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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Νιτροποίηση είναι η βιολογική οξείδωση της αµµωνίας (NH3) σε νιτρικά 

ιόντα (ΝΟ3
-). Το πρώτο βήµα της νιτροποίησης είναι η οξείδωση της αµµωνίας 

σε νιτρώδη ιόντα (ΝΟ2
-). Πολλές µελέτες έχουν εστιάσει στους 

µικροοργανισµούς που οξειδώνουν την αµµωνία γιατί η δραστηριότητά τους 

επηρεάζει τη γονιµότητα του εδάφους και την ποιότητα του υδάτινου και 

ατµοσφαιρικού περιβάλλοντος. Τα χηµειολιθοαυτότροφα βακτήρια που 

οξειδώνουν την αµµωνία (ΑΟΒ, Ammonia-Oxidizing Bacteria) και ανήκουν στα 

β-Proteobacteria και τα αρχαία που οξειδώνουν την αµµωνία (ΑΟΑ, Ammonia-

Oxidizing Archaea) και ανήκουν στο φύλο Crenarchaeota είναι υπεύθυνα για την 

οξείδωση της αµµωνίας στα περισσότερα εδάφη. 

Στόχοι της παρούσας εργασίας ήταν η µελέτη των πιθανών αλλαγών στη 

δοµή και την αφθονία των κοινοτήτων των ΑΟΒ και ΑΟΑ, µε τη χρήση των 

τεχνικών T-RFLP και PCR πραγµατικού χρόνου αντίστοιχα, ύστερα από την 

εφαρµογή στο έδαφος συνθετικών και βιολογικών γεωργικών φαρµάκων. 

Χρησιµοποιήθηκαν δύο συνθετικά γεωργικά φάρµακα, τα Vydate® (οxamyl) και 

MCW-2 και δύο βιολογικής προέλευσης γεωργικά φάρµακα, τα QL Agri® 

(εκχύλισµα από το δένδρο Quillajia saponaria) και το BIOACT® (σπόρια του 

µύκητα Paecilomyces lilacinus 251). 

Από τα τέσσερα γεωργικά φάρµακα που αξιολογήθηκαν, το BIOACT® 

(σπόρια του µύκητα Paecilomyces lilacinus 251) ήταν το µόνο που προκάλεσε 

σηµαντικές µεταβολές στη δοµή της κοινότητας των ΑΟΒ και λιγότερο εµφανείς 

αλλά επίσης σηµαντικές µεταβολές στην κοινότητα των ΑΟΑ. Επίσης, η 

εφαρµογή αυτού του σκευάσµατος προκάλεσε σηµαντικές µεταβολές και στον 

πληθυσµό των ΑΟΑ και ΑΟΒ κατά τη χρονική διάρκεια του πειράµατος (90 

ηµέρες), που αποδόθηκαν σε άµεσο ανταγωνισµό µε τον µύκητα ή έµµεσο 

ανταγωνισµό µε οµάδες ετερότροφων µικροοργανισµών που ευνοούνται από 

την εφαρµογή του σκευάσµατος στο έδαφος. Τέλος, σε όλες τις µεταχειρίσεις 

παρατηρήθηκε υψηλότερος αριθµός αντιτύπων του γονιδίου amoA των ΑΟΑ 

συγκριτικά µε τα ΑΟΒ µε τον λόγο ΑΟΑ/ΑΟΒ να κυµαίνεται από 2 έως 28. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1. Τύχη γεωργικών φαρµάκων στο περιβάλλον  

Τα γεωργικά φάρµακα χρησιµοποιούνται ευρέως στη γεωργία και έχουν 

ως στόχο την παρεµπόδιση, την καταστροφή ή την απώθηση φυτοπαράσιτων, 

καθώς και τη ρύθµιση της ανάπτυξης και εξέλιξης των φυτών. Η χρήση τους 

αποβλέπει στην αύξηση της παραγωγικότητας και των αποδόσεων στη γεωργία 

και στη βελτίωση της ποιότητας των γεωργικών προϊόντων.  

Τα γεωργικά φάρµακα εφαρµόζονται στο περιβάλλον µε διάφορους 

τρόπους, όπως µε ψεκασµούς των υπέργειων οργάνων των φυτών, µε 

επένδυση και προστασία των σπόρων ή άλλων πολλαπλασιαστικών οργάνων 

και µε επεµβάσεις στο έδαφος. Ανάλογα µε τον τρόπο εφαρµογής, τις 

φυσικοχηµικές τους ιδιότητες, και τις περιβαλλοντικές και εδαφικές συνθήκες, οι 

χηµικές ενώσεις µεταφέρονται στο περιβάλλον µέσω διαφόρων οδών και 

διεργασιών. Η τύχη και η συµπεριφορά των γεωργικών φαρµάκων στο 

περιβάλλον είναι συνάρτηση ποικίλων αβιοτικών και βιοτικών αντιδράσεων. 

Ανεξάρτητα του τρόπου εφαρµογής τους, τα γεωργικά φάρµακα υπεισέρχονται 

σε διάφορες διαδικασίες συγκράτησης, µεταφοράς, αποµάκρυνσης, 

µετασχηµατισµού και αποδόµησης τους στο περιβάλλον (Ζιώγας, 2007). 

Το έδαφος είναι ο τελικός αποδέκτης όλων των γεωργικών φαρµάκων και 

ο χρόνος που θα παραµείνουν στο εδαφικό περιβάλλον (υπολειµµατική 

διάρκεια-εµµονή) εξαρτάται από τους παραπάνω µηχανισµούς. Τα γεωργικά 

φάρµακα µπορεί να δεσµευτούν (προσρόφηση) στα ανόργανα και οργανικά 

κολλοειδή του εδάφους, ή να αποδοµηθούν µε τη δράση αβιοτικών ή βιοτικών 

µηχανισµών ή να αποδοµηθούν σε άλλα περιβάλλοντα. Χαρακτηριστικό 

παράδειγµα αβιοτικής αποδόµησης είναι το φαινόµενο της φωτόλυσης, δηλαδή 

της φωτοχηµικής διάσπασης του µορίου του γεωργικού φαρµάκου στην 

επιφάνεια του εδάφους, στην ατµόσφαιρα και τα επιφανειακά ύδατα µε την 

επίδραση του φωτός και ιδιαίτερα της υπεριώδους ακτινοβολίας. Άλλες 

περιπτώσεις αβιοτικής αποδόµησης ενός ξενοβιοτικού µορίου στο εδαφικό 

περιβάλλον είναι διάφορες φυσικοχηµικές αντιδράσεις, όπως οξειδώσεις, 

υδρολύσεις κ.α. που συµβαίνουν ανάλογα µε τις επικρατούσες περιβαλλοντικές 

συνθήκες. Στην περίπτωση της βιολογικής διάσπασης του µορίου, παρατηρείται 
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αποδόµησή του µε την επίδραση των µικροοργανισµών του εδάφους όπως 

βακτήρια, ακτινοµύκητες, ζύµες και µύκητες. Το φαινόµενο αυτό είναι γνωστό ως 

βιοαποδόµηση. Βέβαια, βιολογική αποδόµηση ενός γεωργικού φαρµάκου 

µπορεί να θεωρηθεί και ο µεταβολισµός του µορίου στους φυτικούς ιστούς ή 

τους ζωικούς οργανισµούς. 

Όµως τα γεωργικά φάρµακα µπορεί, µέσω άλλων διεργασιών, να 

µεταφερθούν και να επηρεάσουν το περιβάλλον. Για παράδειγµα µπορεί να 

αποµακρυνθούν µε εξάτµιση προς την ατµόσφαιρα, ιδιαίτερα εάν πρόκειται για 

πτητικές ενώσεις, και να µεταφερθούν σε άλλες περιοχές µε τη βοήθεια του 

αέρα και της βροχής. Μπορεί να εκπλυθούν προς τα βαθύτερα εδαφικά 

στρώµατα και να ρυπάνουν υπόγειους υδροφόρους ορίζοντες, ή να 

µεταφερθούν µε απορροή στα επιφανειακά ύδατα (ποτάµια, λίµνες, θάλασσες). 

Η εφαρµογή ενός γεωργικού φαρµάκου είναι ιδανική όταν η απαιτούµενη 

ποσότητα δραστικής ουσίας καταλήγει, χωρίς να παρασυρθεί, ακριβώς στον 

προκαθορισµένο στόχο, εµµένει στο στόχο διατηρώντας την προκαθορισµένη 

της συγκέντρωση και για την προκαθορισµένη χρονική διάρκεια και κατόπιν 

αποδοµείται πλήρως, παράγωντας προϊόντα αβλαβή για τους άλλους 

οργανισµούς.  

1.2. Επιδράσεις γεωργικών φαρµάκων στη µικροβιακή κοινότητα του  
εδάφους 

Με την αυξανόµενη χρήση των γεωργικών φαρµάκων στη σύγχρονη 

γεωργία, το θέµα της επίδρασης τους στη σύνθεση της µικροβιακής κοινότητας 

του εδάφους και στις διεργασίες που οι µικροοργανισµοί επιτελούν, έχει λάβει 

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

ποσότητα από τα εφαρµοζόµενα γεωργικά φάρµακα που καταλήγει στους 

οργανισµούς-στόχους είναι περίπου 0,1%, ενώ η υπόλοιπη ποσότητα ρυπαίνει 

το περιβάλλον (έδαφος, νερό, ατµόσφαιρα) (Carriger et al., 2006; Pimentel, 

1995). Τα γεωργικά φάρµακα αλληλεπιδρούν µε τους µικροοργανισµούς του 

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

µπορεί να επηρεάσουν τη φυσιολογική και βιοχηµική τους συµπεριφορά.  

Η µικροβιακή βιοµάζα είναι ένα σηµαντικός δείκτης της µικροβιακής 

δραστηριότητας  και δίνει µια άµεση εκτίµηση της σχέσης µεταξύ µικροβιακών 

δραστηριοτήτων και µετατροπής των διαφόρων µορφών των θρεπτικών ουσιών 
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ή άλλων οικολογικών διεργασιών (Schultz and Urban, 2008). Πολλές πρόσφατες 

µελέτες δείχνουν τις δυσµενείς επιδράσεις των γεωργικών φαρµάκων στη 

µικροβιακή βιοµάζα και στην αναπνοή του εδάφους (Pampulha and Oliveira, 

2006; Zhou et al., 2006). Γενικά, συνήθως µείωση στην αναπνοή του εδάφους 

αντανακλά µείωση στη µικροβιακή βιοµάζα (Chen et al., 2001; Klose and Ajwa, 

2004) ενώ αντίθετα αύξηση της αναπνοής δείχνει συνήθως αύξηση του 

βακτηριακού πληθυσµού (Haney et al., 2000; Wardle et al., 1994). 

Μερικές οµάδες µικροοργανισµών είναι ικανές να χρησιµοποιούν τα 

γεωργικά φάρµακα ως πηγή ενέργειας και θρεπτικών, ενώ οι ουσίες αυτές 

µπορεί να είναι τοξικές για άλλους µικροοργανισµούς (Johnsen et al., 2001). 

Κάποιες φορές, η εφαρµογή γεωργικών φαρµάκων µπορεί να µειώσει την 

µικροβιακή ποικιλότητα αλλά να αυξήσει την λειτουργική ποικιλότητα των 

µικροβιακών κοινοτήτων (Wang et al., 2006) ή µπορεί να προκαλέσει 

αντιστρέψιµες διεγερτικές ή ανασταλτικές επιδράσεις στους µικροοργανισµούς 

του εδάφους (Pampulha and Oliveira, 2006). Επίσης, η εφαρµογή γεωργικών 

φαρµάκων µπορεί να αναστείλει ή να σκοτώσει συγκεκριµένες οµάδες 

µικροοργανισµών και να ενισχύσει άλλες αριθµητικά µε την απελευθέρωσή τους 

από τον ανταγωνισµό. Για  παράδειγµα, ο Chen και συνεργάτες (2001) 

ανέφεραν ότι η εφαρµογή µυκητοκτόνων σκοτώνει ή αναστέλλει τη 

δραστηριότητα ορισµένων µυκήτων µε αποτέλεσµα να παρατηρείται γρήγορη 

αύξηση της βακτηριακής δραστηριότητας.  

Μερικές φορές, ο αρχικός µικροβιακός πληθυσµός επηρεάζεται από την 

εφαρµογή γεωργικών φαρµάκων αλλά µετά από ένα χρονικό διάστηµα 

εγκλιµατισµού, ο πληθυσµός επιστρέφει στο αρχικό επίπεδο ή ακόµα µπορεί και 

να αυξηθεί (Fliessbach and Mader, 2004; Niewiadomska, 2004). Αυτό είναι µία 

ένδειξη αλλαγών στις µικροβιακές καταβολικές ικανότητες που µπορεί να 

οφείλεται είτε στην επαγωγή της ικανότητας διάσπασης των γεωργικών 

φαρµάκων είτε σε µια αλλαγή µέσα στη µικροβιακή κοινότητα.  

1.3. Επιδράσεις βιολογικών γεωργικών φαρµάκων στη µικροβιακή 
κοινότητα του εδάφους 

Πρόσφατα, έχει δοθεί µεγάλη προσοχή στα βιολογικά γεωργικά φάρµακα 

ως µία εναλλακτική λύση των συνθετικών για τον έλεγχο των φυτοπαρασίτων 

(Wang et al., 2007). Τα βιολογικά γεωργικά φάρµακα µπορεί να έχουν ως 
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δραστικό συστατικό έναν µικροοργανισµό (βακτήρια, µήκητες, ιοί) ή ουσίες 

βοτανικής ή βιολογικής προέλευσης. Παρ’ όλα αυτά ελάχιστα είναι γνωστά για 

την επίδραση αυτών στη σύσταση, δοµή και λειτουργία της µικροβιακής 

κοινότητας του εδάφους. 

Η Σπύρου και συνεργάτες (2009) µελέτησαν την επίδραση των γεωργικών 

φαρµάκων βοτανικής προέλευσης azadirachtin, quιllaja καθώς και αλεσµένων 

καρπών του φυτού Melia azedarach στη σύσταση της µικροβιακής κοινότητας 

του εδάφους µε τη µέθοδο προσδιορισµού λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων 

(PLFAs). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι τα γεωργικά φάρµακα αυτά όταν 

χρησιµοποιηθούν στις προτεινόµενες δόσεις δεν φαίνεται να προκαλούν 

σηµαντικές µεταβολές στη µικροβιακή κοινότητα του εδάφους. Ο Sameh και 

συνεργάτες (2007) µελέτησαν την επίδραση ενός βιολογικού γεωργικού 

φαρµάκου, του Paenimyxin (παράγεται από το Paenibacillus sp. strain B2), στη 

γενετική δοµή της µικροβιακής κοινότητας του εδάφους. Παρατήρησαν ότι είχε 

παροδική επίδραση στις βακτηριακές κοινότητες, καθώς καµία επίδραση δεν 

παρατηρήθηκε µετά από 7, 14 και 28 ηµέρες σε σύγκριση µε τη µεταχείριση 

χωρίς γεωργικό φάρµακο.  

1.4. Γεωργικά φάρµακα που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 

Στην εργασία αυτή χρησιµοποιήθηκαν δύο συνθετικά γεωργικά φάρµακα, 

τα Vydate® (Οxamyl) και MCW-2 και δύο βιολογικής προέλευσης γεωργικά 

φάρµακα, τα QL Agri® (εκχύλισµα από το δένδρο Quillajia saponaria) και  

BIOACT® (στέλεχος 251 του µύκητα Paecilomyces lilacinus) προκειµένου να 

διαπιστωθεί αν προκαλούν µεταβολές στη δοµή και την αφθονία των κοινοτήτων 

των βακτηρίων και των αρχαίων που οξειδώνουν την αµµωνία. 

Vydate® (Oxamyl) 

To oxamyl είναι καρβαµιδικό νηµατωδοκτόνο-εντοµοκτόνο και εισήχθηκε 

στη γεωργική πράξη το 1974 µε το εµπορικό όνοµα Vydate®. Παρουσιάζει 

πλήρη διασυστηµατική κίνηση (ανοδική και καθοδική) και διπλή δράση (επαφής 

και στοµάχου). Καταπολεµά τους νηµατώδεις και συγχρόνως έντοµα 

φυλλώµατος και ακάρεα ως εξής: όταν εφαρµόζεται στο έδαφος καταπολεµά 

τους νηµατώδεις και µετακινούµενο στο φύλλωµα διαµέσου τη διαπνοής 

καταπολεµά έντοµα και ακάρεα. Όταν ψεκάζεται στο φύλλωµα καταπολεµά 
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έντοµα φυλλώµατος και ακάρεα. Το oxamyl εφαρµόζεται στις εξής καλλιέργειες: 

εσπεριδοειδή, πυρηνόκαρπα, µπανάνες, καρότο, τοµάτα, πιπεριά, µελιτζάνα, 

αγγούρι, κολοκύθι, πατάτα, καπνός. 

Το oxamyl έχει µικρό χρόνο παραµονής στο έδαφος µε χρόνο ηµιζωής από 

4-20 ηµέρες (Wauchope et al., 1992). ∆ιασπάται από αερόβια και αναερόβια 

βακτήρια (Wagenet, 1985). Υδρολύεται  γρήγορα σε ουδέτερα και αλκαλικά 

εδάφη και πιο αργά σε όξινα (U.S. Environmental Protection Agency 1987). ∆εν 

προσροφάται εύκολα στο έδαφος αλλά εκπλύνεται εύκολα (Wauchope et al., 

1992, U.S. Environmental Protection Agency 1987). Η προσρόφησή του είναι 

µεγαλύτερη σε εδάφη µε µεγάλο ποσοστό οργανικής ύλης ενώ σε αµµοπηλώδη 

εδάφη είναι ασθενής. Αύξηση της θερµοκρασίας προκαλεί µείωση της 

προσρόφησης (Wagenet, 1985.)  

MCW-2 

Το MCW-2 είναι ένα νέο γεωργικό φάρµακο που έχει νηµατωδοκτόνο 

δράση και πολύ χαµηλότερη τοξικότητα από ότι τα οργανοφωσφορικά ή 

καρβαµιδικά νηµατωδοκτόνα (Oka et al., 2008). Το MCW-2 αυτή την στιγµή 

βρίσκεται προς αξιολόγηση για ένταξη στην λίστα των προϊόντων µε έγκριση 

χρήσης στις χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης (Annex I EK 91/414). Παρουσιάζει, 

επίσης, χαµηλό δυναµικό έκπλυσης στο έδαφος λόγω της χαµηλής διαλυτότητάς 

του στο νερό και του σχετικά µικρού χρόνου ηµιζωής του στο έδαφος (Oka et al., 

2008). 

QL Agri® (Εκχύλισµα του φυτού Quillaja saponaria)  

Το δέντρο Quillaja saponaria είναι ένα αειθαλές δέντρο που ανήκει στην 

οικογένεια Quillajaceae και απαντάται στη Χιλή. Το υδατικό εκχύλισµα από το 

δέντρο αυτό περιέχει σαπωνίνες, πολυφαινόλες, άλατα και σάκχαρα και 

εµποδίζει την ανάπτυξη παθογόνων µυκήτων και νηµατωδών. Έχει βρεθεί ότι η 

δραστικότητα του εκχυλίσµατος του Quillaja saponaria στους νηµατώδεις 

οφείλεται σε συνδυασµένη δράση των σαπωνινών και των πολυφαινολών 

(Martin and Magunacelaya, 2005). Το φυσικό αυτό εκχύλισµα που, επίσης 

προάγει την ανάπτυξη του ριζικού συστήµατος των φυτών. ∆ιατίθεται από την 

εταιρεία ΒASF µε το εµπορικό όνοµα QL Agri®. 
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ΒΙΟΑCT® Paecilomyces lilacinus  strain 251 

To σκεύασµα BIOACT® περιέχει 1Χ1010 ζωντανά σπόρια του στελέχους 

251 του µύκητα Paecilomyces lilacinus σε φορέα κρυστάλλους γλυκόζης. 

Στελέχη του είδους Paecilomyces lilacinus αποτελούν παθογόνα ανώτερων 

ζωικών οργανισµών, παράσιτα εντόµων και νηµατωδών που διαβιούν 

σαπροφυτικά στο έδαφος (Kiewnick 2006a).  O µύκητας Paecilomyces lilacinus 

strain 251 χρησιµοποιείται για τον έλεγχο των φυτοπαρασιτικών νηµατωδών 

(Brand et al., 2004; Kiewnick and Sikora 2006b). Παρασιτεί και τελικά σκοτώνει 

τα αυγά, νεαρά και τα ενήλικα θηλυκά διαφόρων νηµατωδών. Αντίθετα µε πολλά 

άλλα στελέχη του µύκητα Paecilomyces lilacinus, εργαστηριακές αναλύσεις 

έδειξαν ότι το στέλεχος 251 δεν παράγει τοξίνες (Mikami et al., 1989). Εφαρµογή 

της συνιστώµενης δόσης για το BIOACT οδηγεί συνήθως σε επίπεδα 

πληθυσµού 106 σπορίων µύκητα/g εδάφους που είναι απαραίτητα για επαρκή 

έλεγχο των φυτοπαθογόνων νηµατωδών. Μελέτες που έχουν γίνει µε το 

συγκεκριµένο σκεύασµα έδειξαν ότι ο πληθυσµός του µύκητα µειώνεται 

σταδιακά και 6-8 εβδοµάδες µετά την εφαρµογή φθάνει σε επίπεδα 103 

κύτταρα/g εδάφους (Roumpos, 2005).  Εξαιτίας της µη-εµµονής τους στο 

έδαφος προτείνεται στους χρήστες η εφαρµογή να επαναλαµβάνεται κάθε έξι 

εβδοµάδες. Τα σκευάσµατα του µύκητα διατίθενται στην αγορά µε τις ονοµασίες 

ΜeloConw WG, BioACT WT, Nemachek (U.S. Environmental Protection 

Agency, 2005).  

1.5.  Τεχνικές για την µελέτη της µικροβιακής κοινότητας του εδάφους 

∆ιάφορες µέθοδοι χρησιµοποιούνται για τη µελέτη της µικροβιακής 

κοινότητας του εδάφους. Αυτές µπορούν να ταξινοµηθούν σε δύο κύριες 

κατηγορίες (i) στις µεθόδους που βασίζονται στην καλλιέργεια των 

µικροοργανισµών και (ii) στις µη εξαρτώµενες από την καλλιέργεια 

µεθόδους. Στο παρελθόν, οι µέθοδοι ανάλυσης των µικροοργανισµών του 

εδάφους βασίζονταν στην καλλιέργεια και στην αποµόνωση (van Elsas et al., 

1998). Μια µεγάλη ποικιλία θρεπτικών µέσων καλλιέργειας έχει αναπτυχθεί για 

να µεγιστοποιήσει την ανίχνευση ποικίλων µικροβιακών οµάδων (Balestra & 

Misaghi,1997; Sait et al., 2002). To κυριότερο µειονέκτηµα των µεθόδων που 

στηρίζονται στην καλλιέργεια είναι ότι οι περισσότεροι µικροοργανισµοί δεν 
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µπορούν να καλλιεργηθούν στο εργαστήριο. Έχει προταθεί ότι τουλάχιστον το 

95-99% των βακτηρίων που παρατηρούνται στο µικροσκόπιο δεν µπορούν να 

καλλιεργηθούν µε συµβατικές µικροβιολογικές µεθόδους (Borneman et al., 

1996). Επίσης, πολλοί µύκητες είναι δύσκολο να καλλιεργηθούν στο εργαστήριο 

(van Elsas et al., 2000). 

Η ανάπτυξη των µοριακών βιολογικών µεθόδων, οι οποίες δεν βασίζονται 

στην καλλιέργεια µικροοργανισµών, προσφέρει νέες δυνατότητες στην ανάλυση 

της µικροβιακής κοινότητας του εδάφους. Οι µοριακές αυτές τεχνικές µπορεί να 

δώσουν πληροφορίες για τη δοµή (π.χ. βιβλιοθήκες κλώνων, T-RFLP, DGGE) ή 

για την αφθονία των µικροβιακών κοινοτήτων (real-time PCR, competitive PCR) 

(Εικόνα 1). 

 

Εικόνα 1. Συχνά χρησιµοποιούµενες µοριακές τεχνικές για τη µελέτη της δοµής και της πυκνότητας των 
µικροβιακών κοινοτήτων. 

Η δηµιουργία βιβλιοθηκών κλώνων παρέχει λεπτοµερείς φυλογενετικές 

πληροφορίες για την µικροβιακή κοινότητα ενός περιβαλλοντικού δείγµατος, 
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αρκεί να ελεγχθεί επαρκής αριθµός κλώνων. Τα µειονεκτήµατα της µεθόδου 

αυτής είναι ότι είναι επίπονη και χρονοβόρα διαδικασία και εποµένως δεν είναι 

κατάλληλη για τις µελέτες που απαιτείται ανάλυση πολλών περιβαλλοντικών 

δειγµάτων. 

Η ανάλυση πολυµορφισµών µήκους ακραίων τµηµάτων περιορισµού (T-

RFLP, Terminal Restriction Fragment Polymorphisms) είναι µία µέθοδος µε την 

οποία µπορεί να αποκτηθεί το γενετικό αποτύπωµα µιας µικροβιακής κοινότητας 

αναλύοντας τους πολυµορφισµούς ενός συγκεκριµένου γονιδίου. Η µέθοδος 

αυτή περιλαµβάνει την ενίσχυση µε την τεχνική της PCR του γονιδίου που µας 

ενδιαφέρει µε τη χρήση ενός ή και των δύο εκκινητών  σηµασµένων µε 

φθορίζουσα χρωστική, την πέψη των προϊόντων της PCR µε ένα ή περισσότερα 

ένζυµα περιορισµού και την ανίχνευση των ακραίων τµηµάτων περιορισµού σε 

αυτόµατο σύστηµα αλληλούχισης DNA. Το ηλεκτροφoριογράφηµα που 

προκύπτει αποτελεί το αποτύπωµα της µικροβιακής κοινότητας και αναλύεται µε 

ειδικά προγράµµατα. 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 (Clement et al., 1998; Liu et al., 1997). 

Επίσης, έχει χρησιµοποιηθεί και για την µελέτη των νιτρικοποιητικών και 

απονιτροποιητικών βακτηρίων σε διάφορα περιβάλλοντα (Castro-Gonzalez et 

al., 2005; Horz et al., 2000). 

Μια από τις πρώτες µεθόδους αποτύπωσης DNA που εφαρµόστηκε µε 

επιτυχία στη µικροβιακή οικολογία ήταν η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε 

βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών (DGGE, Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis) (Muyzer et., 1993). Η µέθοδος DGGE έχει την ικανότητα να 

διαχωρίζει µικρά µόρια DNA (περίπου 200-600 bp) που έχουν το ίδιο µέγεθος, 

αλλά διαφέρουν τουλάχιστον σε ένα νουκλεοτίδιο, κατά την ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή µε αυξηµένη βαθµίδωση αποδιατακτικών ουσιών. Ο διαχωρισµός αυτός 

βασίζεται στη µειωµένη ηλεκτροφορητική κινητικότητα ενός µερικώς 

αποδιαταγµένου µορίου DNA σε πηκτή σε σύγκριση µε τη κινητικότητα της 

πλήρως δίκλωνης µορφής του µορίου. Οι δύο αλυσίδες ενός DNA τµήµατος 

αποδιατάσσονται σε συγκεκριµένη θερµοκρασία, η οποία εξαρτάται από (i) τους 
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δεσµούς υδρογόνου που σχηµατίζονται µεταξύ των συµπληρωµατικών βάσεων 

(αλληλουχίες πλούσιες σε GC αποδιατάσσονται σε υψηλότερες θερµοκρασίες) 

και (ii) από τo στοίβαγµα µεταξύ των γειτονικών βάσεων στην ίδια αλυσίδα 

(base stacking). Κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή ακρυλαµίδης, η 

κινητικότητα ενός µορίου επιβραδύνεται όταν µια περιοχή του αποδιαταχθεί. Η 

ολική αποδιάταξη του µορίου αποτρέπεται από τη παρουσία µιας αλληλουχίας 

πλούσιας σε GC (GC clamp) στο ένα άκρο του. Αυτό επιτυγχάνεται µε τη χρήση 

ενός PCR εκκινητή που φέρει στο 5’ άκρο ένα GC clamp. Το πρότυπο των 

ζωνών που προκύπτει από την ηλεκτροφόρηση ενός δείγµατος αντανακλά 

άµεσα τη γενετική του ποικιλότητα και ο αριθµός των ζωνών αντιπροσωπεύει 

τον αριθµό των κυρίαρχων ειδών. Το DGGE χρησιµοποιείται  στη µικροβιακή 

οικολογία για τη µελέτη µεταβολών που συµβαίνουν σε µια µικροβιακή κοινότητα 

εξαιτίας περιβαλλοντικών αλλαγών (Donner et al., 1996) και έχει χρησιµοποιηθεί 

και για την µελέτη των µικροοργανισµών που οξειδώνουν την αµµωνία 

(Backman et al., 2003; Juretschko et al., 1998) 

Η PCR πραγµατικού χρόνου (real time PCR) χρησιµοποιείται στη 

µικροβιακή οικολογία για την ποσοτικοποίηση των µικροοργανισµών σε ένα 

περιβαλλοντικό δείγµα µέσω της µέτρησης του αριθµού αντιγράφων ενός 

γονιδίου. Στην απλή PCR, ελέγχεται µόνο η τελική συγκέντρωση των προϊόντων 

ενίσχυσης µέσω  φθορίζουσας χρωστικής που προσδένεται στο DNA. Στην 

PCR πραγµατικού χρόνου η συγκέντρωση των προϊόντων ενίσχυσης ελέγχεται 

σε όλους τους κύκλους ενίσχυσης µε την χρήση φθορίζουσων χρωστικών. Aυτές 

οι χρωστικές προσδένονται µε τα προϊόντα ενίσχυσης χωρίς να τα 

καταστρέφουν έτσι ώστε η ενίσχυση τους να µπορεί να συνεχιστεί. Η ένταση του 

φθορισµού που εκπέµπεται κατά τη διάρκεια αυτής της διαδικασίας αντανακλά 

τη συγκέντρωση των προϊόντων ενίσχυσης σε πραγµατικό χρόνο. Υπάρχουν 

αρκετές µέθοδοι για τη σήµανση και την ανίχνευση των προϊόντων της PCR 

πραγµατικού χρόνου, οι πιο συχνά χρησιµοποιούµενες είναι η µη ειδική 

παρεµβαλλόµενη χρωστική SYBR green (Wittwer et al., 1997) και οι ειδικοί 

σηµασµένοι ανιχνευτές ΤaqMan (Holland et al., 1991). Ο προσδιορισµός της 

ποσότητας των παραγόµενων προϊόντων µπορεί να γίνει µε απόλυτο ή σχετικό 

υπολογισµό. Στην απόλυτη ποσοτικοποίηση ο αριθµός των αντιγράφων του 

αρχικού δείγµατος προσδιορίζεται µε τη χρήση καµπύλης αναφοράς ενώ στη 
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σχετική ποσοτικοποίηση οι αλλαγές του αριθµού αντιγράφων του γονιδίου-

στόχου εκφράζονται σχετικά µε τον αριθµό αντιγράφων ενός γονιδίου 

αναφοράς.  

Οι πρώτες εφαρµογές της PCR πραγµατικού χρόνου στη µικροβιακή 

οικολογία αναφέρονται σε τρία άρθρα που δηµοσιεύτηκαν τον Νοέµβριο του 

2000, όπου χρησιµοποιήθηκαν οι ανιχνευτές TaqMan στοχεύοντας το 16S rRNA 

γονίδιο (Becker et al., 2000; Suzuki et al., 2000; Takai & Horikoshi, 2000). Εδώ 

πρέπει να τονιστεί ότι ο αριθµός των γονιδίων 16S rRNA δεν µπορεί να 

µετατραπεί σε αριθµό κυττάρων καθώς ο ακριβής αριθµός αντιγράφων του 16S 

rRNA  γονιδίου σε κάθε είδος ποικίλει (Klappenbach et al., 2000). Επιπλέον η 

PCR πραγµατικού χρόνου έχει χρησιµοποιηθεί για την ποσοτικοποίηση 

λειτουργικών γονιδίων σε περιβαλλοντικά δείγµατα όπως είναι αυτά που 

συµµετέχουν στην οξείδωση της αµµωνίας(Okano et al., 2004; Treusch et al., 

2005; Leininger et al., 2006) και στην απονιτροποίηση (Smith et al., 2007)  

1.6. Κύκλος του αζώτου 

Το άζωτο είναι ένα από τα πιο σηµαντικά στοιχεία στη ζωή καθώς αποτελεί 

βασικό συστατικό των νουκλεϊκών οξέων, των πρωτεϊνών και άλλων βιολογικών 

ενώσεων. Επίσης, είναι το πιο άφθονο άτοµο της ατµόσφαιρας (78% του 

συνολικού όγκου) όπου και βρίσκεται µε τη µορφή του µοριακού αζώτου (Ν2). 

Στη φύση, αρκετές από τις οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις του αζώτου 

πραγµατοποιούνται σχεδόν αποκλειστικά από µικροοργανισµούς (Εικόνα 2).  

 

Εικόνα 2. Κύκλος του αζώτου. (1) Αζωτοδέσµευση (2) αφοµοίωση αµµωνίας (3) αµµωνιοποίηση (4) 
αερόβια οξείδωση αµµωνίας (5) οξείδωση νιτρωδών ιόντων (ΝΟ2

-) (6) αφοµοίωση νιτρικών ιόντων  
(ΝΟ3

-) (7,8,9) απονιτροποίηση διαµέσου νιτρωδών ιόντων (ΝΟ2
-), µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) και 

νιτρώδους οξειδίου (Ν2Ο) (10) αναερόβια οξείδωση αµµωνίας 
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Το µοριακό άζωτο µπορεί να δεσµευτεί από την ατµόσφαιρα από 

συγκεκριµένους µικροοργανισµούς και να µετατραπεί σε αµµωνία (ΝΗ3)  

(Εικόνα 2, µονοπάτι 1). Η διαδικασία αυτή (αζωτοδέσµευση) είναι σηµαντική 

γιατί παρέχει αµµωνία για τα φυτά και τα ζώα. Το άζωτο µε τη µορφή της 

αµµωνίας µπορεί να αφοµοιωθεί στην οργανική ύλη (Εικόνα 2, µονοπάτι 2). 

Στη σύγχρονη γεωργία, πρόσθετη αµµωνία παρέχεται µε λιπάσµατα που 

προέρχονται από τη βιοµηχανική δέσµευση του Ν2. Επιπλέον, η αµµωνία 

µπορεί να προέλθει από τη µικροβιακή µετατροπή των οργανικών µορφών του 

αζώτου σε αµµωνία µια διεργασία γνωστή ως αµµωνιοποίηση (Εικόνα 2, 

µονοπάτι 3). Στο έδαφος, η αµµωνία είναι κυρίως δεσµευµένη στα σωµατίδια 

αργίλου ιδίως µε την µορφή NH4
+, όπου και είναι διαθέσιµη για χρησιµοποίηση. 

Σε αερόβιες συνθήκες, η αµµωνία δεν είναι σταθερή και µετατρέπεται σε  

νιτρικά ιόντα από τα νιτροποιητικά βακτήρια στο έδαφος και στα υδάτινα 

περιβάλλοντα (Εικόνα 2, µονοπάτια 4-5). Η µικροβιακή οξείδωση της αµµωνίας 

σε νιτρώδη (ΝΟ2
-) και νιτρικά (ΝΟ3

-) ιόντα ονοµάζεται νιτροποίηση. Η 

νιτροποίηση καταλύεται από δύο οµάδες βακτηρίων. Τα αερόβια βακτήρια που 

οξειδώνουν την αµµωνία ή νιτρωδοβακτήρια (ΑΟΒ, ammonia-oxidizing bacteria) 

και παράγουν νιτρώδη (Εικόνα 2, µονοπάτι 4), και τα βακτήρια που οξειδώνουν 

τα νιτρώδη σε νιτρικά ιόντα (Εικόνα 2, µονοπάτι 5) και ονοµάζονται 

νιτρικοποιητικά βακτήρια (NOB, nitrite-oxidizing bacteria). Οι δύο αυτές οµάδες 

µικροοργανισµών ονοµάζονται νιτροποιητές. Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι 

εκτός από τα βακτήρια σηµαντικό ρόλο στην νιτροποίηση παίζουν και 

µικροοργανισµοί που ανήκουν στο φύλο Crenarchaeota (Konneke et al., 

2005;Hansel et al., 2008; Tourna et al., 2008). Σε αντίθεση µε την αµµωνία και 

το κατιόν αµµωνίου (ΝΗ4
+), τα νιτρώδη ιόντα βρίσκονται σε πολύ µικρές 

ποσότητες στα αερόβια περιβάλλοντα και σπάνια συσσωρεύονται στο έδαφος. 

Εξαιτίας της τοξικότητας των ΝΟ2
- για τους οργανισµούς, η διατήρησή τους σε 

χαµηλές συγκεντρώσεις είναι απαραίτητη. Το τελικό προϊόν της νιτροποίησης, 

τα νιτρικά ιόντα, δεν συγκρατούνται από το έδαφος και καταλήγουν σε υπόγεια ή 

επιφανειακά ύδατα.  

Κάποιοι οργανισµοί µπορούν να χρησιµοποιούν εκτός από την αµµωνία 

και τα νιτρικά ιόντα ως πηγή αζώτου για την αύξησή τους (Εικόνα 2, µονοπάτι 

6). Τα νιτρικά ιόντα επίσης είναι υπόστρωµα για την απονιτροποίηση η οποία 
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γίνεται σε συνθήκες έλλειψης οξυγόνου (Εικόνα 2, µονοπάτια 7-9). Τα 

απονιτροποιητικά βακτήρια παράγουν από τα νιτρικά ιόντα, µοριακό άζωτο (N2) 

και τα αέρια µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) και νιτρώδες οξείδιο (N2O). Εκτός από 

την αερόβια οξείδωση της αµµωνίας, έχει περιγραφεί και η αναερόβια οξείδωσή 

της (Αnammox, ANaerobic AMMonium OXidation) (Jetten, 2001). Τα βακτήρια 

που πραγµατοποιούν αυτή τη διεργασία ανήκουν στο φύλο Planctomycetes και 

µετατρέπουν τα νιτρώδη ιόντα και την αµµωνία άµεσα σε N2 (Εικόνα 2, µονοπάτι 

10). 

Οι µικροβιακές µετατροπές των διαφόρων µορφών του αζώτου έχουν 

µεγάλη σηµασία για την γονιµότητα του εδάφους και την ποιότητα του υδάτινου 

και ατµοσφαιρικού περιβάλλοντος.  

1.7. Μικροοργανισµοί που είναι υπεύθυνοι για την οξείδωση της αµµωνίας  

Μέχρι πρόσφατα τα χηµειολιθοαυτότροφα βακτήρια που οξειδώνουν την 

αµµωνία (ΑΟΒ) και που ανήκουν στο φύλο Proteobacteria θεωρούνταν οι κύριοι 

µικροοργανισµοί για την αυτότροφη οξείδωση της αµµωνίας (Purkhold et al., 

2000). Πρόσφατες µελέτες βασισµένες σε µεταγενωµικές τεχνικές και σε τεχνικές 

καλλιέργειας έδειξαν ότι µικροοργανισµοί του φύλου Crenarchaeota παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στη νιτροποίηση σε εδάφη και υδάτινα οικοσυστήµατα 

(Konneke et al., 2005; Hansel et al., 2008; Tourna et al., 2008). Επίσης, 

αναερόβια οξείδωση της αµµωνίας επιβεβαιώθηκε σε πιλοτικό σταθµό 

επεξεργασίας υγρών αποβλήτων (Mulder et al.1995). Επιπλέον µελέτες έδειξαν 

ότι η αναερόβια διαδικασία πραγµατοποιείται από βακτήρια (van de Graaf et al., 

1995) που ταυτοποιήθηκαν ως µέλη του φύλου Plancomycetes (Strou et al., 

1999). 

1.7.1 Νιτρωδοποιητικά βακτήρια (ΑΟΒ, Ammonia-Oxidizing Bacteria) 

Ο πιο ευρέως χρησιµοποιούµενος φυλογενετικός δείκτης για τη µελέτη των 

µικροβιακών κοινοτήτων είναι το 16S rRNA γονίδιο. Η ενίσχυση και ανάλυση του 

γονιδίου αυτού χρησιµοποιήθηκε και για τη µελέτη της ποικιλοµορφίας των ΑΟΒ 

(Bothe et al., 2000; Kowalchuk and Stephen 2001; Juretschko et al., 1998; 

McCaig et al., 1994; Voytek and Ward 1995). Σύµφωνα µε τις αλληλουχίες των 

16S rRNA γονιδίων τα ΑΟΒ χωρίζονται σε δύο µονοφυλετικές γενεαλογικές 

γραµµές (Head et al., 1993; Purkhold et al., 2000, 2003; Teske et al., 1994). Η 
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πρώτη γενεαλογική γραµµή ανήκει στα β-Proteobacteria και αποτελείται από 

βακτήρια του γένους Νitrosomonas (συµπεριλαµβανοµένου του Nitrosococcus 

mobilis) και  του γένους Nitrosospira (συµπεριλαµβανοµένου των Nitrosolobus 

και Nitrosovibrio). Η δεύτερη γενεαλογική γραµµή, ανήκει στα γ-Proteobacteria 

και περιλαµβάνει τα είδη Nitrosococcus oceani και Nitrosococuss halophilus. Τα 

δύο αυτά είδη έχουν βρεθεί µόνο σε θαλάσσια περιβάλλοντα (Ward and 

O΄Mullan 2002). 

Τα ΑΟΒ που ανήκουν στα β-Proteobacteria έχουν καταταχθεί σε επτά 

οµάδες (clusters) µε βάση φυλογενετικές αναλύσεις του 16S rRNA γονιδίου 

(Εικόνα 3) (Kowalchuk and Stephen, 2001). Τα πιο συχνά απαντούµενα ΑΟΒ σε 

εδάφη και υδάτινα περιβάλλοντα ανήκουν στα: cluster 2 (είδη του γένους 

Nitrosospira σε όξινο έδαφος), cluster 3 (είδη του γένους Νitrosospira συγγενικά 

µε καλλιεργήσιµα στελέχη συµπεριλαµβανοµένου του πρώην γένους 

Nitrosolobus), cluster 4 (είδη του γένους Νitrosospira συγγενικά µε το στέλεχος 

40ΚΙ), cluster 6 (είδη του γένους Nitrosomonas προσαρµοσµένα σε χαµηλές 

συγκεντρώσεις αµµωνίας όπως το είδος Νitrosomonas oligotropha) και cluster 7 

(είδη του γένους Nitrosomonas συγγενικά µε Ν. europaea και N. eutropha, 

προσαρµοσµένα σε υψηλότερες συγκεντρώσεις αµµωνίας).  

 

Εικόνα 3. Φυλογενετικό δέντρο βασισµένο σε 16S rRNA αλληλουχίες των διαφόρων οργανισµών που 
συµµετέχουν στον κύκλο του αζώτου. Τα αερόβια βακτήρια που οξειδώνουν την αµµωνία φαίνονται µε 
σκούρο γκρι, τα βακτήρια που οξειδώνουν τα νιτρώδη µε µαύρο και τα αναερόβια βακτήρια µε γραµµές. 
Τα αρχαία που οξειδώνουν την αµµωνία δεν δείχνονται (Kowalchuk and Stephen, 2001). 
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Το κύριο µειονέκτηµα της χρήσης του 16S rRNA γονιδίου ως µοριακού 

δείκτη είναι ότι δεν σχετίζεται απαραίτητα µε τη φυσιολογία των οργανισµών-

στόχων (Calvo and Garcia-Gil 2004; Kowalchuk and Stephen 2001) και µια 

µικρή έλλειψη εξειδίκευσης µπορεί να µετατοπίσει το φάσµα των αλληλουχιών 

που ενισχύονται µε την PCR προς φυλογενετικά συγγενικούς αλλά φυσιολογικά 

και οικολογικά διαφορετικούς οργανισµούς (Bothe et al., 2000; Junier et al., 

2008). Μια εναλλακτική προσέγγιση για τις οικολογικές µελέτες αποτελούν οι 

λειτουργικοί δείκτες όπως είναι τα γονίδια που εµπλέκονται σε συγκεκριµένα 

µεταβολικά µονοπάτια π.χ. οξείδωση αµµωνίας (Rotthauwe et al., 1997). Άλλος 

λόγος για την χρησιµοποίηση λειτουργικών γονιδίων ως δείκτες είναι ότι κάποιες 

µικροβιακές οµάδες δεν είναι αριθµητικά κυρίαρχες, όπως συµβαίνει στην 

περίπτωση των µικροοργανισµών που οξειδώνουν την αµµωνία, και αρκετές 

είναι δύσκολο να ανιχνευθούν µέσω του 16S rRNA γονιδίου.  

Η οξείδωση της αµµωνίας σε νιτρώδη είναι µια διαδικασία δύο βηµάτων 

που καταλύεται από δύο διαφορετικά ενζυµικά σύµπλοκα. Στο πρώτο βήµα η 

αµµωνία οξειδώνεται σε υδροξυλαµίνη (ΝΗ3+2e-+O2+2H+ → NH2OH+H2O) 

(Hollocher et. al., 1981) από το ένζυµο µονοοξυγενάση της αµµωνίας (ΑΜΟ, 

Ammonia Mono Oxygenase) (Hooper et al., 1997). Στο δεύτερο βήµα, η 

υδροξυλαµίνη οξειδώνεται από το ένζυµο οξειδοαναγωγάση της υδροξυλαµίνης 

(ΗΑΟ) (NH2OH+H2O → NO2
 + 4e- + 5H+) (Sayavedra-Soto et al., 1994). Το 

δεύτερο βήµα της οξείδωσης της αµµωνίας µεταφέρει τα ηλεκτρόνια που 

απαιτούνται για την παραγωγή ενέργειας στα κύτταρα (Kumar and Nicholas 

1982; Hollocher et al., 1982). Η χαµηλή παραγωγή ενέργειας από την οξείδωση 

της αµµωνίας σε νιτρώδη κάνει τους µικροοργανισµούς που οξειδώνουν την 

αµµωνία να αναπτύσσονται εξαιρετικά αργά. 

To ένζυµο AMO κωδικοποιείται από τα γονίδια amoA (McTavish et al., 

1993), amoB (Bergmann and Hooper1994), amoC (Klotz et al., (1997) που 

βρίσκονται σε ένα οπερόνιο µε τη δοµή amoCAB (Chain et al., 2003; Klotz et al., 

2006; Norton et al., 2002, 2008; Stein et al., 2007). Πολλαπλά αντίγραφα του 

οπερονίου amoCAB υπάρχουν στο γένωµα των ΑΟΒ που ανήκουν στα β-

Proteobacteria (Chain et al., 2003; Norton et al., 2008; Stein et al., 2007), ενώ 

ένα αντίγραφο στο γένωµα των ΑΟΒ που ανήκουν στα γ-Proteobacteria (Klotz 

et al., 2006). Για την µελέτη της ποικιλότητας των ΑΟΒ χρησιµοποιείται ένα 
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τµήµα του γονιδίου amoA (Rotthauwe et al., 1997), το οποίο κωδικοποιεί την 

υποµονάδα που περιέχει το ενεργό κέντρο του ενζύµου. Έχει βρεθεί ότι το µικρό 

αυτό τµήµα (περίπου 450bp) το οποίο είναι ιδιαίτερα συντηρηµένο παρέχει 

χαµηλότερης διακριτικότητας ανάλυση σε σχέση µε το 16S rRNA γονίδιο (Koops 

et al., 2003; Purkhold et al., 2003). Όµως, για τις περιβαλλοντικές µελέτες το 

πλεονέκτηµα της υψηλότερης εξειδίκευσης µε την χρήση του amoA 

υπερκαλύπτει αυτό το µειονέκτηµα.  

Το µεγαλύτερο µέρος της γνώσης που αποκτήθηκε για τους βιοχηµικούς 

µηχανισµούς της οξείδωσης της αµµωνίας από τα ΑΟΒ που ανήκουν στα β-

Proteobacteria καθώς επίσης και για τη γενετική αυτής της οµάδας 

µικροοργανισµών προέρχεται από µελέτες του Νitrosomonas europaea (Arp et 

al., 2002), το γένωµα του οποίου έχει πλήρως αλληλουχηθεί (Chain et al., 

2003). Μετά την δηµοσίευση της πρώτης amoA αλληλουχίας του Ν.europaea 

(McTavish et al., 1993) ο αριθµός των αλληλουχιών που είναι πλέον διαθέσιµες 

στις βάσεις δεδοµένων έχει αυξηθεί σηµαντικά. Επίσης, έχουν σχεδιαστεί 

αρκετά ζευγάρια εκκινητών για την ενίσχυση των amoA αλληλουχιών  (Hoshino 

et al., 2001; Nold et al., 2000; Norton et al., 2002; Okano et al., 2004; Purkhold 

et al., 2000;). 

1.7.2 ΑΟΒ στο περιβάλλον  

Η δοµή της κοινότητας των ΑΟΒ έχει µελετηθεί σε διάφορα περιβάλλοντα. 

Οι περισσότερες µελέτες έχουν γίνει σε εδάφη, όπου το pH βρέθηκε να έχει 

σηµαντική επίδραση στη δραστηριότητα των ΑΟΒ και στις βιογεωχηµικές 

διαδικασίες που πραγµατοποιούν. Έχει αποδειχθεί ότι η οξείδωση της αµµωνίας 

σπάνια συµβαίνει  σε τιµές pH κάτω από 7 (Burton and Prosser 2001; Gieseke 

et al., 2006). Ωστόσο, µια σειρά µελετών αποκάλυψε την ύπαρξη διαφορετικών 

οµάδων ΑΟΒ σε εδάφη µε pH µεταξύ 4,5 και 7,5 (Nicol et al., 2008). Για 

παράδειγµα, έχει παρατηρηθεί µια τάση κυριαρχίας των βακτηρίων του γένους 

Nitrosospira του cluster 3 σε γεωργικά εδάφη µε ουδέτερο pH και των 

βακτηρίων τους γένους  Νitrosospira  του cluster 2  σε όξινα εδάφη 

χρησιµοποιώντας το 16S rRNA γονίδιο (Kowalchuk et al., 1997; Stephen et al., 

1996) ή το γονίδιο amoA ως δείκτες (Nugroho et al., 2007).  
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Η µελέτη των ΑΟΒ στα θαλάσσια οικοσυστήµατα µε τη χρήση των 

γονίδιων 16S rRNA και amoA έδειξαν ότι οι µικροοργανισµοί αυτοί είναι 

διαδεδοµένοι σε παράκτιες περιοχές, ωκεανούς ακόµα και σε πολικά 

περιβάλλοντα (Hollibaugh et al., 2002; O’Mullan and Ward 2005; Phillips et al., 

1999; Freitag and Prosser 2004). Επίσης, τα ΑΟΒ έχουν µελετηθεί και σε άλλα 

ακραία περιβάλλοντα. Μοριακές µελέτες βασισµένες στα γονίδια 16S rRNA και 

amoA σε διαφορετικά περιβάλλοντα υψηλής αλατότητας αποκάλυψαν την 

κυριαρχία των ειδών N. europaea και Ν. eutropha στην λίµνη Mono (Carini and 

Joye 2008) και των Nitrosomonas halophila, Nitrosomonas marina, 

Nitrosomonas communis στον υγρότοπο Salar de Huasco (Dorador et al., 

2008). Επίσης, εκτός από την ύπαρξη ΑΟΒ σε περιβάλλοντα µε χαµηλές 

θερµοκρασίες (Hollibaugh et al., 2002), µελέτες για τη νιτροποίηση σε υψηλές 

θερµοκρασίες περιέγραψαν µια κοινότητα µε κυρίαρχες τις αλληλουχίες του 

γένους Nitrosospira  µέσω της τεχνικής του ανοσοφθορισµού (Lebedeva et al., 

2005). Η εύρεση amoA αλληλουχιών σε όξινες θερµές πηγές σε ορυχείο χρυσού 

αποκάλυψε τη µεγάλη προσαρµοστικότητα συγκεκριµένων ΑΟΒ σε ακραίες 

συνθήκες (Hirayama et al., 2005). 

1.7.3 Νιτρωδοποιητικά Αρχαία (ΑΟΑ, Ammonia-Oxidizing Archaea) 

Εκτός από τα ΑΟΒ, πρόσφατες µελέτες αποδεικνύουν ότι µέλη του φύλου 

Crenarchaeota παίζουν σηµαντικό ρόλο στην οξείδωση της αµµωνίας σε 

εδαφικά και υδάτινα οικοσυστήµατα. Οι πρώτες ενδείξεις της συµµετοχής των 

Crenarchaeota στη νιτροποίηση προέρχονται από δύο διαφορετικές 

µεταγενωµικές µελέτες σε έδαφος (Treusch et al., 2005)  και θαλασσινό νερό 

(Venter et., 2004). Οι µελέτες αυτές αποκάλυψαν την ύπαρξη πιθανών γονιδίων 

που εµπλέκονται στην οξείδωση της αµµωνίας σε γενωµικά τµήµατα 

προερχόµενα από Crenarchaeota που δεν έχουν καλλιεργηθεί. Η ύπαρξη 

αρχαίων που οξειδώνουν την αµµωνία επιβεβαιώθηκε µε την καλλιέργεια ενός 

αρχαίου του Candidatus Nitrosopumilus maritimus που αποµονώθηκε από 

ενυδρείο θαλασσινού νερού (Konneke et al., 2005). Πρόσφατα, αναφέρθηκε η 

καλλιέργεια άλλων δύο θερµόφιλων αρχαίων, του Candidatus Nitrosocaldus 

yellowstonii (de la Torre et al., 2008) και του Candidatus Nitrososphaera 

gargansis (Hatzenpichler et al., 2008) από θερµοπηγές.  
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Μέχρι τώρα, τα ΑΟΑ φαίνεται να µην σχηµατίζουν ένα µονοφυλετικό κλάδο 

αλλά να ανήκουν σε διαφορετικές γενεαλογικές γραµµές µέσα στο φύλο 

Crenarchaeota. Φυλογενετικές αναλύσεις έδειξαν ότι οι διαφορετικές 

γενεαλογικές γραµµές αντανακλούν συγκεκριµένο επίπεδο οικολογικής 

διαφοροποίησης βασισµένο στο περιβάλλον (Nicol and Schleper, 2006). Μία 

σύγκριση των µελετών της ποικιλότητας µε βάση τα γονίδια 16S rRNA και amoA 

των αρχαίων δείχνει µια ουσιαστική αντιστοιχία στην φυλογένεση των 

Crenearchaeota (Prosser and Nicol 2008). Ωστόσο, η ποικιλότητα µε βάση το 

16S rRNA είναι σηµαντικά µεγαλύτερη από την ποικιλότητα µε βάση το amoA  

(Nicol and Schleper 2006; Prosser and Nicol 2008). Όµως, αφού τα ΑΟΑ 

φαίνεται να µην αποτελούν ένα µονοφυλετικό κλάδο, η χρήση του γονιδίου  16S 

rRNA για την µελέτη τους δεν αποτελεί µια καλή προσέγγιση. Αρκετά ζευγάρια 

εκκινητών έχουν σχεδιαστεί για την ενίσχυση το γονιδίου amoA των αρχαίων 

(Francis et al., 2005; Könneke et al., 2005; Tourna et al., 2008; Treusch et al., 

2005), επιτρέποντας την ταυτοποίηση και την ποσοτικοποίησή τους (Beman et 

al., 2008; Mincer et al., 2007). 

1.7.4 ΑΟΑ στο περιβάλλον 

Μετά την αποµόνωση του Candidatus Nitrosopumilus maritimus και την 

επιβεβαίωση της ύπαρξης αρχαίων που οξειδώνουν την αµµωνία (Konneke et 

al., 2005) ακολούθησαν µελέτες οι οποίες αποκάλυψαν την ύπαρξη αρχαίων σε 

εδάφη (Leininger et al., 2006; Tourna et al., 2008) σε θαλάσσια οικοσυστήµατα 

(Karner et al., 2001; Ingalls et al., 2006) σε εκβολές ποταµών (Caffrey et al., 

2007; Santoro et al., 2008) και σε πιο ακραία περιβάλλοντα (Hatzenpichler et 

al., 2008). Η ποσοτικοποίηση των αντιγράφων του γονιδίου amoA των 

βακτηρίων και των αρχαίων δείχνει ότι τα δεύτερα υπερτερούν αριθµητικά των 

πρώτων στα περισσότερα εδάφη και υδάτινα περιβάλλοντα (Leininger et al. 

2006; Wuchter et al. 2006 Beman et al. 2008) αλλά και σε κάποια ακραία 

περιβάλλοντα (Reigstad et al. 2008). 

Ο Leininger και συνεργάτες (2006) µελέτησαν την αφθονία του γονιδίου 

amoA σε δώδεκα παρθένα και γεωργικά εδάφη από τρεις κλιµατικές ζώνες και 

βρήκαν ότι τα ΑΟΑ υπερτερούσαν αριθµητικά των ΑΟΒ. Μεγαλύτερη αφθονία 

των ΑΟΑ παρατηρήθηκε και σε δυο εδάφη από την Κίνα µε διαφορετικές 
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µεταχειρίσεις λίπανσης και µε τιµές pΗ που κυµαίνονται από 3,7 σε 6  (He et al., 

2007)  και 8,3 σε 8,7 (Shen et al., 2008). Οι ιδιότητες του εδάφους και οι 

περιβαλλοντικές συνθήκες, συµπεριλαµβανοµένων του pH του εδάφους, του 

µεγέθους των εδαφικών σωµατιδίων, της περιεκτικότητας σε οργανικό άνθρακα, 

της διαθεσιµότητας θρεπτικών, της υγρασίας και της συγκέντρωσης οξυγόνου 

επηρεάζουν σηµαντικά την αφθονία και την ποικιλοµορφία των ΑΟΑ (Nicol et 

al., 2003; He et al., 2007). Οι Tourna και συνεργάτες (2008) µελέτησαν την 

επίδραση της θερµοκρασίας στις κοινότητες των ΑΟΒ και ΑΟΑ του εδάφους και 

παρατήρησαν ότι η θερµοκρασία δεν παρουσίαζε σηµαντική επίδραση στην 

κοινότητα των ΑΟΒ, αντίθετα υπήρξαν σηµαντικές αλλαγές στη δοµή της 

κοινότητας των ΑΟΑ ιδιαίτερα στη θερµοκρασία των 30°C. Το µέγεθος του 

πληθυσµού των ΑΟΒ και ΑΟΑ  µεταβάλλεται σηµαντικά ύστερα από την 

εφαρµογή λιπασµάτων (He et al., 2007). Στη µεταχείριση µε λίπανση αζώτου, 

καλίου, φωσφόρου συν της οργανικής λίπανσης ανιχνεύτηκε σηµαντικά 

υψηλότερος αριθµός αντιγράφων του γονιδίου amoA των ΑΟΒ και ΑΟΑ µε την 

διαφορά ότι σε όλες τις περιπτώσεις ο αριθµός αντιγράφων ήταν υψηλότερος 

για τα ΑΟΑ σε σύγκριση µε τα ΑΟΒ. Ωστόσο, ερωτήσεις όπως το πώς οι 

αλλαγές στη δοµή και στην αφθονία των µικροβιακών κοινοτήτων συνδέονται µε 

την µικροβιακές δραστηριότητες και τους ρυθµούς οξείδωσης της αµµωνίας στο 

έδαφος πρέπει να απαντηθούν.  

Εκτός από το έδαφος έχει βρεθεί ότι ο αριθµός του  amoA γονιδίου των 

AOA είναι µέχρι και τρεις τάξεις µεγέθους υψηλότερος από τον αντίστοιχο των 

AOB στα θαλάσσια οικοσυστήµατα (Ingalls et al., 2006; Wuchter et al., 2006). 

Επίσης, ΑΟΑ έχουν ανιχνευθεί και σε εκβολές ποταµών  (Caffrey et al.,  2007).  

Tέλος, ΑΟΑ έχουν ανιχνευθεί και σε ακραία περιβάλλοντα µε υψηλές 

θερµοκρασίες όπως είναι θερµοπηγές (Reigstad et al., 2008) αλλά και σε 

περιβάλλοντα όπου επικρατούν ακραίες χαµηλές θερµοκρασίες όπως είναι 

ορεινές λίµνες (Dorador 2007; Jiang et al., 2009)  και νερά ωκεανών σε µεγάλα 

βάθη (Tamegai et al., 2007). 

1.7.5 Βακτήρια του φύλου Planctomycetes 

Η µελέτη και ταξινόµηση των αναερόβιων βακτηρίων που οξειδώνουν την 

αµµωνία έχει βασιστεί στο φυλογενετικό δείκτη 16S rRNA. Όπως και στα ΑΟΒ, η 
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ανάλυση των αλληλουχιών του 16S rRNA γονιδίου των αναερόβιων βακτηρίων 

δείχνει ότι δηµιουργούν ένα µονοφυλετικό κλάδο µέσα στο φύλο 

Planctomycetes. Αναερόβια οξείδωση της αµµωνίας έχει παρατηρηθεί σε 

υδάτινα οικοσυστήµατα (Penton et al., 2006) και σε εδάφη (Wickramasinghe et 

al., 2009).  Αν και πολλοί ερευνητές έχουν ασχοληθεί µε την αναερόβια 

οξείδωση στα υδάτινα περιβάλλοντα , µέχρι τώρα δεν έχει µελετηθεί αρκετά σε 

εδάφη και σε ακραία περιβάλλοντα. 

1.8. Στόχοι της παρούσας εργασίας 

α) Η µελέτη των πιθανών αλλαγών στη δοµή των κοινοτήτων των ΑΟΒ και ΑΟΑ 

ύστερα από την εφαρµογή συνθετικών και βιολογικών γεωργικών φαρµάκων σε 

εδάφη µε τη χρήση της τεχνικής T-RFLP 

β) Η αξιολόγηση των επιδράσεων συνθετικών και βιολογικών γεωργικών 

φαρµάκων στον πληθυσµό των ΑΟΒ και ΑΟΑ µε ποσοτικοποίηση των 

αντιγράφων του γονιδίου amoA των ΑΟΒ και των ΑΟΑ µε τη χρήση PCR 

πραγµατικού χρόνου. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1. Πειραµατικός σχεδιασµός 

Στην εργασία αυτή χρησιµοποιήθηκαν δύο συνθετικά γεωργικά φάρµακα, 

τα Vydate® (Οxamyl) και MCW-2 και δύο βιολογικής προέλευσης γεωργικά 

φάρµακα, τα QL Agri® (εκχύλισµα από το δένδρο Quillajia saponaria) και 

BIOACT® (στέλεχος 251 του µύκητα Paecilomyces lilacinus). Tα παραπάνω 

γεωργικά φάρµακα εφαρµόστηκαν στα εδάφη σύµφωνα µε τη συνιστώµενη 

δόση για την καταπολέµηση των νηµατωδών στο έδαφος. Συγκεκριµένα: 

� Προστέθηκαν 0,003 g από το σκεύασµα Vydate® (10% oxamyl SL) σε 2,3 
kg εδάφους. 

� Προστέθηκαν 0,005 g από το σκεύασµα MCW-2 (48% MCW) σε 2,3 kg 
εδάφους. 

� Προστέθηκαν 0,012 g από το σκεύασµα QL Agri® (35% Quillajia saponaria 
extract, SL) σε 2,3 kg εδάφους. 

� Προστέθηκαν 0,09 g από το σκεύασµα BioACT® (6% P. lilacinus spores 
WG) σε 2,3 kg εδάφους. 

Τα εδάφη αναµίχθηκαν προσεκτικά αφού πρώτα η υγρασία τους 

προσαρµόστηκε στο 45% της υδατοχωρητικότητας µε προσθήκη κατάλληλης 

ποσότητας νερού. Τα εδάφη διαχωρίστηκαν στη συνέχεια σε δείγµατα των 50 g 

που τοποθετήθηκαν σε σακουλάκια και µεταφέρθηκαν σε θάλαµο επώασης 

όπου και διατηρήθηκαν στο σκοτάδι στους 25±2ºC. Πριν την εφαρµογή (0 

ηµέρες) και  5, 20, 45 και 90 ηµέρες µετά την εφαρµογή τρία δείγµατα από κάθε 

µεταχείριση συλλέχθηκαν και τοποθετήθηκαν στους -20 ºC µέχρι να 

χρησιµοποιηθούν για εξαγωγή DNA.  

Τα χαρακτηριστικά του εδάφους  που χρησιµοποιήθηκε στο πείραµα 

φαίνονται στον Πίνακα 1.  

Πίνακας 1. Αποτελέσµατα ανάλυσης του εδάφους πριν την εφαρµογή γεωργικών φαρµάκων  
Ιδιότητες Τιµές 

pH    5.50 

Οργανικός άνθρακας  (%)                      1.23 

Άµµος (%)                                                                                                                  71.0 

Ιλύς (%)                                                                                                                          19.0 

Άργιλος (%)                                                                                                                          10.0 

Μηχανική σύσταση  Αµµοπηλώδες 
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2.2. Συνοπτική παρουσίαση της µεθόδου Τ-RFLP για τη µελέτη 
µικροβιακών κοινοτήτων  

Η ανάλυση πολυµορφισµών µήκους ακραίων τµηµάτων περιορισµού (T-

RFLP, Terminal Restriction Fragment Length Polymorphisms) είναι µία µέθοδος 

µε την οποία µπορεί να παραληφθεί το γενετικό αποτύπωµα µιας µικροβιακής 

κοινότητας αναλύοντας τους πολυµορφισµούς ενός συγκεκριµένου γονιδίου. Η 

Εικόνα 4 δείχνει τη διαδικασία της µεθόδου T-RFLP. 

 
Εικόνα 4. ∆ιαδικασία της µεθόδου T-RFLP 
(1) Το DNA εκχυλίζεται από το περιβαλλοντικό δείγµα. (2) Το γονίδιο που µας ενδιαφέρει 
ενισχύεται µε PCR και µε εκκινητή σηµασµένο στο 5' άκρο του µε φθορίζουσα χρωστική. (3) 
Tα προϊόντα της ενίσχυσης είναι ίδιου ή παρόµοιου µεγέθους µε το ένα άκρο τους σηµασµένο 
µε τη φθορίζουσα χρωστική. Μετά τον καθαρισµό, ακολουθεί η πέψη των προϊόντων PCR µε 
ένζυµο περιορισµού, η οποία παράγει τµήµατα διαφορετικών µεγεθών (A-F). (4) Τα τµήµατα 
αυτά διαχωρίζονται σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης ή µε τριχοειδή ηλεκτροφόρηση. (5) Με τη 
βοήθεια laser ανιχνεύονται τα σηµασµένα τµήµατα και παράγεται ένα προφίλ µε βάση το 
µέγεθος των τµηµάτων.  

2.3. Εκχύλιση DNA από δείγµατα εδάφους 

2.3.1 Θεωρητικό µέρος 
Το πρώτο βήµα για τον χαρακτηρισµό της µικροβιακής κοινότητας του 

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

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

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

(Torsvik, 1980). Η πρώτη µέθοδος βασίζεται στην άµεση λύση των κυττάρων 
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στο έδαφος η οποία µπορεί να γίνει µε µηχανικό ή χηµικό ή ενζυµικό τρόπο ή 

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

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

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

περαιτέρω ανάλυση του εκχυλισµένου DNA µε µοριακές τεχνικές όπως είναι η 

PCR είναι απαραίτητο το DNA να είναι ελεύθερο προσµίξεων όπως 

πολυφαινολικά, χουµικά οξέα ή πολυσακχαρίδια και πρωτεΐνες. Η παρουσία 

τέτοιων ουσιών στο εκχυλισµένο DNA του εδάφους µπορούν να προκαλέσουν 

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

µεθόδους ένας µεγάλος αριθµός πρωτοκόλλων έχει δηµοσιευτεί µε διάφορες 

τροποποιήσεις που αποσκοπούν στη βελτίωση της ποιότητας και της 

ποσότητας του DNA που εκχυλίζεται. Επίσης, διάφορα εµπορικά kit είναι 

διαθέσιµα για την εκχύλιση DNA από το έδαφος.  

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

άµεσης λύσης εξάγεται µεγαλύτερη ποσότητα DNA ενώ µε τη µέθοδο 

αποµόνωσης κυττάρων παραλαµβάνεται DNA µεγαλύτερου µοριακού βάρους 

και υψηλότερης καθαρότητας. Επίσης, το DNA που εξάγεται από αποµονωµένα 

κύτταρα προέρχεται κυρίως από βακτήρια ενώ µε την µέθοδο άµεσης λύσης 

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

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

2.3.2 Πειραµατικό µέρος 
Εκχύλιση DNA πραγµατοποιήθηκε από τρία δείγµατα για κάθε µεταχείριση. 

Το DNA εκχυλίστηκε από 0,5 g εδάφους από κάθε δείγµα µε τη χρήση του 

Power Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.) και σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Το kit χρησιµοποιεί τη µέθοδο της άµεσης 

λύσης και η λύση των κυττάρων γίνεται µε συνδυασµό µηχανικών και χηµικών 

µεθόδων. Για να διαπιστωθεί η ποιότητα και η ποσότητα των προϊόντων που 

πήραµε από την εκχύλιση έγινε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0.7%.  

2.4. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 

2.4.1 Θεωρητικό µέρος 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης είναι µία µέθοδος που 

χρησιµοποιείται για το διαχωρισµό, την αναγνώριση και τον καθαρισµό 
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τµηµάτων DNA. Είναι µια διαδικασία κατά την οποία το αρνητικά φορτισµένο 

µόριο του DNA κινείται µέσα σε ένα πορώδες πήκτωµα αγαρόζης υπό την 

επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Μόρια νουκλεικών οξέων τα οποία διαφέρουν ως 

προς το ηλεκτρικό φορτίο τους, το µέγεθος και το σχήµα κινούνται µε 

διαφορετικές ταχύτητες µέσα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο και έτσι είναι δυνατόν να 

διαχωριστούν σε κατάλληλες συνθήκες, διατηρώντας µάλιστα τις βιολογικές τους 

ιδιότητες. 

Η χρώση των τµηµάτων DNA επιτυγχάνεται µε χρωστικές που 

προσδένονται στο DNA, όπως το βρωµιούχο αιθίδιο. Το βρωµιούχο αιθίδιο 

παρεµβάλλεται ανάµεσα στα νουκλεοτίδια και φθορίζει όταν διεγείρεται µε 

υπεριώδη ακτινοβολία (UV). Εκθέτοντας το πήκτωµα σε υπεριώδη ακτινοβολία, 

τα τµήµατα του DNA εµφανίζονται σαν µια σειρά από φωτεινές ζώνες, καθεµία 

από τις οποίες αντιστοιχεί σε ένα τµήµα συγκεκριµένου µεγέθους. Τα µεγέθη 

µπορούν να προσδιοριστούν µετά από σύγκριση µε µόρια DNA γνωστού 

µεγέθους. 

Στην εργασία αυτή πραγµατοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση στα δείγµατα DNA 

που εκχυλίστηκαν από το έδαφος για τον έλεγχο της απόδοσης της εκχύλισης 

και στα προϊόντα των αντιδράσεων PCR για τον έλεγχο της παρουσίας του 

επιθυµητού προϊόντος. 

2.4.2 Υλικά  
• Ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ 50x (Τris-acetate-EDTA): 242 g Tris Base, 57.1 

ml οξικό οξύ και 100 ml  EDTA (0.5M, pH 8) προστίθενται σε 1 L dH2O  

• Ρυθµιστικό διάλυµα φόρτωσης 6x (Loading buffer): 5 ml γλυκερόλη, 1 ml 

Bromophenol blue, 0.5 ml 20x TAE και 3.5 ml ddH2O  

• Αγαρόζη 

• Βρωµιούχο αιθίδιο (10 mg/ml) 

2.4.3 Πειραµατικό µέρος 

Η ηλεκτροφόρηση του εκχυλισµένου DNA έγινε σε πηκτή αγαρόζης 0,8% 

και των προϊόντων PCR σε πηκτές αγαρόζης 1 και 1,3%. Η πηκτή κάθε φορά 

παρασκευάστηκε διαλύοντας µε βρασµό κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης σε 1x 

ΤΑΕ. Στο διάλυµα προστέθηκε βρωµιούχο αιθίδιο µε τελική συγκέντρωση 0,5 

µg/ml. Μετά τη στερεοποίηση του διαλύµατος, η πηκτή εµβαπτίστηκε σε διάλυµα 
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1x ΤΑΕ και φορτώθηκαν 5 µl δείγµατος αναµεµειγµένα µε 1 µl διάλυµα 

φόρτωσης. Το διάλυµα φόρτωσης επιτρέπει την εύκολη τοποθέτηση των 

δειγµάτων και την παρακολούθηση της µετακίνησης τους στη πηκτή. Μετά την 

τοποθέτηση όλων των δειγµάτων και µε τη βοήθεια τροφοδοτικού 

πραγµατοποιήθηκε η ηλεκτροφόρηση στα 90V. Η παρατήρηση του DNA έγινε 

µε έκθεση της πηκτής σε υπεριώδη ακτινοβολία. 

2.5. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

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

πολλαπλασιασµό in vitro επιλεγµένων αλληλουχιών DNA από ελάχιστες αρχικές 

ποσότητες δείγµατος. 

Η αρχή λειτουργίας της µεθόδου στηρίζεται στη χρήση: 

1. Ειδικής DNA πολυµεράσης η οποία είναι θερµοσταθερή και διατηρεί τη 

δραστικότητά της σε θερµοκρασίες έως και 95 οC. 

2. Ενός ζεύγους συνθετικών ολιγονουκλεοτιδίων (συνήθως 15 - 30 

βάσεων), τα οποία ονοµάζονται εκκινητές (primers). 

3. Κατάλληλου διαλύµατος ελεύθερων 5΄ τριφωσφορικών 

δεοξυριβονουκλεοτιδίων (dNTPs). 

4. Κατάλληλης συγκέντρωσης διαλύµατος MgCl2. 

5. Ειδικού ρυθµιστικού διαλύµατος για την πολυµεράση. 

6. Μικρής ποσότητας DNA που παίζει το ρόλο του µορίου-µήτρας. 

Η τεχνική της PCR πραγµατοποιείται σε κύκλους. Κάθε κύκλος 

πραγµατοποιείται σε τρία στάδια και αποφέρει εκθετικό πολλαπλασιασµό του 

DNA στόχου. Στο πρώτο στάδιο της PCR, το δίκλωνο DNA αποδιατάσσεται µε 

θέρµανση στους 92-95 οC. Στο δεύτερο στάδιο, οι εκκινητές που βρίσκονται σε 

µεγάλη περίσσεια υβριδίζονται µε τις συµπληρωµατικές προς αυτούς 

αλληλουχίες στους δύο κλώνους του DNA στους 50-65 οC. Κατά το τρίτο στάδιο, 

το οποίο πραγµατοποιείται στους 70-78 οC, συντίθεται DNA αρχίζοντας από 

τους δύο εκκινητές. Ο άριστος αριθµός κύκλων εξαρτάται από την συγκέντρωση 

του DNA-στόχου και την απόδοση της PCR σε κάθε κύκλο. Μετά από µερικούς 

κύκλους το επικρατές προϊόν είναι δίκλωνο DNA, τα 5’ άκρα του οποίου 

καθορίζονται από τους εκκινητές. 
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Για την µέθοδο T-RFLP, η PCR πραγµατοποιείται µε έναν ή και τους δύο 

εκκινητές σηµασµένους στο 5΄ άκρο τους µε φθορίζουσα χρωστική. Στην 

περίπτωση που και οι δύο εκκινητές είναι σηµασµένοι, χρησιµοποιούνται 

διαφορετικές χρωστικές. ∆ιάφορες φθορίζουσες χρωστικές χρησιµοποιούνται 

για την σήµανση των εκκινητών όπως ειναι οι: 6-FAM, ROX, TAMARA και HEX, 

µε την 6-FAM να χρησιµοποιείται πιο πολύ. Στην παρούσα εργασία οι 

αντιδράσεις PCR πραγµατοποιήθηκαν µε έναν από τους δύο εκκινητές να φέρει 

τη φθορίζουσα χρωστική 6-FAM στο 5΄άκρο του. 

2.5.2 Υλικά 
• DyNAzyme EXT DNA Polymerase, 1U/µl (Finnzymes) 

• 10x Mg2+-free DyNAzyme EXT Buffer ( Finnzymes) 

• MgCl2 50 mM (Finnzymes) 

• Νουκλεοτίδια, dNTPs (HT BIOTECHNOLOGY LTD) 

• Bovine Serum Albumin (ΒSA), 10mg/ml (New England Biolabs) 

• Εκκινητές  

Πίνακας 2. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΒ 

Εκκινητής Αλληλουχία  Αναφορά 

amoA-1F 5'-FAM-GGGGTTTCTACTGGTGGT-3' 

Rotthauwe et al., 1997 
amoA-2R 

5'-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3' 

K = G or T, S = G or C 

 
Πίνακας 3. Εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΑ 

Εκκινητής Αλληλουχία  Αναφορά 

Arch-amoAF 5'-FAM-STAATGGTCTGGCTTAGACG-3 

Francis et al., 2005 

Arch-amoAR 5'-GCGGCCATCCATCTGTATGT-3' 

 
2.5.3 Πειραµατικό µέρος 

Ενίσχυση του γονιδίου amoA  των ΑΟΒ 

Για την ενίσχυση του amoA γονιδίου των ΑΟΒ χρησιµοποιήθηκαν οι 

εκκινητές amoA-1F και amoA-2R (Rotthauwe, 1997) µε τον amoA-1F 

σηµασµένο στο 5' άκρο του µε τη χρωστική 6-FAM. Ο εκκινητής amoA-1F 
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στοχεύει την αλληλουχία που αντιστοιχεί στις θέσεις 332 µε 349 και ο amoA-2R 

στοχεύει στις θέσεις 802 µε 822 του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης που έχει 

δηµοσιευτεί για την αλληλουχία του γονιδίου amoA του Nitrosomonas europaea 

(McTavish et al., 1993). Το προϊόν της ενίσχυσης αυτής είχε µέγεθος 491bp. Για 

κάθε µεταχείριση υπήρχαν 3 επαναλήψεις και για κάθε επανάληψη 

πραγµατοποιήθηκαν δύο αντιδράσεις PCR έτσι ώστε να παραληφθεί αρκετό 

προϊόν για τις πέψεις µε τα ένζυµα περιορισµού. Τα προϊόντα των αντιδράσεων 

PCR ελέγχθηκαν ηλεκτροφορητικά σε πηκτή αγαρόζης. Τα υλικά και οι 

συνθήκες πραγµατοποίησης της αντίδρασης φαίνονται στους Πίνακες 4 και 5 

αντίστοιχα. 

Πίνακας 4. PCR αντίδραση για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΒ 

Αντιδραστήρια  Όγκος  Τελική συγκέντρωση  

Buffer (10x Mg2+-free) 5 µl 1x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 µl 1,5 mM 

dNTPs (10mM) 1 µl 200µΜ από το καθένα 

Forward primer amoA-1F (20pmol/µl)  1 µl 0.2µM 

Reverse primer amoA-2R (20pmol/µl)  1 µl 0.2µM 

BSA (10µg/µl) 2 µl 400ng/µl 

Polymerase (1U/µl)  1 µl 1U/50µl 

DNA 1 µl  

ddH2O 36,5 µl  

Συνολικός όγκος 50 µl  

 

Πίνακας 5. Συνθήκες πραγµατοποίησης της PCR αντίδρασης για την ενίσχυση του γονιδίου 
amoA των ΑΟΒ 

Αρχική αποδιάταξη 94oC 5min  

Αποδιάταξη 

Υβριδοποίηση 

Επιµήκυνση 

94oC 

56oC 

72oC 

1min 

1min 

1,5min 

 

35 κύκλους 

Τελική επιµήκυνση  72oC 10min  
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Ενίσχυση του γονιδίου amoA  των ΑΟΑ  

Για την ενίσχυση τµήµατος (περίπου 635bp) του γονιδίου amoA των aoa 

χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές Arch-amoAF και Arch-amoAR (Francis et al., 

2005) µε τον εκκινητή Arch-amoAF σηµασµένο στο 5' άκρο του µε τη 

φθορίζουσα χρωστική 6-FAM. Για κάθε µεταχείριση υπήρχαν 3 επαναλήψεις και 

για κάθε επανάληψη πραγµατοποιήθηκαν 2 αντιδράσεις PCR έτσι ώστε να 

υπάρχει αρκετό προϊόν για τις πέψεις µε τα ένζυµα περιορισµού. Τα προϊόντα 

των αντιδράσεων PCR ελέγχθηκαν ηλεκτροφορητικά σε πηκτή αγαρόζης. Τα 

υλικά και οι συνθήκες πραγµατοποίησης της αντίδρασης φαίνονται στους 

πίνακες 6 και 7. 

Πίνακας 6. PCR αντίδραση για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΑ 

Αντιδραστήρια  Όγκος  Τελική συγκέντρωση  

Buffer (10x Mg2+-free) 5 µl 1x 

MgCl2 (50 mM) 1,5 µl 1,5 mM 

dNTPs (10mM) 1 µl 200µΜ από το καθένα 

Forward primer Arch-amoAF (20pmol/µl)  1 µl 0.2µM 

Reverse primer ArchamoAR (20pmol/µl)  1 µl 0.2µM 

BSA (10µg/µl) 2 µl 400ng/µl 

Polymerase (1U/µl)  1 µl 1U/50µl 

DNA 1 µl  

ddH2O 36,5 µl  

Συνολικός όγκος 50 µl  

 

Πίνακας 7. Συνθήκες πραγµατοποίησης της PCR αντίδρασης για την ενίσχυση του γονιδίου 
amoA των ΑΟΑ 

Αρχική αποδιάταξη 94oC 5min  

Αποδιάταξη 

Υβριδοποίηση 

Επιµήκυνση 

94oC 

53oC 

72oC 

45sec 

1min 

1min 

 

35 κύκλους 

Τελική επιµήκυνση  72oC 15min  

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
02/06/2024 05:07:03 EEST - 3.22.51.197



35 

 

2.6. Kαθαρισµός και ποσοτικοποίηση προϊόντων PCR  
Ο καθαρισµός των προϊόντων PCR έγινε µε το κιτ NucleoSpin Extract II 

της Macherey-Nagel. Με τη µέθοδο αυτή το DNA προσδένεται σε µια µεµβράνη 

πυριτίου παρουσία χαοτροπικών αλάτων. Ακολουθεί ένα βήµα ξεπλύµατος της 

µεµβράνης για να αποµακρυνθούν τα υπόλοιπα συστατικά του δείγµατος. 

Τέλος, γίνεται έκλουση του καθαρού DNA µε 30 µl αποστειρωµένο νερό. 

Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης του καθαρού DNA έγινε µε µέτρηση 

της απορρόφησης στα 260 nM. Τιµή απορρόφησης 1.000 στα 260 nm 

αντιστοιχεί σε 50 µg δίκλωνου DNA /ml. Πραγµατοποιήθηκε αραίωση στα προς 

ανάλυση δείγµατα (2 µl DNA +48 µl ddH2O) και προσδιορίστηκε η συγκέντρωση 

σύµφωνα µε τον τύπο: DNA(µg/ml) = (OD260) * (συντελεστής αραίωσης) * (50 µg 

DNA/ml). 

2.7. Πέψεις µε ένζυµα περιορισµού 

2.7.1 Θεωρητικό µέρος 

Πολλά βακτήρια παράγουν ένζυµα που ονοµάζονται ενδονουκλεάσες 

περιορισµού. Τα ένζυµα αυτά προστατεύουν τα βακτήρια αποδοµώντας ξένο 

προς αυτά DNA (π.χ. DNA των φάγων). Κάθε ένζυµο περιορισµού αναγνωρίζει 

µια συγκεκριµένη αλληλουχία µήκους τεσσάρων έως οκτώ νουκλεοτιδίων. Αυτές 

οι αλληλουχίες, όπου υπάρχουν στο γενετικό υλικό του ίδιου του βακτηρίου, 

προστατεύονται κυρίως χάρη στη µεθυλίωση µιας τριφωσφορικής αδενοσίνης ή 

τριφωσφορικής κυτοσίνης. Οι αλληλουχίες που αναγνωρίζονται από τα ένζυµα 

περιορισµού και βρίσκονται σε ξένο ως προς το βακτήριο DNA, δεν είναι 

µεθυλιωµένες και συνεπώς, αποκόπτονται από τις ενδονουκλεάσες 

περιορισµού. Πολλές τέτοιες ενδονουκλεάσες έχουν αποµονωθεί από 

διαφορετικά είδη βακτηρίων, αναγνωρίζουν διαφορετικές νουκλεοτιδικές 

αλληλουχίες και είναι διαθέσιµες εµπορικά. 

Τα ένζυµα περιορισµού ταξινοµούνται βιοχηµικά σε τρεις κατηγορίες: 

Τύπου I, Τύπου II και Τύπου ΙΙΙ. Στις κατηγορίες τύπου Ι και ΙΙΙ η 

δραστηριότητα περιορισµού και µεθυλίωσης διεκπεραιώνεται από ένα µεγάλο 

ενζυµικό σύµπλοκο. Παρ' όλο που αυτά τα ένζυµα αναγνωρίζουν συγκεκριµένες 

αλληλουχίες DNA, τα ακριβή σηµεία που τέµνουν το DNA βρίσκονται σε 

ποικίλες αποστάσεις από αυτά τα σηµεία αναγνώρισης και µπορεί να είναι 
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ακόµα και εκατοντάδες νουκλεοτίδια µακριά. Τα τύπου ΙΙ ένζυµα περιορισµού 

είναι ανεξάρτητα από δραστηριότητες µεθυλίωσης και διεκπεραιώνουν τις τοµές 

τους σε πολύ συγκεκριµένα σηµεία που βρίσκονται εντός, ή κοντά στην 

αλληλουχία αναγνώρισης. Επίσης, χρειάζεται ένα µόνο ένζυµο τύπου ΙΙ για την 

τοµή και των δύο κλώνων του DNA (όπως και τα τύπου ΙΙΙ ένζυµα), σε αντίθεση 

µε τα τύπου Ι ένζυµα, όπου χρειάζονται 2 µόρια για την τοµή και των δύο 

κλώνων του DNA. H συντριπτική πλειοψηφία των γνωστών ενζύµων 

περιορισµού είναι τύπου ΙΙ. 

Στην ανάλυση Τ-RFLP χρησιµοποιούνται ένζυµα περιορισµού για την 

πέψη των προϊόντων της PCR. Η αλληλουχία DNA που ενισχύθηκε από 

διαφορετικούς οργανισµούς και περιέχει διαφορετικά σηµεία περιορισµού 

(restriction sites) θα δώσει ακραία τµήµατα περιορισµού (terminal restriction 

fragments) διαφορετικών µεγεθών. Αυτά τα τµήµατα θα διαχωριστούν µε βάση 

το µέγεθός τους σε αυτόµατο DNA αλληλουχητή και θα δώσουν ένα αποτύπωµα 

που είναι χαρακτηριστικό της κοινότητας του δείγµατος που αναλύθηκε. 

2.7.2 Πειραµατικό µέρος 

Για την ανάλυση της κοινότητας των ΑΟΒ χρησιµοποιήθηκαν τα ένζυµα 

ΤaqI, MspI και HhaI (Πίνακες 8 και 10). Για την ανάλυση των AOA 

χρησιµοποιήθηκαν τα ένζυµα RsaI, MspI και HhaI (Πίνακες 9 και 10). Η επιλογή 

των συγκεκριµένων ενζύµων έγινε µε βάση προηγούµενες βιβλιογραφικές 

αναφορές αλλά και προκαταρκτικές in silico πέψεις επιλεγµένων αλληλουχίων 

του amoA γονιδίου που είναι κατατεθειµένες στην βάση δεδοµένων EMBL.  

Πίνακας 8. Πέψεις για την ανάλυση των ΑΟΒ 

Ένζυµο (New England BioLabs) 1µl TaqI (20 U/µL)  1µl MspI (20 U/µL)  0,5 µl HhaI (20 U/µL)  

BSA 10mg/ml (New England BioLabs) 0,2 µl 0,2 µl 0,2 µl 

10x Buffer (New England BioLabs) 2 µl 2 µl 2 µl 

∆είγµα  ~300 ng ~300 ng ~300 ng 

ddH2O µέχρι 20 µl  µέχρι 20 µl  µέχρι 20 µl  
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Πίνακας 9. Πέψεις για την ανάλυση των ΑΟΑ 

Ένζυµο (New England BioLabs) 0,8 µl RsaI (10 
U/µL)  

1µl MspI (20 U/µL)  0,5 µl HhaI (20 U/µL)  

BSA 10mg/ml (New England BioLabs) 0,2 µl 0,2 µl 0,2 µl 

10x Buffer (New England BioLabs) 2 µl 2 µl 2 µl 

∆είγµα  ~300 ng ~300 ng ~300 ng 

ddH2O µέχρι 20 µl  µέχρι 20 µl  µέχρι 20 µl  

Πίνακας 10. Ένζυµα περιορισµού 

Ένζυµο περιορισµού Θέση αναγνώρισης-κοπής  Συνθήκες πέψης Απενεργοποίηση 
ενζύµου 

HhaI 5'...GCG▾C...3' 

3'...C▴GCG...5' 

37oC για 3 ώρες  65oC για 20 λεπτά 

MspI 5'...C▾CGG...3' 

3'...GGC▾C...5' 

37oC για 3 ώρες  80oC για 20 λεπτά 

RsaI 5'...GT▾AC...3' 

3'...CA▾TG...5' 

37oC για 3 ώρες 65oC για 20 λεπτά 

ΤaqαI 5'...T▾CGA...3' 

3'...AGC▾T...5' 

65oC για 3 ώρες 80oC για 20 λεπτά 

2.8. Ανάλυση του µεγέθους των ακραίων τµηµάτων περιορισµού σε DNA 
αλληλουχητή  

Το µέγεθος των ακραίων τµηµάτων (TRFs, Terminal Restriction Fragment) 

προσδιορίστηκε µε τριχοειδή ηλεκτροφόρηση σε αυτόµατο αλληλουχητή 

(Αpplied Biosystem) στο Ερευνητικό Ινστιτούτο The Macaulay Land Use 

Research Institute στο Aberdeen υπό την επίβλεψη του  Dr. Brajesh Singh. 

Μετά την πέψη, ακολούθησε ανάµειξη 1 µL DNA µε 0,3 µl εσωτερικού 

µάρτυρα (Liz-labbeled GeneScan-500 internal size standard) για να µπορέσει 

να γίνει ο υπολογισµός του µήκους των θραυσµάτων και µε 12 µl φορµαµίδης 

(Hi-Di, Highly deionized). Μετά την ανάµιξη αυτή, τα δείγµατα αποδιατάχθηκαν 

στους 95οC για 5 λεπτά και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν στον πάγο για 5 λεπτά. 

Η ανάλυση έγινε σε αυτόµατο αλληλουχητή (Αpplied Biosystems Instruments) 

και τα T-RFLP προφίλ αποκτήθηκαν µε το λογισµικό GeneMapper. Η ανάλυση 

Τ-RFLP παρέχει ηµιποσοτικά (σχετική αφθονία) δεδοµένα καθώς και δεδοµένα 

δυαδικής µορφής (παρουσία/απουσία τµηµάτων).  
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Ο πίνακας που αποκτάται από το GeneMapper περιλαµβάνει πληροφορίες 

για τον αριθµό των ακραίων τµηµάτων περιορισµού, το µέγεθος των τµηµάτων 

αυτών (bp) και το ύψος τους (σε µονάδες φθορισµού). Η σχετική αφθονία ενός 

συγκεκριµένου τµήµατος σε ένα προφίλ υπολογίζεται ως ο λόγος του ύψους της 

κορυφής του τµήµατος προς το συνολικό ύψος όλων των τµηµάτων που 

βρίσκονται στο προφίλ. Κάθε TRF που αντιπροσωπεύει λιγότερο από 5% του 

συνολικού φθορισµού και βρίσκεται σε λιγότερο από 5 δείγµατα αποκλείστηκε 

από περεταίρω ανάλυση. Η προσέγγιση αυτή ελαχιστοποιεί την επίδραση των 

διαφορών στα TRFLP προφίλ που προέρχονται από την διαφορετική ποσότητα 

του DNA  που αναλύεται.  

2.9. Στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων της ανάλυσης Τ-RFLP 

Στο πείραµα αξιολογήθηκε η επίδραση δύο παραγόντων στη δοµή της 

κοινότητας των ΑΟΒ και των ΑΟΑ, ο χρόνος δειγµατοληψίας (4 επίπεδα) και το 

γεωργικό φάρµακο που εφαρµόστηκε (5 µεταχειρίσεις). Η  µέθοδος της 

ανάλυσης διακύµανσης µε δύο παράγοντες (two-way ΑΝΟVA) χρησιµοποιήθηκε 

για την ανίχνευση σηµαντικών επιδράσεων των δύο αυτών παραγόντων 

(χρόνος και γεωργικό φάρµακο) αλλά και των αλληλεπιδράσεων τους στη 

σχετική αφθονία των ακραίων τµηµάτων περιορισµού που προέκυψαν. Το 

επίπεδο σηµαντικότητας ορίστηκε στο 0,05. Σε περιπτώσεις όπου υπήρξαν 

σηµαντικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των δύο παραπάνω παραγόντων 

χρησιµοποιήθηκε το τεστ των Ελαχίστων Σηµαντικών ∆ιαφορών (Least 

Significant Differences, LSD) για την ανίχνευση στατιστικά σηµαντικών 

διαφορών µεταξύ των διαφόρων µεταχειρίσεων γεωργικών φαρµάκων στον ίδιο 

χρόνο ή για την ίδια µεταχείριση γεωργικού φαρµάκου στον χρόνο. Η στατιστική 

ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε  το στατιστικό πακέτο GenStat Twelfth Edition 

(VSN International Ltd). 

2.10. Ποσοτικοποίηση των amoA  γονιδίων των ΑΟΒ και των ΑΟΑ µε PCR 
πραγµατικού χρόνου 

2.10.1 Θεωρητικό µέρος 
Η PCR πραγµατικού χρόνου επιτρέπει τον προσδιορισµό της ποσότητας 

των προϊόντων, και κατ' επέκταση την παρακολούθηση του ρυθµού 

πολλαπλασιασµού µιας αλληλουχίας-στόχου, σε όλη τη διάρκεια της αντίδρασης 
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PCR. Υπάρχουν αρκετές διαφορετικές προσεγγίσεις για τον προσδιορισµό της 

ποσότητας του προϊόντος της PCR που υπάρχει στο τέλος κάθε κύκλου, αλλά 

όλες βασίζονται στην ανίχνευση µιας φθορίζουσας χρωστικής. Στη συγκεκριµένη 

µελέτη τα προϊόντα της PCR ανιχνεύτηκαν µε την βοήθεια της χρωστικής SYBR 

Green, η οποία προσδένεται στο DNA χωρίς κάποια προτίµηση για 

συγκεκριµένες αλληλουχίες και εκπέµπει φθορισµό µόνο όταν παρεµβάλλεται 

στην διπλή έλικα (Εικόνα 5). Ένα κύριο πλεονέκτηµα της SYBR Green είναι η 

δυνατότητα χρήσης της µε οποιοδήποτε ζευγάρι εκκινητών, για την ενίσχυση 

οποιασδήποτε αλληλουχίας-στόχου, γεγονός που την καθιστά πολύ πιο 

οικονοµική µέθοδο από τη χρήση ειδικού ανιχνευτή. Αντίθετα, ένα σηµαντικό 

µειονέκτηµα είναι ότι η SYBR Green προσδένεται σε όλα τα δίκλωνα µόρια DNA 

που συντίθενται κατά την αντίδραση ενίσχυσης, στα οποία συµπεριλαµβάνονται 

τα πιθανά διµερή των εκκινητών καθώς και µη ειδικά προϊόντα που ενδέχεται να 

προκύπτουν. Για αυτό το λόγο πρέπει να συµπεριλαµβάνεται στο πείραµα µια 

καµπύλη αποδιάταξης (dissociation curve) η οποία διευκολύνει την διαδικασία 

βελτιστοποίησης των συνθηκών. Η καµπύλη αποδιάταξης δίνει τη δυνατότητα 

διαχωρισµού του φθορισµού που προκύπτει από την ενίσχυση της 

αλληλουχίας-στόχου από τους φθορισµούς που οφείλονται στα διµερή των 

εκκινητών ή σε µη ειδικά προϊόντα. 

 
Εικόνα 5. Λειτουργία χρωστικής SYBR Green. Όταν η χρωστική βρίσκεται ελεύθερη στο διάλυµα δεν 

παράγεται φθορισµός. Η ενσωµάτωσής της στο DNA κατά τη σύνθεσή του σε συνδυασµό µε τη διέγερσή 

της µε ακτινοβολία κατάλληλου µήκους κύµατος, έχει ως αποτέλεσµα την παραγωγή φθορισµού. Η 

ένταση του φθορισµού αυτού είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του παραγόµενου προϊόντος 

 Από τη µέτρηση της αύξησης του φθορισµού σε κάθε κύκλο της 

αντίδρασης προκύπτει µια καµπύλη ενίσχυσης (amplification plot). Η καµπύλη 

ενίσχυσης της PCR πραγµατικού χρόνου µπορεί να χωριστεί σε 4 φάσεις. Την 

φάση στην οποία τα επίπεδα του ενδογενή φθορισµού (background 

fluorescence) είναι υψηλότερα από τα επίπεδα του φθορισµού που προέρχονται 

από τα προϊόντα των πρώτων κύκλων της PCR, την εκθετική φάση, την 
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γραµµική φάση και την φάση κορεσµού. Κατά την διάρκεια της εκθετικής φάσης 

ενίσχυσης, η ποσότητα των συντιθέµενων προϊόντων είναι ανάλογη της αρχικής 

ποσότητας και κατά την διάρκεια αυτής της φάσης γίνεται η ποσοτικοποίηση των 

άγνωστων δειγµάτων. Σηµαντική παράµετρο για την ποσοτικοποίηση αποτελεί ή 

τιµή Ct. Πρόκειται για τον αριθµό των κύκλων της αντίδρασης ενίσχυσης που 

απαιτούνται ώστε η τιµή του παρατηρούµενου φθορισµού να προσεγγίζει ένα 

συγκεκριµένο όριο–κατώφλι (threshold). Η τιµή του ορίου αυτού ορίζεται πάνω 

από την αντίστοιχη του µη-ειδικού σήµατος (background). Όσο υψηλότερη είναι 

η αρχική συγκέντρωση του γονιδίου στόχου τόσο µικρότερη είναι η τιµή Ct.  

Η ποσοτικοποίηση των αρχικών αλληλουχιών-στόχων ενός δείγµατος µε 

άγνωστη συγκέντρωση γίνεται, όπως αναφέρθηκε, µε τον προσδιορισµό των Ct 

τιµών και µπορεί να περιγραφεί µε σχετικούς ή απόλυτους όρους. Στη 

συγκεκριµένη µελέτη έγινε απόλυτη ποσοτικοποίηση και ο προσδιορισµός της 

συγκέντρωσης άγνωστων δειγµάτων έγινε από µια καµπύλη αναφοράς. Η 

καµπύλη αναφοράς κατασκευάστηκε µε ενίσχυση του γονιδίου-στόχου από 

διαδοχικές αραιώσεις ανασυνδυασµένων πλασµιδίων γνωστής συγκέντρωσης 

και στη συνέχεια καθορίστηκαν οι Ct τιµές κάθε συγκέντρωσης. Η καµπύλη 

αναφοράς χρησιµοποιήθηκε για την ποσοτικοποίηση των άγνωστων δειγµάτων 

µε βάση τις Ct τιµές τους.  

2.10.2 Πειραµατικό µέρος 

Χρησιµοποιηθήκαν τα ζευγάρια εκκινητών amoA1F/amoA2R για τα ΑΟΒ 

και Arch-amoAF/Arch-amoAR για τα ΑΟΑ που χρησιµοποιήθηκαν και στην 

ανάλυση T-RFLP (Πίνακες 2 και 3) χωρίς όµως σήµανση µε φθορίζουσα 

χρωστική. Τα υλικά και οι συνθήκες πραγµατοποίησης των αντιδράσεων της 

PCR πραγµατικού χρόνου φαίνονται στους πίνακες 11 και 12. Τρεις 

επαναλήψεις πραγµατοποιήθηκαν για κάθε µεταχείριση. Μετά το τέλος της 

φάσης ενίσχυσης ακολούθησε η φάση της αποδιάταξης για την κατασκευή της 

καµπύλης αποδιάταξης. Η PCR πραγµατικού χρόνου πραγµατοποιήθηκε  στο 

σύστηµα Μx3000P QPCR (Stratagen).  
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Πίνακας 11. PCR πραγµατικού χρόνου αντίδραση για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΒ και των 
ΑΟΑ 

Αντιδραστήρια  Όγκος  Τελική συγκέντρωση  

KAPA SYBR FAST qPCR  Master Mix (2x) Universal 10 µl 1X 

Forward primer (20pmol/µl) 
AOB: AmoA1F 
AOA: Arch-amoAF  

0,2 µl 0.2µM 

Reverse primer (20pmol/µl) 
AOB: AmoA2R 
AOA: Arch-amoAR  

0,2 µl 0.2µM 

Rox Low (50X) 0,4 µl 1X 

BSA (10µg/µl) 0,8 µl 400ng/µl 

DNA 1 µl  

ddH2O 7,4 µl  

Συνολικός όγκος 20 µl  

Πίνακας 12. Συνθήκες πραγµατοποίησης της PCR πραγµατικού χρόνου για την ποσοτικοποίηση του  
γονιδίου amoA των ΑΟΒ και των ΑΟΑ 

Ενεργοποίηση ενζύµου 95oC 20sec 1 κύκλος 

Aποδιάταξη 

Υβριδοποίηση 

Επιµήκυνση 

95oC 

AOB  57 oC 
AOA  53oC 

72oC 

3sec 

30sec 

45sec 

 

45 κύκλους 

Καµπύλη αποδιάταξης  95oC 
55oC 
95oC 

1min 
30sec 
30sec 

1 κύκλος 

2.11. Κατασκευή καµπύλης αναφοράς 

2.11.1 Υλικά 

• PCR clean up kit (Macherey-Nagel) 

• pGEM-T Easy vector systems (Promega) 

• ΝucleoSpin Plasmid Kit (MACHEREY-NAGEL) 

• ∆εκτικά E.coli κύτταρα 

• Θρεπτικό µέσο LB: 10g NaCl, 10g Cazein, 5 g Yeast extract και 15g άγαρ 

(για την παρασκευή τριβλίων LB) διαλύονται σε 1L dH2O και 

αποστειρώνονται  
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• Αµπικιλλίνη: συγκέντρωση πρότυπου διαλύµατος 100mg/ml σε νερό, 

αποστείρωση µε φίλτρο. Χρησιµοποιείται σε τελική συγκέντρωση 

100µg/ml (φυλάσσεται στους -20°C) 

• IPTG (0.1M): 0.238g IPTG διαλύονται σε 10mL ddH2O και το διάλυµα 

αποστειρώνεται µε φίλτρο (φυλάσσεται στους 4°C) 

• X-GAL (2%): 0.2g X-GAL διαλύονται σε 10ml διµεθυλοφορµαµίδιο και το 

διάλυµα αποστειρώνεται (φυλάσσεται στους -20°C)   

2.11.2 Πειραµατικό µέρος 

Για την απόλυτη ποσοτικοποίηση του αριθµού των αντιγράφων του 

γονιδίου amoA στα περιβαλλοντικά δείγµατα κατασκευάστηκε καµπύλη 

αναφοράς. Για την κατασκευή της καµπύλης χρησιµοποιήθηκαν αραιώσεις 

πλασµιδίων γνωστής συγκέντρωσης που περιείχαν ως ένθεµα το γονίδιο amoA. 

H κατασκευή των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων και της καµπύλης αναφοράς 

έγινε ως εξής: 

� Χρησιµοποιήθηκαν τα ζεύγη εκκινητών amoA1F/amoA2R για τα ΑΟΒ και 

Arch-amoAF/Arch-amoAR για τα ΑΟΑ (Πίνακες 2 και 3), χωρίς την 

φθορίζουσα χρωστική, για την ενίσχυση του amoA γονιδίου από ένα 

περιβαλλοντικό δείγµα (Πίνακες 4-7). 

� Το προϊόν της PCR καθαρίστηκε µε το κιτ NucleoSpin Extract II της 

Macherey-Nagel. 

� Έγινε εισαγωγή του καθαρού DNA στον φορέα pGEM-T Easy (Promega) 

σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. 

� Ο µετασχηµατισµός έγινε σε δεκτικά κύτταρα E.coli DH5α. Σε 80µl 

δεκτικών κυττάρων προστέθηκαν 2µl από την αντίδραση της λιγάσης και 

το µίγµα ανακινήθηκε ελαφρά. Ακολούθησε επώαση στον πάγο για 

30min και στη συνέχεια προκλήθηκε θερµικό σοκ στους 42°C για 50sec. 

Τα κύτταρα επανατοποθετήθηκαν στον πάγο για 2min και προστέθηκαν 

200µl LB. Έγινε επώαση στους 37°C για 60min. Στη συνέχεια, 

προστέθηκαν στα κύτταρα 50µl X-GAL (2%) και 10µl IPTG (0,1Μ) και 

όλος ο όγκος της καλλιέργειας απλώθηκε σε τριβλία LB µε αµπικιλλίνη 

(100µg/ml). Τα τριβλία επωάστηκαν στους 37°C για 16 ώρες.  
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� Έγινε επιλογή λευκών αποικιών και εµβολιασµός σε 5ml θρεπτικού 

διαλύµατος LB µε αµπικιλλίνη. Ακολούθησε επώαση µε συνεχή 

ανάδευση στους 37°C για 16 ώρες. Μετά τις 16 ώρες έγινε αποµόνωση 

του πλασµιδιακού DNA µε το κιτ ΝucleoSpin Plasmid (MACHEREY-

NAGEL) και σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. 

� Στα πλασµίδια που αποµονώθηκαν έγινε PCR µε τα ζεύγη εκκινητών 

amoA1F/amoA2R για τα ΑΟΒ και Arch-amoAF/Arch-amoAR για τα ΑΟΑ 

για την επιβεβαίωση της ύπαρξης του γονίδου amoA. 

� Ακολούθησε φωτοµέτρηση των ανασυνδυασµένων πλασµιδίων 

(Eppendorf Biophotometer) και µετατροπή της συγκέντρωσης σε αριθµό 

αντιγράφων σύµφωνα µε τον τύπο (Whelan et al., 2003): 

���	����	
 =
6.02 ∗ 10���������	�����
 ∗ ���	������	��


���	�����ℎ	�!�
 ∗ 660	��	�����!���

 

 

"#$:	���	����	
 =
6.02 ∗ 10���������	�����
 ∗ 229 ∗ 10�'	��


�3015 + 491
	�!�
 ∗ 660	��	�����!���

≈ 6 ∗ 10�-	������ 

"#":	���	����	
 =
6.02 ∗ 10���������	�����
 ∗ 286 ∗ 10�'	��


�3015 + 635
	�!�
 ∗ 660	��	�����!���

≈ 7 ∗ 10�-	������ 

� Τέλος, έγιναν διαδοχικές αραιώσεις για την κατασκευή της καµπύλης 
αναφοράς. Για τα ΑΟΒ χρησιµοποιήθηκαν οι αραιώσεις 6x106 έως 6x101 
αντίγραφα γονιδίου και για τα ΑΟΑ χρησιµοποιήθηκαν οι αραιώσεις 7x106 
έως 7x102 αντίγραφα γονιδίου. Χρησιµοποιηθήκαν 3 επαναλήψεις από 
κάθε αραίωση. 

2.12. Στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων της PCR πραγµατικού 
χρόνου 

Οι αριθµοί των αντιγράφων του γονιδίου amoA των ΑΟΒ και των ΑΟΑ στα 

περιβαλλοντικά δείγµατα που προέκυψαν από την PCR πραγµατικού χρόνου 

µετατράπηκαν σε αριθµούς αντιγράφων γονιδίων ανά γραµµάριο εδάφους που 

χρησιµοποιήθηκαν στην στατιστική ανάλυση. Η επίδραση των γεωργικών 

φαρµάκων αλλά και του χρόνου και πιθανές αλληλεπιδράσεις αυτών των 

παραγόντων στους αριθµούς των αντιγράφων του γονιδίου amoA των ΑΟΒ και 

των ΑΟΑ αξιολογήθηκε µε two-way ANOVA. Το επίπεδο σηµαντικότητας 

ορίστηκε στο 0,05. Στη συνέχεια, για τις περιπτώσεις όπου παρατηρήθηκαν 
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σηµαντικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των δύο παραγόντων (γεωργικό φάρµακο 

και χρόνος δειγµατοληψίας) χρησιµοποιήθηκε το τεστ των Ελαχίστων 

Σηµαντικών ∆ιαφορών (Least Significant Differences, LSD) για την ανίχνευση 

στατιστικά σηµαντικών διαφορών µεταξύ των διαφόρων µεταχειρίσεων 

γεωργικών φαρµάκων στον ίδιο χρόνο ή για την ίδια µεταχείριση γεωργικού 

φαρµάκου στον χρόνο. Η στατιστική ανάλυση έγινε µε  το στατιστικό πακέτο 

GenStat Twelfth Edition (VSN International Ltd). 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1. Αποτελέσµατα εξαγωγής DNA από δείγµατα εδάφους 

Αρχικά πραγµατοποιήθηκε εξαγωγή DNA από τα δείγµατα εδάφους. Για 
τον έλεγχο της απόδοσης της εξαγωγής, µια ποσότητα από τα δείγµατα DNA 
ηλεκτροφορήθηκε σε πηκτή αγαρόζης 0.7% (Εικόνα 6). 

 
Εικόνα 6. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 0,8% εκχυλισµένου DNA από 
δείγµατα εδάφους (90ηµέρες). L: 1kb DNA Ladder, 1-15: DNA από δείγµατα εδάφους (1-3): χωρίς 

γεωργικό φάρµακο (µάρτυρας), (4-6): µε εφαρµογή του σκευάσµατος BIOACT® (σπόρια του µύκητα 

Paecilomyces lilacinus) , (7-9): µε εφαρµογή του σκευάσµατος QL Agri® (εκχύλισµα του φυτού Quillaja 
saponaria), (10-12): µε εφαρµογή του σκευάσµατος MCW-2, (13-15): µε εφαρµογή του σκευάσµατος 

Vydate® (Oxamyl). Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 5µl DNA. 

3.2. Αποτελέσµατα αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης 

Για την ενίσχυση του amoA γονιδίου των ΑΟΒ χρησιµοποιήθηκαν οι 
εκκινητές amoA-1F (σηµασµένος στο 5΄ άκρο του µε τη χρωστική 6-FAM) και 
amoA-2R. Το προϊόν της ενίσχυσης αυτής είναι περίπου 491bp (Εικόνα 7). 

 
Εικόνα 7. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1,3% PCR προϊόντων του γονιδίου 
amoA των ΑΟΒ του εδάφους. L: 1kb DNA Ladder, 1-6: PCR προϊόν από δείγµατα εδάφους 45 ηµερών 
χωρίς γεωργικό φάρµακο (µάρτυρας), 7-12: PCR προϊόν από δείγµατα εδάφους 45 ηµερών µε εφαρµογή 

του σκευάσµατος BIOACT® (σπόρια του µύκητα Paecilomyces lilacinus). Σε κάθε γραµµή φορτώθηκαν 
5µl  προϊόν PCR. 

Για την ενίσχυση του amoA γονιδίου των ΑΟA χρησιµοποιήθηκαν οι 
εκκινητές Arch-amoAF (σηµασµένος στο 5΄ άκρο του µε τη χρωστική 6-FAM) και 
Arch-amoAR και amoA-2R. Το προϊόν της ενίσχυσης αυτής είναι περίπου 635bp 
(Εικόνα 8). 

 
Εικόνα 8. Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 1% PCR προϊόντων του γονιδίου 
amoA των ΑΟΑ του εδάφους. L: 1kb DNA Ladder, 1-6: PCR προϊόν από δείγµατα εδάφους 45 ηµερών µε 

εφαρµογή του σκευάσµατος QL Agri® (εκχύλισµα του φυτού Quillaja saponaria)  , 7-12: PCR προϊόν 
από δείγµατα εδάφους 45 ηµερών µε εφαρµογή του σκευάσµατος MCW-2, 13-18: PCR προϊόν από 

δείγµατα εδάφους 45 ηµερών µε εφαρµογή του σκευάσµατος Vydate® (Oxamyl.) Σε κάθε γραµµή 
φορτώθηκαν 5µl προϊόν PCR. 
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3.3. Αποτελέσµατα ανάλυσης T-RFLP 

Για την ανάλυση της κοινότητας των AOB χρησιµοποιήθηκαν τα ένζυµα 

TaqI, MspI και HhaI και για την ανάλυση της κοινότητας των ΑΟΑ 

χρησιµοποιήθηκαν τα ένζυµα RsaI, MspI και HhaI. Στις Εικόνες 9 και 10 

φαίνονται ενδεικτικά κάποια ηλεκτροφοριογραφήµατα που προέκυψαν από την 

ανάλυση Τ-RFLP των κοινοτήτων των ΑΟΒ και ΑΟΑ αντίστοιχα. 

 

 Εικόνα 9. Ενδεικτικά ηλεκτροφοριογραφήµατα που προέκυψαν από τις πέψεις του γονιδίου amoA των 
ΑΟB µε τα ένζυµα a) TaqI  b) MspI. Με µπλέ οι κορυφές που προέκυψαν από τα περιβαλλοντικά 
δείγµατα και µε πορτοκαλί οι κορυφές που προέκυψαν από το size ladder. 
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Εικόνα 10. Ενδεικτικά ηλεκτροφοριογραφήµατα που προέκυψαν από τις πέψεις του γονιδίου amoA των 
ΑΟΑ µε τα ένζυµα a) RsaI  b) MspI και c) HhaI. Με µπλέ οι κορυφές που προέκυψαν από τα 
περιβαλλοντικά δείγµατα και µε πορτοκαλί οι κορυφές που προέκυψαν από το size ladder. 

 

Οι σχετικές αφθονίες των ακραίων τµηµάτων περιορισµού (ΤRFs) που 
προέκυψαν από την ανάλυση Τ-RFLP χρησιµοποιήθηκαν για τη στατιστική 
ανάλυση. 
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ΑΟΒ-TaqI 

Από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΒ µε το ένζυµο ΤaqI προέκυψε 

ένα ακραίο τµήµα περιορισµού, το ΤRF-280. Η στατιστική ανάλυση δεν έδειξε να 

υπάρχει καµία σηµαντική επίδραση του χρόνου, του γεωργικού φαρµάκου ή της 

αλληλεπίδρασής τους στην αφθονία του τµήµατος αυτού όπως φαίνεται και στο 

∆ιάγραµµα 1.  

 
∆ιάγραµµα 1. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του ΤRF 
280 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΒ µε το ένζυµο TaqI. Κάθε τιµή αντιστοιχεί 
στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 

 

AOB-MspI 

Από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΒ µε το ένζυµο MspI προέκυψαν 

τα ΤRFs 54, 154 και 231. Τα τµήµατα µε την µεγαλύτερη αφθονία είναι τα TRFs 

54 και 154. Από την στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων σχετικής αφθονίας 

για τα τρία αυτά τµήµατα προέκυψαν τα εξής: 
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TRF 54 
� Η κύρια επίδραση του παράγοντα γεωργικό φάρµακο ήταν στατιστικά 

σηµαντική. Συγκεκριµένα, στα δείγµατα που δέχτηκαν την εφαρµογή του 

σκευάσµατος BIOACT® (µύκητας Paecilomyces lilacinus) παρατηρήθηκε 

σηµαντική µείωση της σχετικής αφθονίας του TRF 54 σε σχέση µε τον 

µάρτυρα και τις υπόλοιπες µεταχειρίσεις. 

� Επίσης, ο χρόνος δειγµατοληψίας µετά την εφαρµογή των γεωργικών 

φαρµάκων φαίνεται να έχει στατιστικά σηµαντική επίδραση, µε τα δείγµατα 

που συλλέχθηκαν στις 20 και 45 ηµέρες να εµφανίζουν σηµαντικά 

υψηλότερες τιµές σχετικής αφθονίας του TRF 54 σε σχέση µε αυτά των 5 

ηµερών σε όλες τις µεταχειρίσεις γεωργικών φαρµάκων. 

� Τέλος, παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο 

παραγόντων, γεωργικού φαρµάκου και χρόνου. Συγκεκριµένα, 

παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση της σχετικής αφθονίας του TRF 54 στη 

µεταχείριση BIOACT® - Paecilomyces lilacinus στις 20, 45 και 90 ηµέρες σε 

σχέση µε τους µάρτυρες στις αντίστοιχες ηµέρες αλλά και σε σχέση µε τις 

υπόλοιπες µεταχειρίσεις στις 45 και 90 ηµέρες (∆ιάγραµµα 2). 

 
∆ιάγραµµα 2. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του ΤRF 
54 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΒ µε το ένζυµο MspI. Κάθε τιµή αντιστοιχεί 
στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. Οι στατιστικά σηµαντικές διαφορές (επίπεδο 
σηµαντικότητας 5%) παρουσιάζονται µε διαφορετικά γράµµατα. Ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε το ίδιο 
κεφαλαίο γράµµα δεν παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των διαφορετικών 
γεωργικών φαρµάκων στον ίδιο χρόνο δειγµατοληψίας ενώ ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε το ίδιο µικρό 
γράµµα δεν παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ του χρόνου δειγµατοληψίας για το ίδιο γεωργικό 
φάρµακο. 
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TRF 154 
� Η εφαρµογή των γεωργικών φαρµάκων  προκάλεσε σηµαντικές µεταβολές 

στην σχετική αφθονία του TRF 154. Συγκεκριµένα, στη µεταχείριση 

BIOACT® - Paecilomyces lilacinus παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση της 

σχετικής αφθονίας του TRF 154 σε σχέση µε τον µάρτυρα και τις υπόλοιπες 

µεταχειρίσεις. 

� Επίσης, ο χρόνος δειγµατοληψίας φαίνεται να επηρεάζει σηµαντικά την 

σχετική αφθονία του TRF 154 καθώς στις 20 και 45 ηµέρες παρατηρήθηκαν 

σηµαντικά χαµηλότερες τιµές σχετικής αφθονίας του TRF 154 σε σχέση µε 

τις 5 και τις 90 ηµέρες. 

� Τέλος, παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική αλληλεπίδραση µεταξύ των 

παραγόντων, γεωργικό φάρµακο και χρόνοςυ. Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε 

σηµαντική αύξηση της σχετικής αφθονίας του TRF 154 στη µεταχείριση 

BIOACT® - Paecilomyces lilacinus στις 20, 45 και 90 ηµέρες σε σχέση µε 

τους µάρτυρες και το Oxamyl στις αντίστοιχες ηµέρες αλλά και σε σχέση µε 

τις υπόλοιπες µεταχειρίσεις στις 45 και 90 ηµέρες (∆ιάγραµµα 3).  

 

∆ιάγραµµα 3. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του        
ΤRF 154 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΒ µε το ένζυµο MspI. Κάθε τιµή 
αντιστοιχεί στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. Οι στατιστικά σηµαντικές διαφορές 
(επίπεδο σηµαντικότητας 5%) παρουσιάζονται µε διαφορετικά γράµµατα. Ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε 
το ίδιο κεφαλαίο γράµµα δεν παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των διαφορετικών 
γεωργικών φαρµάκων στον ίδιο χρόνο δειγµατοληψίας ενώ ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε το ίδιο µικρό 
γράµµα δεν παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ του χρόνου δειγµατοληψίας για το ίδιο γεωργικό 
φάρµακο. 
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TRF 231 
� Η κύρια επίδραση του παράγοντα γεωργικό φάρµακο δεν ήταν στατιστικά 

σηµαντική. 

� Ο χρόνος δειγµατοληψίας είχε σηµαντική επίδραση στην σχετική αφθονία 

του TRF-231. Ειδικότερα στις 5 ηµέρες παρατηρήθηκαν σηµαντικά 

υψηλότερες τιµές σχετικής αφθονίας του TRF 231 σε σχέση µε τις 

αντίστοιχες τιµές στις 20, 45 και 90 ηµέρες. 

� Τέλος, παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική αλληλεπίδραση µεταξύ των 

παραγόντων γεωργικά φάρµακα και χρόνος δειγµατοληψίας. Συγκεκριµένα, 

υπάρχει σηµαντική αύξηση της σχετικής αφθονίας του TRF 231 στις 

µεταχειρίσεις BIOACT® - Paecilomyces lilacinus και Oxamyl στις 90 ηµέρες 

σε σχέση µε το µάρτυρα στον ίδιο χρόνο. (∆ιάγραµµα 4).  

 
∆ιάγραµµα 4. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του        
ΤRF 231 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΒ µε το ένζυµο MspI. Κάθε τιµή 
αντιστοιχεί στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. Οι στατιστικά σηµαντικές διαφορές 
(επίπεδο σηµαντικότητας 5%) παρουσιάζονται µε διαφορετικά γράµµατα. Ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε 
το ίδιο κεφαλαίο γράµµα δεν παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των διαφορετικών 
γεωργικών φαρµάκων στον ίδιο χρόνο δειγµατοληψίας ενώ ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε το ίδιο µικρό 
γράµµα δεν παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ του χρόνου δειγµατοληψίας για το ίδιο γεωργικό 
φάρµακο 
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AOB-HhaI 

Από την πέψη του amoA γονιδίου των ΑΟΒ µε το ένζυµο ΗhaI προέκυψαν 

τα τµήµατα 60 και 63. Η στατιστική ανάλυση έδειξε ότι δεν υπήρξε σηµαντική 

επίδραση των παραγόντων χρόνος δειγµατοληψίας και γεωργικό φάρµακο ή της 

αλληλεπίδρασής τους στην σχετική αφθονία των τµηµάτων αυτών (∆ιαγράµµατα 

5 και 6). 

 
∆ιάγραµµα 5 Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του ΤRF 
60 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΒ µε το ένζυµο HhaI. Κάθε τιµή αντιστοιχεί 
στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 

 
∆ιάγραµµα 6. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του ΤRF 
63 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΒ µε το ένζυµο HhaI. Κάθε τιµή αντιστοιχεί 
στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
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AOA-RsaI 

Από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΑ µε το ένζυµο RsaI προέκυψαν 

τα TRFs 189, 201, και 336 µε τα δύο τελευταία να παρουσιάζουν την 

µεγαλύτερη αφθονία. Τα αποτελέσµατα της στατιστικής ανάλυσης έδειξαν ότι:  

TRF 189 

� ∆εν παρατηρήθηκε σηµαντική επίδραση του χρόνου ή του είδους του 

γεωργικού φαρµάκου που χρησιµοποιήθηκε ή της αλληλεπίδρασής των δύο 

αυτών παραγόντων στην αφθονία του TRF 189.  

 

TRFs 201 και 336 

� Από τις κύριες επιδράσεις, παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική επίδραση 

µόνο του παράγοντα χρόνου στη σχετική αφθονία των TRF 201 και 336. Πιο 

συγκεκριµένα, στις 90 ηµέρες η σχετική αφθονία του TRF 201 είναι 

σηµαντικά αυξηµένη σε σχέση µε την αφθονία του στις 20 και 45 ηµέρες. 

Ενώ, η σχετική αφθονία του TRF 336 στις 90 ηµέρες είναι σηµαντικά 

µειωµένη σε σχέση µε τις 5 ηµέρες. 

� ∆εν παρατηρήθηκε σηµαντική αλληλεπίδραση µεταξύ των παραγόντων 

χρόνος δειγµατοληψίας και γεωργικού φαρµάκου στη σχετική αφθονία των 

TRF 201 και 336 (∆ιαγράµµατα 7 και 8).  

 

∆ιάγραµµα 7. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του ΤRF 
201 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟA µε το ένζυµο RsaI. Κάθε τιµή αντιστοιχεί 
στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
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∆ιάγραµµα 8. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του ΤRF 
336 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟA µε το ένζυµο RsaI. Κάθε τιµή αντιστοιχεί 
στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 

AOA-MspI 
Η πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟA µε το ένζυµο MspI οδήγησε στην 

εµφάνιση των TRFs 196 και 298, µε κύριο το TRF-196.  Τα αποτελέσµατα της 

στατιστικής ανάλυσης έδειξαν ότι: 

TRF 196 

� Από τις κύριες επιδράσεις, παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική επίδραση του 

παράγοντα γεωργικό φάρµακο στη σχετική αφθονία του TRF 196. 

Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση  στη σχετική αφθονία του 

ΤRF 196 στη µεταχείριση Oxamyl σε σχέση µε τον µάρτυρα. 

� ∆εν παρατηρήθηκε σηµαντική αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο παραγόντων, 

χρόνος και γεωργικό φάρµακο, για τη σχετική αφθονία του TRF 196 

(∆ιάγραµµα 9). 

 

Διάγραμμα 9. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του ΤRF 
196 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟA µε το ένζυµο ΜspI. Κάθε τιµή αντιστοιχεί 
στο µέσο όρο των επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 
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TRF 298 
� Παρατηρήθηκε σηµαντική επίδραση του παράγοντα γεωργικό φάρµακο στην 

σχετική αφθονία του TRF 298. Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε µια σηµαντική 

µείωση της σχετικής αφθονία του TRF 298 στη µεταχείριση BIOACT® - 

Paecilomyces lilacinus σε σχέση µε τον µάρτυρα και τις υπόλοιπες 

µεταχειρίσεις ενώ αντίθετα παρατηρήθηκε αυξηµένη σχετική αφθονία του 

ίδιου TRF  στη µεταχείριση MCW σε σχέση µε τον µάρτυρα. 

� Επίσης, παρατηρήθηκε σηµαντική επίδραση του παράγοντα χρόνου 

δειγµατοληψίας στην σχετική αφθονία του TRF 298. Πιο συγκεκριµένα, στις 

20 και 45 ηµέρες η σχετική αφθονία του TRF 298 ήταν σηµαντικά υψηλότερη 

σε σχέση µε τις 5 και 90 ηµέρες. 

� Τέλος, παρατηρήθηκε στατιστικά σηµαντική αλληλεπίδραση µεταξύ των 

παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος (∆ιάγραµµα 10). Συγκεκριµένα, 

στις 45 και στις 90 ηµέρες στην µεταχείριση BIOACT® - Paecilomyces 

lilacinus δεν ανιχνεύεται καθόλου το TRF 298 ενώ η σχετική αφθονία του 

φαίνεται σηµαντικά υψηλότερη στον µάρτυρα στις 45 ηµέρες. Αντίθετα, η 

αφθονία του TRF 298 στις µεταχειρίσεις QL Agri® - Quillaja saponaria στις 45 

ηµέρες και MCW στις 90 ηµέρες είναι σηµαντικά υψηλότερη από τους 

αντίστοιχους µάρτυρες. 

 
∆ιάγραµµα 10. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του        
ΤRF 298 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΑ µε το ένζυµο MspI. Κάθε τιµή 
αντιστοιχεί στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. Οι στατιστικά σηµαντικές διαφορές 
(επίπεδο σηµαντικότητας 5%) παρουσιάζονται µε διαφορετικά γράµµατα. Ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε 
το ίδιο κεφαλαίο γράµµα δεν παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των διαφορετικών 
γεωργικών φαρµάκων στον ίδιο χρόνο δειγµατοληψίας ενώ ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε το ίδιο µικρό 
γράµµα δεν παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ του χρόνου δειγµατοληψίας για το ίδιο γεωργικό 
φάρµακο 
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AOA-HhaI 

Από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟA µε το ένζυµο HhaI προέκυψαν 

τα 255 και 557 µε κύριο το πρώτο. Μετά τη στατιστική ανάλυση δεν φάνηκε να 

υπάρχει καµία σηµαντική επίδραση του χρόνου ή του γεωργικού φαρµάκου ή 

της αλληλεπίδρασής τους στην αφθονία του TRF-255 (∆ιάγραµµα 11). Αντίθετα, 

για τις επιδράσεις στην σχετική αφθονία του TRF-557 βρέθηκαν τα εξής: 

� Η εφαρµογή γεωργικών φαρµάκων είχε σηµαντική επίδραση στην αφθονία 

του TRF-557. Συγκεκριµένα, στη µεταχείριση BIOACT® - Paecilomyces 

lilacinus παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση της σχετικής αφθονίας του TRF 

557 σε σχέση µε τον µάρτυρα και τις υπόλοιπες µεταχειρίσεις ενώ υπάρχει 

σηµαντική αύξηση της σχετική αφθονίας του τµήµατος στην µεταχείριση 

MCW σε σχέση µε τον µάρτυρα. 

� Επίσης, παρατηρήθηκε σηµαντική επίδραση του χρόνου δειγµατοληψίας. 

Αναλυτικότερα παρατηρήθηκε σηµαντικά υψηλότερες τιµές σχετικής 

αφθονίας του TRF 557 στις 20, 45 και 90 ηµέρες σε σχέση µε τις αντίστοιχες 

τιµές στις 5 ηµέρες. 

� Τέλος, παρατηρήθηκαν στατιστικά σηµαντικές αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 

παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος (∆ιάγραµµα 12). Συγκεκριµένα, 

παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση της σχετικής αφθονίας του TRF 557 στη 

µεταχείριση  BIOACT® - Paecilomyces lilacinus στις 45 ηµέρες σε σχέση µε 

τον µάρτυρα ενώ παρατηρήθηκε αύξηση της σχετικής αφθονίας του 

τµήµατος στις µεταχειρίσεις QL Agri® - Quillaja saponaria στις 45 ηµέρες, 

MCW 45 και 90 ηµέρες και Oxamyl 45 ηµέρες σε σχέση µε τους 

αντίστοιχους µάρτυρες. 
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∆ιάγραµµα 11. Επίδραση των  παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του ΤRF 
255 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟA µε το ένζυµο HhaI. Κάθε τιµή αντιστοιχεί 
στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. 

 
∆ιάγραµµα 12. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στη σχετική αφθονία του        
ΤRF 557 που προέκυψε από την πέψη του γονιδίου amoA των ΑΟΑ µε το ένζυµο HhaI. Κάθε τιµή 
αντιστοιχεί στο µέσο όρο των επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. Οι στατιστικά σηµαντικές διαφορές 
(επίπεδο σηµαντικότητας 5%) παρουσιάζονται µε διαφορετικά γράµµατα. Ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε 
το ίδιο κεφαλαίο γράµµα δεν παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των διαφορετικών 
γεωργικών φαρµάκων στον ίδιο χρόνο δειγµατοληψίας ενώ ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε το ίδιο µικρό 
γράµµα δεν παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ του χρόνου δειγµατοληψίας για το ίδιο γεωργικό 
φάρµακο. 
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3.4. Μελέτη της επίδρασης των γεωργικών φαρµάκων στην αφθονία των 
AOB και ΑΟΑ µε PCR πραγµατικού χρόνου 
Η ποσοτικοποίηση των κοινοτήτων των ΑΟΒ και των ΑΟΑ στα 

περιβαλλοντικά δείγµατα έγινε µε PCR πραγµατικού χρόνου στοχεύοντας στο 

amoA γονίδιο. Ο προσδιορισµός του αριθµού των αντιγράφων του γονιδίου 

amoA στα δείγµατα έγινε από µε την χρήση καµπύλης αναφοράς που 

κατασκευάστηκε από διαδοχικές αραιώσεις ανασυνδυασµένων πλασµιδίων 

γνωστής συγκέντρωσης που περιέχουν το γονίδιο amoA. Για την καµπύλη 

αναφοράς των ΑΟΒ χρησιµοποιήθηκαν οι  αραιώσεις 6x106 έως 6x101 

αντίγραφα γονιδίου και για αυτή των ΑΟΑ οι αραιώσεις 7x106 έως 7x102 

αντίγραφα γονιδίου. Στις εικόνες 11 και 12 φαίνονται οι καµπύλες αναφοράς, οι 

καµπύλες ενίσχυσης και οι καµπύλες αποδιάταξης για τα ΑΟΒ και ΑΟΑ 

αντίστοιχα. 

Εικόνα 11. Ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΒ µε την τεχνική της  PCR πραγµατικού χρόνου. a) 
καµπύλη αναφοράς b) καµπύλη ενίσχυσης περιβαλλοντικών δειγµάτων και c) καµπύλη αποδιάταξης 
περιβαλλοντικών δειγµάτων. 
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Εικόνα 12. Ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟA µε την τεχνική της  PCR πραγµατικού χρόνου. a) 
καµπύλη αναφοράς b) καµπύλη ενίσχυσης περιβαλλοντικών δειγµάτων και c) καµπύλη αποδιάταξης 
περιβαλλοντικών δειγµάτων 
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Ο αριθµός των αντιγράφων γονιδίων που προέκυψε για κάθε 

περιβαλλοντικό δείγµα από την PCR πραγµατικού χρόνου µετατράπηκε σε 

αριθµό αντιγράφων γονιδίων  ανά γραµµάριου εδάφους. Οι τιµές για τα ΑΟΒ 

κυµαίνονται από 1x105 έως 9x105 αντίγραφα/g εδάφους ενώ στα ΑΟΑ 

κυµαίνονται από 6x105 έως 7x106 αντίγραφα/g εδάφους. Ο λόγος των ΑΟΑ 

προς τα ΑΟΒ κυµάνθηκε από 2 έως 28 µε τις υψηλότερες τιµές του λόγου να 

καταγράφονται στην τελευταία δειγµατοληψία 90 ηµέρες µετά την εφαρµογή των 

γεωργικών φαρµάκων (∆ιάγραµµα 13).  

 

Διάγραμμα 13. Αριθμοί αντιγράφων του γονιδίου amoA/gr εδάφους των ΑΟΒ και ΑΟΑ 

 

α) Επιδράσεις του χρόνου δειγµατοληψίας και των γεωργικών φαρµάκων 

στον αριθµό των αντιγραφών του γονιδίου amoA  των ΑΟΒ  

� Γενικά η εφαρµογή γεωργικών φαρµάκων προκάλεσε σηµαντικές µεταβολές 

στον αριθµό των αντιγράφων του amoA των ΑΟΒ. Συγκεκριµένα, 

παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση στον αριθµό των αντιγράφων/g εδάφους 

στις µεταχειρίσεις QL Agri® - Quillaja saponaria και MCW σε σχέση µε τον 

µάρτυρα ανεξάρτητα από τον χρόνο δειγµατοληψίας. 

� Επίσης, παρατηρήθηκε ότι ο χρόνος δειγµατοληψίας είχε σηµαντική 

επίδραση στον αριθµό των αντιγράφων του amoA. Πιο συγκεκριµένα, στις 20 

και 45 ηµέρες ο αριθµός των αντιγράφων του γονιδίου ανά γραµµάριο 
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εδάφους ήταν σηµαντικά υψηλότερος από τις 5 ηµέρες ενώ στις 90 ηµέρες 

παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση σε σχέση µε τις υπόλοιπες δειγµατοληψίες. 

� Τέλος παρατηρήθηκε σηµαντική αλληλεπίδραση µεταξύ των δύο παραπάνω 

παραγόντων, γεωργικών φαρµάκων και χρόνου δειγµατοληψίας (∆ιάγραµµα 

14). Συγκεκριµένα, η προσθήκη του σκευάσµατος BIOACT® - Paecilomyces 

lilacinus προκάλεσε σηµαντική µείωση στον αριθµό των αντιγράφων ανά 

γραµµάριο εδάφους σε χρόνο 5 και 20 ηµέρες. Αντίθετα, στις 45 ηµέρες ο 

αριθµός των αντιγράφων της ίδιας µεταχείρισης δεν διέφερε από τις τιµές στο 

µάρτυρα, ενώ στις 90 ηµέρες παρατηρήθηκε µια σηµαντική αύξηση σε 

σύγκριση µε τις τιµές στον µάρτυρα. 

 

Διάγραμμα 10 Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στον αριθµό αντιγράφων του 
γονιδίου amoA των ΑΟΒ/g εδάφους. Κάθε τιµή αντιστοιχεί στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική 
απόκλιση. Οι στατιστικά σηµαντικές διαφορές (επίπεδο σηµαντικότητας 5%) παρουσιάζονται µε 
διαφορετικά γράµµατα. Ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε το ίδιο κεφαλαίο γράµµα δεν παρουσιάζουν 
στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των διαφορετικών γεωργικών φαρµάκων στον ίδιο χρόνο 
δειγµατοληψίας ενώ ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε το ίδιο µικρό γράµµα δεν παρουσιάζουν σηµαντικές 
διαφορές µεταξύ του χρόνου δειγµατοληψίας για το ίδιο γεωργικό φάρµακο 

β) Επιδράσεις του χρόνου δειγµατοληψίας και του γεωργικού φαρµάκου 
στον αριθµό των αντιγραφών του γονιδίου amoA  των ΑΟΑ 
� Η εφαρµογή των γεωργικών φαρµάκων προκάλεσε σηµαντικές µεταβολές 

στον αριθµό αντιγράφων του γονιδίου amoA στα ΑΟΑ ανεξάρτητα από τον 

χρόνο δειγµατοληψίας. Συνολικά παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση στον 

αριθµό των αντιγράφων του γονιδίου amoA ανά γραµµάριο εδάφους στις 

µεταχειρίσεις MCW και Oxamyl σε σχέση µε τον µάρτυρα. 
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� Επίσης, ο χρόνος δειγµατοληψίας φαίνεται να επηρεάζει σηµαντικά τον 

αριθµό αντιγράφων του γονιδίου amoA στα ΑΟΑ. Συνολικά παρατηρήθηκε 

µια σταδιακή και σηµαντική αύξηση  στον αριθµό των αντιγράφων του 

γονιδίου amoA ανά γραµµάριο εδάφους µε τις µέγιστες τιµές να 

παρατηρούνται σε όλες τις µεταχειρίσεις γεωργικών φαρµάκων στις 90 

ηµέρες. 

� Τέλος, παρατηρήθηκε και στατιστικά σηµαντική αλληλεπίδραση µεταξύ των 

παραγόντων που µελετήθηκαν δηλαδή, µεταχείριση γεωργικών φαρµάκων 

και χρόνου δειγµατοληψίας (∆ιάγραµµα 15). Συγκεκριµένα, η προσθήκη του 

σκευάσµατος BIOACT® - Paecilomyces lilacinus προκάλεσε σηµαντική 

µείωση στον αριθµό των αντιγράφων του γονιδίου amoA στις 5 και 20 ηµέρες. 

Στις 45 ηµέρες ο αριθµός των αντιγράφων του γονιδίου της µεταχείρισης 

BIOACT® - Paecilomyces lilacinus  αυξήθηκε σε επίπεδα ανάλογα µε τον 

µάρτυρα. Τέλος, στις 90 ηµέρες ο αριθµός των αντιγράφων του γονιδίου στην 

µεταχείριση BIOACT® - Paecilomyces lilacinus ήταν σηµαντικά υψηλότερος 

τόσο σε σύγκριση τόσο µε το µάρτυρα στον ίδιο χρόνο όσο και µε την ίδια 

µεταχείριση στις 45 ηµέρες. 

 
Διάγραμμα 1511. Επίδραση των παραγόντων γεωργικό φάρµακο και χρόνος στον αριθµό αντιγράφων 
του γονιδίου amoA των ΑΟΑ/gr εδάφους. Κάθε τιµή αντιστοιχεί στο µέσο όρο τριών επαναλήψεων ± 
τυπική απόκλιση. Οι στατιστικά σηµαντικές διαφορές (επίπεδο σηµαντικότητας 5%) παρουσιάζονται µε 
διαφορετικά γράµµατα. Ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε το ίδιο κεφαλαίο γράµµα δεν παρουσιάζουν 
στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των διαφορετικών γεωργικών φαρµάκων στον ίδιο χρόνο 
δειγµατοληψίας ενώ ράβδοι που έχουν σηµανθεί µε το ίδιο µικρό γράµµα δεν παρουσιάζουν σηµαντικές 
διαφορές µεταξύ του χρόνου δειγµατοληψίας για το ίδιο γεωργικό φάρµακο. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

4.1.  Επίδραση στην δοµή της κοινότητας των ΑΟΑ και ΑΟΒ 

Στη βιβλιογραφία υπάρχουν αρκετές µελέτες για την επίδραση της 

θερµοκρασίας (Avrahami et al., 2003) του pH (Nicol et al., 2008), της 

αλατότητας (Santoro et al., 2008) και των λιπασµάτων (Shen et al., 2008) στην 

δοµή και την αφθονία των ΑΟΒ και των ΑΟΑ. Ωστόσο δεν υπάρχουν µελέτες για 

την επίδραση των γεωργικών φαρµάκων στις κοινότητες των ΑΟΒ και ΑΟΑ που 

αποτελούν σηµαντικές οµάδες βακτηρίων για την λειτουργία του κύκλου του Ν. 

Στη µοναδική ως σήµερα µελέτη ο Οmirou και συνεργάτες (2010) έδειξαν ότι η 

εφαρµογή βιολογικών και χηµικών υποκαπνιστικών δεν επηρέασε σε σηµαντικό 

βαθµό τη δοµή της κοινότητας των ΑΟΒ. 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε η τεχνική T-RFLP για τη µελέτη 

των πιθανών αλλαγών στη δοµή των κοινοτήτων των ΑΟΒ και ΑΟΑ σε εδάφη 

ύστερα από την εφαρµογή συνθετικών και βιολογικών γεωργικών φαρµάκων. 

Χρησιµοποιήθηκαν δύο συνθετικά, τα Vydate® (Oxamyl) και MCW, και δύο 

βιολογικά γεωργικά φάρµακα τα BIOACT® (µύκητας Paecilomyces lilacinus) και  

QLAgri® (εκχύλισµα από το φυτό Quillaja saponaria). Το γενετικό αποτύπωµα 

των µικροβιακών κοινοτήτων αποκτήθηκε αναλύοντας πολυµορφισµούς του 

γονιδίου amoA, το οποίο κωδικοποιεί την υποµονάδα που περιέχει το ενεργό 

κέντρο του ενζύµου µονοοξυγενάση της αµµωνίας. Για τη µελέτη της δοµής των 

AOB χρησιµοποιήθηκαν τα ένζυµα TaqI, MspI και HhaI. Τα τµήµατα µε την 

µεγαλύτερη αφθονία που προέκυψαν από την πέψη του γονιδίου amoA µε τα 

ενζυµα TaqI (TRF-280) και MspI (TRF-154) γνωρίζουµε από την βιβλιογραφία 

ότι αντιστοιχούν σε είδη που ανήκουν στο γένος Nitrosospira (Horz et al., 2000; 

Stephen et al., 1999;  Wang et al., 2009). Τα κύρια αυτά τµήµατα εµφανίζονται 

σε όλες τις µεταχειρίσεις αποδεικνύοντας την κυριαρχία των ειδών του γένους 

Nitrosospira στο έδαφος που µελετήθηκε. Άλλες µελέτες που έγιναν µε τη χρήση 

τεχνικών που βασίζονται στην καλλιέργεια των µικροοργανισµών αλλά και µε µη 

εξαρτώµενες από την καλλιέργεια µεθόδους επιβεβαιώνουν την κυριαρχία των 

ειδών του γένους Nitrosospira έναντι του γένους Nitsosomonas σε κοινότητες 

των ΑΟΒ σε χερσαία περιβάλλοντα (Avrahami et al., 2002 Avrahami et al.,2003;  

Kowalchuk et al., 2000a; Kowalchuk et al., 2000b; Mintie et al., 2003). Αντίθετα, 

είδη του γένους Nitrosomonas συχνά ανιχνεύονται σε περιβάλλοντα µε υψηλά 
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επίπεδα αζώτου, όπως είναι οι µονάδες επεξεργασίας αποβλήτων (Geets et al., 

2006). Μάλιστα, ο Stephen και συνεργάτες (1996) ανίχνευσαν µια τάση  για την 

κυριαρχία του cluster 2 των Nitrosospira σε όξινα εδάφη, όπως είναι και το 

έδαφος που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα µελέτη (pH 5,5). 

Οι σχετικές αφθονίες των ακραίων τµηµάτων περιορισµού (ΤRFs) που 

προέκυψαν από την ανάλυση Τ-RFLP χρησιµοποιήθηκαν για στατιστική 

ανάλυση µε two-way ANOVA. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι το σκεύασµα 

ΒΙΟACT® που περιέχει τον µύκητα Paecilomyces lilacinus προκαλεί σηµαντικές 

διαφοροποιήσεις στη σύσταση των κοινοτήτων των ΑΟΒ και των ΑΟΑ. Πιο 

συγκεκριµένα, παρατηρήθηκαν διαφοροποιήσεις στη σχετική αφθονία των δύο 

κύριων TRFs (54 και 154) που προέκυψαν από την πέψη του γονιδίου amoA 

των ΑΟΒ µε το ένζυµο MspI στα δείγµατα που είχαν δεχτεί την εφαρµογή του 

σκευάσµατος BIOACT® σε σχέση µε τα δείγµατα-µάρτυρες. Οι µεταβολές που 

παρατηρήθηκαν στη δοµή της κοινότητας των ΑΟΒ από την εφαρµογή του 

BIOACT® ήταν συνάρτηση του χρόνου καθώς εµφανίστηκαν 20 ηµέρες µετά την 

εφαρµογή και παρέµειναν εµφανείς µέχρι της λήξη του πειράµατος (90 ηµέρες). 

Αντίθετα, η εφαρµογή των υπολοίπων συνθετικών και βιολογικών γεωργικών 

φαρµάκων δεν προκάλεσε σηµαντικές µεταβολές στην δοµή της κοινότητας των 

ΑΟΒ.  

Για την ανάλυση της δοµής των ΑΟΑ χρησιµοποιήθηκαν τρία ένζυµα 

(RsaI, MspI, HhaI). Η εφαρµογή των διαφόρων γεωργικών φαρµάκων δεν 

προκάλεσε σηµαντικές µεταβολές στην σχετική αφθονία των κύριων TRFs που 

προέκυψαν από τις πέψεις και µε τα τρία ένζυµα. Αντίθετα, το σκεύασµα 

BIOACT® (Paecilomyces lilacinus) προκάλεσε σηµαντικές διαφοροποιήσεις στη 

σχετική αφθονία TRFs των οποίων η σχετική αφθονία σε όλες τις µεταχειρίσεις 

ήταν <0.15 (TRF 298 (MspI), TRF 557 (ΗhaI)). Όπως και στα ΑΟΒ, τα υπόλοιπα 

γεωργικά φάρµακα δεν προκάλεσαν σηµαντικές µεταβολές στην κοινότητα των 

ΑΟΑ.  

4.2. Επίδραση στην αφθονία των ΑΟΑ και ΑΟΒ 

Πιθανές επιδράσεις των γεωργικών φαρµάκων στην αφθονία των ΑΟΑ και 

ΑΟΒ προσδιορίστηκαν µε PCR πραγµατικού χρόνου µέσω της  µέτρησης του 

αριθµού αντιγράφων του γονιδίου amoA στο έδαφος. Οι τιµές για τα ΑΟΒ στις 
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διάφορες µεταχειρίσεις και χρόνους κυµάνθηκαν από 1x105 έως 9x105 

αντίγραφα γονιδίου amoA/g εδάφους ενώ για τα ΑΟΑ οι αντίστοιχες τιµές ήταν 

6x105 έως 7x106 αντίγραφα γονιδίου amoA/g εδάφους (∆ιάγραµµα 13). Ο 

αριθµός των αντιγράφων του γονιδίου amoA των ΑΟΑ ήταν υψηλότερος του 

αντίστοιχου των ΑΟΒ σε όλες τις µεταχειρίσεις και χρόνους µε τον λόγο ΑΟΑ / 

ΑΟΒ να κυµαίνεται από 2 έως 28 και να παρουσιάζει τις υψηλότερες τιµές του 

στα δείγµατα των 90 ηµερών σε όλες τις µεταχειρίσεις. Τα αποτελέσµατα αυτά 

συµφωνούν µε προηγούµενες µελέτες που έδειξαν ότι ο αριθµός των ΑΟΑ 

(εκφρασµένος ως αριθµός αντιγράφων του γονιδίου amoΑ) κυµάνθηκε σε 

επίπεδα 2 ως 3,000 φορές υψηλότερα από τον αντίστοιχο αριθµό των ΑΟΒ 

(Leininger et al., 2006; Adair and Schwartz, 2008; Boyle-Yarwood et al., 2008; 

He et al., 2007; Herrmann et al., 2008). Πρέπει να τονιστεί ότι για τη µετατροπή 

των αριθµών των αντιγράφων του γονιδίου amoA/g εδάφους των ΑΟΒ και των 

ΑΟΑ σε κύτταρα/gr εδάφους πρέπει να λάβουµε υπόψη ότι τα µέχρι τώρα 

χαρακτηρισµένα ΑΟΒ και ΑΟΑ  περιέχουν 2-3 και 1 αντίγραφο  του γονιδίου 

amoA αντίστοιχα (Okano et al., 2004; Mincer et., 2007). Συνεπώς ο αυξηµένος 

αριθµός αντιγράφων του amoA γονιδίου των ΑΟΑ σε σχέση µε τα ΑΟΒ που 

παρατηρήθηκε στην παρούσα µελέτη δεν µπορεί να αποδοθεί στον αριθµό 

αντιγράφων που κατέχουν τα ΑΟΑ και ΑΟΒ. Η υψηλότερη αφθονία των ΑΟΑ θα 

µπορούσε να θεωρηθεί ως ένδειξη του σηµαντικότερου ρόλου των ΑΟΑ στην 

νιτροποίηση σε σχέση µε τα ΑΟΒ. Ωστόσο, η ερµηνεία των δεδοµένων 

αφθονίας θα πρέπει να γίνεται µε προσοχή καθώς η υψηλότερη αφθονία ενός 

λειτουργικού γονιδίου δεν σηµαίνει και λειτουργία. Επίσης, τα βακτήρια και τα 

αρχαία παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές στη φυσιολογία και τη δοµή των 

κυττάρων τους, τα ΑΟΑ φαίνεται να είναι µικρότερα από τα ΑΟΒ και περιέχουν 

διαφορετικό αριθµό αντιγράφων του γονιδίου amoA, όπως αναφέρθηκε. 

Εποµένως, η δραστικότητα ανά κύτταρο µπορεί να διαφέρει σηµαντικά. Οι 

Prosser και Nicol (2008) αναφέρουν ότι η µεγάλη αφθονία των ΑΟΑ µπορεί να 

µην σχετίζεται µε την οξείδωση της αµµωνίας αλλά µε έναν διαφορετικό τρόπο 

αύξησης. Σε συµφωνία µε αυτή την υπόθεση,  οι Jian και Conrad (2009) 

παρατήρησαν ότι ο πληθυσµός των ΑΟΑ αυξάνεται στο έδαφος ακόµα και όταν 

η οξείδωση της αµµωνίας αναστέλλεται µε ακετυλένιο. Αυτό δείχνει ότι η 

οξείδωση της αµµωνίας δεν στηρίζει από µόνη της την αύξηση του πληθυσµού  
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των ΑΟΑ και υποστηρίζει την υπόθεση ότι µπορεί να έχουν την ικανότητα 

ετερότροφης ή συνδυασµό αυτότροφης και ετερότροφης αύξησης (Hallam et., 

2006).  

Στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων που προέκυψαν από την PCR 

πραγµατικού χρόνου έδειξαν ότι το σκεύασµα BIOACT® που περιέχει το µύκητα 

Paecilomyces lilacinus προκάλεσε σηµαντικές µεταβολές στον αριθµό των 

αντιγράφων του γονιδίου amoA των ΑΟΒ και των ΑΟΑ που ήταν συνάρτηση του 

χρόνου µετά την εφαρµογή. Η προσθήκη του σκευάσµατος BIOACT® 

προκάλεσε σηµαντική µείωση στον αριθµό των αντιγράφων του γονιδίου amoA 

των ΑΟΒ και των ΑΟΑ κατά τις πρώτες 20 ηµέρες. Την αρχική µείωση των 

αντιγράφων του amoA ακολούθησε µια σταδιακή αύξηση µέχρι την ολοκλήρωση 

του πειράµατος (90 ηµέρες) όπου και παρατηρήθηκε o υψηλότερος αριθµός 

αντιγράφων του amoA για τα ΑΟΑ και ΑΟΒ.  

Η αρχική µείωση του πληθυσµού των ΑΟΑ και ΑΟΒ που παρατηρήθηκε 

στα δείγµατα που δέχτηκαν εφαρµογή του µύκητα P. lilacinus δεν µπορεί να 

αποδοθεί στην παραγωγή αντιµικροβιακών ουσιών καθώς το συγκεκριµένο 

στέλεχος 251 δεν παράγει τοξίνες µε αντιµικροβιακή δράση (Khan et al., 2003). 

Η αρχική µείωση του αριθµού των ΑΟΒ και ΑΟΑ κατά την διάρκεια των πρώτων 

20 ηµερών µετά την εφαρµογή µπορεί να αποδοθεί είτε 1) σε άµεσο 

ανταγωνισµό µε τον µύκητα Paecilomyces lilacinus για χώρο και θρεπτικά 

στοιχεία είτε 2) σε έµµεσο ανταγωνισµό λόγω αύξησης ετερότροφων 

µικροοργανισµών (βακτηρίων ή µυκήτων) που ευνοούνται από την ελευθέρωση 

στο έδαφος γλυκόζης και σκόνης γάλακτος που περιέχονται σε ποσοστό 78 και 

6% αντίστοιχα στο σκεύασµα BIOACT® που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα 

µελέτη (Anastasiades et al., 2008). Η αύξηση των ετερότροφων 

µικροοργανισµών παρουσία του σκευάσµατος είναι δυνατό να έχει οδηγήσει σε 

επικράτηση αυτών των οµάδων έναντι των ΑΟΑ και ΑΟΒ που χαρακτηρίζονται 

ως βραδέως αναπτυσσόµενοι µικροοργανισµοί. Οι παραπάνω εκδοχές 

συνάδουν πλήρως και µε την ανάκαµψη των ΑΟΑ και ΑΟΒ που παρατηρήθηκε 

45 ως και 90 ηµέρες µετά την εφαρµογή. Η εξάντληση των οργανικών 

υποστρωµάτων που περιέχονται ως πρόσθετα στο σκεύασµα του BIOACT® 

είναι πιθανό να οδήγησε σε σταδιακή µείωση του πληθυσµού των ετερότροφων 

µικροοργανισµών και αντίστοιχη ανάκαµψη των λιγότερο ανταγωνιστικών στο 
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εδαφικό οικοσύστηµα ΑΟΑ και ΑΟΒ. Από την άλλη µεριά, προηγούµενες 

µελέτες έχουν δείξει ότι 6-8 εβδοµάδες µετά την εφαρµογή του µύκητα P. 

lilacinus 251 στο έδαφος τα επίπεδά του µειώνονται και φτάνουν στα 102-103 

κύτταρα/g εδάφους που είναι και τα επίπεδα στα οποία µπορεί να βρεθεί ο 

συγκεκριµένος σαπροφυτικός µύκητας στο έδαφος σε φυσικούς πληθυσµούς 

(Roumpos, 2005). Έτσι, η µείωση του πληθυσµού του µύκητα µε την πάροδο 

του χρόνου είναι πιθανόν να οδηγεί σε αντίστοιχη ανάκαµψη του πληθυσµού 

των ΑΟΒ και των ΑΟΑ λόγω περιορισµού του ανταγωνισµού.  

Από τα υπόλοιπα γεωργικά φάρµακα που µελετήθηκαν, τα QLAgri® και 

MCW-2 οδήγησαν σε συνολική µείωση των αντιγράφων του γονιδίου amoA των 

ΑΟΒ. Αντίθετα εφαρµογή των ΜCW και Oxamyl προκάλεσαν µια συνολική 

αύξηση των αντιγράφων του γονιδίου amoA των ΑΟΑ.  

 

Τελικά συµπεράσµατα 

� Από τα τέσσερα γεωργικά φάρµακα που αξιολογήθηκαν στην παρούσα 

εργασία, το BIOACT® (σπόρια του µύκητα Paecilomyces lilacinus 251) ήταν 

το µόνο που προκάλεσε σηµαντικές µεταβολές στη δοµή της κοινότητας των 

ΑΟΒ και λιγότερο εµφανείς αλλά επίσης σηµαντικές µεταβολές στην 

κοινότητα των ΑΟΑ.  

� Η εφαρµογή του βιολογικού σκευάσµατος BIOACT® προκάλεσε σηµαντικές 

µεταβολές και στον πληθυσµό των ΑΟΑ και ΑΟΒ κατά την χρονική διάρκεια 

του πειράµατος (90 ηµέρες), που αποδόθηκαν σε άµεσο ανταγωνισµό µε 

τον µύκητα ή έµµεσο ανταγωνισµό µε οµάδες ετερότροφων 

µικροοργανισµών που ευνοούνται από την εφαρµογή του σκευάσµατος στο 

έδαφος. 

� Σε όλες τις µεταχειρίσεις παρατηρήθηκε υψηλότερος αριθµός αντιτύπων του 

γονιδίου amoA των ΑΟΑ συγκριτικά µε τα ΑΟΒ µε τον λόγο ΑΟΑ/ΑΟΒ να 

κυµαίνεται από 2 έως 28.  
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Συνέχιση µελέτης 

Σε συνέχεια της παρούσα µελέτης θα πραγµατοποιηθεί PCR πραγµατικού 

χρόνου ώστε να διερευνηθούν πιθανές µεταβολές στον πληθυσµό του 

στελέχους 251 του µύκητα Paecilomyces lilacinus στο έδαφος µε την πάροδο 

του χρόνου και πως αυτές συσχετίζονται µε τις µεταβολές που παρατηρήθηκαν 

στην σύσταση της κοινότητας των ΑΟΑ και ΑΟΒ αλλά και στην αφθονία τους 

στο έδαφος. 

Επίσης, θα πραγµατοποιηθεί προσθήκη γλυκόζης σε έδαφος και θα 

ακολουθήσει ποσοτικοποίηση των ΑΟΒ και των ΑΟΑ µε PCR πραγµατικού 

χρόνου ώστε να παρατηρηθεί η ανταπόκρισή τους στην προσθήκη γλυκόζης µε 

την πάροδο του χρόνου. Με αυτό τον τρόπο θα επιβεβαιωθεί ή όχι η υπόθεση 

ότι οι µεταβολές στην αφθονία των ΑΟΒ και ΑΟΑ οφείλονται στα έκδοχα που 

περιέχει το σκεύασµα BIOACT (78% γλυκόζη) και όχι σε άµεσο ανταγωνισµό 

των ΑΟΒ και ΑΟΑ µε τον µύκητα Paecilomyces lilacinus. 
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