 34b  34c34d 34eBlank 

1000bp 

2000bp 

1000bp 

2000bp 
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Βακτήριο Ταυτοποίηση Identities   
15 Uncultured Ochrobactrum sp. clone p4 

16S ribosomal RNA gene 
1439/1449(99%) gb|AY851688.1| 

 
Ochrobactrum anthropi gene for 16S 
rRNA 

1438/1449(99%) 
 

dbj|AB120120.1| 
 

Ochrobactrum intermedium 16S rRNA 
gene (partial) 

1435/1445(99%) 
 

emb|AJ242583.2| 
 

18 Xanthomonas sp. BJQ-H4 16S 
ribosomal RNA gene 

1500/1504(99%) 
 

gb|FJ600362.1| 
 

Xanthomonas sp. BJQ-BAI3 16S 
ribosomal RNA gene 

1500/1504(99%) 
 

gb|FJ600360.1| 
 

Stenotrophomonas maltophilia strain 
pp5c 16S ribosomal RNA gene 

1502/1509(99%) 
 

gb|GQ360071.1| 
 

22 Uncultured Ochrobactrum sp. clone p4 
16S ribosomal RNA gene 

1434/1437(99%)  
 

gb|AY851688.1| 
 

Ochrobactrum anthropi gene for 16S 
rRNA 

1433/1437(99%)  
 

dbj|AB120120.1| 
 

Ochrobactrum intermedium 16S rRNA 
gene (partial)  

1430/1433(99%)  
 

emb|AJ242583.2| 
 

23 Stenotrophomonas maltophilia strain 
PSM-2 16S ribosomal RNA gene 

1499/1511(99%) 
 

gb|FJ906801.1| 
 

Stenotrophomonas sp. EC-S105 gene 
for 16S rRNA 

1499/1511(99%) 
 

dbj|AB200253.1| 
 

Stenotrophomonas maltophilia partial 
16S rRNA gene 

1488/1496(99%) 
 

emb|AJ293470.1 
 

24 Pseudomonas putida 16S ribosomal 
RNA gene 

1495/1501(99%) 
 

gb|AF291048.1|AF
291048 
 

Pseudomonas plecoglossicida gene 
for 16S rRNA 

1493/1498(99%) 
 

dbj|AB009457.1| 
 

Pseudomonas sp. S27 16S ribosomal 
RNA gene 

1494/1502(99%) 
 

EU747694.1| 
 

27 Pseudomonas sp. S-JS-8 16S 
ribosomal RNA gene 

1490/1498(99%) 
 

gb|FJ529034.1| 
 

Pseudomonas sp. BFXJ-8 16S 
ribosomal RNA gene 

1493/1502(99%) 
 

gb|EU013945.1| 
 

Uncultured Pseudomonas sp. clone 
YJQ-12 16S ribosomal RNA gene 

1489/1497(99%) 
 

gb|AY569288.1| 
 

28 Flavobacterium sp. WB3.2-27 partial 
16S rRNA gene 

1444/1470(98%) 
 

emb|AM934658.1| 
 

Flavobacterium sp. Asd M3-5 16S 
rRNA gene 

1447/1478(97%) 
 

emb|FM955862.1| 
 

Flavobacterium sp. WB 2.4.2 partial 
16S rRNA gene 

1442/1471(98%) 
 

emb|AM167563.1| 
 

29 Pseudomonas aeruginosa strain WJ-1 
16S ribosomal RNA gene 

1492/1497(99%) 
 

gb|FJ948174.1| 
 

Pseudomonas aeruginosa strain 
MML2212 16S ribosomal RNA gene 

1492/1497(99%) 
 

gb|EU344794.1| 
 

Pseudomonas aeruginosa strain NK 
2.1B-1 16S ribosomal RNA gene 

1492/1497(99%) 
 

gb|EU352760.1| 
 

30 Pseudomonas sp. W15Feb9B 16S 
ribosomal RNA gene 

1484/1491(99%) 
 

gb|EU680989.1| 
 

Pseudomonas sp. W15Feb1 16S 
ribosomal RNA gene 

1484/1491(99%) 
 

gb|EU680979.1| 
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Pseudomonas putida isolate Tg 16S 
ribosomal RNA gene 

1490/1500(99%) 
 

gb|EU275363.1| 
 

34 Agrobacterium sp. JS71 16S 
ribosomal RNA gene 

1445/1450(99%) 
 

gb|AY174112.1| 
 

Rhizobium sp. HGR13 16S ribosomal 
RNA gene 

1446/1452(99%) 
 

gb|GQ483459.1| 
 

Agrobacterium tumefaciens strain M5 
16S ribosomal RNA gene 

1447/1454(99%) 
 

gb|EF443163.1| 
 

36 Rhizobium sp. HGR13 16S ribosomal 
RNA gene 

1448/1451(99%) 
 

gb|GQ483459.1|   
 

Rhizobium sp. HGR4 16S ribosomal 
RNA gene 

1448/1452(99%) 
 

gb|GQ483457.1|  
 

Agrobacterium tumefaciens strain M5 
16S ribosomal RNA gene 

1449/1455(99%) 
 

gb|EF443163.1| 
 

41 Stenotrophomonas maltophilia strain 
pp5c 16S ribosomal RNA gene 

1502/1507(99%) 
 

gb|GQ360071.1| 
 

Stenotrophomonas maltophilia strain 
PSSB7 16S ribosomal RNA gene 

1498/1503(99%)  
 

gb|FJ707375.1|  
 

Stenotrophomonas maltophilia strain 
1.22 16S ribosomal RNA gene 

1496/1500(99%) 
 

gb|EF426435.1|  
 

45 Uncultured Ochrobactrum sp. clone p4 
16S ribosomal RNA gene 

1444/1451(99%) 
 

gb|AY851688.1| 
 

Ochrobactrum anthropi gene for 16S 
rRNA 

1443/1451(99%) 
 

dbj|AB120120.1 
 

Ochrobactrum intermedium 16S rRNA 
gene (partial) 

1440/1447(99%) 
 

emb|AJ242583.2  
 

54 Stenotrophomonas maltophilia strain 
PSSB7 16S ribosomal RNA gene 

1499/1505(99%)  
 

gb|FJ707375.1| 
 

Stenotrophomonas maltophilia strain 
pp5c 16S ribosomal RNA gene 

1502/1510 (99%) 
 

gb|GQ360071.1|  
 

Stenotrophomonas maltophilia strain 
YHYJ-1 16S ribosomal RNA gene 

1501/1509 (99%) 
 

gb|FJ765513.1|  
 

57 Pseudomonas aeruginosa strain 
pY11T-3-1 16S ribosomal RNA gene 

1493/1497 (99%) 
 

gb|EU331416.1| 
 

Pseudomonas aeruginosa clone X13 
16S ribosomal RNA gene 

1490/1493 (99%) 
 

gb|AY631241.1| 
 

Pseudomonas aeruginosa LESB58 
complete genome sequence 

1496/1502 (99%) 
 

emb|FM209186.1| 
 

60ΙΙΙ Uncultured Ochrobactrum sp. clone p3 
16S ribosomal RNA gene 

1489/1495 (99%) 
 

gb|AY851687.1| 
 

Ochrobactrum sp. Ca-34 16S 
ribosomal RNA gene 

1491/1501 (99%) 
 

gb|DQ647056.1| 
 

Ochrobactrum anthropi partial 16S 
rRNA gene 

1433/1434 (99%) 
 

emb|AM114410.1| 
 

61 Stenotrophomonas maltophilia strain 
PSSB7 16S ribosomal RNA gene 

1499/1507 (99%) 
 

gb|FJ707375.1| 
 

Xanthomonas sp. BJQ-H4 16S 
ribosomal RNA gene 

1497/1505 (99%) 
 

gb|GQ360071.1|  
 

Xanthomonas sp. BJQ-BAI3 16S 
ribosomal RNA gene 

1497/1505 (99%)  
 

gb|FJ765513.1| 
 

Πίνακας 3.2. Ταυτοποίηση αποµονωθέντων βακτηρίων µε βάση της % οµολογία της 
αλληλουχίας του 16S RRNA γονιδίου τους µε βακτηριακά στελέχη ή κλώνους που βρίσκονται 

στην βάση δεδοµενων NCBI.   
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Στον πίνακα 3.3 µε βάση και τον πίνακα 3.2 παρουσιάζονται 
συγκεντρωτικά οι οµάδες των βακτηρίων και η ταυτοποίησή τους µαζί µε τα 
βακτήρια που δεν στάλθηκαν για αλληλούχιση. 
 

 
Οµάδες Είδος βακτηρίου µε την 

υψηλότερη % οµολογία 
Οµάδα 1:14,15,21,22,45,60ΙΙΙ,65 Ochrobactrum anthropi 
Οµάδα 2:18,41,44,54,61,62,66 Stenotrophomonas 

maltophilia/Xanthomonas 
Οµάδα 3:34,36,51 Agrobacterium/Rhizobium sp. 
Οµάδα 4:25,27,30 Pseudomonas sp. 
Οµάδα 5:29,55,57 Pseudomonas aeruginosa 
Οµάδα 6:23,47 Stenotrophomonas maltophilia 
Οµάδα 7:24 Pseudomonas putida 
Οµάδα 8:28 Flavobacterium sp. 

Πίνακας 3.3. Ταυτοποίηση βακτηρίων που δεν προωθήθηκαν προς αλληλούχιση αλλά 
ταυτοποίηθηκαν εµµέσως µε βάση το µοριακό τους αποτύπωµα DGGE. 

 
Συνεπώς, τα βακτήρια που αποµονώθηκαν ανήκουν στα γένη 

Pseudomonas, Stenotrophomonas/Xanthomonas, Agrobacterium/Rhizobium, 
Flavobacterium και Ochrobactrum.  
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3.3.3.  Μεταβολές στην βακτηριακή κοινότητα του compost 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 3.11. Εικόνα πηκτής DGGE σε βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών 40-70% όπου 
αναλύθηκαν τα προϊόντα PCR από την V3 περιοχή 16S rRNA γονιδίου της βακτηριακής 
κοινότητας της κοµπόστας Όπου L ladder που αποτελεί ανάµιξη προϊόντων PCR από την 
περιοχή V3 του 16S rRNA γονιδίου των βακτηρίων από την εικόνα 3.7. Όπου Μ είναι ο 
µάρτυρας δηλαδή η µεταχείριση χωρίς τον κατσίγαρο και OMW είναι η µεταχείριση µε τον 
κατσίγαρο. 
 

Τα αποτυπώµατα της βακτηριακής κοινότητας στα διάφορα στάδια της 
κοµποστοποίησης  που δέχθηκαν ή όχι κατσίγαρο παρουσιάζονται στην 
εικόνα 3.11. Παρατηρούµε ότι το αποτύπωµα της βακτηριακής κοινότητας 
µεταβάλεται σε σηµαντικό βαθµό από στάδιο σε στάδιο κοµποστοποίησης. 
Έτσι κατά το στάδιο της επώασης, µε την έναρξη της κοµποστοποίησης, 
παρατηρούµε ότι το µοριακό αποτύπωµα της βακτηριακής κοινότητας δεν 
είναι ιδιαίτερα περίπλοκο και αποτελείται από ζώνες που βρίσκονται στην 
περιοχή της πηκτής µε χαµηλή συγκέντρωση αποδιατακτικών ουσιών, άρα 
βακτήρια µε χαµηλή περιεκτικότητα σε G+C στην αλληλουχία του 16S rRNA 
γονιδίου. Αντίθετα, στα ακόλουθα στάδια και ιδιαίτερα στο 1ο θερµόφιλο 
παρατηρείται µια αύξηση των ζωνών στην περιοχή της υψηλής συγκέντρωσης 
αποδιατακτικών ουσιών, άρα και εµφάνιση στην βακτηριακή κοινότητα 
βακτηρίων που χαρακτηρίζονται από υψηλή περιεκτικότητα σε G+C.  

Αναφορικά µε την εφαρµογή του κατσίγαρου στο compost, σε 
επιµέρους στάδια κοµποστοποίησης (1ο θερµόφιλο, µεσόφιλο και 2ο 
θερµόφιλο) παρατηρήθηκαν ζώνες στο µοριακό αποτύπωµα των δειγµάτων 
compost που δεν δέχτηκαν εφαρµογή κατσίγαρου οι οποίες εξαφανίζονται 
πλήρως στο αντίστοιχο αποτύπωµα compost που δέχτηκαν εφαρµογή 
κατσίγαρου (ζώνες που επισηµαίνονται µε κόκκινα βελάκια στην εικόνα 3.11). 

Επώαση Ωρίµανση 2o Θερµόφιλο 1o Θερµόφιλο 1o µεσόφιλο 

 L  L LL L

 OMW  OMW OMW OMW OMW   M  M  M  M  M 
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Αντίθετα, ένας µικρός αριθµός κυριάρχων ζωνών στο αποτύπωµα δειγµάτων 
compost που δέχτηκαν κατσίγαρο εµφανίζονται µε χαµηλότερη ένταση στα 
αντίστοιχα αποτυπώµατα της βακτηριακής κοινότητας δειγµάτων που δεν 
δέχτηκαν εφαρµογή κατσίγαρου (ζώνες που επισηµαίνονται µε γαλάζιο βέλακι 
στην εικόνα 3.11).  Παρόλα αυτά, οι διαφορές των µοριακών αποτυπωµάτων 
µεταξύ των δύο µεταχειρίσεων σε κάθε στάδιο της κοµποστοποίησης δεν είναι 
τόσο έντονες όσο αυτές µεταξύ των σταδίων κοµποστοποίησης για την ίδια 
µεταχείριση.  

Στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων της πηκτής DGGE της 
βακτηριακής κοινότητας όπως περιγράφηκε προηγουµένως οδήγησε στην 
δηµιουργία δυαδικής µορφής δεδοµένων που χρησιµοποιήθηκαν για την 
στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων. Έτσι αρχικά η οµοιότητα µεταξύ των 
µεταχειρίσεων αλλά και των σταδίων κοµποστοποίησης εξετάστηκε µε 
ανάλυση κατά συστάδες (Cluster Analysis). Το δενδρόγραµµα που 
δηµιουργήθηκαν µε τον αλγόριθµο Jaccard παρουσιάζεται στην εικόνα 3.12. 

 

 
 
 

Εικόνα 3.12. Ανάλυση κατά συστάδες (Group average, Jaccard similarity index) του 
µοριακού αποτυπώµατος της βακτηριακής κοινότητας της κοµπόστας. Η αντιστοίχηση των 
αριθµών φαίνεται στον πίνακα 3.4. 
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Αρίθµηση Μεταχείριση 
1-3 Μάρτυρας 0 ηµέρες 
4-6 Κατσίγαρος 0 ηµέρες 
7-9 Μάρτυρας θερµόφιλο στάδιο 1 

10-12 Κατσίγαρος θερµόφιλο στάδιο 1 
13-15 Μάρτυρας Μεσόφιλο στάδιο 1 
16-18 Κατσίγαρος Μεσόφιλο στάδιο 1 
19-21 Μάρτυρας θερµόφιλο στάδιο 2 
22-24 Κατσίγαρος θερµόφιλο στάδιο 2 
25-27 Μάρτυρας Ωρίµανση 
28-30 Κατσίγαρος Ωρίµανση 

Πίνακας 3.4 
 
 
 
 
Τα δείγµατα από τα διάφορα στάδια κοµποστοποίησης στις δύο 

µεταχειρίσης οµαδοποιήθηκαν σε δύο κύριες συστάδες: Συστάδα Ι που 
περιλαµβάνει τα δείγµατα που συλλέχθηκαν αµέσως µε την έναρξη της 
κοµποστοποίησης (0 ηµέρες) και Συστάδα ΙΙ όπου περιλαµβάνονται όλα τα 
υπόλοιπα δείγµατα. Εντός της Συστάδας ΙΙ τα δείγµατα οµαδοποίηθηκαν σε 
δύο δευτερεύουσες συστάδες, ΙΙα και ΙΙβ, µε βάση το στάδιο 
κοµποστοποίησης. Έτσι στην συστάδα ΙΙα περιλαµβάνονται τα δείγµατα από 
το 1ο θερµόφιλο στάδιο και το στάδιο ωρίµανσης, ενώ στην συστάδα ΙΙβ, που 
παρουσιάζεται και πιο συµπαγής, οµαδοποίθηκαν τα δείγµατα από το 
µεσόφιλο στάδιο και το 2ο θερµόφιλο στάδιο. Εντός τόσο των κύριων όσο και 
των δευτερευόντων συστάδων τα δείγµατα οµαδοποίηθηκαν µε βάση την 
µεταχείριση που δέχτηκαν δηλαδή την εφαρµογή ή όχι κατσίγαρου.   
Γενικότερα παρατηρήθηκε υψηλή επαναληψιµότητα µεταξύ των τριών 
επαναλήψεων σε όλες τις µεταχειρίσεις. Συνεπώς και οι δύο παράγοντες 
(κατσίγαρος και στάδιο κοµποστοποίησης) επηρεάζουν την σύσταση της 
βακτηριακής κοινότητας της κοµπόστας µε τον στάδιο κοµποστοποίησης να 
έχει την κύρια επίδραση.  
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Εικόνα 3.13.  Principal Coordinate analysis του µοριακού αποτυπώµατος της βακτηριακής 
κοινότητας στα διάφορα στάδια της κοµποστοποίησης που δέχτηκαν την εφαρµογή ή όχι 
κατσίγαρου 

 
Τα δυαδικής µορφής δεδοµένα χρησιµοποιήθηκαν για στατιστική 

ανάλυση πολυµεταβλητότητας µε την µέθοδο Principal Coordinate Analysis 
(PCoA),  και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην Eικόνα 3.13. Η στατιστική 
επεξεργασία της πηκτής DGGE επιβεβαιώνει τα πρώτα συµπεράσµατα από 
την οπτική ανάγνωση της πηκτής αλλά και της ανάλυσης κατά συστάδες. Έτσι 
τα δείγµατα του ιδίου σταδίου κοµποστοποίησης οµαδοποιήθηκαν µαζί 
ανεξάρτητα από την εφαρµογή ή όχι κατσίγαρου. Ειδικότερα, τα δείγµατα του 
πρώτου σταδίου (0 ηµέρες) διαφοροποίηθηκαν από τα δείγµατα του 1ου 
θερµόφιλου σταδίου ως προς το PCo1 που περιλαµβάνει και το µεγαλύτερο 
ποσοστό της παραλλακτικότητας (34%). Αντίθετα τα δείγµατα του µεσόφιλου 
και του 2ου θερµόφιλου σταδίου οµαδοποιήθηκαν µαζί ανεξάρτητα από την 
εφαρµογή κατσίγαρου και διαχωρίστηκαν ξεκάθαρα απο τα υπόλοιπα 
δείγµατα, και ιδιαίτερα από τα δείγµατα του σταδίου ωρίµανσης ως προς το 
PCo2.  
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ - ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Τα αποτελέσµατα της µελέτης µας έδειξαν ότι η σύσταση της 
βακτηριακής κοινότητας του compost επηρεάζεται σε σηµαντικό και 
καθοριστικό βαθµό από το στάδιο της κοµποστοποίησης. Αντίθετα, η 
εφαρµογή κατσίγαρου στο compost ως µεταχείριση διαβροχής κατά την 
διάρκεια της κοµποστοποίησης προκαλεί λιγότερο σηµαντικές µεταβολές. 
Έτσι η βακτηριακή κοινότητα µεταβάλλεται, ανάλογα µε τις συνθήκες που 
επικρατούν σε κάθε στάδιο κυρίως όσον αφορά τη θερµοκρασία. Σε παρόµοια 
συµπεράσµατα για την βακτηριακή κοινότητα της κοµποστοποίησης έχουν 
καταλήξει και άλλοι ερευνητές µε βιοχηµικές (Bolta et al., 2003, Steger et al., 
2003) και µοριακές τεχνικές (Ishii et al, 2000, Riddech et al.,2002). Οι Ishii et 
al., 2000, χρησιµοποιώντας την µέθοδο DGGE παρατήρησαν µεγάλη 
ποικιλοµορφία στην βακτηριακή κοινότητα του compost. Συγκεκριµένα, στο 
µεσόφιλό στάδιο κυριαρχούν κυρίως θετικά κατά Gram ζυµωτικά βακτήρια τα 
οποία αποδοµούν τα εύκολα αποδοµήσιµα υλικά ενώ στο θερµόφιλο στάδιο η 
βακτηριακή κοινότητα αποτελούνταν κυρίως από σποριογόνα βακτήρια του 
γένους Bacillus . Τέλος, στο στάδιο της ωρίµανσης που αναπτύσσονται και 
πάλι µεσόφιλα βακτήρια, αυτά δεν έχουν καµία σχέση µε τα βακτήρια του 
µεσόφιλου σταδίου.  

Ανάλογες µεταβολές παρατηρήθηκαν και στα αποτέσµατα της 
παρούσας εργασίας. Έτσι, από την οπτική ανάγνωση του προφίλ της 
βακτηριακής κοινότητας όπως αποτυπώθηκε µε την µέθοδο DGGE φαίνεται 
στο στάδιο της επώασης µία κυριαρχία βακτηρίων µε χαµηλή περιεκτικότητα 
G+C.  Βακτήρια τα οποία έχουν χαµηλή περιεκτικότητα G+C και κυριαρχούν 
στο στάδιο της επώασης µπορεί να είναι του γένους Pseudomonas αφού αυτά 
αναπτύσσονται πολύ γρήγορα, χαρακτηρίζονται ως πλειοτροφικά και 
αρέσκονται να αποικίζουν σε οργανικά υλικά όπως είναι το compost. Αυτό 
επαληθεύεται και από άλλες µελέτες οι οποίες χρησιµοποίησαν την µέθοδο 
DGGE. Στελέχη του γένους Pseudomonas αποµονώθηκαν από δείγµατα της 
τρίτης µέρας της κοµποστοποίησης (Székely et al., 2008).  

Με την µετάβαση στο 1ο θερµόφιλο στάδιο φαίνεται ότι έχουµε µια 
σηµαντική µεταβολή στην σύνθεση της βακτηριακής κοινότητας µε εµφάνιση 
βακτηρίων µε υψηλή περιεκτικότητα G+C. Στο 1ο θερµόφιλο στάδιο βακτήρια 
µε υψηλή περιεκτικότητα G+C µπορεί να είναι του γένους Bacillus και 
ακτινοβακτήρια τα οποία είναι γνωστό ότι χαρακτηρίζονται από ανθεκτικότητα 
σε αντίξοες συνθήκες όπως είναι οι υψηλές θερµοκρασίες του θερµόφιλου 
σταδίου. Αυτό ενισχύεται και από τον Strom, (1985a) ο οποίος είχε βρει ότι 
στο θερµόφιλο στάδιο τα βακτήρια που κυριαρχούν είναι του γένους Bacillus. 
Eνδεικτικά αναφέρεται ότι το 87% των θερµόφιλων βακτηρίων που 
αποµονώθηκαν από τον Strom (1985a) ταυτοποιήθηκε ως Bacillus spp. 
Πρόσφατα επίσης οι Cho et al., (2008) παρατήρησαν ότι τα κυρίαρχα 
βακτήρια στο θερµόφιλο στάδιο της κοµποστοποίησης είναι του γένους 
Bacillus ανεξάρτητα του είδους των οργανικών αποβλήτων που 
χρησιµοποιούνται. Επίσης, οι Yu et al., (2007) παρατήρησαν ότι τα 
ακτινοβακτήρια είναι υπεύθυνα για την αποδόµηση της λιγνίνης κατά το 
θερµόφιλο στάδιο.   

Η µικροβιακή κοινότητα συνεχίζει να παρουσιάζει µια ανάλογη εικόνα 
µετά το 1ο θερµόφιλο και στα επόµενα δύο στάδια (µεσόφιλο και 2ο 
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θερµόφιλο). Από την στατιστική ανάλυση της βακτηριακής κοινότητας από το 
DGGE προκύπτει ότι το µεσόφιλο στάδιο και το 2ο θερµόφιλο παρουσιάζουν 
µικρές διαφοροποιήσεις και σηµαντική οµοιότητα. Η παρατήρηση αυτή είναι 
αναµενόµενη διότι στο 2ο θερµόφιλο στάδιο η θερµοκρασία δεν ανέβηκε τόσο 
πολύ όσο στο 1ο θερµόφιλο και ήταν γενικά ένα πιο ήπιο θερµόφιλο στάδιο µε 
αποτέλεσµα να µην έχουµε δραστικές µεταβολές στην κοινότητα των 
βακτηρίων όπως συνέβη µεταξύ του σταδίου της επώασης και του 1ου 
θερµόφιλου. Τέλος στο στάδιο της ωρίµανσης έχουµε µια πιο οµοιόµορφα 
κατανενηµένη βακτηριακή κοινότητα. Με βάση άλλες µελέτες τα βακτήρια που 
συµµετέχουν στο στάδιο αυτό είναι τα ακτινοβακτήρια τα οποία έχουν 
αποµονωθεί µε καλλιέργεια σε τριβλίο (Peters et al., 2000, Ryckeboer et al., 
2003) καθώς και βακτήρια του γένους Arthrobacter sp. (Ishii et al., 2000).  

Όσον αφορά την επίδραση του κατσίγαρου στην βακτηριακή κοινότητα 
του compost, παρατηρήθηκε µια µικρότερη επίδραση που εµφανίζεται ως 
ανάσχεση 5-6 ζωνών στα στάδια 1ο θερµόφιλο, µεσόφιλο και 2ο θερµόφιλο. 
Άρα η επίδραση του κατσίγαρου είναι περιορισµένης έκτασης σε σχέση µε το 
στάδιο της κοµποστοποίησης και είναι κυρίως αρνητική. Η αρνητική επίδραση 
µπορεί να οφείλεται σε επιλεκτική τοξικότητα των πολυφαινολικών του 
κατσίγαρου σε ορισµένα βακτήρια (Fiorentino et al., 2003, Isidori et al., 2005).  
Ως σήµερα δεν έχει µελετηθεί η επίδραση του κατσίγαρου στην µικροβιακή 
κοινότητα που αναπτύσσεται κατά την διάρκεια της κοµποστοποίησης 
αγροτικών και άλλων υλικών. Οι αναφορές που υπάρχουν µελέτησαν την 
επίδραση του κατσίγαρου στην µικροβιακή κοινότητα του εδάφους. Η 
εφαρµογή του κατσίγαρου οδηγεί σε εµπλουτισµό του εδάφους µε υψηλές 
ποσότητες αποδοµήσιµου οργανικού φορτίου καθώς και άλλα θρεπτικά 
στοιχεία ενώ από την άλλη είναι πιθανό να οδηγήσει σε τοξικότητα λόγω του 
αυξηµένου φορτίου πολυφαινολικών. Πρόσφατες µελέτες µε την χρήση της 
µεθόδου PLFAs έδειξαν ότι η προσθήκη κατσίγαρου σε έδαφος προκάλεσε 
µείωση των θετικών κατά Gram βακτηρίων και αύξηση των αρνητικά κατά 
Gram βακτηρίων, των ακτινοβακτηρίων και των µυκήτων (Mechri et al., 2007). 
Πρόσφατη µελέτη από τους Rousidou et al., (2009) έδειξε ότι η ηµερήσια 
άρδευση εδαφών µε διαφορετικές δόσεις κατσίγαρου επηρεάζουν την 
κοινότητα των µυκήτων σε σηµαντικό βαθµό ενώ η κοινότητα των βακτηρίων 
παρουσίασε διαφοροποιήσεις ανάλογα µε τον τύπο του εδάφους που 
χρησιµοποιήθηκε στο πείραµα. Περαιτέρω µελέτες (Karpouzas et al., 2009) 
έδειξαν ότι η ηµερήσια άρδευση δύο διαφορετικού τύπου εδαφών µε 
κατσίγαρο οδήγησε σε σηµαντικές µεταβολές στην κοινότητα των 
βασιδιοµυκήτων οι οποίες περιορίζονταν όταν υπήρχε εξωγενής λίπανση µε 
άζωτο. Πρόσφατες µελέτες από την ίδια οµάδα έδειξαν σηµαντική επίδραση 
του κατσίγαρου στην κοινότητα των νιτροποιητικών βακτηρίων ενώ για την 
κοινότητα των ακτινοβακτηρίων αυτή η επίδραση έταν εξαρτώµενη από το 
είδος του εδάφους στο οποίο έγινε η εφαρµογή κατσίγαρου (Karpouzas et al., 
2010). Συνεπώς, από τις παραπάνω µελέτες προκύπτει ότι ο κατσίγαρος 
παρουσιάζει περιορισµένη και παροδική άµεση τοξική δράση στην µικροβιακή 
κοινότητα του εδάφους λόγω των πολυφαινολικών. Οι έντονες µεταβολές που 
προκαλεί οφείλονται κυρίως στην µεγάλη περιεκτικότητα του σε αποδοµήσιµη 
οργανική ύλη που εναποτίθεται στο έδαφος µε την εφαρµογή του. Περαιτέρω 
µελέτες στο εργαστήριο µας θα στοχεύσουν στην αποµόνωση και 
φυλογεννετικό προσδιορισµό των βακτηρίων που φαίνεται να έχουν 
περιοριστεί από την εφαρµογή του κατσίγαρου.  
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Τα βακτήρια που αποµονώθηκαν ανήκουν στα γένη Pseudomonas, 
Stenotrophomonas/Xanthomonas, Agrobacterium/Rhizobium, Flavobacterium 
και Ochrobactrum. Συκρίνοντας στην εικόνα 3.11 το Ladder (το οποίο 
αποτελεί ανάµειξη προϊόντων PCR των βακτηρίων αυτών) µε τα 
αποτυπώµατα DGGE των επιµέρους σταδίων παρατηρούµε ότι τα βακτήρια 
αυτά δεν φαίνεται να έχουν κάποιο σηµαντικό οικολογικό ρόλο στα διάφορα 
στάδια της κοµποστοποίησης. Παρατηρούµε ότι δεν υπάρχουν ζώνες στα 
στάδια της κοµποστοποίησης οι οποίες να φαίνονται ξεκάθαρα ότι ταυτίζονται 
µε ζώνες από το ladder. Ωστόσο, παρατηρώντας  τα γένη των βακτηρίων 
γίνεται αντιληπτό ότι έχουν ορισµένα χαρακτηριστικά µε τα οποία θα 
µπορούσαν να συµµετέχουν στην διαδικασία της κοµποστοποίησης. Αρχικά, 
όλα τα γένη και είδη που αποµονώθηκαν είναι βακτήρια τα οποία 
αναπτύσσονται έντονα και συχνά σε στερεά θρεπτικά µέσα. Επίσης κάποια 
από αυτά όπως τα βακτήρια των γενών Pseudomonas  και Agrobacterium 
είναι πλειοτροφικά βακτήρια που αναπτύσσονται σε συνθήκες µε υψηλή 
παροχή διαλυτού άνθρακα όπως είναι το compost. Τα βακτήρια του γένους 
Pseudomonas µπορούν επίσης και να αναπτυχθούν σε ακραίες φυσικές και 
χηµικές συνθήκες (Lindow, 1992). Επιπλέον στελέχη των γενών 
Stenotrophomonas, Flavobacterium και Ochrobactrum έχει βρεθεί ότι 
συµµετέχουν στην αποσύνθεση ξενοβιοτικών µορίων, οργανικών ρυπαντών 
και άλλων οργανικών ουσιών (Topp et al., 1990, Binks et al., 1995, Takashi et 
al., 2008). Επίσης, στελέχη από τα παραπάνω γένη έχουν αναφερθεί ως 
αζωτοδεσµευτικά. Έτσι, οι Liba et al., (2005) παρατήρησαν ότι βακτήρια των 
γενών Pseudomonas και Stenotrophomonas maltophilia µπορούν και 
αζωτοδεσµεύουν. Επίσης το ίδιο παρατήρησαν οι Zehr et al., (2003) για 
βακτηριακά στελέχη των γενών Rhizobium και Pseudomonas. Οι Ngom  et al 
(2004) ανέφεραν για πρώτη φορά την αποµόνωση βακτηρίων του γένους 
Ochrobactrum που αζωτοδεσµεύει και έχει συµβιωτική σχέση µε φυτά. Τέλος, 
βακτηριακά στελέχη που ανήκουν στα γένη Ochrobactrum και Pseudomonas 
συµµετέχουν στον κύκλο του θείου (Aguilar et al., 2008).  Όλες οι παραπάνω 
διεργασίες όπως η αποδόµηση οργανικών ξενοβιοτικών ουσιών και φυσικών 
υποστρωµάτων, ο κύκλος του θείου και η αζωτοδέσµευση αποτελούν 
σηµαντικές διεργασίες που λαµβάνουν χώρα κατά την διάρκεια της 
κοµποστοποίησης.  

Στην παρούσα εργασία φαίνεται τα βακτήρια που αποµονώθηκαν να 
µην έχουν κάποιο σπουδαίο οικολογικό ρόλο, ωστόσο σε άλλες µελέτες για 
την κοµποστοποίηση έχουν αποµονωθεί βακτήρια που ανήκουν σε αυτά τα 
γένη. Συγκεκριµένα, µε την χρήση συµβατικών µικροβιολογικών µεθόδων 
καλλιέργειας σε εκλεκτικά υποστρώµατα αποµονώθηκαν µεσόφιλα βακτήρια 
του γένους Pseudomonas και Xanthomonas στο τέλος του θερµόφιλου 
σταδίου (Peters et al., 2000). Στελέχη Pseudomonas αποµονώθηκαν και στο 
στάδιο της επώασης πρόσφατα από τους Székely et al., (2009). Οι Horisawa 
et al., (2008) χρησιµοποιώντας την µέθοδο DGGE ταυτοποίησαν στελέχη του 
είδους Stenotrophomonas maltophilia στην µικροβιακή κοινότητα κατά την 
διάρκεια της κοµποστοποίησης. Παρόµοια αποτελέσµατα αναφέρθηκαν και 
από άλλους ερευνητές για βακτήρια του γένους Stenotrophomonas (Guo et 
al., 2007). Επίσης, οι Cho et al., (2008) είχαν αποµονώσει από το µεσόφιλο 
στάδιο βακτήρια του γένους Agrobacterium κάτι που συµφωνεί και µε τα δικά 
µας δεδοµένα. Συνολικά τα βακτήρια που αποµονώθηκαν  ανήκουν στα 
Πρωτεοβακτήρια µε εξαίρεση το στέλεχος 28 που ταυτοποιήθηκε ως 
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Flavobacterium. Τα  πρωτεοβακτήρια µαζί µε τα φύλα Firmicutes, 
Bacteroidetes και τα ακτινοβακτήρια είναι γενικά συχνά απαντώµενα βακτήρια 
σε στάδια της κοµποστοποίησης (Cho et al., 2008). 
  
 
Τελικά συµπεράσµατα 
 

• Το στάδιο της κοµποστοποίησης επηρέαζει ουσιαστικά την σύσταση 
της βακτηριακής κοινότητας σε αντίθεση µε την επίδραση του 
κατσίγαρου η οποία φαίνεται να είναι πολύ µικρότερη. 

 
• Τα βακτήρια που αποµονώθηκαν ανήκουν στα γένη Pseudomonas, 

Stenotrophomonas/Xanthomonas, Agrobacterium/Rhizobium, 
Flavobacterium και Ochrobactrum. Εκτός από τα Ochrobactrum και 
Flavobacterium τα υπόλοιπα γένη βακτηρίων έχουν αποµονωθεί στην 
διαδικασία της κοµποστοποίησης και σε προηγούµενες µελέτες. 
    
 

Συνέχιση της µελέτης 
 

Συνέχιση της µελέτης περιλαµβάνει την δηµιουργία βιβλιοθηκών 
κλώνων που σε συνδυασµό µε την αξιολόγηση των κλώνων σε σύστηµα 
DGGE θα οδηγήσει στην ταυτοποίηση των βακτηρίων που εµφανίζονται να 
επικρατούν στα διάφορα στάδια της κοµποστοποίησης αλλά και των 
βακτηρίων εκείνων που φαίνεται να περιορίζονται από την εφαρµογή του 
κατσίγαρου.  
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