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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 
 

Η νιτροποίθςθ αποτελεί τθ ρυκμο-κακοριςτικι διεργαςία του κφκλου του αηϊτου (Ν) και 

πραγματοποιείται ςε δφο ςτάδια από νιτρωδοποιθτικά βακτιρια (Ammonia Oxidizing 

Bacteria: ΑΟΒ) ι αρχαία (Ammonia Oxidizing Archaea: ΑΟΑ) (ΝΗ3 προσ ΝΟ2
-

«Νιτρωδοποίθςθ») και νιτρικοποιθτικά βακτιρια (Nitrite Oxidizing Bacteria: ΝΟΒ) (ΝΟ2
- 

προσ ΝΟ3
-, «Νιτρικοποίθςθ»). Πρόςφατα βρζκθκε ότι βακτιρια του γζνουσ Nitrospira sp. 

(μζχρι πρότινοσ γνωςτά ωσ ΝΟΒ), που απομονϊκθκαν από τεχνθτά οικοςυςτιματα, ζχουν 

τθν ικανότθτα να πραγματοποιοφν και τα δφο ςτάδια τθσ νιτροποίθςθσ και ονομάςτθκαν 

Comammox (Complete-ammonia-oxidation). Σα βακτιρια αυτά φαίνεται να είναι ευρζωσ 

διαδεδομζνα ςε φυςικά εδαφικά οικοςυςτιματα όπου και βρζκθκε να ςυνειςφζρουν ςτθ 

διεργαςία τθσ νιτροποίθςθσ. 

Διάφορεσ τεχνολογίεσ «ελζγχου» των διεργαςιϊν του κφκλου του Ν ζχουν αναπτυχκεί ςτισ 

μζρεσ μασ με ςτόχο τθν ταυτόχρονθ αφξθςθ τθσ αποδοτικότθτασ χριςθσ του Ν από τα φυτά 

και τθν ελαχιςτοποίθςθ των απωλειϊν του Ν (ΝΟ3
-, ΝxO) από τα αγροτικά οικοςυςτιματα 

και κατ’επζκταςθ των ανεπικφμθτων περιβαλλοντικϊν επιπτϊςεων που αυτζσ 

ςυνεπάγονται (ρφπανςθ υπόγειου υδροφόρου ορίηοντα και ατμόςφαιρασ, αντίςτοιχα). Μια 

από τισ τεχνολογίεσ αυτζσ είναι θ εφαρμογι παρεμποδιςτϊν νιτροποίθςθσ (ΠΝ). Οι ΠΝ 

είναι ενϊςεισ που παρεμποδίηουν τθ βιολογικι οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ ςε νιτρικό άηωτο. 

Οι περιςςότεροι από τουσ διακζςιμουσ ΠΝ δρουν κυρίωσ εναντίον των ΑΟΒ, ενϊ θ δράςθ 

τουσ ζναντι των ΑΟΑ και των υπόλοιπων μικροβιακϊν ομάδων που ςυμμετζχουν ςτθ 

νιτροποίθςθ (π.χ. ΝΟΒ και Comammox) είτε δεν ζχει μελετθκεί ακόμα, είτε είναι 

περιοριςμζνθ, γεγονόσ που κακιςτά αμφίβολθ τθν αποτελεςματικότθτα τουσ. 

Εκτόσ από τισ ουςίεσ που ζχουν χαρακτθριςτεί ωσ ΠΝ, άλλεσ αγροχθμικζσ ουςίεσ που 

εφαρμόηονται ςτθν κοινι γεωργικι πρακτικι, κακϊσ και οι μεταβολίτεσ τουσ, μποροφν 

επίςθσ να επθρεάςουν τουσ μικροοργανιςμοφσ που ςυμμετζχουν ςτθ νιτροποίθςθ και κα 

μποροφςαν υπό προχποκζςεισ να χρθςιμοποιθκοφν ωσ εναλλακτικοί ΠΝ. Μια από τισ 

ουςίεσ αυτζσ είναι το αντιοξειδωτικό ethoxyquin (EQ) (1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-trimethyl 

quinoline) που χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ ςυντθρθτικό ςτθ βιομθχανία κρεάτων και 

ψαριϊν αλλά και ςτα ςυςκευαςτιρια φροφτων για τθ προςταςία των μιλων από τθ 

φυςιολογικι τουσ αλλοίωςθ. Προθγοφμενεσ μελζτεσ μικροκόςμων εδάφουσ ζδειξαν πωσ το 

ΕQ ςτο ζδαφοσ μεταβολίηεται ταχφτατα προσ το μθ υπολειμματικό 2,6-dihydro-2,2, 4-

trimethyl-6-quinone imine (quinone imine QI) (κφριοσ μεταβολίτθσ) και το ζμμονο 2,4-

dimethyl-6-ethoxyquinoline (EQNL) (δευτερεφων μεταβολίτθσ), με το πρϊτο (QI) να 

προκαλεί προςωρινι αναςτολι τθσ νιτροποίθςθσ. Ακόλουκθ αξιολόγθςθ  του 

αντιοξειδωτικοφ EQ και των μεταβολικϊν προϊόντων του ωσ ΠΝ, ςε υγρζσ καλλιζργειεσ 

επιλεγμζνων εδαφογενϊν ςτελεχϊν ΑΟΒ, ΑΟΑ και ΝΟΒ, ςε ςφγκριςθ με λοιποφσ ΠΝ 

ευρείασ εφαρμογισ (DCD, nitrapyrin, DMPP), ζδειξε ότι το EQ και κυρίωσ ο κφριοσ 

μεταβολίτθσ του QI παρουςιάηει ικανότθτα αναςτολισ και των δφο ομάδων 

μικροοργανιςμϊν (ΑΟΑ και ΑΟΒ) που ςυμμετζχουν ςτθν νιτρωδοποίθςθ, με τα ΑΟΑ να 

εμφανίηουν μεγαλφτερθ ευαιςκθςία ςυγκριτικά με τα ΑΟΒ. Από τουσ υπόλοιπουσ 
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διακζςιμουσ ςιμερα ΠΝ φαίνεται πωσ μόνο το nitrapyrin (ΝΡ) αςκεί ανάλογθ 

παρεμποδιςτικι δράςθ με το EQ ζναντι των ΑΟΑ, ενϊ  περιοριςμζνθ εμφανίηεται θ δράςθ 

των DCD και DMPP, που αποτελοφν και τουσ μόνουσ εγκεκριμζνουσ προσ χριςθ ςτθ 

γεωργικι παρακτικι ΠΝ ςτθν Ευρϊπθ. 

Λαμβάνοντασ υπόψθ τουσ πικανοφσ περιοριςμοφσ ςτθν πρόβλεψθ τθσ ςυμπεριφοράσ των 

παραπάνω ουςιϊν ςτα εδαφικά οικοςυςτιματα, κφριοσ ςτόχοσ τθσ παροφςασ διατριβισ 

ιταν θ αξιολόγθςθ τθσ αποτελεςματικότθτασ και τθσ εκτόσ ςτόχου δράςθσ τοξικότθτασ τουσ  

ςε πειράματα μικροκόςμων εδάφουσ. Για το ςκοπό αυτό μελετικθκε θ επίδραςθ των ΠΝ  

(α) ςτθ λειτουργία και τθν αφκονία των νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν, (β) ςτθν 

αφκονία μικροοργανιςμϊν που ςυμμετζχουν ςε επόμενα τθσ νιτρωδοποίθςθσ ςτάδια του 

κφκλου του αηϊτου (ΝΟΒ και απονιτροποιθτζσ) και (γ) ςτθν αφκονία ομάδων 

μικροοργανιςμϊν τθσ ευρφτερθσ μικροβιακισ κοινότθτασ (βακτιρια, αρχαία, μφκθτεσ). 

Παράλλθλα, εξετάςτθκε θ πορεία αποδόμθςθσ των μελετοφμενων ουςιϊν ςτα εδαφικά 

δείγματα.  

Για τθν προετοιμαςία των μικροκόςμων χρθςιμοποιικθκαν δφο εδάφθ με διαφοροποίθςθ 

ωσ προσ τθν  τιμι του pH (όξινο και αλκαλικό), ςτα οποία πριν τθν εφαρμογι των ΠΝ 

προςτζκθκε ουρία ωσ πθγι Ν για τθ μεγιςτοποίθςθ τθσ μεταβολικισ δραςτικότθτασ των 

νιτροποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν και τθσ δράςθσ των μελετοφμενων ουςιϊν.  

Σο pH του εδάφουσ αποτζλεςε κακοριςτικό παράγοντα  τθσ  επίδραςθσ των μελετοφμενων 

ουςιϊν ςτθ λειτουργία και τθν αφκονία των νιτροποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν του 

εδάφουσ, επθρεάηοντασ τθν ςυνολικι αποτελεςματικότθτα τουσ.  Σο QI ςτθ ςυγκζντρωςθ 

ςτθν οποία εφαρμόςτθκε, παρεμπόδιςε ςθμαντικά τθ νιτροποίθςθ και ςυνεπϊσ τον 

κίνδυνο απωλειϊν Ν και ςτα δφο εδάφθ. ΢το όξινο ζδαφοσ το QI προκάλεςε μείωςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ των νιτρικϊν ιόντων και του ρυκμοφ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ που ιταν 

ιςοδφναμθ ι  ιςχυρότερθ ςε ςχζςθ με αυτι του DCD και των ΝΡ και DMPP, αντίςτοιχα. Η 

αφκονία του amoA γονιδίου των ΑΟΒ και ΑΟΑ μειϊκθκε μόνο ςτθν περίπτωςθ των 

μεταχειρίςεων του QI και του DCD, αντίςτοιχα, και μόνο ςτο τζλοσ του πειράματοσ. ΢το 

αλκαλικό ζδαφοσ, όλοι οι ΠΝ προκάλεςαν μείωςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των νιτρικϊν ιόντων, 

του ρυκμοφ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ και τθσ αφκονίασ των ΑΟΒ, χωρίσ ωςτόςο να 

επθρεάςουν ςθμαντικά τθν αφκονία των ΑΟΑ. Η εφαρμογι όλων των ΠΝ προκάλεςε 

ςθμαντικι μείωςθ τθσ αφκονίασ όλων των γονιδίων (amoA, nxrB, narG, nirS, nosZ, 16S 

rRNA, 18S rRNA) που εξετάςκθκαν ςτο όξινο ζδαφοσ, ςτο τζλοσ του πειράματοσ. Αντίκετα, 

ςτο αλκαλικό ζδαφοσ δεν παρατθρικθκε ανάλογθ επίδραςθ με μόνθ εξαίρεςθ τα βακτιρια 

του γζνουσ Nitrobacter, όπου παρατθρικθκε μείωςθσ τθσ αφκονίασ τουσ ςτισ μεταχειρίςεισ 

των DCD, NP και QI, ςτο τζλοσ του πειράματοσ. Η αφκονία των μικροοργανιςμϊν μθ ςτόχων 

τθσ ευρφτερθσ μικροβιακισ κοινότθτασ του εδάφουσ δεν επθρεάςτθκε ςθμαντικά από τθν 

εφαρμογι των ΠΝ, με εξαίρεςθ μία μείωςθ που παρατθρικθκε ςτισ μεταχειρίςεισ των DCD, 

NP και QI ςτθν αφκονία των αρχαίων τθσ ςυνωμοταξίασ Crenarchaeota, ςτο όξινο ζδαφοσ 

ςτο τζλοσ του πειράματοσ. Σζλοσ, θ υπολειμματικότθτα των ΠΝ ςτο ζδαφοσ δε φάνθκε να 

ζχει ξεκάκαρθ ςυςχζτιςθ με τα αποτελζςματα τθσ επίδραςθσ τουσ.  Με βάςθ τα παραπάνω 

αποτελζςματα το αντιοξειδωτικό EQ μζςω του κφριου οξειδωτικοφ του παραγϊγου QI, κα 

μποροφςε να χρθςιμοποιθκεί δυνθτικά ωσ ζνασ νζοσ ΠΝ για τθν αποδοτικότερθ χριςθ των 

αηωτοφχων λιπαςμάτων ςτα αγροτικά οικοςυςτιματα. Περαιτζρω μελζτεσ ςχετικά με τθν 
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αποτελεςματικότθτα των EQ και QI ςε μεγαλφτερο εφροσ εδαφϊν, αλλά και τθν 

οικοτοξικότθτα τουσ ςε επίπεδο δομισ και λειτουργίασ τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ 

απαιτοφνται για τθν αξιολόγθςθ τθσ πικανισ χριςθσ τουσ ωσ εναλλακτικι και οικονομικά 

βιϊςιμθ λφςθ για τθν αποδοτικότερθ χριςθ των αηωτοφχων λιπαςμάτων ςτα αγροτικά 

οικοςυςτιματα. 

 

Λζξεισ κλειδία: νιτροποίθςθ, νιτρωδοποιθτικοί μικροοργανιςμοί, νιτρικοποιθτικοί 

μικροοργανιςμοί, απονιτροποιθτζσ, μικροβιακι κοινότθτα, παρεμποδιςτζσ νιτροποίθςθσ  
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ΑBSTRACT  
 

Νitrification is the rate-limiting step of the nitrogen (N)  cycle and is carried out in two steps 

by Ammonia Oxidation Bacteria (AOB) or Ammonia Oxidizing Archaea (AOA) (NH3 to NO2
-

‘’Nitrating’’) and nitrite-oxidizing bacteria (NOB) (NO2
- to NO3

-, "Nitriting"). It has recently 

been found that bacteria of the genus Nitrospira sp. (previously known as NOB), which were 

isolated from engineered ecosystems, have the ability to carry out both steps of the 

nitrification process and were named Comammox (Complete-ammonia-oxidation). 

Comammox appear to be widespread in natural soil ecosystems where they have been 

found to contribute to the nitrification process. 

Several technologies controlling the rate of the soil processes in the N cycle have been 

developed and aim to increase the efficiency of N use, and reduce N losses (NO3
-, NxO) from 

agricultural ecosystems, minimizing thus potentially undesirable environmental effects such 

as groundwater and atmosphere pollution, respectively. One of these technologies is the 

application of nitrification inhibitors (NΙ). ΝΙs are compounds that inhibit the biological 

oxidation of ammonia to nitrate. Most of the available NIs have shown a selective inhibitory 

effect towards AOB, while their impact on AOA and Comammox is either limited or 

unknown, making their efficacy questionable. 

Apart from the characterized NIs, other agrochemicals can also affect the microorganisms 

participating in nitrification. One of these compounds is the antioxidant ethoxyquin (EQ) 

(1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-trimethyl quinoline) which is widely used as a preservative in 

meat and fish industry,  as well as in fruit-packaging plants to prevent the physiological 

disorder apple scald. Previous studies have shown that EQ in soil is rapidly oxidized to the 

less persistent 2,6-dihydro-2,2, 4-trimethyl-6-quinone imine (quinone imine: QI) (main 

metabolite) and the persistent 2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline (secondary metabolite), with 

the first being mainly responsible for the transient inhibition of nitrification. Following liquid 

culture assays assesing the impact of EQ and its oxidation derivatives, QI and EQNl, on 

representative soil strains of AOB, AOA and NOB, in comparison with NIs that have been 

used in agricultural settings (DCD, nitrapyrin, DMPP), suggested a suboptimal efficiency of 

dicyandiamide (DCD) and 3,4-dimethylpyrazole-phosphate (DMPP), the only NIs currently 

registered for use in Europe, due to their selective inhibitory activity towards ammonia-

oxidizing bacteria (AOB), and indicated nitrapyrin as the sole NI effectively inhibiting both 

AOB and ammonia-oxidizing archaea (AOA). In contrast, ethoxyquin, showed high activity 

against AOA, attributed to its major transformation product quinone imine (QI).  

To eliminate potential limitations in predicting the behavior of these NIs in soil, we aimed to 

assess their efficacy and off-target toxicity in soil by evaluating their impact (a) on the size 

and activity of soil ammonia-oxidizers, (b) on the size of other microbial groups regulating 

downstream to ammonia-oxidation processes in N cycle (NOB and denitrifiers), and (c) on 

the abundance of wider microbial groups like bacteria, fungi and Crenarchaea. At the same 

time, the degradation of NIs in soil samples was examined, to highlight possible correlations 
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between their residuals and the observed effects in the abundance and function of the 

microbial community. 

For the microcosms setup, two soils with contrasting pH (acidic and alkaline) were amended 

with urea to promote the metabolic activity of ammonia-oxidizers maximizing thus the 

performance of the examined NIs. 

Soil pH was the main driver affecting ammonia-oxidizers community size and function, 

influencing thus their overall soil performance. QI, significantly inhibited nitrification, 

minimizing thus the risk of N losses in both soils. In acidic soil QI was equally effective to DCD 

and more potent than NP and DMPP, while in the alkaline soil, all NIs were equally effective. 

NIs reduced the abundance of the other interrelated with ammonia-oxidation, functional 

microbial groups, such as NOB and denitrifiers, while they did not affect the size of the off-

target bacterial, archaeal, and fungal communities. NIs persistence in soils was not 

correlated with their impact on ammonia-oxidizers. Considering the above efficacy of QI  

against ammonia-oxidizers in both soils, and also the unique feature of EQ to be rapidly 

transformed to QI in soil, we suggest that the antioxidant EQ could potentially be used as a 

novel NI for more efficient nitrogen conservation in agricultural soils. Further studies 

regarding EQ/QI efficacy/performance and off-target structural and functional microbial 

toxicity in a wider range of soils, are necessary to evaluate the use of EQ/QI as an alternative 

and economically viable solution for more efficient use of nitrogen fertilizers. 

 

Key Words:  nitrification, ammonia-oxidizers, nitrite-oxidizers, denitrifiers, microbial 

community, nitrification inhibitors  
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1  
 

1.1 Κφκλοσ Αηϊτου 

Σο ςτοιχειακό N2 αποτελεί το κυρίαρχο αζριο τθσ ατμόςφαιρασ, καταλαμβάνοντασ περίπου 

το 78% του ςυνολικοφ όγκου τθσ (Godfrey and Glass 2011). Παράλλθλα, αποτελεί δομικό 

ςυςτατικό για τθ βιοςφνκεςθ των βιομορίων ςτο οργανιςμό όπωσ οι πρωτεΐνεσ και τα 

νουκλεϊκά οξζα, ςυμβάλλοντασ ζτςι ςτθ διατιρθςθσ τθσ ηωισ (Zerkle and Mikhail, 2017). 

Παρά τθν αφκονία ςτθν οποία ςυναντάται το N2 ςτθν ατμόςφαιρα, θ αφομοίωςθ του από 

τθν πλειοψθφία των οργανιςμϊν ςε αυτι τθ μορφι δεν είναι εφικτι (Bernhard 2010). Ζτςι 

απαιτείται θ μετατροπι του ςε άλλεσ αηωτοφχεσ ενϊςεισ όπωσ θ αμμωνία (NH3), τα 

νιτρϊδθ ιόντα (NO2
-) και τα νιτρικά ιόντα (NO3

-) (Bernhard 2010). Ο κφκλοσ του αηϊτου και 

οι μετατροπζσ που υφίςταται ςτο περιβάλλον οφείλονται ςε βιοτικζσ διεργαςίεσ (Εικόνα 1). 

Οι βιοτικζσ αυτζσ διεργαςίεσ περιλαμβάνουν: 

 Αηωτοδζςμευςθ  

 Αμμωνιοποίθςθ/Ανοργανοποίθςθ  

 Νιτροποίθςθ  

 Απονιτροποίθςθ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1. Ο κφκλοσ του αηϊτου. https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Nitrogen_Cycle.svg 
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Η αηωτοδζςμευςθ, είναι θ διαδικαςία αναγωγισ του αζριου ςτοιχειακοφ Ν2 ςε ΝΗ4
+ και 

ΝΟ3
-. Διακρίνονται δφο τφποι αηωτοδζςμευςθσ: θ φυςικι και θ βιολογικι. ΢τθ φυςικι 

αηωτοδζςμευςθ το άηωτο τθσ ατμοςφαίρασ ενϊνεται είτε με το υδρογόνο των υδρατμϊν, 

ςχθματίηοντασ αμμωνία, είτε με το οξυγόνο, ςχθματίηοντασ νιτρικά ιόντα:    

 

 

 

Η πραγματοποίθςθ αυτϊν των χθμικϊν αντιδράςεων απαιτεί ενζργεια, για τθ ριξθ του 

τριπλοφ δεςμοφ του Ν2, θ οποία παρζχεται από τισ θλεκτρικζσ εκκενϊςεισ (κεραυνοί). Οι 

αηωτοφχεσ ενϊςεισ που παράγονται λόγω τθσ υδατοδιαλυτότθτασ που τισ χαρακτθρίηει 

μεταφζρονται με τθ βροχι ςτο ζδαφοσ, απ’όπου ςτθ ςυνζχεια προςλαμβάνονται από τα 

φυτά. Ο τφποσ αυτόσ τθσ αηωτοδζςμευςθσ ςυνειςφζρει μόνο το 10% τθσ αμμωνίασ και των 

νιτρικϊν ιόντων που μεταφζρονται ςτα οικοςυςτιματα (Bernhard 2010), ενϊ το υπόλοιπο 

90% των αηωτοφχων ενϊςεων προζρχεται από τθ βιολογικι αηωτοδζςμευςθ. Η βιολογικι 

αηωτοδζςμευςθ αποτελεί μια εξειδίκευμζνθ διαδικαςία που πραγματοποιείται από 

προκαρυωτικοφσ μικροοργανιςμοφσ, οι οποίοι δεςμεφουν το N2 και το μετατρζπουν ςε 

NH4
+ (Bernhard 2010, Kuypers et al., 2018). Οι μικροοργανιςμοί που ζχουν τθν ικανότθτα να 

αηωτοδεςμεφουν είναι ελεφκερα ηϊντα βακτιρια, που ανικουν ςε διάφορα γζνθ όπωσ 

Azotobacter, Azospirilum, Azomonas, Azococcus, αλλά και Pseudomonas, 

Stenotrophomonas, Ochrobactrum, και ςυμβιωτικά βακτιρια, των γενϊν Rhizobium, 

Bradyrhizobium, κακϊσ και ακτινοβακτιρια του γζνουσ Frankia (Bernhard 2010, Santi et al., 

2013, Kuypers et al., 2018). Η ικανότθτα των παραπάνω μικροοργανιςμϊν να δεςμεφουν το 

N2 οφειλεται ςτο ενηυμικό ςφμπλοκο τθσ νιτρογενάςθσ (Franche et al.,2009). Η ενζργεια 

που απαιτείται για τθ βιολογικι αηωτοδζςμευςθ παρζχεται ςτουσ ελεφκερουσ 

μικροοργανιςμοφσ από τθν αναπνοι με τθ διάςπαςθ τθσ γλυκόηθσ και ςτουσ ςυμβιωτικοφσ 

μικροοργανιςμοφσ από υδατάνκρακεσ προερχόμενουσ από το φυτό με το οποίο 

ςυμβιϊνουν (Bernhard 2010). 

Σο άηωτο είναι ζνα από τα ςτοιχεία που ςυναντάται ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ ςτθν 

οργανικι φλθ, είτε ςτα περιττϊματα των ηϊων, είτε ςε νεκροφσ ιςτοφσ (Rilling et al., 2007). 

Η αμμωνιοποίθςθ ι ανοργανοποίθςθ είναι θ διαδικαςία μετατροπισ αυτϊν των 

οργανικϊν ενϊςεων ςε ΝΗ3 από μικροοργανιςμοφσ του εδάφουσ που κατζχουν το γενετικό 

υπόβακρο για τθν παραγωγι υδρολυτικϊν ενηφμων όπωσ ουρεάςεσ και αμινοπεπτιδάςεσ 

(Bernhard 2010). Η αμμωνιοποίθςθ εξαρτάται από περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ όπωσ το 

pH, θ κερμοκραςία, θ υγραςία του εδάφουσ και θ ςφνκεςθ τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ 

(Sylvia et al., 2005). 

Η νιτροποίθςθ είναι θ διαδικαςία μετατροπισ τθσ αμμωνίασ ςε νιτρϊδθ και νιτρικά ιόντα. 

Η αμμωνία που βρίςκεται ςτο ζδαφοσ, οξειδϊνεται  ςε νιτρϊδθ ιόντα τα οποία με τθ ςειρά 

τουσ μετατρζπονται ςε νιτρικά ιόντα. Προκειμζνου να πραγματοποιθκεί θ διαδικαςία τθσ 

νιτροποίθςθσ απαιτείται θ δράςθ εξειδικευμζνων μικροοργανιςμϊν που διακζτουν τα 

απαραίτθτα ζνηυμα (Bernhard 2010). Περιβαλλοντικοί παράγοντεσ όπωσ θ κερμοκραςία, θ 

Ν2 + 3 Η2        2 ΝΗ3 

Ν2 + 3 Ο2        2 ΝΟ3
- 
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υγραςία του εδάφουσ και κυρίωσ το pH και θ διακεςιμότθτα των NH4
+ επθρεάηουν ςε 

μεγάλο βακμό τθν διαδικαςία τθσ νιτροποίθςθσ (Bernhard 2010) . 

Τπό αναερόβιεσ ςυνκικεσ, πραγματοποιείται αναγωγι των NO3
- που παράχκθςαν κατά τθ 

νιτροποίθςθ ςε ςτοιχειακό άηωτο ωσ τελικό προϊόν, μζςω τθσ απονιτροποίθςθσ. Η 

διεργαςία τθσ απονιτροποίθςθσ περιλαμβάνει τζςςερα αναγωγικά ςτάδια, τα οπoία 

πραγματοποιοφνται από μια ςειρά μικροοργανιςμϊν που φζρουν το γενετικό υπόβακρο 

για τθν ζκφραςθ των γονιδίων narG, nirs/nirK, nor, nosZ που οδθγοφν ςτθν παραγωγι τθσ 

νιτρικισ οξειδοαναγωγάςθσ, νιτρϊδθσ οξειδοαναγωγάςθσ, οξειδοαναγωγάςθσ του 

μονοξειδίου του αηϊτου και οξειδοαναγωγάςθσ του υποξειδίου του αηϊτου, αντίςτοιχα 

(Εικόνα 2) (Verbaendert et al., 2011). 

 

 

 ΝΟ3
-                                                  ΝΟ2

-
                                         ΝΟ                                          Ν2Ο 

 

 

 

 

 

 

1.2 Νιτροποίθςθ 

1.2.1 Μθχανιςμόσ τθσ νιτροποίθςθσ  

Η νιτροποίθςθ αποτελεί μια από τισ βαςικότερεσ βιοτικζσ μετατροπζσ του Ν2 και είναι 

κακοριςτικισ ςθμαςίασ για τθν ολοκλιρωςθ του κφκλου του. Η νιτροποίθςθ οδθγεί ςτθ 

μετατροπι των NH4
+ ςτθν οξειδωμζνθ μορφι των NO3

-, με ςυνζπεια τθν αυξθμζνθ 

διακεςιμότθτα αηϊτου για τα φυτά και τθ διατιρθςθ τθσ γονιμότθτασ του εδάφουσ 

(Bernhard 2010, Schleper and Nicol 2010). Οι μικροοργανιςμοί και τα ζνηυμα που 

ςυμμετζχουν ςτθ νιτροποίθςθ ζχουν μελετθκεί διεξοδικά αποδεικνφοντασ τθ ηωτικι 

οικονομικι ςθμαςία και περιβαλλοντικι ςπουδαιότθτα τθσ διαδικαςίασ (You et al., 2009). 

Η νιτροποίθςθ πραγματοποιείται ςε δφο διακριτά ςτάδια (Εικόνα 3) (Schleper and Nicol 

2010): 

I. τθ νιτρωδοποίθςθ, που περιλαμβάνει τθν οξείδωςθ των NH4
+ προσ ΝΟ2

-, και 
αποτελεί το ρυκμό-κακοριςτικό ςτάδιο τθσ νιτροποίθςθσ,  

ΝΗ4
+  + ½ Ο2                          ΝΟ2

- + 2 H+ + H2O + ενζργεια 

II. τθ νιτρικοποίθςθ, που περιλαμβάνει τθν οξείδωςθ ΝΟ2
- προσ ΝΟ3

- 
 

                          ΝΟ2
-  + ½ Ο2                  ΝΟ3

-  + ενζργεια 

νιτρικι 

οξειδοαναγωγάςθ 

νιτρϊδθσ 

οξειδοαναγωγάςθ 

οξειδοαναγωγάςθ του 

μονοξειδίου του 

αηϊτου  

οξειδοαναγωγάςθ 

του υποξειδίου του 

αηϊτου  

Ν2 

Εικόνα 2. Αντιδράςεισ μετατροπισ νιτρικϊν ιόντων ςε ςτοιχειακό άηωτο (απονιτροποίθςθ). 

narG nirS/nirK nor 

nosZ 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:37:23 EEST - 3.149.253.131



15 
 

 

Η νιτρωδοποίθςθ διαχωρίηεται ςε δφο επιμζρουσ βιοχθμικά ςτάδια (Bernhard 2010, 

Caranto and Lancaster 2017). ΢το πρϊτο ςτάδιο πραγματοποιείται θ οξείδωςθ των NH4
+ 

προσ υδροξυλαμίνθ (NH2OH) με τθ δράςθ τθσ μονοοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ). Σο 

ζνηυμο αυτό αποτελεί μια διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ με τρεισ πολυπεπτιδικζσ υπομονάδεσ 

που κωδικοποιοφνται από τα γονίδια amoA, amoB και amoC του οπερονίου amoCAB και 

παράγεται ςε νιτρωδοποιθτικά βακτιρια (Ammonia oxidizing Bacteria, ΑΟΒ) και αρχαία 

(Ammonia oxidizing Archaea, ΑΟΑ). Προκειμζνου το ζνηυμο να είναι λειτουργικό, 

απαιτοφνται δφο θλεκτρόνια και θ ςφνδεςθ χαλκοφ ςτθν υπομονάδα amoB (Beeckman et 

al., 2018, Prosser et al., 2019).  

΢το δεφτερο ςτάδιο τθσ νιτρωδοποίθςθσ πραγματοποιείται θ οξείδωςθ τθσ NH2OΗ, με 

τελικό προϊόν τα ΝΟ2
-, με τθ δράςθ του ενηφμου τθσ διυδροξυγενάςθσ τθσ υδροξυλαμίνθσ 

(ΗΑΟ). Η διυδροξυγενάςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ είναι μια ομοτριμερισ πρωτεΐνθ που φζρει 24 

δακτυλίουσ αίμθσ και ςυναντάται κυρίωσ ςτα ΑΟΒ (Beeckman et al., 2018, Caranto and 

Lancaster 2017). Μζχρι πρότινοσ κεωροφνταν πωσ θ ΗΑΟ ςυμμετζχει άμεςα ςτθν οξείδωςθ 

τθσ NH2OH ςε ΝΟ2
-. ΢φμφωνα με τουσ Caranto και Lancaster (2017), το προϊόν που 

παράγεται από τθν οξείδωςθ τθσ NH2OH είναι τελικά το ΝΟ. Οι μθχανιςμοί που ζχουν 

προτακεί (Caranto and Lancaster 2017, Prosser et al., 2019) για τθ μετατροπι του ΝΟ ςε 

ΝΟ2
- είναι οι εξισ: 

 αβιοτικι μετατροπι 

 μετατροπι με τθν επίδραςθ τθσ νιτρϊδουσ οξειδοαναγωγάςθσ, κακϊσ το ζνηυμο 

αυτό μπορεί να καταλφει και τθν αντίςτροφθ αντίδραςθ 

 μετατροπι με τθ βοικεια μιασ μθ χαρακτθριςμζνθσ οξειδοαναγωγάςθσ του 

μονοξειδίου του αηϊτου με επικρατζςτερθ τθν νιτροςιανίνθ 

 

Η νιτρικοποίθςθ περιλαμβάνει τθ μετατροπι των NO2
- ςε ΝΟ3

- με τθ δράςθ του ενηφμου τθσ 

νιτρϊδουσ οξειδοαναγωγάςθσ (NXR) (Bernhard 2010, Beeckman et al., 2018). Σο ζνηυμο 

αυτό αποτελεί μια διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ που φζρει τρεισ υπομονάδεσ NxrA, NxrB και 

NxrC. Ανάλογα με τθν τοποκεςία ςφνδεςθσ του υποςτρϊματοσ ςτθν υπομονάδα NxrA 

ςυναντϊνται δφο είδθ του ενηφμου θ περιπλαςματικι και θ κυτταροπλαςματικι (Daims et 

al., 2016).  

Με βάςθ τα παραπάνω δεδομζνα μζχρι πρόςφατα θ νιτροποίθςθ κεωροφνταν μια 

αρκρωτι διαδικαςία που πραγματοποιείται ςε δφο βιματα από διακεκριμζνεσ ομάδεσ 

μικροοργανιςμϊν. Ωςτόςο, πρόςφατεσ μελζτεσ των  Daims et al. (2015) και van Kessel et al. 

(2015) υπζδειξαν τθν φπαρξθ βακτθρίων του γζνουσ Nitrospira που διακζτουν όλεσ τισ 

αναγκαίεσ γενετικζσ πλθροφορίεσ για τθν εκτζλεςθ και των δφο βθμάτων τθσ νιτροποίθςθσ, 

καταρρίπτοντασ ζτςι τθν κεωρία τθσ ‘’αρκρωτισ νιτροποίθςθσ’’. Σα βακτιρια αυτά 

ονομάςτθκαν Comammox (complete ammonia oxidation bacteria) και εντοπίηονται ςε 

φυςικά και τεχνθτά οικοςυςτιματα (Daims et al., 2015, van Kessel et al., 2015). 
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1.2.2 Μικροοργανιςμοί που ςυμμετζχουν ςτθ νιτροποίθςθ 

  1.2.2.1 Νιτρωδοποιθτικά Βακτιρια (ΑΟΒ) 

Σα νιτρωδοποιθτικά βακτιρια (ΑΟΒ) απομονϊκθκαν για πρϊτθ φορά το 1890 (Winogradsky 

1891). Αρκετζσ μελζτεσ οδιγθςαν ςτο ςυμπζραςμα πωσ τα βακτιρια αυτά ανικουν ςτισ 

κλάςεισ των β-πρωτεοβακτθρίων και γ-πρωτεοβακτθρίων και κατατάςςονται ςε τρία γζνθ 

με φυλογενετικι ανάλυςθ που βαςίηεται ςτο 16S rRNA. Σα γζνθ αυτά ονομάςτθκαν 

Nitrosomonas, Nitrosospira, Nitrosococcus (Εικόνα 4) (Kowalchuck and Stephen 2001, Di et 

al., 2010, Dang et al., 2018) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3. Σα ςτάδια και οι ομάδεσ των μικροοργανιςμϊν που ςυμμετζχουν ςτθ νιτροποίθςθ 

Εικόνα 4. Φυλογενετικό δζντρο βαςιςμζνο ςε 16S rRNA αλλθλουχίεσ των βακτθρίων που ςυμμετζχουν 

ςτο κφκλο του αηϊτου. Σα αερόβια νιτρωδοποιθτικά βακτιρια φαίνονται με ςκοφρο γκρι, τα 

νιτρικοποιθτικά βακτιρια με μαφρο και τα αναερόβια βακτιρια με γραμμζσ (Kowalchuck and Stephen 

2001). 
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Η δομι των μεμβρανϊν, το μζγεκοσ και το ςχιμα των κυττάρων, που ςυναντϊνται ςτα 

ΑΟΒ, είναι μερικά από τα χαρακτθριςτικά που τα διαφοροποιοφν από τισ υπόλοιπεσ ομάδεσ 

μικροοργανιςμϊν που ςυμμετζχουν ςτθν νιτροποίθςθ. Χαρακτθριςτικό παράδειγμα 

αποτελεί θ φπαρξθ λιπιδίων ςυνδεδεμζνων με εςτερικό δεςμό, που είναι ευάλωτοσ ςτθν 

υδρόλυςθ και θ φπαρξθ λιπαρϊν οξζων ωσ πλευρικζσ αλυςίδεσ ςτθ μεμεμβράνθ τουσ (Shen 

et al., 2013). Η δομι των μεμβρανϊν ςε κάκε μικροοργανιςμό είναι αυτι που κακορίηει τθ 

διαπερατότθτα του κυττάρου και κατά ςυνζπεια τθν ευαιςκθςία ςτισ ξενοβιοτικζσ ουςίεσ 

όπωσ οι ΠΝ (Shen et al., 2013). 

 Σα AOB όπωσ αναφζρκθκε και παραπάνω διακζτουν το κατάλλθλο γενετικό υπόβακρο για 

τθν οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ. Μζςω αυτισ τθσ οξείδωςθσ τα AOB προςλαμβάνουν τθν 

απαραίτθτθ ενζργεια για τθν επιβίωςθ τουσ. Η παραγόμενθ αυτι ενζργεια ςυμβάλει και 

ςτθν κακιλωςθ του CO2, που χρθςιμοποιείται ωσ κφρια πθγι άνκρακα, μζςω του κφκλου 

του Calvin. Με βάςθ λοιπόν αυτά τα ςτοιχεία τα ΑΟΒ χαρακτθρίηονται ωσ 

χθμειολικότροφοι, αυτότροφοι μικροοργανιςμοί (Kowalchuk and Stephen 2001). 

Σα ΑΟΒ ςυναντϊνται ςε πολλά χερςαία οικοςυςτιματα όπωσ αγροτικζσ περιοχζσ, λιβάδια 

και δάςθ (Gubry-Rangin et al., 2010) κακϊσ και ςε υδάτινα οικοςυςτιματα (Kowalchuk and 

Stephen 2001). Η αφκονία τουσ ςτο ζδαφοσ κυμαίνεται περίπου μεταξφ 104-106 κφτταρα 

ΑΟΒ g-1 εδάφουσ (Gubry-Rangin et al., 2010). Περιβαλλοντικοί παράγοντεσ όπωσ θ 

περιεκτικότθτα βαρζων μετάλλων ςτο ζδαφοσ, θ παρουςία ι όχι φυτϊν, θ ςυγκζντρωςθ 

των κρεπτικϊν ςυςτατικϊν και το pH του εδάφουσ, μποροφν να επθρεάςουν τθν αφκονία 

και τθ δραςτικότθτα των ΑΟΒ (Gubry-Rangin et al., 2010). Προθγοφμενεσ μελζτεσ ζδειξαν 

πωσ αφξθςθ του pH του εδάφουσ οδθγεί ςε αφξθςθ των μεταγράφων του amoA γονιδίου 

των AOB (Nicol et al., 2008). Η κερμοκραςία είναι ζνασ ακόμα παράγοντασ που φαίνεται 

πωσ επιδρά ςτθν παραγωγι των ΝΟ2
- ςτα ΑΟΒ. ΢ε κερμοκραςίεσ 25-30oC θ παραγωγι των 

νιτρωδϊν ιόντων είναι ςχετικά υψθλι ενϊ ςε κερμοκραςία 10oC θ ςυγκζντρωςθ των 

παραγόμενων νιτρωδϊν μειϊνεται (Tourna et al.,2008). Παράλλθλα θ κερμοκραςία 

αποτελεί ζναν παράγοντα που μπορεί να προκαλζςει αλλαγζσ ςτθ δομι και τθν 

ποικιλότθτα τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ των ΑΟΒ ςε φυςικά και τεχνθτά οικοςυςτιματα 

(You et al., 2009). 

΢το μθχανιςμό οξείδωςθσ τθσ αμμωνίασ από τα ΑΟΒ ςυμμετζχει μια ςειρά από ςθμαντικά 

ζνηυμα. Ζνα από αυτά είναι θ διαμεμβρανικι ΑΜΟ, που καταλφει τθ μετατροπι των NH4
+ 

ςε NH2OH και νερό. Προκειμζνου να πραγματοποιθκεί αυτι θ αντίδραςθ απαιτοφνται δφο 

θλεκτρόνια. Η περιπλαςματικι διυδροξυγενάςθ τθσ υδροξυλαμίνθσ είναι το δεφτερο 

ζνηυμο που απαιτείται για τθν οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ. Η αντίδραςθ που καταλφει, είναι θ 

μετατροπι τθσ NH2OH ςε ΝΟ με τθν ταυτόχρονθ ελευκζρωςθ τριϊν θλεκτρονίων, τα δφο εκ 

των οποίων χρθςιμοποιοφνται από τθν ΑΜΟ (Lethorvirta-Morley 2018, Caranto and 

Lancaster 2017, Prosser et al., 2019). Ο ςυνολικόσ  μθχανιςμόσ μετατροπισ του ΝΟ ςε ΝΟ2
- 

δεν είναι ακόμα πλιρωσ γνωςτόσ με τουσ τρεισ μθχανιςμοφσ που αναφζρκθκαν παραπάνω 

να είναι οι επικρατζςτεροι (Εικόνα 5).  
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1.2.2.2 Νιτρωδοποιθτικά Αρχαία (ΑΟΑ) 

Η δεφτερθ ομάδα μικροοργανιςμϊν που διακζτουν τισ γενετικζσ πλθροφορίεσ για τθν 

οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ είναι τα νιτρωδοποιθτικά αρχαία (ΑΟΑ). Σο 2005 δθμοςιεφτθκε θ 

πρϊτθ ζρευνα που αναφερόταν ςτο Nitrosopumulis maritumus, το πρϊτο αναγνωριςμζνο 

ΑΟΑ που απομονϊκθκε από καλάςςιο περιβάλλον (Konneke et al., 2005). Σα ΑΟΑ ανικουν 

ςτθ ςυνωμοταξία των Thaumarchaeaota, που διαχωρίηεται από τισ ςυνωμοταξίεσ των 

Crenarchaeota και Euryarchaeota (Brochier-Armane et al., 2008). Μετά από φυλογενετικζσ 

αναλφςεισ, βαςιςμζνεσ ςτο γονίδιο amoA και ςτα γονίδια 16S και 23S rRNA, τα AOA 

κατατάχκθκαν ςτθ κλάςθ Nitrososphaeria. Σα γζνθ ςτα οποία κατατάςςονται τα AOA είναι 

τα: Ca. Nitrosocaldales, Nitrososphaerales, Ca. Nitrosotaleales, Nitrosopumilales. Τπάρχει 

μια επιπλζον ομάδα AOA, θ NT/NP-Incertae sedis, θ οποία ςτα φυλογενετικά δζντρα 

τοποκετείται κοντά ςτθ ρίηα του γζνουσ Nitrosopumilales κακϊσ ιταν αδφνατθ θ 

ταξινόμθςθ τθσ μαηί με το γζνοσ Nitrosopumilales ι με το γζνοσ Ca. Nitrosotaleales (Alves et 

al., 2018) (Εικόνα 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Ο μθχανιςμόσ οξείδωςθσ τθσ αμμωνίασ και θ θλεκτρονιακι ροι ςτα νιτρωδοποιθτικά βακτιρια 

(Lethorvirta-Morley 2018). 

Εικόνα 6. Φυλογενετικι ανάλυςθ AOA μετά από ςυνδυαςμό δεδομζνων που προζκυψαν από 

φυλογενετικζσ αναλφςεισ, βαςιςμζνεσ ςτο γονίδιο amoA και ςτα γονίδια 16S και  23S rRNA (Alves 

et al., 2018). 
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Η δομι των μεμβρανϊν των ΑΟΑ διαφζρει από αυτι των ΑΟΒ ςε κυτταρικό και βιοχθμικό 

επίπεδο. ΢τισ μεμβράνεσ των ΑΟΑ οι αλκυλικζσ αλυςίδεσ είναι διακλαδιςμζνεσ 

ιςοπρενοειδείσ αλυςίδεσ, ανκεκτικζσ ςε οξειδωτικά μζςα (Pithser et al., 2010, Schouten et 

al., 2008) και ςυνδζονται με τον κορμό τθσ γλυκερόλθσ με τθ βοικεια αικερικοφ δεςμοφ, ο 

οποίοσ είναι πιο ανκεκτικόσ ςτθν υδρόλυςθ από τον εςτερικό δεςμό, που ςυναντάται ςτισ 

μεμβράνεσ των ΑΟΒ (Shen et al., 2013). Η δομι των μεμβρανϊν κακορίηει όπωσ και ςτα 

ΑΟΒ τθ διαπερατότθτα των κυττάρων ςε ξενοβιοτικζσ ουςίεσ και κατά ςυνζπεια ςε ΠΝ.  

Σα ΑΟΑ φζρουν τα γονίδια για τθν παραγωγι τθσ μονοοξυγενάςθσ τθσ αμμωνίασ (ΑΜΟ), 

προκειμζνου να οξειδϊςουν τθν αμμωνία και να προςλάβουν τθν απαραίτθτθ ενζργεια για 

τθν επιβίωςθ τουσ. ΢ε αντίκεςθ όμωσ με τα ΑΟΒ, δεν χρθςιμοποιοφν το κφκλο του Calvin 

για τθ κακιλωςθ του CO2, που αποτελεί πθγι άνκρακα, αλλά το μονοπάτι του 3-

υδροξυπροπιονικοφ εςτζρα ι του 4-υδροξυβουτιρικοφ εςτζρα (Walker et al., 2010). Ζτςι, 

και τα ΑΟΑ χαρακτθρίηονται ωσ χθμειολικότροφοι, αυτότροφοι μικροοργανιςμοί (Francis et 

al., 2007). 

Σα ΑΟΑ βρίςκονται ςυνικωσ ςε μεγαλφτερθ αφκονία τόςο ςτα χερςαία όςο και ςτα 

καλάςςια οικοςυςτιματα ςε ςχζςθ με τα AOB (Di et al., 2018). ΢το ζδαφοσ βρζκθκε να 

περιζχονται περιςςότερα από 107 κφτταρα ΑΟΑ g-1 εδάφουσ (Gubry-Rangin et al., 2010). Σα 

ΑΟΑ ζχουν βρεκεί να ςυνειςφζρουν περιςςότερο ςτθν οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ από τα ΑΟΒ 

ςε εδάφθ με όξινο pΗ (Li et al., 2018). Σα ΑΟΑ, όπωσ και τα ΑΟΒ ςυναντϊνται ςε πολλά 

χερςαία οικοςυςτιματα όπωσ αγροτικζσ περιοχζσ, λιβάδια, δάςθ, αλπικά εδάφθ (Gubry-

Rangin et al., 2010), αλλά και ςε πολλά καλάςςια οικοςυςτιματα, αποδεικνφοντασ πωσ 

είναι απαραίτθτα για το κφκλο του αηϊτου ςτουσ ωκεανοφσ. ΑΟΑ ζχουν βρεκεί και ςε 

κερμζσ πθγζσ, αλλά και ςε εγκαταςτάςεισ επεξεργαςίασ λυμάτων (You et al., 2009). Οι 

παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν αφκονία και τθ λειτουργία των ΑΟΒ ςτα διάφορα 

περιβάλλοντα επθρεάηουν ςτον ίδιο βακμό και τα ΑΟΑ (Gubry-Rangin et al., 2010). Οι 

αλλαγζσ ςτθ κερμοκραςία μποροφν να οδθγιςουν επιπλζον και ςε αλλαγζσ τθσ δομισ τθσ 

κοινότθτασ των αρχαίων (You et al., 2009). 

Μετά από αλλθλοφχιςθ του γονιδιϊματοσ των ΑΟΑ επιβεβαιϊκθκε θ φπαρξθ ομόλογων 

γονιδίων amoA, amoB και amoC με αυτά των ΑΟΒ (Walker et al., 2010). ΢ε αντίκεςθ με τα 

ομόλογα γονίδια τθσ ΑΜΟ ςε ΑΟΒ και ΑΟΑ, κάτι αντίςτοιχο δεν ιςχφει ςτθ περίπτωςθ τθσ 

ΗΑΟ (Walker et al., 2010). Βαςιηόμενοι ςε αυτζσ τισ παρατθριςεισ κεωρικθκε πωσ θ NH2OH 

δεν αποτελεί το ενδιάμεςο προϊόν για τθν παραγωγι  ΝΟ2
- ςτα ΑΟΑ. ΢φμφωνα με τουσ 

Vajralaa et al., (2013) το ενδιάμεςο προϊόν που προκφπτει μετά τθ δράςθ τθσ ΑΜΟ είναι θ 

NH2OH, θ οποία παρουςιάηει ομοιότθτεσ με αυτι των ΑΟΒ (Vajralaa et al., 2013). Η 

περαιτζρω οξείδωςθ τθσ NH2OH δεν ζχει χαρακτθριςτεί πλιρωσ. Σο επικρατζςτερο 

μονοπάτι οξείδωςθσ τθσ NH2OH, αναφζρει τθν NH2OH και το ΝΟ ωσ ςυνυποςτρϊματα ενόσ 

μθ αναγνωριςμζνου ενηυμικοφ ςυμπλόκου τθσ διυδροξυγενάςθσ τθσ υδροξυλαμίνθσ, που 

χρθςιμοποιεί το χαλκό ωσ ςυμπαράγοντα. Με βάςθ το μονοπάτι αυτό παράγονται δφο 

μόρια ΝΟ2
- και ελευκερϊνονται πζντε θλεκτρόνια, εκ των οποίων τα δφο χρθςιμοποιοφνται 

για τθν οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ και τα δφο για παραγωγι ενζργειασ μζςω τθσ αναπνοισ. 

Από τα δφο παραγόμενα ΝΟ2
-, το ζνα μετατρζπεται με τθ δράςθ τθσ νιτρϊδουσ 

οξειδωαναγωγάςθσ ςε ΝΟ για περαιτζρω οξείδωςθ (Εικόνα 7) (Lethorvirta-Morley 2018, 

Prosser et al., 2019) . 
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1.2.2.3 Νιτρικοποθτικά βακτιρια (ΝΟΒ)  

Σο δεφτερο βιμα τθσ νιτροποίθςθσ, θ νιτρικοποίθςθ επιτελείται από τα ΝΟΒ. Σα βακτιρια 

αυτά ανικουν ςτθ ςυνωμοταξία των πρωτεοβακτθρίων (Teske et al., 1994) και 

κατατάςςονται ςτα ακόλουκα γζνθ: Nitrospira, Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrotoga, 

Nitrospina, Nitrolancetus και Candidatus Nitromaritima» (Liu et al.,2011, Daims et al.,2016). 

Σα γζνθ αυτά ανικουν ςε διαφορετικζσ ομάδεσ των πρωτεοβακτθρίων και εμφανίηουν 

διαφορζσ ςε δομικό και βιοχθμικό επίπεδο (Teske et al., 1994). Σο κοινό χαρακτθριςτικό 

όλων των ΝΟΒ είναι θ φπαρξθ των γενετικϊν πλθροφοριϊν για τθν παραγωγι του ενηφμου 

τθσ νιτρϊδουσ οξειδοναγωγάςθσ (NXR) προκειμζνου να πραγματοποιθκεί θ οξείδωςθ των 

ΝΟ2
- προσ ΝΟ3

-. Σο ζνηυμο αυτό, όπωσ αναφζρκθκε και παραπάνω εντοπίηεται ςε δφο 

μορφζσ με τα Nitrospira, Nitrospina και Candidatus Nitromaritima να φζρουν τθ 

περιπλαςματικι, ενϊ τα Nitrobacter, Nitrococcus και Nitrolancetus τθν κυτταροπλαςματικι 

(Daims et al.,2016). Κατά τθν αντίδραςθ πζραν τθσ παραγωγισ των ΝΟ3
- ελευκερϊνονται 

και δφο θλεκτρόνια τα οποία μζςω τθσ αλυςίδασ μεταφοράσ θλεκτρονίων καταλιγουν ςτθν 

τελικι οξειδάςθ για παραγωγι ενζργειασ (Εικόνα 8) (Daims et al.,2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8. Ο μθχανιςμόσ οξείδωςθσ των νιτρωδϊν ιόντων προσ νιτρικά απο τθν κυτταροπλαςματικι 

και τθν περιπλαςματικι νιτρϊδθ οξειδοαναγωγάςθ (Daims et al., 2016). 

Εικόνα 7. Πικανόσ μθχανιςμόσ οξείδωςθσ τθσ αμμωνίασ από τα νιτρωδοποιθτικά αρχαία (Lethorvirta-Morley 2018) 
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Tα ΝΟΒ είναι χθμειολικότροφοι, αυτότροφοι μικροοργανιςμοί (Daims et al., 2016, Lχcket et 

al., 2010). Η οξείδωςθ των νιτρωδϊν ιόντων (ΝΟ2
-) ςε νιτρικά ιόντα (ΝΟ3

-) ςυμβάλει ςτθν 

παραγωγι ενζργειασ για τθν επιβίωςθ των ΝΟΒ. Η πθγι άνκρακα για τα  ΝΟΒ είναι το CO2. 

Ο μθχανιςμόσ κακιλωςθσ του CO2 δεν είναι ίδιοσ για όλα τα γζνθ των ΝΟΒ και ςε πολλά 

από αυτά δεν ζχει κακοριςτεί (Lχcker et al., 2010).  

Σα ΝΟΒ εντοπίηονται ςε χερςαία και υδάτινα οικοςυςτιματα (Lχcker et al., 2010, Daims et 

al., 2016). Σο γζνοσ Nitrospira εμφανίηει τθν υψθλότερθ ποικιλότθτα από τα υπόλοιπα γζνθ 

και ςυναντάται ςε μεγαλφτερθ αφκονία ςτο ζδαφοσ, ςε ιηιματα, ςτουσ ωκεανοφσ αλλά και 

ςε εγκαταςτάςεισ επεξεργαςίασ λυμάτων (Lχcker et al., 2010, Daims et al., 2016).  

1.2.2.4 Anammox 

΢ε ςυνκικεσ ζλλειψθσ οξυγόνου (Ο2), πραγματοποιείται αναερόβια οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ 

από αναερόβια βακτιρια γνωςτά ωσ anammox (Francis et al., 2007). Οι μικροοργανιςμοί 

αυτοί ανικουν ςτθ ςυνωμοταξία των Planctomycetales (Francis et al., 2007), και 

κατατάςςονται ςε πζντε γζνθ : Brocadia, Kuenenia, Scalindula, Ammoxoglobus και Jettenia 

(Kartal et al., 2013).  

Σα βακτιρια αυτά οξειδϊνουν τθν αμμωνία, χρθςιμοποιϊντασ τα ΝΟ2
- ωσ δζκτθ 

θλεκτρονίων ζναντι του οξυγόνου (Ο2) (Francis et al., 2007) και οδθγοφν ςτθ παραγωγι 

ςτοιχειακοφ αηϊτου (Ν2) αντί ΝΟ3
- (Kuenen et al., 2008). ΢το μονοπάτι οξείδωςθσ των NH4

+ 

το ενδιάμεςο προϊόν είναι θ υδραηίνθ, θ οποία με τθ δράςθ του ενηφμου τθσ ΗΑΟ 

μετατρζπεται τελικά ςε ςτοιχειακό άηωτο (Ν2) (Strous et al., 2004, Kuenen et al., 2008, 

Kartal et al., 2013 ). Σο ζνηυμο ΗΑΟ βρίςκεται ςε ζνα οριοκετθμζνο τμιμα τθσ μεμβράνθσ, 

γνωςτό ωσ anammoxosome, το οποίο αποτελεί το 30% του όγκου του κυττάρου. Σο 

anammoxosome περιβάλλεται από μεμβράνθ που φζρει λιπίδια με 3 ζωσ 5 ςυντθγμζνουσ 

δακτυλίουσ κυκλοβουτανίου (ladderane λιπίδια) (Εικόνα 9) (Strous et al., 2004). 

Σα anammox εντοπίηονται ευρζωσ ςε υποξικά περιβάλλοντα αλλά και ςε υδάτινα 

οικοςυςτιματα και ιηιματα (Gao et al., 2017). H ανάπτυξθ τουσ απαιτεί ςχζςεισ 

ςυνεργαςίασ με τουσ νιτρωδοποιθτικοφσ μικροοργανιςμοφσ και είναι υπεφκυνα για τθν 

απϊλεια Ν2 ςε ποςοςτό 30% ςτα υδάτινα οικοςυςτιματα και κυρίωσ ςτουσ ωκεανοφσ 

(Babbin et al., 2014, Kuypers et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 9. Ο μθχανιςμόσ δράςθσ των anammox, που οδθγεί ςε παραγωγι ςτοιχειακοφ αηϊτου (Strous et 

al., 2004). 
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1.2.2.5 Complete ammonia oxidizers (Comammox) 

Όπωσ αναφζρκθκε και παραπάνω θ κεωρία τθσ ‘’αρκρωτισ νιτροποίθςθσ’’ καταρρίφκθκε 

το 2015 με τθν ανακάλυψθ ενόσ νζου ςτελζχουσ, του Candidatus Nitrospira inopinata, που 

ζχει τθν ικανότθτα να εκτελεί και τα δφο βιματα τθσ νιτροποίθςθσ (Daims et al., 2015, van 

Kessel et al., 2015). Οι μικροοργανιςμοί αυτοί ονομάςτθκαν Comammox (Complete 

Ammonia Oxidation), κατατάςςονται φυλογενετικά ςτθν ομάδα των νιτρικοποιθτικϊν 

βακτθρίων (ΝΟΒ) και ανικουν ςτο γζνοσ των Nitrospira (Εικόνα 10) (Daims et al., 2015). 

Περαιτζρω φυλογενετικζσ αναλφςεισ βαςιηόμενεσ ςτο amoA γονίδιο, πρότειναν το 

διαχωριςμό των comammox ςε δφο κλάδουσ Α και Β. Όλα τα μζχρι ςιμερα απομονωμζνα 

ςτελζχθ comammox προζρχονται από τεχνθτά  οικοςυςτιματα  και ανικουν ςτον κλάδο Α 

(Daims et al., 2015, van Kessel et al., 2015).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Οι γονιδιωματικζσ αναλφςεισ ςτο ςτζλεχοσ Ca. N. inopinata απζδειξαν τθν φπαρξθ των 

γονιδίων που είναι απαραίτθτα για τθν παραγωγι του ενηφμου NXR. ΢ε αντίκεςθ, με τα 

ΝΟΒ που διακζτουν πζντε παράλογα αντίγραφα των γονιδίων nxr, το ςτζλεχοσ Ca. N. 

inopinata διακζτει μόνο ζνα αντίγραφο. Επιπρόςκετα, βρζκθκαν και τα γονίδια που 

απαιτοφνται για τθν παραγωγι των ενηφμων τθσ ΑΜΟ και τθσ ΗΑΟ. Σο ζνηυμο τθσ ΑΜΟ των  

comammox μοιάηει περιςςότερο με αυτό των ΑΟΒ, με βαςικι διαφορά τθν φπαρξθ δφο 

επιπλζον αντιγράφων του amoC ςε διαφορετικοφσ γενετικοφσ τόπουσ (Εικόνα 11) (Daims et 

al., 2015, van Kessel et al., 2015).  

 

 

 

Εικόνα 10. Σα βακτθρία του γζνουσ Nitrospira, που αποδεδείχκθκε πωσ ανικουν ςτα comammox.  

Οι αποχρϊςεισ  μπλε και κόκκινο αντιςτοιχοφν ςτα comammox (Wang et al., 2017). 

Εικόνα 11. Οι κζςεισ  των γονιδίων των amoCAB, hao και nxrAB ςτο γονιδίωμα του Candidatus Nitrospira inopinata  

(Daims et al., 2015). 
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Πρόςφατθ ζρευνα από τουσ Kits et al., (2017) αναφζρει πωσ τα Comammox ζχουν 

υψθλότερθ ςυγγζνεια για το υπόςτρωμα τθσ αμμωνίασ, υποδεικνφοντασ πωσ ςε χαμθλζσ 

ςυγκεντρϊςεισ αμμωνίασ αποκτοφν πλεονζκτθμα επιβίωςθσ ζναντι των ΑΟΒ και των ΑΟΑ. 

Μεταγονιδιωματικζσ αναλφςεισ ζχουν αποδείξει ότι τα Comammox είναι ευρζωσ 

διαδεδομζνα ςε τεχνθτά ςυςτιματα (π.χ. μονάδεσ επεξεργαςίασ υγρϊν αποβλιτων) και ςε 

φυςικά εδαφικά και υδάτινα οικοςυςτιματα (Daims et al., 2015, Wang et al., 2017, Lawson 

et al., 2018). Παρόλα αυτά θ καλλιζργεια τουσ ςε κρεπτικά μζςα είναι ιδιαίτερα απαιτθτικι. 

Για τον λόγο αυτό μζχρι ςιμερα ζχουν απομονωκεί μόνο δφο βακτιρια Comammox που 

προζρχονται από υδάτινα οικοςυςτιματα (Daims et al., 2015, van Kessel et al., 2015).  ΢το 

ζδαφοσ ζχουν εντοπιςτεί comammox βακτιρια που ανικουν και ςτουσ δφο κλάδουσ Α, Β με 

αυτά που ανικουν ςτον κλάδο Β να ςυνειςφζρουν περιςςότερο ςτθ διεργαςία τθσ 

νιτροποίθςθσ (Wang et al., 2019). 

 

1.2.3 Οικονομικι και περιβαλλοντικι ςθμαςία τθσ νιτροποίθςθσ 

 

Η νιτροποίθςθ  αποτελεί αναπόςπαςτο κομμάτι του κφκλου του αηϊτου και ςυμβάλλει ςτθ 

διακεςιμότθτα διαφόρων μορφϊν αηϊτου και ςτθν πρόςλθψθ αυτϊν από τουσ ηωντανοφσ 

οργανιςμοφσ. Παράλλθλα, επθρζαηει ςε μεγάλο βακμό  το περιβάλλον, τθ γεωργία και 

κατ’επζκταςθ τθν οικονομία. (Fowler et al., 2013, Kuypers et al., 2018;). 

Η οξείδωςθ τθσ αμμωνίασ μζςω τθσ νιτροποίθςθσ, ςυμβάλλει ςτθ διατιρθςθ τθσ 

γονιμότθτασ του εδάφουσ ςε υψθλά επίπεδα (Schleper and Nicol 2010), περιορίηοντασ τθν 

ανάγκθ  τθσ χριςθσ  αηωτοφχων λιπαςμάτων για τον εμπλουτιςμό του. Ζτςι, μειϊνεται 

ςθμαντικά ο αρνθτικόσ αντίκτυποσ που παρουςίαηει θ χριςθ των λιπαςμάτων ςε 

περιβαλλοντικό επίπεδο, λόγω τθσ ςυςςϊρευςθσ υψθλϊν ποςοτιτων αηϊτου και ςε 

οικονομικό επίπεδο εξαιτίασ του υψθλοφ τουσ κόςτουσ (Subbarao et al., 2006). Παράλλθλα, 

οι νιτρωδοποιθτικοί  μικροοργανιςμοί χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ ςτθ βιολογικι 

επεξεργαςία αγροτικϊν και βιομθχανικϊν αποβλιτων, προκειμζνου να μειωκεί το υψθλό 

φορτίο αηϊτου ςτα απόβλθτα που προκφπτει λόγω τθσ εντατικοποίθςθσ τθσ γεωργίασ και 

τθσ κτθνοτροφίασ ςυνοδευόμενθσ από τθν αυξθμζνθ χριςθ ςυνκετικϊν λιπαςμάτων. Ζτςι, 

με τθ νιτροποίθςθ μειϊνεται το φορτίο Ν των αποβλιτων που καταλιγουν ςτο ζδαφοσ, και 

περιορίηεται θ ςυςςϊρευςθ αηωτοφχων ρφπων  (Kowalchuk et al., 2001, Ge et al., 2015 ). 

Η νιτροποίθςθ ωςτόςο, επιφζρει και αρνθτικζσ ςυνζπειεσ ςτο περιβάλλον, κακϊσ ςυμβάλει 

ςτισ απϊλειεσ του αηϊτου από τα αγροτικά οικοςυςτιματα διαμζςου τθσ ζκπλυςθσ των 

παραγόμενων NO3
- , τα οποία λόγω του αρνθτικοφ τουσ φορτίου δεν προςροφοφνται ςτα 

εδαφικά κολλοειδι, αλλά και μζςω τθσ παραγωγισ και εκπομπισ αζριων μορφϊν αηϊτου 

(N2O, NO, N2). Η ζκπλυςθ των παραγόμενων νιτρικϊν ιόντων, μπορεί να οδθγιςει ςε 

ρφπανςθ των επιφανειακϊν υδάτων αλλά και του υπόγειου υδροφόρου ορίηοντα με τελικό 

αποτζλεςμα τον ευτροφιςμό, ενϊ ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ μπορεί να δθμιουργιςει 

προβλιματα ςτθν ανκρϊπινθ υγεία (Di et al., 2011). Παράλλθλα, τα παραγόμενα νιτρικά 

ιόντα ακολουκϊντασ τον κφκλο του Ν, υπόκεινται ςτισ αντιδράςεισ τθσ απονιτροποίθςθσ 

οδθγϊντασ ςε παραγωγι αερίων αηωτοφχων ενϊςεων όπωσ το μονοξείδιο του αηϊτου 

(NO), το υποξείδιο του αηϊτου (N2O), που αποτελοφν ατμοςφαιρικοφσ ρφπουσ. Μζςω τθσ 
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εκπομπισ αυτϊν των ενϊςεων ςτθν ατμόςφαιρα εντείνεται το πρόβλθμα του φαινομζνου 

του κερμοκθπίου αλλά και τθσ τρφπασ του όηοντοσ (Zaman et al., 2009, Lehtovirta-Morley et 

al., 2013 ). Προκειμζνου να αντιμετωπιςτοφν οι αρνθτικζσ επιπτϊςεισ τθσ νιτροποίθςθσ 

αναπτφχκθκαν διάφορεσ τεχνολογίεσ «ελζγχου» των διεργαςιϊν του κφκλου του Ν. 

 

1.3 Παρεμποδιςτζσ νιτροποίθςθσ (ΠΝ) 

Οι ςφγχρονεσ γεωργικζσ πρακτικζσ περιλαμβάνουν τθν εφαρμογι μεγάλων ποςοτιτων 

λιπαςμάτων για τθ διατιρθςθ τθσ παραγωγικότθτασ των καλλιεργειϊν κακϊσ και τθσ 

γονιμότθτασ του εδάφουσ ςε υψθλά επίπεδα. Ετθςίωσ, 107 τόνοι αηωτοφχων λιπαςμάτων 

χρθςιμοποιοφνται παγκοςμίωσ, όμωσ μόνο το 50% από αυτό προςλαμβάνεται από τα φυτά, 

ενϊ το υπόλοιπο ποςοςτό μετατρζπεται ςε περιβαλλοντικοφσ ρφπουσ μζςω τθσ 

νιτροποίθςθσ και τθσ απονιτροποίθςθσ (Fowler et al., 2018). Προκείμζνου να μειωκοφν οι 

απϊλειεσ Ν, αναπτφχκθκαν διάφορεσ τεχνολογίεσ «ελζγχου» των διεργαςιϊν του κφκλου 

του αηϊτου, που αναφζρονται ωσ αηωτοφχα λιπάςματα βελτιωμζνθσ απόδοςθσ (enhanced-

efficiency N-fertilizer) (Feng et al., 2016) με ςτόχο τθν ταυτόχρονθ αφξθςθ τθσ 

αποδοτικότθτασ χριςθσ του Ν από τα φυτά (nitrogen use efficiency-NUE) και τθν 

ελαχιςτοποίθςθ των απωλειϊν του Ν (Feng et al., 2016). ΢ε αυτζσ τισ τεχνολογίεσ ελζγχου 

ςυμπεριλαμβάνεται και θ χριςθ των ΠΝ. 

Ζνασ μεγάλοσ αρικμόσ ενϊςεων ζχουν προτακεί ωσ πικανοί ΠΝ (Mc Carty 1999) με τθν 

πλειονότθτα αυτϊν να δρουν ζναντι τθσ ΑΜΟ και να αναςτζλλουν το πρϊτο βιμα τθσ 

νιτροποίθςθσ (Bexdur and Knowles 1989, Mc Carty 1999). Σο ζνηυμο τθσ ΗΑΟ δεν αποτελεί 

ςτόχο των ΠΝ διότι υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ  NH2OH  ζχουν αποδειχκεί τοξικζσ και 

επιβλαβείσ για τουσ νιτρωδοποιθτικοφσ μικροοργανιςμοφσ (Arp and Stein 2003). 

Η αποτελεςματικότθτα τθσ εφαρμογισ των ΠΝ εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τισ 

ςυνκικεσ του περιβάλλοντοσ ςτο οποίο εφαρμόηονται (Benckiser et al., 2013, Gilsanza et 

al., 2016). Ζτςι, παράγοντεσ όπωσ θ υγραςία του εδάφουσ, το pH, θ κερμοκραςία και θ 

διακεςιμότθτα αμμωνίασ επθρεάηουν τθν δράςθ τουσ (Wang et al., 2016). ΢υγκεκριμζνα, θ 

κερμοκραςία επθρεάηει τθν απόδοςθ των ΠΝ, ενϊ το pH και τα επίπεδα τθσ αμμωνίασ 

επθρεάηουν τθ δραςτικότθτα των νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν και ζμμεςα τθν 

αποτελεςματικότθτα των ΠΝ (Wang et al., 2016, Chen et al., 2015). Η υγραςία με τθ ςειρά 

τθσ κακορίηει το χρόνο παραμονισ και τθ δράςθ των ΠΝ ςτο ζδαφοσ ςε ςχζςθ με τθν 

υδατοδιαλυτότθτα τουσ (Chen et al., 2015). 

Οι ΠΝ, ιδανικά κα ζπρεπε να δρουν μόνο ενάντια ςτουσ μικροοργανιςμοφσ που 

ςυμμετζχουν ςτθ νιτροποίθςθ, χωρίσ να επιφζρουν επιπτϊςεισ ςτουσ υπόλοιπουσ 

μικροοργανιςμοφσ τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ (Florio et al., 2014). Σο μζγεκοσ τθσ 

επίδραςθσ των ΠΝ επθρεάηεται από τα δομικά και βιοχθμικά χαρακτθριςτικά του εκάςτοτε 

μικροοργανιςμοφ (Wang et al., 2016). Οι διακζςιμεσ πλθροφορίεσ ςχετικά με τθ δράςθ των 

ΠΝ ςτα ΑΟA και τα Comammox είναι περιοριςμζνεσ ςε ςχζςθ με τισ αντίςτοιχεσ για τα ΑΟΒ. 

Η ανακάλυψθ των εμπορικά διακζςιμων ΠΝ πραγματοποιικθκε πριν τθν ανακάλυψθ των 

ΑΟΑ και των Comammox, ςυνεπϊσ οι ζρευνεσ ςχετικά με τουσ ΠΝ ζχουν επικεντρωκεί ςτθ 

δράςθ τουσ ζναντι των ΑΟΒ, ενϊ μόνο πρόςφατεσ μελζτεσ αναφζρονται ςτθ δράςθ των ΠΝ 
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ζναντι των ΑΟΑ (Lehtovirta-Morley et al., 2013, Shen et al., 2013, Papadopoulou et al., 2020) 

παρά τθν τεκμθριωμζνθ αρικμθτικι υπεροχι τουσ ζναντι των ΑΟΒ ςε αρκετά εδάφθ 

(Leninger et al., 2006, Nicol et al., 2008, Gubry-Rungin et al., 2010). Επιπρόςκετα, 

περιοριςμζνεσ είναι οι γνϊςεισ ςχετικά με τθ δράςθ των ΠΝ ςε άλλεσ ομάδεσ 

μικροοργανιςμϊν που ςυμμετζχουν ςτθ νιτροποίθςθ όπωσ τα ΝΟΒ και τα Comammox. 

Οι ΠΝ διακρίνονται ςε δφο κατθγορίεσ τουσ βιολογικοφσ (ΒΠΝ) και τουσ ςυνκετικοφσ 

παρεμποδιςτζσ νιτροποίθςθσ (΢ΠΝ). Οι ΒΠΝ είναι χθμικζσ ενϊςεισ που παράγονται και 

εκκρίνονται από τισ ρίηεσ των φυτϊν. Βαςικι προχπόκεςθ για τθν ζκκριςθ των ΒΠΝ είναι θ 

ανάπτυξθ των φυτϊν παρουςία αμμωνίασ (Subbarao et al., 2007). Οι περιςςότεροι ΒΠΝ 

δρουν αναςτζλλοντασ τα ζνηυμα ΑΜΟ και ΗΑΟ (Subbarao et al., 2007, Beeckman et al., 

2018), χωρίσ ωςτόςο να είναι γνωςτόσ ο ακριβισ μθχανιςμόσ τθσ δράςθσ τουσ (Coskun et 

al., 2017). Η απελευκζρωςθ των ΒΠΝ ςε ςυγκεκριμζνο χϊρο και χρόνο, ανάλογα με τισ 

απαιτιςεισ, τουσ προςδίδει πλεονζκτθμα ζναντι των ΢ΠΝ, των οποίων θ δράςθ είναι 

βραχυπρόκεςμθ και άμεςα εξαρτϊμενθ από περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ, όπωσ θ 

ςυγκζντρωςθ των NH4
+, θ κερμοκραςία, θ υγραςία του εδάφουσ και το pH (Coskun et al., 

2017, Beeckman et al., 2018). Αρκετζσ μελζτεσ υποςτθρίηουν τθν παρουςία ΒΠΝ ςε πολλά 

οικοςυςτιματα και πολλά είδθ φυτϊν (Coskun et al., 2017). Η αντίδραςθ αυτι των φυτϊν 

είναι πικανό να οφείλεται ςτον ανταγωνιςμό για το διακζςιμο άηωτο του εδάφουσ με τουσ 

μικροοργανιςμοφσ (Subbarao et al., 2017). Σο pH είναι ο βαςικότεροσ παράγοντασ που 

κακορίηει τθ δράςθ και το είδοσ των ΒΠΝ που απελευκερϊνονται από τα φυτά (Subbarao et 

al., 2013, Coskun et al., 2017). 

Ο πρϊτοσ ΒΠΝ ιταν θ ουςία methyl 3-(4-hydroxyphenyl) propionate (MHPP) που 

απομονϊκθκε το 2008 από το φυτό Sorghum bicolor. Σο ΜΗΡΡ δρα κυρίωσ ζναντι τθσ ΑΜΟ. 

Από το ίδιο φυτό ζχουν απομονωκεί ακόμα δφο ΒΠΝ, οι ουςίεσ Sorgoleone και Sakuranetin. 

Οι χθμικζσ αυτζσ ενϊςεισ δρουν ζναντι τθσ ΑΜΟ και τθσ ΗΑΟ. Η Sakuranetin εμφανίηει 

ιςχυρότερθ και μεγαλφτερου εφρουσ δράςθ ςυγκριτικά με τθ Sorgoleone, χαρακτθριςτικά 

που ςχετίηονται με τον υδρόφιλο χαρακτιρα τθσ (Coskun et al., 2017). Ο πιο ςθμαντικόσ 

ΒΠΝ κεωρείται θ ζνωςθ Brachialactone που παράγεται από το φυτό Brachiaria humidicola 

και δρα ζναντι και των δφο ενηφμων τθσ νιτρωδοποίθςθσ (Coskun et al., 2017). Ο πιο 

πρόςφατα απομονωμζνοσ ΒΠΝ είναι θ 1,9-Decanediol. Η ζνωςθ αυτι απομονϊκθκε από το 

ρφηι και αποτελεί μια αλκοόλθ λιπαροφ οξζοσ που αναςτζλλει τθν ΑΜΟ (Coskun et al,. 

2017). Ωσ ΒΠΝ  μποροφν να δράςουν και άλλεσ ενϊςεισ που παράγονται από τα φυτά όπωσ 

ακόρεςτα λιπαρά οξζα (Subbarao et al.,2013), τερπενοειδι (Subbaro et al.,2013, Coskun et 

al., 2017) φαινφλια, μεκφλια (Subbarao et al., 2013), μεκυλικοί και αικερικοί εςτζρεσ 

(Coskun et al., 2017) (Εικόνα 12). 

Εν κατακλείδι, οι ΒΠΝ ζχουν τθ δυνατότθτα να μειϊνουν τισ απϊλειεσ του Ν από τα 

αγροτικά οικοςυςτιματα και να αυξάνουν τθν αποδοτικότθτα χριςθσ του αηϊτου (NUE). 

΢υνεπϊσ, θ εκμετάλλευςθ τθσ δυνατότθτασ κάποιων φυτϊν να εκκρίνουν ουςίεσ που δρουν 

ωσ ΠΝ, ίςωσ αποτελεί μια ςθμαντικι γεωργικι πρακτικι, με τθν οποία κα μειωκοφν οι 

απϊλειεσ Ν και κα περιοριςτεί θ χριςθ των ΢ΠΝ και οι πικανζσ αρνθτικζσ επιπτϊςεισ που 

αυτοί ςυνεπάγονται.  
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Η δεφτερθ κατθγορία ΠΝ είναι οι ςυνκετικοί (΢ΠΝ). Οι παρεμποδιςτζσ αυτοί ςυντίκενται 

χθμικά. Η ςφνκεςθ τουσ υποκινικθκε από τθν ανάγκθ περιοριςμοφ των απωλειϊν αηϊτου 

από τα αγροτικά οικοςυςτιματα, γι’ αυτό και χρθςιμοποιοφνται ςε πολφ μεγάλο βακμό ωσ 

γεωργικι πρακτικι για τθν παρεμπόδιςθ τθσ νιτροποίθςθσ και τθν αφξθςθ τθσ 

αποδοτικότθτασ χριςθσ του αηϊτου (NUE). Ωςτόςο, θ εφαρμογι τουσ παρουςιάηει 

μειονεκτιματα, ςυμπεριλαμβανομζνων των δυςκολιϊν ςτθν εφαρμογι, του κόςτουσ τουσ, 

τθσ ρφπανςθσ και υποβάκμιςθσ του εδάφουσ, τθ πικανότθτα ειςχϊρθςθσ ςτθν τροφικι 

αλυςίδα κακϊσ και τθ χαμθλι ςτακερότθτα που εμφανίηουν οριςμζνοι από αυτοφσ (Coskun 

et al., 2017). Επιπλζον, ο χρόνοσ δράςθσ των ΢ΠΝ είναι περιοριςμζνοσ και δεν διαρκεί 

περιςςότερο από μερικζσ εβδομάδεσ, ςυχνά λιγότερο και από μια εβδομάδα (Subbarao et 

al., 2017). Οι ΢ΠΝ εμφανίηουν υψθλι αποτελεςματικότθτα ςτθ μείωςθ εκπομπϊν αζριων 

μορφϊν αηϊτου, όμωσ είναι πικανό να οδθγιςουν και ςε εκπομπι αζριασ αμμωνίασ 

(Coskun et al., 2017). 

Ζνασ μεγάλοσ αρικμόσ ενϊςεων ζχουν προτακεί ωσ πικανοί ΠΝ (Mc Carty 1999). Οι κφριοι 

ΠΝ που χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ  ςτθ γεωργικι πρακτικι ςε παγκόςμιο επίπεδο είναι οι 

nitrapyrin (NP) (Goring et al., 1962), DCD (Solansky 1982) και DMPP (Zerulla et al., 2001). 

Αλλζσ χθμικζσ ενϊςεισ όπωσ το ακετυλζνιο, θ allythiourea και το DMPSA αποτελοφν 

ςθμαντικοφσ και αποτελεςματικοφσ ΢ΠΝ οι οποίοι ωςτόςο δεν χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ 

ςτθν πράξθ για διαφορετικοφσ λόγουσ ο κακζνασ (Πίνακασ 1).  

 

 

 

 

Εικόνα 12. Μερικοί από τουσ βιολογικοφσ παρεμποδιςτζσ τθσ νιτροποίθςθσ, τα φυτά από τα οποία 

παράγονται και το ςθμείο δράςθσ τουσ (Coskun et al., 2017). 
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Σο ΝΡ ανακαλφφκθκε το 1962 (Goring 1962) και φζρεται να δρα ωσ χθλικόσ παράγοντασ, 

δεςμεφοντασ το χαλκό, που είναι απαραίτθτοσ για τθ δράςθ τθσ ΑΜΟ (Subbarao et al., 

2006). Επιπρόςκετα, μπορεί να δρα ωσ εναλλακτικό υπόςτρωμα τθσ υπομονάδασ amoB τθσ 

ΑΜΟ, οδθγϊντασ ςτθν παραγωγι προϊόντων που αναςτζλλουν τθ νιτροποίθςθ (Vanelli and 

Hooper 1992). Σο ΝΡ εμφανίηει υψθλι αποτελεςματικότθτα τόςο ζναντι των ΑΟΒ όςο και 

των ΑΟΑ (Shen et al., 2013, Papadopoulou et al., 2020). Ωσ οργανικι ζνωςθ χλωρίου 

 

΢υνκετικόσ αναςτολζασ 

 
 

Χθμικι δομι 
 
 

Dicyandiamide (DCD) 
  

 

 

3,4-dimethylpyrazole 

phosphate (DMPP) 

 

 

 
 

2-Chloro-6-(trichloromethyl) pyridine 

(Nitrapyrin) 

 

 

 
 

 

Ακετυλζνιο (C2H2) 

 

 

 

 

Allylthiourea 

       

 
 

 

3,4-dimethylpyrazole succinic acid 

(DMPSA) 

 
 

Πίνακα 1. Χθμικι δομι γνωςτϊν ςυνκετικϊν παρεμποδιςτϊν νιτροποίθςθσ. 
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εμφανίηει μεγάλθ αςτάκεια (Zaman et al., 2009) και μπορεί να επιφζρει προβλιματα κατά 

τθν εφαρμογι τθσ κακϊσ αποτελεί διαβρωτικι ουςία που μπορεί να προκαλζςει τοξικότθτα 

(Zerulla et al., 2001). 

 

Σο DCD χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ ΠΝ λόγω τθσ ςχετικά υψθλισ αποτελεςματικότθτασ του 

(Gong et al., 2013). Ο τρόποσ δράςθσ του DCD δεν είναι ακόμα γνωςτόσ με επικρατζςτερθ 

τθ δράςθ του ωσ χθλικόσ παράγοντασ (Subbarao et al., 2007). Η δράςθ του ζχει 

επικεντρωκεί ςτα ΑΟΒ όπου ζχει βρζκει να προκαλεί μείωςθ τθσ αφκονίασ τουσ (Subbarao 

et al., 2007). Σο DCD είναι μια ζνωςθ με υψθλι υδατοδιαλυτότθτα και μεγάλθ κινθτικότθτα 

ςτο ζδαφοσ (Zerulla et al., 2001, Chen et al., 2015), μθ πτθτικι (Gong et al., 2013), με υψθλό 

κόςτοσ παραγωγισ ςε μεγάλθ κλίμακα (Zerulla et al.,2001). ΢θμαντικό μειονζκτθμα του 

ςυγκεκριμζνου ΠΝ είναι θ δθμιουργία προβλθμάτων φυτοτοξικότθτασ ανάλογα με τισ 

ςυνκικεσ που επικρατοφν ςτο περιβάλλον (Zerulla et al.,2001). 

Ζνασ ακόμα ΢ΠΝ που χρθςιμοποιείται ευρζωσ είναι θ ζνωςθ του 3,4-Dimethylpyrazole 

phosphate (DMPP) που επίςθσ εμφανίηει υψθλι αποτελεςματικότθτα παρεμπόδιςθσ τθσ 

νιτροποίθςθσ (Gong et al.,2013). Σο DMPP είναι μια ετεροκυκλικι ζνωςθ Ν (Chen et al., 

2015) με το μθχανιςμό δράςθσ τθσ να παραμζνει ακόμα άγνωςτοσ. Ο παρεμποδιςτισ αυτόσ 

δρα ςε χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ και  κεωρείται πιο δραςτικόσ από το DCD (Chen et al., 

2015). Σο DMPP είναι μια μθ πτθτικι ζνωςθ με χαμθλι κινθτικότθτα ςτο ζδαφοσ (Chen et 

al., 2015). Σόςο το DMPP όςο και το DCD δεν επθρεάηουν κάποιο άλλο μεταβολικό 

μονοπάτι μικροοργανιςμϊν πζραν τθσ οξείδωςθσ τθσ αμμωνίασ (Benckiser et al., 2013). 

Σο ακετυλζνιο (C2H2) είναι ζνασ αποτελεςματικόσ ΠΝ ςε χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ (Wang et 

al., 2016). Ο παρεμποδιςτισ αυτόσ δρα ωσ εναλλακτικό υπόςτρωμα τθσ ΑΜΟ (Vajrala et al., 

2014), κακϊσ ςυνδζεται ςτθν amoA υπομονάδα και εμποδίηει τθ ςφνδεςθ τθσ υπομονάδασ 

amoB (Gilch et al., 2009). Η δράςθ του αςκείται τόςο ςτα ΑΟΒ όςο και ςτα ΑΟΑ (Gilch et al., 

2009) και είναι πιο ιςχυρι από τθ δράςθ του DCD (Wang et al., 2016).  

H allylthiourea είναι ζνασ χθλικόσ παράγοντασ που αναςτζλλει το ζνηυμο τθσ ΑΜΟ 

(Subbarao et al., 2007). Η αναςταλτικι δράςθ του είναι μθ αναςτρζψιμθ (Li et al., 2009). ΢ε 

χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ παρεμποδίηει αποτελεςματικά τθ λειτουργία των ΑΟΒ και ςε 

υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ αυτι των ΑΟΑ (Tatari et al., 2017).  

Ζνασ από τουσ νεότερουσ ΠΝ είναι το 3,4-dimethylpyrazole succinic acid (DMPSA). Οι 

αναφορζσ για τον παρεμποδιςτι αυτό είναι περιοριςμζνεσ και ο μθχανιςμόσ δράςθσ του 

παραμζνει ακόμα άγνωςτοσ (Recio et al., 2018). Ωςτόςο, μια πικανι εξιγθςθ τθσ δράςθσ 

του βαςίηεται ςτθ παρουςία τθσ διμεκυλοπυραηόλθσ (DMP), θ οποία απελευκερϊνεται 

μετά τθ διάςπαςθ του DMPSA (Recio et al., 2018). Η δράςθ του όςο αναφορά τθν 

παραγωγι και τθν εκπομπι του υποξειδίου του αηϊτου (N2O) είναι όμοια με αυτι του 

DMPP (Guardia et al., 2018). Σο DMPSA επιπλζον είναι ςτακερό ςε αλκαλικζσ ςυνκικεσ, γι’ 

αυτό και μπορεί να ςυνδυάηεται με πολλά λιπάςματα αηϊτου (Huérfano et al., 2016).  

Η χριςθ των ΢ΠΝ αποτελεί μια εφκολθ γεωργικι πρακτικι, προκειμζνου να μειωκοφν οι 

απϊλειεσ αηϊτου και να αυξθκεί θ παραγωγικότθτα των καλλιεργειϊν. Η επιλογι του 

κατάλλθλου παρεμποδιςτι εξαρτάται από τισ ςυνκικεσ του περιβάλλοντοσ και το είδοσ των 

μικροοργανιςμϊν που ςυναντϊνται ςτο ζδαφοσ (Benckiser et al., 2013). 
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1.4  Σο αντιοξειδωτικό Ethoxyquin και θ επίδραςθ του ςτθ νιτροποίθςθ 

Σο ethoxyquin (EQ) (1,2-dihydro-6-ethoxy-2,2,4-trimethyl-quinoline) είναι αντιοξειδωτικό 

τθσ ομάδασ των κινολινϊν (Thorisson et al., 1992) που ζχει τθ δυνατότθτα να αναςτζλλει 

τθν οξείδωςθ των λιπιδίων (Baszczyk et al., 2013). Η αντιοξειδωτικι δράςθ του ΕQ ζγκειται 

ςτθν ιδιότθτα του να αντιδρά άμεςα με τισ ελεφκερεσ ρίηεσ οξυγόνου που ςυναντά, κακϊσ 

παρεμβάλλεται  προςτατεφοντασ άλλεσ ενϊςεισ. Σζςςερισ κφριοι μεταβολίτεσ προκφπτουν 

από τισ αντιδράςεισ οξείδωςθσ του ΕQ: 2,4,6-dimethylquinoline, quinοne-imine-N-oxide, 

quinοne-imine, και ethoxyquin 1,8-dimer (Brannegan 2000). Σα προϊόντα οξείδωςθσ του ΕQ 

ζχουν εξίςου αποτελεςματικι αντιοξειδωτικι δράςθ, γεγονόσ που διακρίνει το ΕQ από 

άλλεσ αντιοξειδωτικζσ ουςίεσ (Shah et al., 2005). Οι γενικζσ ιδιότθτεσ του EQ παρατίκενται 

ςτο Πίνακα 2. 

Λόγω τθσ αντιοξειδωτικισ του δράςθσ, το  EQ χρθςιμοποιείται ευρζωσ ωσ ςυντθρθτικό ςτθ 

βιομθχανία κρεάτων και ψαριϊν και ςτα ςυςκευαςτιρια φροφτων για τθ μεταςυλεκτικι 

προςταςία των μιλων από τθ φυςιολογικι υποβάκμιςθ τθσ ποιότθτασ τουσ, που 

εκδθλϊνεται με τθ μορφι τθσ καςτανόχρωςθσ (scald) τθσ επιδερμίδασ των καρπϊν 

(Thorisson et al., 1992). Η εφαρμογι του EQ ςτισ μονάδεσ αυτζσ οδθγεί ςτθν παραγωγι 

μεγάλου όγκου υγρϊν αποβλιτων που περιζχουν υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ του EQ και 

χριηουν επεξεργαςίασ πριν τθν οριςτικι απόρριψθ τουσ ςτο περιβάλλον. Εξαιτίασ ωςτόςο 

του υψθλοφ κόςτουσ που ενζχει θ διαχείριςθ των αποβλιτων και τθσ απουςίασ 

κακιερωμζνου ςυςτιματοσ διαχείριςθσ, καταλιγουν τελικά ςτο περιβάλλον μζςω 

απόρριψθσ ςε γειτονικοφσ υδάτινουσ ι εδαφικοφσ φορείσ. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Προθγοφμενεσ μελζτεσ που πραγματοποιικθκαν από τθν ερευνθτικι ομάδα του 

εργαςτθρίου Βιοτεχνολογίασ Φυτϊν και Περιβάλλοντοσ (ΒΦΠ) ζδειξαν πωσ το ethoxyquin 

(EQ) ςτο ζδαφοσ και ςε υγρζσ καλλιζργειεσ μικροοργανιςμϊν που ςυμμετζχουν ςτο κφκλο 

του αηϊτου, οξειδϊνεται ταχφτατα προσ δφο κφρια μεταβολικά προϊόντα, τα quinone imine 

(QI) και 2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline (EQNL) (Πίνακασ 3) (Karas et al., 2015, 

ΙΔΙΟΣΗΣΕ΢ 

Ονομαςία Ethoxyquin (EQ) 

Χθμικόσ τφποσ C14H19NO 

Μοριακό βάροσ 217.31 g/mol 

΢θμείο βραςμοφ 125 ° C ςε 1-2 mm Hg 

Ειδικό βάροσ 1.028 – 1.032 

 

Πίνακασ 2. Ιδιότθτεσ και  χθμικι δομι του  Ethoxyquin (EQ) 
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Papadopoulou et al., 2016, Papadopoulou et al., 2020), που εμφανίηουν αντίςτοιχθ 

αντιοξειδωτικι δράςθ με το ethoxyquin (EQ) (Baszczyk et al., 2013). Σο QI αποτελεί τον 

κφριο μεταβολίτθ, ςχθματίηεται ςε υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ και εμφανίηει μικρότερθ 

υπολειμματικότθτα ςε ςχζςθ με το ζμμονο EQNL που αποτελεί το δευτερεφοντα 

μεταβολίτθ και ςχθματίηεται ςε χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ (Papadopoulou et al., 2015, 

Papadopoulou et al., 2020). Μετριςεισ ςε μοριακό (RT-q-PCR amoA γονιδίου) και βιοχθμικό 

επίπεδο (δυνθτικι νιτροποίθςθ), ςε δείγματα εδάφουσ ζδειξαν προςωρινι αναςτολι τθσ 

νιτροποίθςθσ ςτο ζδαφοσ ςε όλεσ τισ μεταχειρίςεισ όπου ο κφριοσ μεταβολίτθσ QI 

εφαρμόςτθκε ι ςχθματίςτθκε (QI, EQ και μίγμα QI+EQNL) (Papadopoulou et al., 2016). 

Ακόλουκθ αξιολόγθςθ τθσ επίδραςθσ του EQ και των οξειδωτικϊν του παραγϊγων ςε υγρζσ 

καλλιζργειεσ επιλεγμζνων εδαφογενϊν ςτελεχϊν ΑΟΒ, ΑΟΑ και ΝΟΒ (δεδομζνθσ τθσ μθ 

διακεςιμότθτασ εδαφογενϊν ςτελεχϊν Comammox) ςε ςφγκριςθ με τα DCD, nitrapyrin και 

DMPP,  ζδειξε ότι το EQ και κυρίωσ το QI παρουςιάηει ικανότθτα αναςτολισ των ΑΟΑ και 

ΑΟΒ, με τα πρϊτα να εμφανίηουν μεγαλφτερθ ευαιςκθςία. Από τουσ υπόλοιπουσ 

διακζςιμουσ ΠΝ μόνο το nitrapyrin αςκεί ανάλογθ παρεμποδιςτικι δράςθ με το EQ ζναντι 

των ΑΟΑ, ενϊ  περιοριςμζνθ εμφανίηεται θ δράςθ των DCD και DMPP (Papadopoulou et al., 

2020). 

 

 

 

 

 

 

Μεταβολικά προϊόντα EQ Χθμικι δομι 

 
 

2,6-Dihydro-2,2, 4-trimethyl-6-
quinone imine (quinone imine, QI) 

  

 

 
 
 
 

2,4-dimethyl-6-ethoxyquinoline 
(EQNL) 

 

Πίνακασ 3. Χθμικι δομι των κφριων οξειδωτικϊν παραγϊγων του EQ ςτο ζδαφοσ. 
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1.5  ΢ΣΟΧΟΙ  

 

Κφριοσ ςτόχοσ τθσ παροφςασ διατριβισ ιταν θ αξιολόγθςθ τθσ αποτελεςματικότθτασ και 

τθσ εκτόσ ςτόχου δράςθσ τοξικότθτασ του κφριου οξειδωτικοφ παραγϊγου του EQ, QI ςε 

ςφγκριςθ με τουσ γνωςτοφσ ΠΝ, NP, DCD και DMPP, ςε πειράματα μικροκόςμων εδάφουσ. 

΢τα πλαίςια του παραπάνω κεντρικοφ ςτόχου τζκθκαν οι εξισ επιμζρουσ ςτόχοι: 

I. Η μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία και τθ λειτουργία των 

νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν 

II. Η μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία των μικροοργανιςμϊν που 

ςυμμετζχουν ςε διεργαςίεσ του κφκλου του αηϊτου που ζπονται τθσ 

νιτρωδοποίθςθσ και ςχετίηονται λειτουργικά με αυτι, όπωσ τα ΝΟΒ και οι 

απονιτροποιθτζσ 

III.  Η μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία ομάδων μικροοργανιςμϊν τθσ 

ςυνολικισ μικροβιακισ κοινότθτασ, όπωσ βακτιρια, μφκθτεσ και αρχαία  

IV. Η μελζτθ τθσ πορείασ αποδόμθςθσ των ΠΝ ςτα εδαφικά δείγματα, προκειμζνου να 

πραγματοποιθκοφν ςυςχετίςεισ μεταξφ τθσ υπολειμματικότθτασ των ουςιϊν και 

των παρατθροφμενων μεταβολϊν ςτθ μικροβιακι κοινότθτα. 

Για τθν επίτευξθ των παραπάνω ςτόχων επιλζχκθκαν δφο εδάφθ χαρακτθριςτικά των 

αγροτικϊν οικοςυςτθμάτων ςτθν Ελλάδα με παρόμοια φυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά και 

διαφοροποίθςθ ωσ προσ το pH (όξινο και αλκαλικό), κακϊσ το pH αποτελεί ζναν από τουσ 

κφριουσ παράγοντεσ που βρζκθκαν να επθρεάηουν τθ δομι και τθ λειτουργία των 

κοινοτιτων των νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν ςτα εδαφικά οικοςυςτιματα. Για τθ 

μεγιςτοποίθςθ τθσ μεταβολικισ δραςτικότθτασ των νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν 

αλλά και τθσ δράςθσ των μελετοφμενων ουςιϊν πριν τθν εφαρμογι τουσ ςτουσ 

μικροκόςμουσ εδάφουσ προςτζκθκε ουρία ωσ πθγι Ν. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2 
2. Πειραματικό μζροσ 

2.1 Προςδιοριςμόσ των φυςικοχθμικϊν χαρακτθριςτικϊν του εδάφουσ  

Οι φυςικοχθμικζσ ιδιότθτεσ των δφο εδαφϊν, προςδιορίςτθκαν με αναλφςεισ που 

πραγματοποιικθκαν ςτο Eργαςτιριο Εδαφολογίασ και Γεωργικισ Χθμείασ του Γεωπονικοφ 

Πανεπιςτθμίου Ακθνϊν και ςυνοψίηονται ςτον Πίνακα 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ 

΢τθν παροφςα διατριβι μελετικθκε θ επίδραςθ των ΠΝ ςε δυο εδάφθ με 

διαφοροποίθςθ ωσ προσ τθν τιμι του pH, ζνα αλκαλικό πθλϊδεσ ζδαφοσ και ζνα όξινο 

πθλϊδεσ, που ςυλλζχκθκαν από επιλεγμζνα αγροτεμάχια του νομοφ Θεςςαλίασ. ΢υνολικά, 

ςυλλζχκθςαν 2,5 kg ανά ζδαφοσ και αεροξθράνκθκαν μερικϊσ για διάςτθμα 48 ωρϊν. 

Ακολοφκθςε κοςκίνιςμα του εδάφουσ με κόςκινο διαμετριματοσ πόρων 2 mm. ΢τθν 

ςυνζχεια προςτζκθκε υδατικό διάλυμα ουρίασ, ωσ πθγι  Ν,  ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ 

τθσ ουρίασ ςε κάκε ζδαφοσ να είναι 1g kg-1 ξθροφ βάρουσ εδάφουσ (που αντιςτοιχεί ςε 0.47 

g -Ν-kg-1 ξθροφ βάρουσ εδάφουσ). Σα εδάφθ αναδεφκθκαν επιμελϊσ και διατθρικθκαν ςτθ 

ςυνζχεια για 3 θμζρεσ ςε κερμοκραςία δωματίου και ςκοτάδι πριν τθν εφαρμογι των ΠΝ. 

Κατόπιν, θ ςυνολικι ποςότθτα του εδάφουσ διαχωρίςτθκε ςε 5 επιμζρουσ δείγματα των 

500g. ΢ε κάκε ζνα από τα επιμζρουσ δείγματα εδάφουσ προςτζκθκε κατάλλθλοσ όγκοσ  

διαλφματοσ ενόσ εκ των QI, nitrapyrin ςε ακετονιτρίλιο (4ml διαλφματοσ ςυνολικά) λόγω τθσ 

χαμθλισ υδατοδιαλυτότθτασ των ςυγκεκριμζνων ουςιϊν και κατάλλθλοσ όγκοσ υδατικοφ 

διαλφματοσ DCD και DMPP, που παραςκευάςτθκαν από τα αντίςτοιχα εμπορικά πρότυπα 

των ουςιϊν, ϊςτε να επιτευχκοφν οι ςυγκεντρϊςεισ που φαίνονται ςτο Πίνακα 5. ΢τα 

εδαφικα δείγματα που δζχκθκαν τισ μεταχειρίςεισ των DCD και DMPP, προςτζκθκε 

ςυμπλθρωματικά αντίςτοιχοσ όγκοσ ακετονιτριλίου με αυτόν που χρθςιμοποιικθκε ςτισ 

μεταχειρίςεισ των  QI και ΝΡ, προκειμζνου να εξαςφαλιςτεί ομοιογζνεια μεταξφ των 

μεταχειρίςεων. ΢το τελευταίο δείγμα εδάφουσ προςτζκθκε ανάλογθ ποςότθτα 

Ιδιότθτεσ Ζδαφοσ 1 Ζδαφοσ 2 

pH (ςε Η2Ο)   7.4 5.1 

Οργανικι Ουςία (%)    3.6 4.4 

Ν 

C 

  0.08 

   1.8 

0.13 

2.2 

Άμμοσ (%)  45.8 40.8 

Ιλφσ (%)  36.0 47.8 

Άργιλοσ (%)  18.2 11.4 

Μθχανικι ςφςταςθ Πθλϊδεσ Πθλϊδεσ 

Πίνακασ 4: Φυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά των δφο εδαφϊν που ςυλλζχκθςαν. 
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ακετονιτριλίου και ςτθ ςυνζχεια νεροφ χωρίσ τθν προςκικθ ΠΝ προκειμζνου να 

χρθςιμοποιθκεί ωσ μάρτυρασ. 

 

Πίνακασ 5. ΢υγκεντρϊςεισ ΠΝ που εφαρμόςτθκαν ςτα εδαφικά δείγματα. 

Παρεμποδιςτζσ 
Νιτροποίθςθσ 

΢υγκζντρωςθ  

(mg kg
-1

 ξβ εδάφουσ) 

Control 0 

QI 10 

DCD 15.38 

Nitrapyrin 0.86 

DMPP 1.54 

 

 Ακολοφκθςε προςκικθ κατάλλθλθσ ποςότθτασ νεροφ ϊςτε να προςαρμοςτεί θ υγραςία 

του εδάφουσ ςτο 40% τθσ υδατοχωρθτικότθτασ. Σα δείγματα εδάφουσ ςτθν ςυνζχεια, αφοφ 

αναμίχκθκαν επιμελϊσ αφζκθκαν για 2-4 ϊρεσ ςε κερμοκραςία δωματίου (25±1⁰C) ϊςτε 

να επζλκει ιςορροπία και να επιτευχκεί ομοιόμορφθ κατανομι των ΠΝ. Κατόπιν, τα 

δείγματα διαχωρίςτθκαν περαιτζρω ςε υπο-δείγματα τα οποία τοποκετικθκαν ςε 

πλαςτικζσ αεροςτεγείσ ςακοφλεσ και επωάςτθκαν ςτο ςκοτάδι,  ςτουσ 20°C. 

Για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ:  

 ςτθ λειτουργία και τθν αφκονία των νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν του 

εδάφουσ (ςυγκζντρωςθ ΝΗ4
+/ΝΟ3

-, ρυκμόσ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ και αφκονία 

του amoA γονιδίου των ΑΟΒ και ΑΟΑ),  

 ςτθν αφκονία μικροοργανιςμϊν που ςυμμετζχουν ςε μετζπειτα τθσ 

νιτρωδοποίθςθσ ςτάδια του κφκλου του Ν (αφκονία του nxrB γονιδίου των NOB και 

των narG, nirS και nosZ γονιδίων των απονιτροποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν) 

 ςτθν αφκονία ομάδων μικροοργανιςμϊν τθσ ευρφτερθσ μικροβιακισ κοινότθτασ, 

εκτόσ ςτόχου δράςθσ (αφκονία του 16s rRNA γονιδίου των βακτθριϊν, αφκονία του 

18S rRNA γονιδίου των μυκιτων και τθν αφκονία του 16S rRNA των Κρεναρχαίων) 

 κακϊσ και για τθ μελζτθ τθσ πορείασ απoδόμθςθσ των μελετοφμενων ουςιϊν, τρία 

δείγματα από κάκε μεταχείριςθ ςυλλζχκθςαν ςτουσ χρόνουσ 3, 7, 14, 21 και 35 θμζρεσ 

μετά τθν προςκικθ των ουςιϊν ςτο ζδαφοσ και είτε αναλφκθκαν άμεςα (προςδιοριςμόσ 

ςυγκζντρωςθσ ΝΗ4
+/ΝΟ3

-, προςδιοριςμόσ του ρυκμοφ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ) είτε 

αποκθκεφτθκαν ςτουσ -80°C και -20°C (δείγματα που προορίηονταν για qPCR και HPLC 

ανάλυςθ, αντίςτοιχα) μζχρι να αναλυκοφν περαιτζρω. 

Σα εμπορικά πρότυπα των ουςιϊν DCD (99%) και ΝP (≥98%) αγοράςτθκαν από τθν εταιρεία 

Sigma-Aldrich ενϊ το αναλυτικό πρότυπο του DMPP (99%) αποτζλεςε ευγενικι χορθγία τθσ 

εταιρείασ BASF. Λόγω τθσ απουςίασ διακζςιμων εμπορικϊν πρότυπων ουςιϊν, θ ςφνκεςθ 

του μεταβολικοφ προϊόντοσ του EQ, QI πραγματοποιικθκε ςτο εργαςτιριο ςφμφωνα με 

τουσ Thorisson et al., 1992. 
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2.3 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθ λειτουργία των Νιτροποιθτικϊν 
μικροοργανιςμϊν 

2.3.1 Μζκοδοσ εκχφλιςθσ για τον προςδιοριςμό των NH4
+ και NO3

- ςτο ζδαφοσ 

Για το ςκοπό αυτό 2 g εδάφουσ ηυγίςτθκαν και μεταφζρκθκαν ςε falcon των 50 ml όπου και 

προςτζκθκαν 20 ml KCl 1M και ακολοφκθςε ανάδευςθ ςε οριηόντια αναδευτιρα για 30 

min. Σο εκχφλιςμα που προζκυψε διθκικθκε από φίλτρο Whatman 42 ςε falcon των 15ml 

και αποκθκεφτθκε ςτουσ -20°C μζχρι τθν περαιτζρω ανάλυςθ του. 

2.3.2 Προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ των ΝΗ4
+ ςτο ζδαφοσ 

Αντιδραςτιρια: 

 Διάλυμα οξείδωςθσ:  0,1 g dichloroisocyanuric acid sodium salt dihydrate 

διαλφκθκαν  ςε 100 ml dd H2O 

 NaOH 0,3Μ: 11,97 g NaOH διαλφκθκαν ςε 1000 ml dd H2O 

 sodium salicylat: 8,5 g sodium salicylat και 63,9 mg sodium nitroprusside dihydrate 

διαλφκθκαν ςε 50 ml dd H2O 

 

Αρχι τθσ μεκόδου-Πειραματικι διαδικαςία 

Ο προςδιοριςμόσ των ΝΗ4
+ ςτα εδαφικά δείγματα πραγματοποιικθκε φωτομετρικά 

ςφμφωνα με τθ μζκοδο τθσ Kandeler (1995). Για το ςκοπό αυτό 600 µl εκχυλίςματοσ 

μεταφζρκθκαν ςε eppendorfs των 1,5 ml και κατόπιν προςτζκθκαν 120 µl διαλφματοσ 

οξείδωςθσ για τθν οξείδωςθ του περιεχομζνου ςτο δείγμα NH4
+-N ςε χλωραμίνθ από το 

άλασ νατρίου του δίχλωρο-ιςοκυανουρικοφ οξζοσ και 300 µl χρωματικοφ δείκτθ, που 

παραςκευάςτθκε με ανάμιξθ διαλυμάτων 0,3 M NaOH, sodium salicylat και dd H2O ςε 

αναλογία 1:1:1 (ο/ο/ο), για τον ςχθματιςμό πράςινθσ ινδοφαινόλθσ, παρουςία φαινολικϊν 

ενϊςεων ςτο αλκαλικό περιβάλλον. Κατόπιν ακολοφκθςε ιπια ανάδευςθ των δειγμάτων 

για 30min ςε οριηόντιο αναδευτιρα ςτα 300 rpm. Ζπειτα 300μl από κάκε δείγμα 

μεταφζρκθκαν ςε πλάκα μικροτιτλοδότθςθσ (96-well plate) και πραγματοποιικθκε 

μζτρθςθ με τθ βοικεια του EnSpire Multimode Plate Reader (Perkin Elmer), ςτα 660nm. Η 

ποςοτικοποίθςθ βαςίςτθκε ςτθ δθμιουργία πρότυπθσ καμπφλθσ  με ςυγκεντρϊςεισ που 

κυμαίνονταν μεταξφ 0,0195 -20 mg ΝΗ4Cl-N L-1. 

 

2.3.3 Προςδιοριςμόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ των ΝΟ3
- ςτο ζδαφοσ 

Αντιδραςτιρια: 

 Διάλυμα χλωριοφχου βαναδίου 50,9mM: 400 mg vanadium  chloride διαλυκικαν ςε 

50 mL 1 M HCl ακολοφκθςε φιλτράριςμα με τθ βοικεια Whatman φίλτρου 

 Διάλυμα ςουλφιναμίδθσ 58 mM: 5 g sulfanilamide  διαλφκθκαν  ςε 500 mL 3 M HCl 

 Διάλυμα N-napthylethylenediamine dihydrochloride 0,77mM: 50 mg N-

napthylethylenediamine dihydrochloride διαλφκθκαν ςε  250 mL dH2O 
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Αρχι τθσ μεκόδου-Πειραματικι διαδικαςία: 

Ο προςδιοριςμόσ των NO3
- ςτα εδαφικά δείγματα πραγματοποιικθκε φωτομετρικά  μζςω 

ςφηευξθσ με το αντιδραςτιριο Griess, ςφμφωνα με τουσ Miranda et al., (2001). Για το ςκοπό 

αυτό, 100 µl δείγματοσ και 100 µl διαλφματοσ χλωριοφχου βαναδίου 50,9mM 

μεταφζρκθκαν ςε πλάκα μικροτιτλοδότθςθσ (96-well plate), προκειμζνου να επιτευχκεί θ 

μετατροπι του περιεχόμενου ςτο δείγμα ΝΟ3
--Ν ςε ΝΟ2

--Ν. Αμζςωσ μετά 

πραγματοποιικθκε προςκικθ 50 μl διαλφματοσ ςουλφιναμίδθσ 58 mM και 50 μl υδατικοφ 

διαλφματοσ N-napthylethylenediamine dihydrochloride 0,77mΜ (αντιδραςτιριοGriess). ΢τθ 

ςυνζχεια, ακολοφκθςε επϊαςθ ςτουσ 37 °C για 60 min. Σζλοσ, πραγματοποιικθκε μζτρθςθ 

με τθ βοικεια του EnSpire Multimode Plate  Reader (Perkin Elmer), ςτα 540nm. Η 

ποςοτικοποίθςθ βαςίςτθκε ςτθ δθμιουργία πρότυπθσ καμπφλθσ  με ςυγκεντρϊςεισ που 

κυμαίνονταν μεταξφ  0,02 -5mg ΚΝΟ3-N L-1. 

 

2.3.4 Προςδιοριςμόσ του ρυκμοφ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ 

Αντιδραςτιρια: 

 Διάλυμα (NH4)2SO4 10mM: 1.3214g (NH4)2SO4 διαλφκθκαν ςε 1L αποςταγμζνου 

νεροφ.  

 Διάλυμα (NH4)2SO4 1mM: Παραςκευάςτθκε με αραίωςθ 100ml διαλφματοσ 

(NH4)2SO4 1mM, ςε τελικό όγκο 1L με dH2O.  

 Διάλυμα NaClO3 1,5M: 15.97 g NaClO3  διαλφκθκαν ςε 100ml dH2O.  

 Διάλυμα KCl 2M: 149.12 g KCl  διαλφκθκαν ςε 1L dH2O. 

 Ρυκμιςτικό διάλυμα NH4Cl 0,19M, pH 8.5: 10.163 g NH4Cl διαλφκθκαν ςε 1L dH2O 

και το pH ρυκμίςτθκε ςτθν τιμι 8,5.  

 Χρωματικόσ δείκτθσ: 2 g ςουλφανιλαμίδιο και 0.1 g υδροχλωρικι N-(1-ναφκυλ)-

αικυλενο-διαμίνθ διαλφκθκαν ςε 150 ml αποςταγμζνου νεροφ και ακολοφκθςε 

προςκικθ 20 ml πυκνοφ ορκο-φωςφορικοφ οξζοσ και ςυμπλιρωςθ του όγκου 

διαλφματοσ ςτα 200 ml με dH2O.  

 Πυκνό διάλυμα NaNO2 (1000μg NO2
- -N ml-1): 4.926 g NaNO2 διαλφκθκαν ςε 1L 

dH2O. 

 Διάλυμα εργαςίασ NaNO2 (10μg NO2
- -N ml-1): Προζκυψε με αραίωςθ 5 ml του 

πυκνοφ διαλφματοσ NaNO2  ςε τελικό όγκο 500 ml με αποςταγμζνο νερό. 

Αρχι τθσ μεκόδου-Πειραματικι διαδικαςία: 

Ο προςδιοριςμόσ του ρυκμοφ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ ςτο ζδαφοσ πραγματοποιικθκε 

ςφμφωνα με τθν μζκοδο Kandeler (1995). ΢υγκεκριμζνα, 5 g από τα επιμζρουσ εδαφικά 

δείγματα ηυγίςτθκαν και μεταφζρκθκαν ςε κωνικζσ φιάλεσ των 100 ml και κατόπιν 

προςτζκθκαν 20 ml διαλφματοσ (ΝΗ4)2SO4 1mM, ωσ αμμωνιακό υπόςτρωμα για τθ 
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μετατροπι του ςε ΝΟ2
- από τουσ νιτρωδοποιθτικοφσ μικροοργανιςμοφσ. Ζπειτα προςτζκθκε 

0,1ml NaClO3 1,5Μ που δρα  ωσ ανταγωνιςτικόσ αναςτολζασ τθσ περαιτζρω οξείδωςθσ των 

νιτρωδϊν προσ νιτρικά ιόντα με ςκοπό τθν τελικι ςυςςϊρευςθ νιτρωδϊν (ΝΟ2
-) αντί 

νιτρικϊν (ΝΟ3
-) ιόντων (Belser and Mays, 1980). Ακολοφκθςε ιπια ανάδευςθ του μίγματοσ. 

Για κάκε μεταχείριςθ, χρθςιμοποιικθκαν 3 επαναλιψεισ, ενϊ παράλλθλα με τα προσ 

ανάλυςθ δείγματα παραςκευάςτθκε ζνα δείγμα για κάκε μεταχείριςθ που 

χρθςιμοποίθκθκε ςτον υπολογιςμό του ρυκμοφ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ ωσ μάρτυρασ 

αναφοράσ. Σα δείγματα προσ ανάλυςθ τοποκετικθκαν για επϊαςθ ςτουσ 20οC για 5 ϊρεσ 

υπό ςυνεχι ανάδευςθ, ενϊ τα δείγματα-μάρτυρεσ αποκθκεφτθκαν για το ίδιο χρονικό 

διάςτθμα ςτουσ  -20οC, με ςκοπό τθν απενεργοποίθςθ των ενηφμων και τθν αναςτολι τθσ 

νιτρωδοποίθςθσ.  

Μετά το πζρασ των 5 ωρϊν, όλα τα δείγματα αφζκθκαν να επανζλκουν ςε κερμοκραςία 

δωματίου και αμζςωσ μετά ακολοφκθςε προςκικθ 5 ml διαλφματοσ KCl 2M για τθ 

δζςμευςθ των ιόντων NH4
+ και ΝΟ3

-, ςφντομθ ανάδευςθ και διικθςθ. Για τθν φωτομετρικι 

ανάλυςθ, αναμίχκθκαν ςε δοκιμαςτικό ςωλινα  5 ml από το εκχφλιςμα που παραλιφκθκε 

μετά τθ διικθςθ, 3 ml ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ χλωριοφχου αμμωνίου (NH4Cl 0,19Μ) και 2 

ml διαλφματοσ χρωματικοφ δείκτθ που αντιδρά με τα ΝΟ2
-. Ακολοφκθςε ανάδευςθ για 

ομογενοποίθςθ του μίγματοσ και επϊαςθ για 15 min ςε κερμοκραςία δωματίου, για τθν 

πλιρθ ανάπτυξθ του χρϊματοσ. Ζπειτα 300μl από κάκε δείγματα μεταφζρκθκαν ςε  πλάκα 

μικροτιτλοδότθςθσ (96-well plate) και πραγματοποιικθκε μζτρθςθ με τθ βοικεια του 

EnSpire Multimode Plate  Reader (Perkin Elmer), ςτα 520nm. Για τον ποςοτικό 

προςδιοριςμό των παραγόμενων ςτα εδαφικά δείγματα νιτρωδϊν ιόντων, 

χρθςιμοποιικθκε πρότυπθ καμπφλθ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ. Για τθν καταςκευι τθσ 

πρότυπθσ καμπφλθσ παραςκευάςτθκαν πρότυπα διαλφματα NaNO2 διαφορετικϊν 

ςυγκεντρϊςεων. ΢υγκεκριμζνα, 0 (μάρτυρασ), 2, 4, 8 και 10 ml διαλφματοσ NaNO2 (10μg 

NO2
-1-N ml-1), μεταφζρκθκαν ςε ογκομετρικό κφλινδρο των 100 ml, όπου προςτζκθκαν 20 

ml διαλφματοσ KCl 2M και ο όγκοσ ςυμπλθρϊκθκε μζχρι τα 100 ml, με αποςταγμζνο νερό.  

Με τον τρόπο αυτό προζκυψαν διαλφματα ςυγκεντρϊςεων 0, 0.2, 0.4, 0.8 και 1.0 μg NO2
-1-

N ml-1. Κατόπιν 5 ml από τα παραπάνω πρότυπα διαλφματα (τελικζσ ςυγκεντρϊςεισ 0, 0.1, 

0.2, 0.4 και 0.5 μmol NO2
-1-N ml-1) αναμίχκθκαν με 3 ml ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ 

χλωριοφχου αμμωνίου (NH4Cl 0,19Μ) και 2 ml διαλφματοσ χρωματικοφ δείκτθ (Kandeler, 

1995). 

 

2.4 Εξαγωγι DNA από το ζδαφοσ 

Η εξαγωγι του DNA από τα εδαφικά δείγματα πραγματοποιικθκε με ταυτόχρονθ εξαγωγι 

του RNA (προκειμζνου να χρθςιμοποιθκεί ςε μετζπειτα πειράματα τθσ ερευνθτικισ 

ομάδασ) με τθ χριςθ των  εμπορικϊν  κιτ RNeasy PowerSoil DNA Elution Kit (Qiagen, 

Germany) και RNeasy PowerSoil Total RNA Kit (Qiagen,Germany), αντίςτοιχα ςφμφωνα με 

τισ οδθγίεσ του καταςκευαςτι. 
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2.5 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθ αφκονία των Νιτρωδοποιθτικϊν 
μικροοργανιςμϊν 

Προκειμζνου να εκτιμθκεί θ επίδραςθ των υπό μελζτθ ουςιϊν ςτθν αφκονία των ΑΟΒ και 

ΑΟΑ ςτο ζδαφοσ, πραγματοποιικθκε PCR πραγματικοφ χρόνου (qPCR) ςτα δείγματα DNA 

(ςυγκζντρωςθσ 1ng μl-1) που εκχυλίςτθκαν από τα δείγματα εδάφουσ των επιμζρουσ 

μεταχειρίςεων ςτουσ χρόνουσ 14, και 35 θμζρεσ μετά τθν εφαρμογι των ΠΝ. Για τθν 

ποςοτικοποίθςθ του γονιδίου amoA των ΑΟΒ και ΑΟΑ πραγματοποιικθκε PCR 

πραγματικοφ χρόνου (qPCR) ςε ςφςτθμα BIORAD CFX Connect Real Time PCR System. 

2.5.1 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ουςιϊν ςτθν αφκονία του γονιδίου amoA των ΑΟΒ  

Για τθν ενίςχυςθ του amoA γονιδίου των ΑΟΒ χρθςιμοποιικθκαν οι εκκινθτζσ amoA-1F και 

amoA-2R (Rotthauwe et al., 1997). Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκαν 

είναι: 

 amoA-1F:  5′-GGGGTTTCTACTGGTGGT-3′  

 amoA-2R:  5′-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3’  

 

Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά που 

χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 6 .  

 

 

 

Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 7. 

 

 

 

 

Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 

KAPA SYBR FAST qPCR   

Master Mix (2x) Universal 

 

5 μL 

 

1x 

Εκκινθτισ amoA-1F (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

Εκκινθτισ amoA-2R (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

BSA (20μg/μl) 0.2 μL 400ng μL-1 

DNA 2 μL 2ng μl-1 

ddH2O 2.6 μL - 

΢υνολικόσ όγκοσ 10μL - 

Πίνακασ 6. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ τμιματοσ του amoA 
γονιδίου των ΑΟΒ 
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2.5.2 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία του γονιδίου amoA των ΑΟΑ  

Για τθν ενίςχυςθ του amoA γονιδίου των ΑΟA χρθςιμοποιικθκαν οι εκκινθτζσ Arch-amoAF 

και Arch-amoAR (Francis et al., 2005). Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που 

χρθςιμοποιικθκαν είναι: 

 Arch-amoAF:  5'- STAATGGTCTGGCTTAGACG-3′  

 Arch-amoAR:  5'-GCGGCCATCCATCTGTATGT-3’  

 

Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά που 

χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 8 . 

 

 

Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 

KAPA SYBR FAST qPCR   

Master Mix (2x) Universal 

 

5 μL 

 

1x 

Εκκινθτισ Arch-amoAF (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

Εκκινθτισ Arch-amoAR (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

BSA (20μg/μl) 0.2 μL 400ng μL-1 

DNA 2 μL 2ng μl-1 

ddH2O 2.6 μL - 

΢υνολικόσ όγκοσ 10μL - 

 

 

Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 9. 

 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ  

Αρχικι αποδιάταξθ 95 oC 3 min 1 κφκλοσ 

Αποδιάταξθ 95 oC 5 sec  

40 κφκλοι Τβριδοποίθςθ 57 oC 10 sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 30 sec 

Καμπφλθ 

αποδιάταξθσ 

95 oC 

65-95 oC 

1min 

0.5 oC για 5sec 

 

Πίνακασ 7. Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του γονιδίου amoA των ΑΟΒ 

Πίνακασ 8. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ τμιματοσ του amoA γονιδίου 
των ΑΟA 
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2.6 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία των 

μικροοργανιςμϊν που ςυμμετζχουν ςε επόμενα τθσ νιτρωδοποίθςθσ 

ςτάδια του κφκλου του Ν 

Για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία των μικροοργανιςμϊν που ςυμμετζχουν 

ςε επόμενα τθσ νιτρωδοποίθςθσ ςτάδια του κφκλου του Ν πραγματοποιικθκε PCR 

πραγματικοφ χρόνου (qPCR) ςτα δείγματα DNA (1ng μl-1) που εκχυλίςτθκαν από τα 

δείγματα εδάφουσ των επιμζρουσ μεταχειρίςεων ςτουσ χρόνουσ 14, και 35 θμζρεσ μετά τθν 

εφαρμογι των ΠΝ. Οι μικροοργανιςμοί, των οποίων θ αφκονία μελετικθκε ιταν τα ΝΟΒ 

και οι απονιτροποιθτικοί  μικροοργανιςμοί. ΢τθν περίπτωςθ των ΝΟΒ εξετάςτθκε θ 

αφκονία nxrB γονιδίου των βακτθρίων, που ανικουν ςτα γζνθ Nitrobacter και Nitrospira. 

Για τθ μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτουσ  απονιτροποιθτικοφσ μικροοργανιςμοφσ 

μελετικθκε θ αφκονία των γονιδίων narG, nirS και nosZ. H ποςοτικοποίθςθ όλων των 

μελετοφμενων γονιδίων πραγματοποιικθκε με qPCR ςε ςφςτθμα BIORAD CFX Connect Real 

Time PCR System. 

 

2.6.1 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία του γονιδίου nxrB των Nitrobacter  

Για τθν ενίςχυςθ του nxrB των Nitrobacter χρθςιμοποιικθκαν οι εκκινθτζσ nxrB1F και 

nxrB1R (Vanparys et al., 2007). Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκαν είναι: 

 nxrB-1R: 5’-CCGTGCTGTTGAYCTCGTTGA-3’ *Y: C or T+) 

 nxrB-1F: 5’-ACGTGGAGACCAAGCCGGG-3’ 

 

Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά που 

χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 10. 

 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ  

Αρχικι αποδιάταξθ 95 oC 3 min 1 κφκλοσ 

Αποδιάταξθ 95 oC 5 sec  

45 κφκλοι Τβριδοποίθςθ 53 oC 10 sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 30 sec 

Καμπφλθ 

αποδιάταξθσ 

95 oC 

65-95 oC 

1min 

0.5 oCγια 5sec 

 

Πίνακασ 9. Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του γονιδίου amoA των ΑΟA 
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Πίνακασ 10. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ του nxrB γονιδίου των 
Nitrobacter. 

Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 

KAPA SYBR FAST qPCR   
Master  Mix (2x) Universal 

 
5 μL 

 
1x 

Εκκινθτισ nxrB1F (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

Εκκινθτισ nxrB1R (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

BSA (20μg/μl) 0.2 μL 400ngμL-1 

DNA 2 μL - 

ddH2O 2.6 μL - 

΢υνολικόσ όγκοσ 10μL - 

 

Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 11. 

 

 

2.6.2 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία του γονιδίου nxrB των Nitsospira  

Για τθν ενίςχυςθ του nxrB των Nitrospira χρθςιμοποιικαν οι εκκινθτζσ nxrB169f και nxr638r 

(Pester et al., 2014). Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκαν είναι: 

 nxrB169f:  5′- TAC ATG TGG TGG AAC A -3′  

 nxrB638r:  5′- CGG TTC TGG TCR ATC A -3’  

Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά που 

χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 12. 

 

Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 

KAPA SYBR FAST qPCR   
Master  Mix (2x) Universal 

 
5 μL 

 
1x 

Εκκινθτισ nxrB169f (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

Εκκινθτισ nxrB638r (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

BSA (20μg/μl) 0.2 μL 400ngμL-1 

DNA 2 μL 2ng μl-1 

ddH2O 2.6 μL - 

΢υνολικόσ όγκοσ 10μL - 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ  
 

 
 

    

Αρχικι αποδιάταξθ 95 oC 3 min 1 κφκλοσ 

Αποδιάταξθ 95 oC 5 sec  
40 κφκλοι Τβριδοποίθςθ 57 oC 20sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 30 sec 

Καμπφλθ 
αποδιάταξθσ 

95 oC 
65-95 oC 

1min 
0.5 oCγια 5sec 

 

Πίνακασ 11.  Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του γονιδίου nxrB των Nitrobacter. 

 

Πίνακασ 12. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ του nxrB γονιδίου των Nitrospira. 
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Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 13. 

 

 

 

 

 

 

 

2.6.3 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία του γονιδίου narG  

Για τθν ενίςχυςθ του narG των απονιτροποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν χρθςιμοποιικθκαν οι 

εκκινθτζσ narGf και narGr (Bru et al., 2007). Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που 

χρθςιμοποιικθκαν είναι: 

• narG f: 5′- TCG CCS ATY CCG GCS ATG TC -3′  

• narG r: 5′-GAG TTG TAC CAG TCR GCS GAY TCS G -3’ 

Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά που 

χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 14. 

 

Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 

KAPA SYBR FAST qPCR   
Master  Mix (2x) Universal 

 
5 μL 

 
1x 

Εκκινθτισ narGf (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

Εκκινθτισ narGr (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

BSA (20μg/μl) 0.2 μL 400ngμL-1 

DNA 2 μL 2ng μl-1 

ddH2O 2.6 μL - 

΢υνολικόσ όγκοσ 10μL - 

 

Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 15. 

 

 

 

 

Πίνακασ 13. Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του γονιδίου nxrB των Nitrospira. 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ  
 

 
 

Αρχικι αποδιάταξθ 95 oC 3 min 1 κφκλοσ 

Αποδιάταξθ 95 oC 15 sec  
40 κφκλοι Τβριδοποίθςθ 56.2 oC 30 sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 45 sec 

Καμπφλθ 
αποδιάταξθσ 

95 oC 
65-95 oC 

1min 
0.5 oCγια 5sec 

 

 

Πίνακασ 14. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ του narG γονιδίου. 
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2.6.4 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία του γονιδίου nirS  

Για τθν ενίςχυςθ του nirS των απονιτροποιθτικϊν μικροοργανιιμϊν χρθςιμοποιικθκαν οι 

εκκινθτζσ nirSR 3cdm και nirSC d3afm primers (Thorback et al., 2004). Οι αλλθλουχίεσ των 

εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκαν είναι: 

 nirSR 3cdm: 5′- GAS TTC GGR TGS GTC TTS AYG AA-3′  

 nirSC d3aFm: 5′- AAC GYS AAG GAR ACS GG -3’  

Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά που 

χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 16. 

 

  

Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 17. 

 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ   
 

Αρχικι αποδιάταξθ 95 oC 3 min 1κφκλοσ 

Αποδιάταξθ 95 oC 15 sec  
6 κφκλοι Τβριδοποίθςθ 63 oC/58 oC (1 oC/cycle) 30 sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 11 sec 

Αποδιάταξθ 95 oC 15 sec  
34 κφκλοι Τβριδοποίθςθ 60 oC 30 sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 11 sec 

Καμπφλθ αποδιάταξθσ 95 oC 
65-95 oC 

1min 
0.5 oC για 5sec 

 

Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 

KAPA SYBR FAST qPCR   
Master  Mix (2x) Universal 

 
5 μL 

 
1x 

Εκκινθτισ nirSR 3cdm (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

Εκκινθτισ nirSC d3aFm (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

BSA (10μg/μl) 0.2 μL 200ngμL-1 

DNA 2 μL 2ng μl-1 

ddH2O 2.6 μL - 

΢υνολικόσ όγκοσ 10μL - 

Πίνακασ 15. Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του γονιδίου narG. 

 

Πίνακασ 16. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ του nirS γονιδίου. 
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2.6.5 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία του γονιδίου nosZ  

Για τθν ενίςχυςθ του nosZ των απονιτροποιθτϊν χρθςιμοποιικθκαν οι εκκινθτζσ nosZ 2R 

και nosZ 2F (Henry et al., 2006). Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκαν 

είναι: 

 nosZ 2F: 5′- CGC RAC GGC AAS AAG GTS MSS GT -3′  

 nosZ 2R: 5′- CAK RTG CAK SGC RTG GCA GAA -3’ 

Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά 

χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 18. 

 

 

Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 19. 

 

 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ  
 

 
 

Αρχικι αποδιάταξθ 95 oC 3 min 1cycle 

Αποδιάταξθ 95 oC 15 sec  
6 cycles Τβριδοποίθςθ 63 oC/58 oC (1 

oC/cycle) 
30 sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 30 sec 

Αποδιάταξθ 95 oC 15 sec  
35 cycles Τβριδοποίθςθ 60 oC 30 sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 30 sec 

Καμπφλθ 
αποδιάταξθσ 

95 oC 
65-95 oC 

1min 
0.5 oC για 5sec 

 

Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 

KAPA SYBR FAST qPCR   
Master  Mix (2x) Universal 

 
5 μL 

 
1x 

Εκκινθτισ  nosZ 2F (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

Εκκινθτισ  nosZ 2R  (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

BSA (20μg/μl) 0.2 μL 400ngμL-1 

DNA 2 μL 2ng μl-1 

ddH2O 2.6 μL - 

΢υνολικόσ όγκοσ 10μL - 

Πίνακασ 17. Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του γονιδίου nirS. 

 

Πίνακασ 18. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ του nosZ γονιδίου. 
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2.7 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία ομάδων 

μικροοργανιςμϊν τθσ ευρφτερθσ μικροβιακισ κοινότθτασ του 

εδάφουσ  

Προκειμζνου να εκτιμθκεί θ επίδραςθ των εξεταηόμενων ουςιϊν ςτθν αφκονία ομάδων 

μικροοργανιςμϊν εκτόσ ςτόχου δράςθσ, πραγματοποιικθκε qPCR ςτα δείγματα DNA (1ng 

μl-1) που εκχυλίςτθκαν από τα δείγματα εδάφουσ των επιμζρουσ μεταχειρίςεων ςτουσ 

χρόνουσ 14, και 35 θμζρεσ μετά τθν εφαρμογι των ΠΝ. Οι μικροοργανιςμοί των οποίων θ 

αφκονία μελετικθκε ιταν τα βακτιρια, οι μφκθτεσ και τα αρχαία τθσ ςυνωμοταξίασ 

Chrenarchaeota. ΢τθ περίπτωςθ των βακτθρίων και των αρχαίων τθσ ςυνωμοταξίασ 

Chrenarchaeota εξετάςτθκε θ αφκονία του γονιδίου 16S rRNA ενϊ ςε αυτι των μυκιτων θ 

αφκονία του 18S rRNA. 

 

2.7.1 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία του γονιδίου 16S rRNA των βακτθρίων  

Για τθν ενίςχυςθ του 16S rRNA των βακτθρίων χρθςιμοποιικθκαν οι εκκινθτζσ Eub 338 και 

Eub 518 (Fierer et al., 2005). Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκαν είναι: 

 Eub 338:  5′- ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG -3′  

 Eub 518:  5′- ATT ACC GCG GCT GCT GG -3’  

Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά που 

χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 20. 

 

 

 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ  
 

 
 

Αρχικι 
αποδιάταξθ 

95 oC 3 min 1cycle 

Αποδιάταξθ 95 oC 15 sec  
6 cycles Τβριδοποίθςθ 63 oC/60 oC (1 oC/cycle) 30 sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 30 sec 

Αποδιάταξθ 95 oC 15 sec  
36 cycles Τβριδοποίθςθ 60 oC 30 sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 30 sec 

Καμπφλθ 
αποδιάταξθσ 

95 oC 
65-95 oC 

1min 
0.5 oC για 5sec 

 

Πίνακασ 19. Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του γονιδίου nosZ. 
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Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 

KAPA SYBR FAST qPCR   
Master  Mix (2x) Universal 

 
5 μL 

 
1x 

Εκκινθτισ Eub 338 (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

Εκκινθτισ Eub 518 (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

BSA (20μg/μl) 0.2 μL 400ngμL-1 

DNA 2 μL 2ng μl-1 

ddH2O 2.6 μL - 

Συνολικός όγκος 10μL - 

 

Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 21. 

 

 

 

2.7.2 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία του γονιδίου 16S rRNA των αρχαίων 

τθσ ςυνωμοταξίασ Crenarhaeota 

Για τθν ενίςχυςθ του γονιδίου 16S rRNA των Chrenarchaeota χρθςιμοποιικθκαν οι 

εκκινθτζσ 771F και 957R (Ochsenreiter et al., 2003). Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που 

χρθςιμοποιικθκαν είναι: 

 771F:  5′- ACG GTG AGG GAT GAA AGC T -3′  

 957R:  5′- CGG CGT TGA CTC CAA TTG -3’ 

 

Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά που 

χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 22. 

 

 

 

 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ  
 

 
 

Αρχικι αποδιάταξθ 95 oC 3 min 1 κφκλοσ 

Αποδιάταξθ 95 oC 15 sec  
35 κφκλοι Τβριδοποίθςθ 60 oC 20sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 10 sec 

Καμπφλθ 
αποδιάταξθσ 

95 oC 
65-95 oC 

1min 
0.5 oCγια 5sec 

 

Πίνακασ 20. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ του 16S rRNA γονιδίου των 
βακτθρίων. 

 

Πίνακασ 21. Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του 16S rRNA γονιδίου των βακτθρίων. 
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Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 

KAPA SYBR FAST qPCR   
Master  Mix (2x) Universal 

 
5 μL 

 
1x 

Εκκινθτισ 771F (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

Εκκινθτισ 957R (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

BSA (20μg/μl) 0.2 μL 400ngμL-1 

DNA 2 μL 2ng μl-1 

ddH2O 2.4 μL - 

΢υνολικόσ όγκοσ 10μL - 

 

Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 23. 

 

 

2.7.3 Μελζτθ τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία του γονιδίου 18S rRNA των μυκιτων  

Για τθν ενίςχυςθ του 18S rRNA των μυκιτων χρθςιμοποιικθκαν οι εκκινθτζσ FR1 και FF390 

(Chemidlin et al., 2011). Οι αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που χρθςιμοποιικθκαν είναι: 

 FR1:  5′- AICCATTCAATCGGTAIT -3′  

 FF 390:  5′- CGATAACGAACGAGACCT -3’  

Ο ςυνολικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ qPCR ιταν 10 μL, με τα επιμζρουσ ςυςτατικά που 

χρθςιμοποιικθκαν να φαίνονται ςτο Πίνακα 24. 

 

Αντιδραςτιρια Όγκοσ Σελικι ςυγκζντρωςθ 

KAPA SYBR FAST qPCR   
Master  Mix (2x) Universal 

 
5 μL 

 
1x 

Εκκινθτισ FR1 (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

Εκκινθτισ FF390 (20 pmol/μl) 0.1 μL 0.2μΜ 

BSA (20μg/μl) 0.2 μL 200ngμL-1 

DNA 2 μL 2ng μl-1 

ddH2O 2.6 μL - 

΢υνολικόσ όγκοσ 10μL - 

 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ  
 

 
 

Αρχικι αποδιάταξθ 95 oC 3 min 1 κφκλοσ 

Αποδιάταξθ 95 oC 3 sec  
35 κφκλοι Τβριδοποίθςθ 55 oC 30sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 55 sec 

Καμπφλθ 
αποδιάταξθσ 

95 oC 
65-95 oC 

1min 
0.5 oCγια 5sec 

 

Πίνακασ 22. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ του 16S rRNA γονιδίου των 
Chrenarchaeota. 

 

Πίνακασ 24. Αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν qPCR για τθν ενίςχυςθ του 18S rRNA γονιδίου των μυκιτων. 

 

Πίνακασ 23. Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του 16S rRNA γονιδίου των 
Chrenarchaeota . 
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Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ qPCR παρατίκενται ςτον Πίνακα 23. 

 

 

2.8 Ποςοτικοποίθςθ αντιγράφων των εξεταηόμενων γονιδίων 

Για τθν απόλυτθ ποςοτικοποίθςθ του αρικμοφ των αντιγράφων των λειτουργικϊν γονιδίων 

των μικροοργανιςμϊν που μελετικθκαν ςτα επιμζρουσ δείγματα, καταςκευάςτθκαν 

καμπφλεσ αναφοράσ, με τθ χριςθ αραιϊςεων αναςυνδιαςμζνων πλαςμιδίων γνωςτισ 

ςυγκζντρωςθσ που περιείχαν ωσ ζνκεμα το εκάςτοτε λειτουργικό γονίδιο (Rousidou et al., 

2013). ΢ε κάκε περίπτωςθ οι τιμζσ του R2 και του efficiency των πρότυπων καμπφλων που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν ποςοτικοποίθςθ παρατίκενται ςτον Πίνακα 26.  

 

Γονίδια Αλκαλικό ζδαφοσ Όξινο ζδαφοσ 

 Efficiency (%) R2 Efficiency (%) R2 

amoA AOB 97,4 0,981 82,1 0,997 

amoA AOA 100,8 0,989 91,6 0,996 

nxrB Nitrobacter 113,3 0,991 102,7 0,991 

nxrB Nitrospira 103,3 0,999 84,1 0,992 

narG 72,2 0,996 95,1 0,951 

nirS 100,6 0,991 85,5 0,997 

nosZ 89,3 0,999 90,4 0,994 

16S rRNA total bacteria 105,6 0,996 103,1 0,991 

18S rRNA fungi 99,7 0,997 114,4 0,988 

16S rRNA Chrenarchaeota 103,1 1 95,3 0,998 

 

 

 

 

 Θερμοκραςία Χρόνοσ  
 

 
 

Αρχικι αποδιάταξθ 95 oC 3 min 1 κφκλοσ 

Αποδιάταξθ 95 oC 15 sec  
40 κφκλοι Τβριδοποίθςθ 50 oC 35sec 

Επιμικυνςθ 72 oC 10 sec 

Καμπφλθ 
αποδιάταξθσ 

95 oC 
65-95 oC 

1min 
0.5 oCγια 5sec 

 

Πίνακασ 26. Οι τιμζσ του R2 και του efficiency των πρότυπων καμπφλων που χρθςιμοποιικθκαν για τθν 
ποςοτικοποίθςθ των αντιγράφων των εξεταηόμενων γονιδίων 

 

Πίνακασ 25. Οι κερμοκυκλοποιθτικζσ ςυνκικεσ τθσ ποςοτικισ αντίδραςθσ PCR του 18S rRNA γονιδίου των μυκιτων. 
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2.9 Μελζτθ τθσ αποδόμθςθσ των ΠΝ ςτο ζδαφοσ 

Η μελζτθ τθσ πορείασ αποδόμθςθσ των μελετοφμενων ουςιϊν ςτο ζδαφοσ 

πραγματοποιικθκε μετά από  εκχφλιςθ και παραλαβι τουσ από τα εδαφικά δείγματα που 

ςυλλζγονταν ςε τακτά χρονικά διαςτιματα κατά τθ διάρκεια του πειράματοσ. ΢τθ ςυνζχεια 

ακολοφκθςε ανάλυςθ και προςδιοριςμόσ τουσ ςε ςφςτθμα υγρισ χρωματογραφίασ υψθλισ 

πίεςθσ (HPLC). 

2.9.1 Εκχφλιςθ των ΠΝ από το ζδαφοσ 

Η παραλαβι του QI από το ζδαφοσ πραγματοποιικθκε ςφμφωνα με τθ μζκοδο QuEChERS 

(Anastasiades et al., 2003), με ελάχιςτεσ τροποποιιςεισ ςφμφωνα με τουσ Karas et al. 

(2015). Η μζκοδοσ QuEChERS περιλαμβάνει δφο επιμζρουσ ςτάδια: το ςτάδιο τθσ εκχφλιςθσ 

και το ςτάδιο του κακαριςμοφ. Κατά το ςτάδιο τθσ εκχφλιςθσ, 5 g εδαφικοφ δείγματοσ 

ηυγίςτθκαν και μεταφζρκθκαν ςε ςωλινα Teflon χωρθτικότθτασ 50 ml, με καπάκι, και 

αναμείχκθκαν με 5 ml κρφου αποςταγμζνου H2O (4oC). Ακολοφκθςε ςφντομθ ανακίνθςθ, 

προςκικθ 10 ml διαλφτθ ακετονιτριλίου και ζντονθ ανάδευςθ ςε Vortex για 1 min. ΢τθ 

ςυνζχεια, προςτζκθκε μίγμα αλάτων, αποτελοφμενο από 4 g MgSO4, 1 g NaCl και 1,5 g 

C6H5Na3O7 . H2O και ακολοφκθςε ζντονθ ανάδευςθ ςε Vortex για 1 min και φυγοκζντρθςθ 

για 5 min ςε 7500 rpm. Σο υπερκείμενο διάλυμα ςυλλζχκθκε και υποβλικθκε ςε 

κακαριςμό. ΢υγκεκριμζνα, κλάςμα όγκου 1 ml από το υπερκείμενο μεταφζρκθκε ςε 

eppendorf (χωρθτικότθτασ 1,5 ml) που περιείχε 150 mg MgSO4 και 25 mg PSA και 

ακολοφκθςε ανάδευςθ ςε Vortex για 30 sec και φυγοκζντρθςθ για 1 min ςε 13000 rpm. 

Για τθν εκχφλιςθ του ΝΡ, 5 g εδαφικοφ δείγματοσ ηυγίςτθκαν και μεταφζρκθκαν ςε κωνικι 

φιάλθ των 100 ml και αναμείχκθκαν με 10 ml ακετονιτριλίου. Ακολοφκθςε ανάδευςθ ςε 

οριηόντιο αναδευτιρα ςτα 250 rpm για 90 min και ζπειτα τα δείγματα τοποκετικθκαν ςε 

μπανάκι υπεριχων για 30 min. Ακολοφκθςε φυγοκζντρθςθ για 5 min ςε 7500 rpm.  

Η εκχφλιςθ του DCD από τα δείγματα εδάφουσ πραγματοποιικθκε ςφμφωνα με τουσ Kim et 

al. (2014). ΢υγκεκριμζνα, 5 g εδαφικοφ δείγματοσ ηυγίςτθκαν και μεταφζρκθκαν ςε κωνικι 

φιάλθ των 100 ml και αναμείχκθκαν με 10 ml dd H2O. Ακολοφκθςε ανάδευςθ ςε οριηόντιο 

αναδευτιρα, ςτα 250 rpm για 1 h και ζπειτα τα δείγματα φυγοκεντρικθκαν για 5 min ςε 

7500 rpm. ΢τθ ςυνζχεια χρθςιμοποιικθκαν 2 ml εκχυλίςματοσ όπου και προςτζκθκαν 80 μl 

0,66Μ sulfuric acid και τα δείγματα αφζκθκαν ςε θρεμία για 30 λεπτά. Ακολοφκθςε 

φυγοκζντρθςθ για 10 min ςε 13000 rpm. 

Για τθν εκχφλιςθ του DMPP από το ζδαφοσ, 2 g εδαφικοφ δείγματοσ ηυγίςτθκαν και 

μεταφζρκθκαν ςε ςωλινα Teflon χωρθτικότθτασ 50ml, με ειδικι εςωτερικι υδρόφοβθ 

επίςτρωςθ. Ζπειτα, προςτζκθκαν 5ml ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ φωςφορικϊν ιόντων pH 8 

(για τθν παραςκευι του οποίου 8,141g K2HPO4 και 0,444 g KH2PO4 διαλφκθκαν ςε 1L dd 

H2O), ακολοφκθςε ζντονθ ανάδευςθ ςε Vortex για 10min, τοποκζτθςθ ςε μπανάκι 

υπεριχων για 10min και φυγοκζντρθςθ των δειγμάτων για 5min ςε 7500 rpm. Σο 

υπερκείμενο διάλυμα ςυλλζχκθκε και θ παραπάνω διαδικαςία επαναλιφκθκε μία ακόμα 

φορά και ακολοφκθςε ζνωςθ των υπερκειμζνων και φυγοκζντρθςθ για 10min ςε 13000 

rpm. 
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Σζλοσ ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ τα επιμζρουσ δείγματα διθκικθκαν διαμζςου φίλτρου 

ςφριγγασ 0.45 μm και αναλφκθκαν χρωματογραφικά. 

2.9.2 Τγρι χρωματογραφία υψθλισ πιζςθσ (HPLC) 

Η πορεία τθσ αποδόμθςθσ των μελετοφμενων ουςιϊν ςτα εδαφικά δείγματα 

παρακολουκικθκε με ανάλυςθ των εκχυλιςμάτων τουσ ςε ςφςτθμα υγρισ 

χρωματογραφίασ υψθλισ πίεςθσ ςε ςφςτθμα HPLC-PDA SHIMADZU LC-20AD, με ςτιλθ 

SHIMADZU VP-ODs διαςτάςεων 150 mm x 4.6 mm και προςτιλθ SΗΙMADZU GVP-ODs 

διαςτάςεων 10 mm x 4.6 mm. Ο όγκοσ ζγχυςθσ ιταν 20 μL και θ κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ 

25◦C ςτθν περίπτωςθ των ΝΡ και QI και 40◦C ςτθν περίπτωςθ των DCD και DMPP. Η 

εκλουςθ των DCD, NP και QI πραγματοποιικθκε υπό ιςοκρατικζσ ςυνκικεσ, ςε αντίκεςθ με 

το DMPP για το οποίο χρθςιμοποιικθκε μζκοδοσ βακμιδωτισ ζκλουςθσ με ςυνολικό χρόνο 

ζκλουςθσ 16 min. ΢υγκεκριμζνα, τθ ςτιγμι τθσ ζγχυςθσ του παρεμποδιςτι θ αναλογία τθσ 

κινθτισ φάςθσ ιταν 20% μεκανόλθ (Α) και 80% H2O+0.1% H3PO4 (Β). Η αναλογία αυτι 

διατθρικθκε για 30sec και το περιεχόμενο του διαλφτθ Α  αυξικθκε γραμμικά οφτωσ ϊςτε 

ςτα 10  min μετά τθν ζγχυςθ θ αναλογία των διαλυτϊν να είναι 60% Α και 40% Β. Η 

ςφςταςθ αυτι διατθρικθκε ζωσ τα 10.9 min μετά τθν ζγχυςθ και ςτθ ςυνζχεια θ αναλογία 

των διαλυτϊν μεταβλικθκε γραμμικά οφτωσ ϊςτε ςτα 11 min μετά τθν ζγχυςθ να 

επανζλκει ςτθν αρχικι αναλογία του 20% Α και 80% Β, θ οποία και διατθρικθκε ζωσ τα 16 

min προκειμζνου να επζλκει ςτακεροποίθςθ. Οι ςυνκικεσ τθσ χρωματογραφικισ ανάλυςθσ 

των ουςιϊν που μελετικθκαν, παρουςιάηονται ςυνολικά ςτον Πίνακα 27.  

Ο ζλεγχοσ τθσ γραμμικότθτασ τθσ ανταπόκριςθσ του ανιχνευτι ςε ςυνάρτθςθ με τθ 

ςυγκζντρωςθ κάκε δραςτικισ ουςίασ πραγματοποιικθκε με τθν καταςκευι πρότυπθσ 

καμπφλθσ γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων των μελετϊμενων ουςιϊν (0,05-10 mg L-1). Ο 

ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ των μελετϊμενων ουςιϊν ςτα δείγματα εδάφουσ ζγινε με βάςθ 

το εμβαδόν τθσ κορυφισ που αντιςτοιχοφςε ςε κάκε ουςία και τθ χριςθ των προτφπων 

καμπυλϊν. 

 

 

 

Χθμικι ουςία 

 

Κινθτι φάςθ 

Αναλογία 

διαλυτϊν 

κινθτισ φάςθσ 

Ροι κινθτισ 

φάςθσ 

(mL min-1) 

 

Μικοσ 

κφματοσ 

(nm) 

QI ACN: H2O+0.25% NH3 70:30 1 245 

ΝΡ ACN: H2O+0.1% H3PO4 70:30 1 269 

DCD H2O 100 0.8 218 

DMPP MeOH: H2O+0.1% H3PO4 Βακμιδωτι 

ζκλουςθ 

1 225 

Πίνακασ 27. ΢υνκικεσ χρωματογραφικισ ανάλυςθσ των μελετοφμενων ουςιϊν 
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2.10 ΢τατιςτικι ανάλυςθ  

Η ςτατιςτικι ανάλυςθ των αποτελεςμάτων πραγματοποιικθκε με το ςτατιςτικό πακζτο 

IBM SPSS 20.0. Σα δεδομζνα των επιμζρουσ μετριςεων υποβλικθκαν ςε ανάλυςθ 

διακφμανςθσ δφο παραγόντων (two-way-ANOVA) για τθν εκτίμθςθ τθσ επίδραςθσ τθσ 

μεταχείριςθσ, του χρόνου και/ι τθσ αλλθλεπίδραςθσ τουσ. ΢τισ περιπτϊςεισ που 

παρατθρικθκαν ςθμαντικζσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των δφο κφριων παραγόντων (p≤0.05) 

χρθςιμοποιικθκε το Tuckey’s post-hoc test προκειμζνου να ανιχνευκοφν ςθμαντικζσ 

διαφορζσ μεταξφ των επιμζρουσ μεταχειρίςεων ςε κάκε χρόνο χωριςτά. Η περιγραφι τθσ 

πορείασ αποδόμθςθσ των ουςιϊν ςτο ζδαφοσ ςτο χρόνο πραγματοποιικθκε με τθ χριςθ 

του μακθματικοφ μοντζλου κινθτικισ πρϊτθσ τάξθσ (Single First Order)(FOCUS, 2006). 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3 
3. Αποτελζςματα 

3.1 Επίδραςθ των ΠΝ ςτθ λειτουργία των νιτροποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν 

3.1.1 Επίδραςθ των ΠΝ ςτθ ςυγκζντρωςθ  των NH4
+ ςτο ζδαφοσ 

Σα αποτελζςματα από τθν αξιολόγθςθ τθσ επίδραςθσ των εξεταηόμενων ΠΝ ςτθ 

ςυγκζντρωςθ των NH4
+ ςτο όξινο και ςτο αλκαλικό ζδαφοσ παρουςιάηονται ςτα 

Διαγράμματα 1α και 1β, αντίςτοιχα. ΢το όξινο ζδαφοσ δεν παρατθρικθκε ςθμαντικι 

αφξθςθ των NH4
+ ςε καμία από τισ μεταχειρίςεισ (p > 0,05). Εξαίρεςθ αποτζλεςε θ 

μεταχείριςθ του QI, θ οποία προκάλεςε παροδικι αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των NH4
+  τθν 

14θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι των ΠΝ (Διάγραμμα 1α). ΢τθν περίπτωςθ του αλκαλικοφ 

εδάφουσ παρατθρικθκε παροδικι αφξθςθ των NH4
+ ςτθ μεταχείριςθ του NP κατά τθν 21θ 

θμζρα του πειράματοσ. ΢τισ υπόλοιπεσ μεταχειρίςεισ δεν παρατθρικθκαν ςτατιςτικά 

ςθμαντικζσ διαφορζσ ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα (p > 0,05) (Διάγραμμα 1β).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Διάγραμμα 1. Επίδραςθ των ΠΝ ςτθ ςυγκζντρωςθ των ΝΗ4

+ ςτο όξινο (α) και ςτο αλκαλικό (β) ζδαφοσ. Οι 

ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. 

Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ των μεταχειρίςεων 

ςτον ίδιο χρόνο. 
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3.1.2 Επίδραςθ των ΠΝ ςτθ ςυγκζντρωςθ  των NO3
- ςτο ζδαφοσ 

΢το Διάγραμμα 2 παρουςιάηονται τα αποτελζςματα τθσ επίδραςθσ των μελετϊμενων 

ουςιϊν ςτθ ςυγκζντρωςθ NO3
- ςτο όξινο και ςτο αλκαλικό ζδαφοσ (Διάγραμμα 2α και 2β, 

αντίςτοιχα). ΢τθν περίπτωςθ του όξινου εδάφουσ παρατθρικθκε παροδικι και ανάλογθ 

μείωςθ των  NO3
-  ςτισ μεταχειρίςεισ του QI και του DCD, τθν 14θ μζρα μετά τθν εφαρμογι 

των ΠΝ. Σθν 35θ θμζρα του πειράματοσ, θ ςυγκζντρωςθ των NO3
-  μειϊκθκε ςθμαντικά (p < 

0,05) ςε όλεσ τισ μεταχειρίςεισ ςυγκριτικά με το μάρτυρα, με τθν επίδραςθ των DCD και QI 

να είναι ιςχυρότερθ αυτισ των NP και DMPP. ΢τουσ υπόλοιπουσ χρόνουσ όπου μελετικθκε 

θ ςυγκζντρωςθ των NO3
-  δεν παρατθρικθκαν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p > 0,05) 

μεταξφ των μεταχειρίςεων και του μάρτυρα (Διάγραμμα 2α). ΢το αλκαλικό ζδαφοσ, από τθν 

7θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι των ΠΝ μζχρι και το τζλοσ του πειράματοσ, οι ΠΝ προκάλεςαν 

ςθμαντικι μείωςθ ςτθ ςυγκζντρωςθ των NO3
- (p < 0,05), με τθν επίδραςθ του QI να είναι 

ιςοδφναμθ αυτισ των λοιπϊν ΠΝ  ι παροδικά ιςχυρότερθ  (21θ θμζρα ςε ςφγκριςθ με NP 

και  DMPP) (Διάγραμμα 2β). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα 2. Eπίδραςθ των ΠΝ ςτθ ςυγκζντρωςθ των ΝΟ3
- ςτο όξινο (α) και ςτο αλκαλικό (β) ζδαφοσ. 

Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν 

επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ 

των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
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 3.1.3 Επίδραςθ των ΠΝ ςτο ρυκμό τθσ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ 

Σα αποτελζςματα από τθν αξιολόγθςθ τθσ επίδραςθσ των εξεταηόμενων ΠΝ ςτο ρυκμό 

δυνθτικισ  νιτροποίθςθσ  ςτο όξινο και ςτο αλκαλικό ζδαφοσ παρατίκενται ςτα 

Διαγράμματα 3α και 3β, αντίςτοιχα. ΢το όξινο ζδαφοσ, θ εφαρμογι των DCD και QI 

προκάλεςε ςθμαντικι μείωςθ του ρυκμοφ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ (p<0,05) κακ’ όλθ τθ 

διάρκεια του πειράματοσ,  θ οποία ιταν  ιςχυρότερθ αυτισ των ΝΡ και DMPP από τθν 7θ και 

τθν 14θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι των DCD και QI , αντίςτοιχα.  Η εφαρμογι των NP και 

DMPP επίςθσ παρεμπόδιςε το ρυκμό τθσ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ ο οποίοσ ωςτόςο 

επανιλκε ςε επίπεδα αντίςτοιχα με αυτά του μάρτυρα ςτο τζλοσ του πειράματοσ 

(Διάγραμμα 3α). ΢το αλκαλικό ζδαφοσ, όλοι οι ΠΝ προκάλεςαν ςθμαντικι (p < 0,05) και 

ιςοδφναμθ μείωςθ του ρυκμοφ τθσ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα 

απο τθν 3θ μζχρι και τθν 21θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι τουσ, με εξαίρεςθ το DCD του 

οποίου θ επίδραςθ, παρατθρικθκε  από τθν 7θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι του (Διάγραμμα 

3β) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Διάγραμμα 3. Επίδραςθ των ΠΝ ςτο ρυκμό δυνθτικισ νιτροποίθςθσ (mg NO2

- Kg-1 ξβ εδάφουσ 5h-1) ςτο 

όξινο (α) και ςτο αλκαλικό (β) ζδαφοσ. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ 

των τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ 

διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
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3.2 Επίδραςθσ των ΠΝ ςτθ αφκονία των νιτρωδοποιθτικϊν 
μικροοργανιςμϊν 

Σα αποτελζςματα τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία των νιτρωδοποιθτικϊν 

μικροοργανιςμϊν, απεικονίηονται ςτο Διάγραμμα 4. ΢τθν περίπτωςθ των AOB ςτο όξινο 

ζδαφοσ παρατθρικθκε μείωςθ τθσ αφκονίασ μόνο ςτθ μεταχείριςθ του QI τθν 35θ θμζρα 

μετά τθν εφαρμογι του ςε ςφγκριςθ με το μάρτυρα. ΢τισ υπόλοιπεσ μεταχειρίςεισ και ςτουσ 

δφο χρόνουσ που εξετάςτθκαν δεν παρατθρικθκαν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτθν 

αφκονία των AOB ςε ςχζςθ με το μάρτυρα (Διάγραμμα 4α).  ΢το αλκαλικό ζδαφοσ, τα ΝP, 

DCD και DMPP προκάλεςαν ανάλογθ μείωςθ τθσ αφκονίασ των ΑΟΒ και ςτουσ δφο χρόνουσ 

που εξετάςτθκαν. Αντίκετα, θ  μεταχειρίςθ του QI, προκάλεςε μείωςθ τθσ αφκονίασ του 

amoA γονιδίου των ΑΟΒ μόνο κατά τθν 35θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι του ςε ςφγκριςθ με 

το μάρτυρα (Διάγραμμα 4β).  

΢τθν περίπτωςθ των ΑΟΑ, ςτο όξινο ζδαφοσ τθν 14θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι των ΠΝ δεν 

παρατθρικθκαν ςτατιςτικά ςθμαντικά διαφορζσ μεταξφ του μάρτυρα και των υπόλοιπων 

μεταχειρίςεων (p > 0,05). Παρόμοια εικόνα παρατθρικθκε και τθν 35θ θμζρα του 

πειράματοσ, με εξαίρεςθ τθ μεταχείριςθ του DCD που προκάλεςε ςθμαντικι μείωςθ (p < 

0,05) ςτθν αφκονία του amoA γονιδίου των ΑΟΑ (Διάγραμμα 4γ). ΢το αλκαλικό ζδαφοσ, και 

ςτουσ δφο χρόνουσ όπου μελετικθκε θ αφκονία των ΑΟΑ δεν προζκυψαν ςτατιςτικά 

ςθμαντικζσ διαφορζσ μεταξφ των μεταχειρίςεων και του μάρτυρα. Μοναδικι εξαίρεςθ 

αποτζλεςε θ μεταχείριςθ του QI που προκάλεςε παροδικι αφξθςθ τθσ αφκονίασ ςε ςχζςθ 

το μάρτυρα τθν 14θ θμζρα του πειράματοσ (Διάγραμμα 4δ). 
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3.3 Επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία των  μικροοργανιςμϊν που 

ςυμμετζχουν ςε επόμενα τθσ νιτρωδοποίθςθσ ςτάδια του κφκλου του Ν 

3.3.1 Επίδραςθσ των ΠΝ ςτθν αφκονία του γονιδίου nxrB των Nitrobacter και Nitrospira 

΢το Διάγραμμα 5 παρουςιάηονται τα αποτελζςματα τθσ επίδραςθσ των εξεταηόμενων ΠΝ 

ςτθν αφκονία του γονιδίου nxrB των ΝΟΒ των γενϊν Nitrobacter και Nitrospira. ΢τθ 

περίπτωςθ των Nitrobacter, ςτο όξινο ζδαφοσ κατά τθν 14θ θμζρα του πειράματοσ δεν 

παρατθρικθκαν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ μεταξφ του μάρτυρα και των υπόλοιπων 

μεταχειρίςεων (p= 0,773). Ωςτόςο τθν 35θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι των ΠΝ προκλικθκε 

ςθμαντικι (p < 0,05) και ιςοδφναμθ μείωςθ ςτθν αφκονία του nxrB των Nitrobacter ςε όλεσ 

τισ μεταχειρίςεισ με εξαίρεςθ αυτι του DMPP (Διάγραμμα 5α). Παρόμοιο μοτίβο 

παρατθρικθκε ςτο αλκαλικό ζδαφοσ, με τθν αφκονία του γονιδίου να επθρεάηεται ςτο 

τζλοσ του πειράματοσ ςτισ μεταχειρίςεισ του DCD, NP και QI (Διάγραμμα 5β). 

΢τθν περίπτωςθ των βακτθρίων του γζνουσ Nitrospira ςτο όξινο ζδαφοσ παρατθρικθκε 

ςθμαντικι μείωςθ τθσ αφκονίασ τουσ (p < 0,05) μόνο ςτο τζλοσ του πειράματοσ για τισ 

μεταχειρίςεισ των DCD, NP και QI (Διάγραμμα 5γ). ΢τθν περίπτωςθ του αλκαλικοφ εδάφουσ, 

τθν 14θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι των ΠΝ, παρατθρικθκε αφξθςθ τθσ αφκονίασ του 

γονιδίου nxrB των βακτθρίων του γζνουσ  Nitrospira ςε όλεσ τισ μεταχειρίςεισ, ςε ςφγκριςθ 

με το μάρτυρα, θ οποία ωςτόςο ςτθν περίπτωςθ τθσ εφαρμογισ του DCD δεν ιταν 

ςτατιςτικϊσ ςθμαντικι (p > 0,05). Σθν 35θ θμζρα του πειράματοσ, μόνο θ μεταχείριςθ του 

DMPP ςυνζχιςε να παρουςιάηει ςθμαντικά μεγαλφτερθ αφκονία του nxrB γονιδίου των 

Nitrospira ςε ςχζςθ με το μαρτφρα (p < 0,05) (Διάγραμμα 5δ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα 5. Επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία του nxrB γονιδίου των νιτρικοποιθτικϊν βακτθρίων του γζνουσ 

Nitrobacter (α,β) και Nitrospira (γ, δ) ςτο όξινο (α,γ) και ςτο αλκαλικό (β, δ) ζδαφοσ. Οι ράβδοι ςφάλματοσ 

αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα 

υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
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3.3.2 Επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία των απονιτροποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν 

΢το Διάγραμμα 6 παρουςιάηεται θ επίδραςθ των ΠΝ ςτθν ανάπτυξθ των απονιτροποιθτικϊν 

βακτθρίων, βαςιηόμενθ ςτθν αφκονία των γονιδίων narG, nirS και nosZ. ΢το όξινο ζδαφοσ, 

τθν 14θ θμζρα του πειράματοσ παρατθρικθκε αφξθςθ τθσ αφκονίασ του γονιδίου narG ςτισ 

μεταχειρίςεισ των DCD, DMPP και QI, ωςτόςο μονό ςτθν περίπτωςθ του QI παρατθρικθκαν 

ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p < 0,05) ςε ςχζςθ με τθ μεταχείριςθ του μάρτυρα. 

Αντίκετα, τθν 35θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι των ΠΝ παρατθρικθκε ςθμαντικι μείωςθ τθσ 

αφκονίασ του narG γονιδίου ςε όλεσ τισ μεταχειρίςεισ (Διάγραμμα 6α). ΢το αλκαλικό 

ζδαφοσ, και ςτουσ δφο χρόνουσ που μελετικθκε θ αφκονία του narG, δεν παρατθρικθκαν 

ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ μεταξφ των μεταχειρίςεων των ΠΝ και του μάρτυρα. 

(Διάγραμμα 6β).  

Η αφκονία του nirS, ςτο όξινο ζδαφοσ επθρεάςτθκε ςθμαντικά (p < 0,05) μόνο κατά τθν 35θ 

θμζρα μετά τθν εφαρμογι των ΠΝ, όπου όλοι οι ΠΝ προκάλεςαν μείωςθ τθσ αφκονίασ του 

γονιδίου nirS. (Διάγραμμα 6γ). ΢τθ περίπτωςθ του αλκαλικοφ εδάφουσ παρατθρικθκε 

αφξθςθ τθσ αφκονίασ του nirS ςε όλεσ τισ μεταχειρίςεισ, με μόνο αυτζσ του DMPP και του 

QI να διαφζρουν ςτατιςτικά ςθμαντικά από το μάρτυρα (p < 0,05), τθν 14θ θμζρα μετά τθν 

εφαρμογι τουσ. ΢το τζλοσ του πειράματοσ οι διαφορζσ αυτζσ εξαλείφκθςαν και καμία 

μεταχείριςθ δεν διζφερε από το μάρτυρα (p=0,080) (Διάγραμμα 6δ). 

΢το όξινο ζδαφοσ θ αφκονία του γονιδίου nosZ, τθν 14θ θμζρα του πειράματοσ δεν 

επθρεάςτθκε ςτατιςτικά ςθμαντικά από τθν παρουςία των ΠΝ ςε ςχζςθ με το μάρτυρα 

(p=0,225). Ωςτόςο, ςτο τζλοσ του πειράματοσ, τα DCD, NP και QI προκάλεςαν ςθμαντικι (p 

< 0,05) και ιςοδφναμθ μείωςθ τθσ αφκονίασ του nosZ (Διάγραμμα 6ε). ΢τθν περίπτωςθ του 

αλκαλικοφ εδάφουσ, δεν παρατθρικθκαν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ από τθν 

εφαρμογι των ΠΝ  και ςτουσ δφο χρόνουσ που μελετικθκαν, με εξαίρεςθ μια παροδικι 

αφξθςθ τθσ αφκονίασ του nosZ  γονίδίου κατά τθ 14θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι του QI ςτο 

ζδαφοσ (Διάγραμμα 6ςτ).  
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Διάγραμμα 6. Επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία των narG (α,β), nirS (γ, δ) και nosZ γονιδίων (ε, στ)  ςτο όξινο (α,γ,ε) 

και ςτο αλκαλικό (β, δ, ςτ) ζδαφοσ. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν 

βιολογικϊν επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ 

των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
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3.4 Επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία ομάδων μικροοργανιςμϊν τθσ 

ευρφτερθσ μικροβιακισ κοινότθτασ του εδάφουσ  

΢τα Διαγράμματα 7,8 και 9 απεικονίηονται τα αποτελζςματα τθσ επίδραςθσ των ΠΝ ςε 

βακτιρια, αρχαία τθσ ςυνωμοταξίασ Crenarhaeota και μφκθτεσ, αντίςτοιχα. 

΢το όξινο ζδαφοσ θ αφκονία του 16S rRNA γονιδίου των βακτθρίων και ςτουσ δφο χρόνουσ 

που εξετάςτθκαν δεν επθρεάςτθκε ςτατιςτικά ςθμαντικά από τθν παρουςία των ΠΝ ςε 

ςχζςθ με τον μάρτυρα, (p > 0,05) (Διάγραμμα 7α). ΢τθν περίπτωςθ του αλκαλικοφ εδάφουσ, 

και ςτουσ δφο χρόνουσ που εξετάςτθκε θ επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία του 16S rRNA 

γονιδίου των βακτθρίων δεν προζκυψαν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ  διαφορζσ μεταξφ των 

μεταχειρίςεων των ΠΝ  και του μάρτυρα (Διάγραμμα 7β). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

΢το Διάγραμμα 8 παρουςιάηονται τα αποτελζςματα τθσ αφκονίασ του 16S rRNA γονιδίου 

των αρχαίων τθσ ςυνωμοταξίασ Chrenarchaeota. ΢το όξινο ζδαφοσ, θ εφαρμογι των ΠΝ 

επθρζαςε ςθμαντικά τθν αφκονία του εξεταηομζνου γονιδίου (p < 0,05) μόνο κατά τθν 35θ 

θμζρα του πειράματοσ, με τθν επίδραςθ των DCD, NP και QI να είναι ιςοδφναμθ και 

ιςχυρότερθ αυτισ του DMPP (Διάγραμμα 8α). ΢το αλκαλικό ζδαφοσ, δεν παρατθρικθκαν 

ςθμαντικζσ διαφορζσ ωσ προσ τθν αφκονία του 16S rRNA γονιδίου των αρχαίων τθσ 

ςυνωμοταξίασ Chrenarchaeota από τουσ εξεταηόμενουσ ΠΝ. Μονι εξαίρεςθ αποτζλεςε θ 

μεταχείριςθ του DMPP, που προκάλεςε αφξθςθ τθσ αφκονίασ ςε ςχζςθ με το μάρτυρα τθν 

35θ θμζρα μετά τθν εφαρμογι του (Διάγραμμα 8β).  

  

Διάγραμμα 7. Επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία του 16S rRNA γονιδίου των βακτθρίων ςτο όξινο (α) 

και ςτο αλκαλικό (β) ζδαφοσ. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των 

τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ 

διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
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΢το όξινο ζδαφοσ θ αφκονία του 18S rRNA γονιδίου των μυκιτων δεν επθρεάςτθκε μετά 

τθν εφαρμογι των ΠΝ, τθν 14θ θμζρα του πειράματοσ (p=0,060). Αντίκετα, ςτο τζλοσ του 

πειράματοσ, παρατθρικθκε μείωςθ τθσ αφκονίασ του εξεταηόμενου γονιδίου ςε όλεσ τισ 

μεταχειρίςεισ, ωςτόςο μόνο αυτι του NP διζφερε ςτατιςτικά ςθμαντικά από τον μάρτυρα  

(p < 0,05) (Διάγραμμα 9α). ΢τθ περίπτωςθ του αλκαλικοφ εδάφουσ, δεν παρατθρικθκαν 

ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ μεταξφ του μάρτυρα και των μεταχειρίςεων των ΠΝ και 

ςτουσ δφο χρόνουσ που εξετάςτθκαν, με εξαίρεςθ τθ μεταχείριςθ του DMPP όπου κατά τθν 

35θ θμζρα του πειράματοσ παρατθρικθκε αφξθςθ τθσ αφκονίασ του 18S rRNA γονιδίου των 

μυκιτων (Διάγραμμα 9β). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Διάγραμμα 8.  Επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία του 16S rRNA γονιδίου των των αρχαίων τθσ ςυνωμοταξίασ 

Chrenarchaeota ςτο όξινο (α) και ςτο αλκαλικό (β) ζδαφοσ. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά 

ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν 

ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p<0.05) μεταξφ των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
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Διάγραμμα 9. Επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία του 18S rRNA γονιδίου των μυκιτων   ςτο όξινο (α) και ςτο 

αλκαλικό (β) ζδαφοσ. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των τριπλϊν 

βιολογικϊν επαναλιψεων. Διαφορετικά γράμματα υποδθλϊνουν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ διαφορζσ (p<0.05) 

μεταξφ των μεταχειρίςεων ςτον ίδιο χρόνο. 
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3.5 Αποδόμθςθ των ΠΝ ςτο ζδαφοσ 

Η πορεία αποδόμθςθσ των ΠΝ ςτα δφο εδάφθ απεικονίηεται ςτο Διάγραμμα 10. 

Επιπρόςκετα, ςτο Πίνακα 28 παρουςιάηονται οι τιμζσ  του χρόνου θμιηωισ (DT50) των  ΠΝ, 

οι τιμζσ του χρόνου αποδόμθςθσ του 90% τθσ αρχικά εφαρμοηόμενθσ ποςότθτασ  των ΠΝ 

(DT90), του ρυκμοφ αποδόμθςθσ k και του ςφάλματοσ χ2, όπωσ υπολογίςτθκαν με βάςθ τo 

μοντζλο κινθτικισ πρϊτθσ τάξθσ (Single First Order). Σθ μεγαλφτερθ εμμονι ςτο ζδαφοσ τθν 

παρουςίαςε το DCD. ΢το όξινο ζδαφοσ ο ρυκμόσ αποδόμθςθσ του DCD ιταν ταχφτεροσ από 

αυτόν ςτο αλκαλικό ζδαφοσ (DT50s ςτο όξινο και ςτο αλκαλικό ζδαφοσ 23,06 και 57,20 

θμζρεσ, αντίςτοιχα) (Διάγραμμα 10α, Πίνακασ 28). Σο NP αποδομικθκε με ταχφτατο ρυκμό 

και ςτα δφο εδάφθ, με τθν αποδόμθςθ του ςτο αλκαλικό ζδαφοσ να παρουςιάηει μικρι 

υςτζρθςθ (DT50s ςτο όξινο και ςτο αλκαλικό ζδαφοσ 2,82 και 5,21 θμζρεσ, αντίςτοιχα) 

ςυγκριτικά με αυτι ςτο όξινο ζδαφοσ (Διάγραμμα 10β, Πίνακασ 28). Σο DMPP, δεν 

αποδομικθκε πλιρωσ ςτο ζδαφοσ, ωςτόςο εμφανίςτθκε λιγότερο ζμμονο από το DCD. ΢το 

αλκαλικό ζδαφοσ ο ρυκμόσ αποδόμθςθσ ιταν ταχφτεροσ από αυτόν ςτο όξινο ζδαφοσ με 

μικρζσ διαφορζσ ςτο χρόνο θμιηωισ (DT50s ςτο όξινο και ςτο αλκαλικό ζδαφοσ 21,29 και 

17,66 θμζρεσ, αντίςτοιχα) (Διάγραμμα 10γ). Ο ρυκμόσ αποδόμθςθσ του QI ιταν ταχφτατοσ 

και δεν παρουςίαςε ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτα δφο εδάφθ (DT50s ςτο όξινο και ςτο αλκαλικό 

ζδαφοσ 2,46 και 3,30 θμζρεσ, αντίςτοιχα) (Διάγραμμα 10δ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

  

 

 

 

Πίνακασ 28.  DT50s, DT90s, ο ρυκμόσ αποδόμθςθσ k και ςφάλμα χ2 , όπωσ υπολογίςτθκαν για τισ ουςίεσ που μελετικθκαν 

χρθςιμοποιϊντασ τo μοντζλo κινθτικισ πρϊτθσ τάξθσ (Single First Order). 
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Διάγραμμα 10.  Η πορεία αποδόμθςθσ των DCD (α), ΝP (β), DMPP (γ )και QI (δ) ςτο όξινο (μπλε γραμμι) και ςτο 

αλκαλικό (κόκκινθ γραμμι) ζδαφοσ. Οι ράβδοι ςφάλματοσ αντιπροςωπεφουν τυπικά ςφάλματα μεταξφ των 

τριπλϊν βιολογικϊν επαναλιψεων. 
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Soil 

 

Treatment 

 

k 

(d
-1

) 

DT
50

 

(d) 

DT
90

 

(d) 

χ
2

 

(%) 

ACIDIC DCD (15.38 mg Kg-1) 0.030 23.06 76.61 5.88 

ALKALINE DCD (15.38 mg Kg-1) 0.012 57.20 190.00 3.74 

ACIDIC NP (0.86 mg Kg-1) 0.246 2.82  9.38 22.37 

ALKALINE NP (0.86 mg Kg-1) 
 

0.133 5.21  17.31 17.13 

ACIDIC DMPP (1.54mg Kg-1) 0.033 21.29  70.72 19.81 

ALKALINE DMPP (1.54 mg Kg-1) 0.039 17.66  58.67 10.13 

ACIDIC QI (10 mg Kg-1) 0.282 2.46  8.17 3.14 

ALKALINE QI (10 mg Kg-1) 
 

0.210 3.30  10.96 2.68 

Πίνακασ 28.  DT50s, DT90s, ο ρυκμόσ αποδόμθςθσ k και ςφάλμα χ
2
, όπωσ υπολογίςτθκαν για τισ ουςίεσ που μελετικθκαν 

χρθςιμοποιϊντασ τo μοντζλo κινθτικισ πρϊτθσ τάξθσ (Single First Order). 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:37:23 EEST - 3.149.253.131



62 
 

ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4 
4.1 ΢υηιτθςθ 

Η εφαρμογι των ΢ΠΝ ςυνδιαςτικά με τθν αηωτοφχο λίπανςθ αποτελεί μια από τισ πιο 

διαδεδομζνεσ τεχνολογίεσ ελζγχου των απωλειϊν N από τα αγροτικά οικοςυςτιματα, 

ςυμβάλλοντασ τόςο ςτθν αφξθςθ τθσ αποδοτικότθτασ  χριςθσ του Ν από τα φυτά, όςο και 

ςτθν ελαχιςτοποίθςθ των απωλειϊν Ν (ΝΟ3
-, ΝΧΟ) (Fenge et al., 2016, Beeckman et al., 

2018). Η δράςθ των ουςιϊν αυτϊν ζγκειται ςτθν παρεμπόδιςθ τθσ λειτουργίασ των 

νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν ςτο  ζδαφοσ με ςτόχο τθν αφξθςθ τθσ διακεςιμότθτασ 

του αμμωνιακοφ αηϊτου ςτα φυτά.  

Πρόςφατα ευριματα τθσ ερευνθτικισ ομάδασ του εργαςτθρίου Βιοτεχνολογίασ Φυτϊν και 

Περιβάλλοντοσ από πειράματα υγρϊν καλλιεργειϊν με επιλεγμζνα εδαφογενι ςτελζχθ 

ΑΟΒ, ΑΟΑ και ΝΟΒ  ζδειξαν πωσ το αντιοξειδωτικό EQ και κυρίωσ το κφριο οξειδωτικό του 

παράγωγο QI παρουςιάηει ικανότθτα αναςτολισ των ΑΟΑ, ΑΟΒ και ΝΟΒ με τα πρϊτα να 

εμφανίηουν τθ μεγαλφτερθ ευαιςκθςία. Από τουσ υπόλοιπουσ εμπορικά διακζςιμουσ ΠΝ 

μόνο το ΝΡ φάνθκε να αςκεί ανάλογθ παρεμποδιςτικι δράςθ με το EQ ζναντι των ΑΟΑ και 

ΝΟΒ, ενϊ  περιοριςμζνθ εμφανίςτθκε θ δράςθ των DCD και DMPP (Papadopoulou et al., 

2020). Ωςτόςο, το ΝΡ δεν ζχει ζγκριςθ χριςθσ ςτθν Ευρϊπθ με αποτζλεςμα να μθν υπάρχει 

ςιμερα κάποιοσ διακζςιμοσ ΠΝ ικανόσ να αναςτείλει τθ δράςθ των ΑΟΑ. Σο γεγονόσ αυτό 

παρουςιάηει ιδιαίτερο ενδιαφζρον δεδομζνου του όξινου χαρακτιρα των Ευρωπαϊκϊν 

εδαφϊν (μζςθ τιμι pH 5.8 για τα γεωργικά εδάφθ και 5.5 για τουσ λειμϊνεσ (Fabian et al., 

2014) και τθσ τεκμθριωμζνθσ αρικμθτικισ και λειτουργικισ επικράτθςθσ των ΑΟΑ ζναντι 

των ΑΟΒ ςε  ανάλογα (όξινα) εδάφθ (Nicol et al., 2008; Hu et al., 2014).   

Προκειμζνου να μετριαςτοφν τυχόν περιοριςμοί ςτθν πρόβλεψθ τθσ ςυμπεριφοράσ των 

ουςιϊν αυτϊν ςτο εδαφικό περιβάλλον, ςτθν παροφςα διατριβι αξιολογικθκε θ 

αποτελεςματικότθτα, αλλά και θ εκτόσ ςτόχου δράςθ μικροβιακισ τοξικότθτασ του κφριου 

οξειδωτικοφ παραγϊγου του EQ, QI, ςυγκριτικά με τουσ κακιερωμζνουσ ςτθ γεωργικι 

πρακτικι ΠΝ, DCD, ΝΡ και DMPP, ςε πειράματα μικροκόςμων εδάφουσ. Παράλλθλα, 

προςδιορίςτθκε θ πορεία τθσ αποδόμθςθσ των παραπάνω ουςιϊν ςτο ζδαφοσ ϊςτε να 

διερευνθκοφν πικανζσ ςυςχετίςεισ μεταξφ τθσ υπολειμματικότθτασ των ουςιϊν και των 

παρατθροφμενων επιδράςεων ςτθν εδαφικι μικροβιακι κοινότθτα. Για το ςκοπό αυτό 

χρθςιμοποιικθκαν δφο εδάφθ με διαφοροποίθςθ ωσ προσ το pH (όξινο και αλκαλικό), που 

ςφμφωνα με τθ διεκνι βιβλιογραφία αποτελεί τον κυριότερο παράγοντα που κακορίηει το 

είδοσ των νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν που κα επικρατιςουν λειτουργικά ςτο 

ζδαφοσ (Yao et al.,2011; Nicol et al., 2008).  Για τθ μεγιςτοποίθςθ τθσ μεταβολικισ 

δραςτικότθτασ των νιτροποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν, αλλά και τθσ δράςτικότθτασ  των 

μελετοφμενων ουςιϊν, οι μικρόκοςμοι εδάφουσ πριν τθν εφαρμογι των ΠΝ 

εμπλουτίςτθκαν με άηωτο μζςω τθσ προςκικθσ ουρίασ. 

Όπωσ ιταν αναμενόμενο το pH του εδάφουσ αποτζλεςε κακοριςτικό παράγοντα τθσ 

επίδραςθσ των μελετϊμενων ουςιϊν ςτθ λειτουργία και τθν αφκονία των 

νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν του εδάφουσ. Γενικά, παρατθρικθκε κυριαρχία των 
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ΑΟA (9,4x105 ζωσ 2,2 x107 αντίγραφα amoA γονιδίου g-1 ξβ εδάφουσ) ςε ςχζςθ με τα ΑΟB 

(1,8 x105 ζωσ 9,9x105 αντίγραφα amoA γονιδίου g-1 ξβ εδάφουσ) ςτο όξινο ζδαφοσ και των 

ΑΟΒ (3,3 x106 ζωσ 1.7 x108 αντίγραφα amoA γονιδίου g-1 ξβ εδάφουσ) ςε ςχζςθ με τα ΑΟΑ 

(7,3 x105 ζωσ 2,21x107 αντίγραφα amoA γονιδίου g-1 ξβ εδάφουσ) ςτο αλκαλικό ζδαφοσ. Σο 

όξινο pH του εδάφουσ (pH 5.1) φαίνεται ότι ευνόθςε τθν κυριαρχία των ΑΟΑ επί των ΑΟΒ 

ςε ςυμφωνία με προθγοφμενεσ μελζτεσ που τονίηουν τον ςθμαντικό ρολο του pH ςτθν 

επιλογι τθσ ομάδασ των νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν που κα κυριαρχιςει ςτο 

ζδαφοσ (Nicol et al., 2008). 

Σο QI βρζκθκε να αναςτζλλει αποτελεςματικά τθ λειτουργία των νιτρωδοποιθτικϊν 

μικροοργανιςμϊν και ςτα δυο εδάφθ που μελετικθκαν. ΢το όξινο ζδαφοσ το QI προκάλεςε 

μείωςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των νιτρικϊν ιόντων και του ρυκμοφ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ 

που ιταν ιςοδφναμθ ι ιςχυρότερθ ςε ςχζςθ με αυτι του DCD και των ΝΡ και DMPP, 

αντίςτοιχα. Η αφκονία του amoA γονιδίου των ΑΟΒ και ΑΟΑ μειϊκθκε μόνο ςτθν 

περίπτωςθ των μεταχειρίςεων του QI και του DCD, αντίςτοιχα, και μόνο ςτο τζλοσ του 

πειράματοσ. ΢το αλκαλικό ζδαφοσ, όλοι οι εξεταηόμενοι ΠΝ προκάλεςαν μείωςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ των νιτρικϊν ιόντων, του ρυκμοφ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ και τθσ αφκονίασ 

των ΑΟΒ, χωρίσ ωςτόςο να επθρεάςουν ςθμαντικά τθν αφκονία των ΑΟΑ.  

Σα αποτελζςματα αυτά ζρχονται ςε ςυμφωνία με αυτά προθγοφμενων μελετϊν από τουσ 

Papadopoulou et al. (2016) όπου το QI ςε ςυγκεντρϊςεισ ζωσ 16,1 mg Kg-1 ξ.β. εδάφουσ 

βρζκθκε να προκαλεί ςθμαντικι μείωςθ του ρυκμοφ δυνθτικισ νιτροποίθςθσ και τθσ 

ζκφραςθσ του γονιδίου amoA τόςο των ΑΟΑ όςο και των ΑΟΒ για τουλάχιςτον 30 θμζρεσ 

(Papadopoulou et al., 2016). Όςον αφορά τουσ γνωςτοφσ ΠΝ, ανάλογα αποτελζςματα ωσ 

προσ τθν επίδραςθ τουσ ςτισ ςυγκεντρϊςεισ των NO3
-, αλλά και ςτο ρυκμό τθσ δυνθτικισ 

νιτροποίθςθσ παρατθρικθκαν και ςε προθγοφμενεσ μελζτεσ ςε ζδαφοσ (O’Callaghan et al., 

2010; Di and Cameron 2011; Li et al., 2008; Liu et al., 2015; Duncan et al., 2016; Gu et al., 

2019 ).  

Η ςυγκζντρωςθ των ΝΗ4
+ ςτθν παροφςα διατριβι επθρεάςτθκε μόνο παροδικά από τθν 

παρουςία των ΠΝ. Σα αποτελζςματα αυτά ζρχονται ςε αντίκεςθ με ζναν μεγάλο αρικμό 

ερευνθτικϊν εργαςιϊν ςχετικά με τθν επίδραςθ των ΠΝ ςτθν ςυγκζντρωςθ των ΝΗ4
+ (Li et 

al., 2008; O’Callaghan et al., 2010; Di and Cameron 2011; Liu et al., 2017). Η επίδραςθ των 

ΠΝ ςτθ ςυγκζντρωςθ των ΝΗ4
+ εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τα χαρακτθριςτικά του 

εδάφουσ, αλλά και από τισ εφαρμοηόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ των παρεμποδιςτϊν (Liu et al., 

2015.) ΢ε προθγοφμενεσ μελζτεσ εδάφουσ, το DCD ςε ςυγκεντρϊςεισ από 7,5 ζωσ 46,2 mg 

Kg-1 ξ.β. εδάφουσ προκάλεςε αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των ΝΗ4
+  (O’Callaghan et al., 2010; 

Di and Cameron 2011; Ping et al., 2013;  Lu et al., 2019). Ανάλογα αποτελζςματα ζχουν 

παρατθρθκεί και ςτθν περίπτωςθ εφαρμογισ του NP ςε ςυγκζντρωςθ ίςθ με 3,5 mg Kg-1 

ξ.β. εδάφουσ (Liu et al., 2017). Η παραπάνω ςυγκζντρωςθ του ΝΡ ωςτόςο ξεπερνά τθ μζςθ 

ςυνιςτϊμενθ για εφαρμογι ςτον αγρό (0,86 mg Kg-1 ξ.β. εδάφουσ) που χρθςιμοποιικθκε 

ςτθν παροφςα μελζτθ, ενϊ ςε πρόςκετεσ μελζτεσ όπου το NP εφαρμόςτθκε ςε 

χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ (0,3 mg Kg-1 ξ.β. εδάφουσ) δε φάνθκε να επθρζαςε τισ 

ςυγκεντρϊςεισ των NH4
+ ςτο ζδαφοσ (Gu et al., 2019). ΢τθν περίπτωςθ του DMPP,  

προθγοφμενεσ μελζτεσ όπου ο παρεμποδιςτισ εφαρμόςτθκε ςε ςυγκεντρϊςεισ 1–2,8 mg 

Kg-1 ξ.β. εδάφουσ ζχουν αναφζρει τθν αφξθςθ των NH4
+ (Li et al., 2008; Liu et al., 2015). 
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Ωςτόςο, υπάρχουν και μελζτεσ όπου το DMPP ςε αντίςτοιχεσ ςυγκεντρϊςεισ (2,5-3,0 mg  

Kg-1 ξ.β. εδάφουσ) δεν επθρζαςε τθν ςυγκζντρωςθ των ΝΗ4
+ (Kleineidam et al., 2012, Florio 

et al., 2014), χωρίσ θ παραπάνω επίδραςθ να φαίνεται ότι ςχετίηεται με το pH των 

μελετοφμενων εδαφϊν (εφροσ τιμϊν pH 4,6 – 8), αλλά με άλλα χαρακτθριςτικά των 

εδαφϊν όπωσ ο οργανικόσ άνκρακασ (εφροσ 1- 6,2 %), το ςυνολικό Ν (εφροσ 0,06 -2,7%) 

αλλά και θ περιεχόμενθ υγραςία. 

Η επίδραςθ του DCD ςτθν αφκονία των ΑΟΒ, χωρίσ ταυτόχρονθ επίδραςθ ςτθν αφκονία 

των ΑΟΑ ζχει επιβεβαιωκεί και ςε προθγοφμενεσ μελζτεσ. ΢ε πειράματα με μικροκόςμουσ 

εδαφϊν με εφροσ pH 6,6 – 7,8 (Fu et al., 2018), αλλά και ςε πειράματα αγροφ ςε εδάφθ με 

εφροσ pH 4,3 – 7,9 (Lu et al., 2019) το DCD ανζςτειλε τθν αφξθςθ των ΑΟΒ χωρίσ ωςτόςο να 

επθρεάςει αυτι των ΑΟΑ. Σο NP, ςτθ ςυγκζντρωςθ που μελετικθκε, προκάλεςε μείωςθ τθσ 

αφκονίασ μόνο των ΑΟΒ και μόνο ςτο αλκαλικό ζδαφοσ. Σα αποτελζςματα αυτά ςυνάδουν 

με άλλεσ ερευνθτικζσ εργαςίεσ όπου το NP προκάλεςε αναςτολι τθσ αφξθςθσ των ΑΟΒ ςε 

εδάφθ με ανάλογο pH (αλκαλικό) (Fisk et al., 2015, Xi et al., 2017). Επίςθσ ςε αντιςτοιχία με 

τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ, οι Gu et al. (2019) παρατιρθςαν ςε όξινο ζδαφοσ 

ότι θ αφκονία των ΑΟΑ δεν επθρεάςτθκε από τθ παρουςία του NP, παρά τθν αρικμθτικι 

τουσ υπεροχι ζναντι των ΑΟΒ, των οποίων θ αφκονία επίςθσ δεν επθρεάςτθκε. Όπωσ το NP 

ζτςι και το DMPP προκάλεςε μείωςθ τθσ αφκονίασ μόνο των ΑΟΒ και μόνο ςτο αλκαλικό 

ζδαφοσ. ΢ε αντίςτοιχα πειράματα ςε αλκαλικό ζδαφοσ όπου μελετικθκε θ επίδραςθ του 

DMPP ςτθν αφκονία των νιτρωδοποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν δεν παρατθρικθκε κάποια 

επίδραςθ τόςο ςτα ΑΟΒ, όςο και ςτα ΑΟΑ (Florio et al., 2014). Αντίκετα, οριςμζνοι 

ερευνθτζσ παρατιρθςαν επιλεκτικι, αναςταλτικι δράςθ του DMPP ζναντι των ΑΟΒ ςε 

όξινο ζδαφοσ (Kleineidam et al., 2012 , Dong et al., 2013). ΢ε μετζπειτα μελζτεσ ωςτόςο, οι  

Liu et al., (2015) παρατιρθςαν πωσ θ εφαρμογι του DMPP ςε αλκαλικό ζδαφοσ προκάλεςε 

μείωςθ τθσ αφκονίασ των ΑΟΑ και των ΑΟΒ κατά 50% και 27%, αντίςτοιχα, ενϊ ςτο όξινο 

ζδαφοσ παρατθρικθκε μείωςθ μόνο τθσ αφκονίασ των ΑΟΑ. Οι παραπάνω 

διαφοροποιιςεισ ωσ προσ τθν επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία των νιτρωδοποιθτικϊν 

μικροοργανιςμϊν επιβεβαιϊνουν τουσ περιοριςμοφσ ςχετικά με τθν πρόβλεψθ τθσ in situ 

αποτελεςματικότθτασ των ΠΝ, κακϊσ ζνα πλικοσ παραγόντων που αφοροφν ςτα εδαφικά 

χαρακτθριςτικά, τισ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ, τθ ςφςταςθ τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ και 

τισ γεωργικζσ πρακτικζσ μποροφν να επθρεάςουν τθν απόδοςθ και τθ ςυμπεριφορά των ΠΝ 

ςτα εδαφικά οικοςυςτιματα (Vilas et al., 2019). 

Ελάχιςτα είναι ςιμερα γνωςτά όςον αφορά ςτθν επίδραςθ των ΠΝ ςτα ΝΟΒ, παρά το 

ςθμαντικό λειτουργικό τουσ ρόλο ςτθ διεργαςία τθσ νιτροποίθςθσ (Daims et al., 2016). Η 

αναςταλτικι δράςθ των ΠΝ ζναντι των ΝΟΒ μπορεί να ςυμβάλει ςτθ μείωςθ τθσ 

ςυςςϊρευςθσ και τελικά ζκπλυςθσ των NO3
-. Ωςτόςο, αν θ επίδραςθ των ΠΝ ζναντι των 

ΝΟΒ είναι ιςχυρότερθ τθσ αντίςτοιχθσ ζναντι των νιτρωδοποιθτϊν, τότε είναι πικανόν να 

προκλθκεί ςυςςϊρευςθ NO2
- ςτο ζδαφοσ με αυξθμζνο κίνδυνο απωλειϊν Ν από τα 

αγροτικά οικοςυςτιματα με τθ μορφι αζριων οξειδίων του Ν (κυρίωσ Ν2Ο) (Venterea et al., 

2015). Σα δφο κφρια γζνθ των ΝΟΒ που επικρατοφν ςτα εδαφικά οικοςυςτιματα ςε 

διακριτζσ ωςτόςο οικοκζςεισ είναι τα Nitrobacter και Nitrospira, με τα πρϊτα να 

κυριαρχοφν ςε εδάφθ με υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ NΗ4
+ και να εμφανίηουν υψθλότερθ 

νιτρικοποιθτικι δραςτικότθτα ςυγκριτικά με τα δεφτερα (Xia et al., 2011; Nowka et al., 
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2015). Εκτόσ από τα ΝΟΒ, που ςυνδζονται άμεςα λειτουργικά με τουσ νιτρωδοποιθτικοφσ 

μικροοργανιςμοφσ, άλλοι μικροοργανιςμοί που ςυμμετζχουν ςε μετζπειτα τθσ 

νιτροποίθςθσ ςτάδια του κφκλου του Ν, με ςθμαντικό περιβαλλοντικό αντίκτυπο, όπωσ οι 

απονιτροποιθτζσ είναι επίςθσ πικανόν να επθρεάηονται από τθ δράςθ των ΠΝ. Ωςτόςο, 

μζχρι ςιμερα ελάχιςτα είναι γνωςτά ςχετικά με τθν επίδραςθ των ΠΝ ςε άλλουσ 

μικροοργανιςμοφσ που ςυμμετζχουν ςτον κφκλο του Ν. 

΢τθν παροφςα μελζτθ, θ εφαρμογι όλων των ΠΝ ςτο όξινο ζδαφοσ προκάλεςε ςθμαντικι 

μείωςθ τθσ αφκονίασ του nxrB γονιδίου των ΝΟΒ ςτο τζλοσ του πειράματοσ. Αντίκετα, ςτο 

αλκαλικό ζδαφοσ δεν παρατθρικθκε ανάλογθ επίδραςθ με μόνθ εξαίρεςθ τα βακτιρια του 

γζνουσ Nitrobacter, όπου παρατθρικθκε μείωςθ τθσ αφκονίασ τουσ ςτισ μεταχειρίςεισ των 

DCD, NP και QI, ςτο τζλοσ του πειράματοσ. ΢ε αντίςτοιχεσ μελζτεσ μικροκόςμων εδάφουσ 

των Fu et al. (2018) που πραγματοποιικθκαν ςε τρία αλκαλικά εδάφθ, θ εφαρμογι του 

DCD δεν επθρζαςε τθν ανάπτυξθ των ΝΟΒ, που μελετικθκε μζςω τθσ αφκονίασ του 

γονιδίου nxrA των Nitrospira και των Nitrobacter.  

 Οι μζχρι ςιμερα διακζςιμεσ μελζτεσ ςχετικά με τθν επίδραςθ των ΠΝ ςτουσ 

απονιτροποιθτζσ ζχουν επικεντρωκεί κυρίωσ ςτο DCD και ςτο DMPP, ενϊ δεν υπάρχουν 

αντίςτοιχα δεδομζνα για το ΝΡ. ΢τθ παροφςα εργαςία δεν παρατθτικθκε ςθμαντικι 

επίδραςθ των ΠΝ ςτθν αφκονία των γονιδίων narG, nirS και nosZ ςτο αλκαλικό ζδαφοσ με 

εξαίρεςθ κάποιεσ παροδικζσ αυξιςεισ τθσ αφκονίασ των μελετοφμενων γονιδίων δεικτϊν 

ςτθν περίπτωςθ των μεταχειρίςεων των DMPP (narG) και QI (nirS και nosZ), χωρίσ ωςτόςο 

να παρατθρείται κάποιο ςυγκεκριμζνο πρότυπο επίδραςθσ. Αντίκετα, ςτο όξινο ζδαφοσ, 

όλοι οι ΠΝ προκάλεςαν μείωςθ τθσ αφκονίασ των μελετοφμενων γονιδίων δεικτϊν ςτο 

τζλοσ του πειράματοσ, με μόνθ εξαίρεςθ τθ μεταχείριςθ του DMPP που δε φάνθκε να 

επθρεάηει τθν αφκονία του γονιδίου nosZ. ΢ε αντίςτοιχα πειράματα μικροκόςμων εδάφουσ 

με όξινο pH, το DCD δεν επθρζαςε τθν αφκονία των γονιδίων narG, nirS και nosZ  ςτα 

διαφορετικά επίπεδα περιεχόμενθσ υγραςίασ που μελετικθκαν (Di et al., 2014). Από τθν 

άλλθ πλευρά τα αποτελζςματα τθσ επίδραςθσ του DMPP ςτθν αφκονία των γονιδίων των 

απονιτροποιθτικϊν μικροοργανιςμϊν με βάςθ τθ διακζςιμθ βιβλιογραφία εμφανίηονται 

αντιφατικά. Ζτςι ενϊ αρκετζσ μελζτεσ υποςτθρίηουν τθν απουςία επίδραςθσ του ΠΝ ςτθν 

αφκονία των γονιδίων δεικτϊν των απονιτροποιθτϊν (narG, nirS, nirΚ, nosZ) (Florio et al., 

2014, Shi et al., 2016a, Zhang et al., 2018 ), ςε άλλεσ ζχει βρεκεί να αναςτζλλουν (Dong et 

al., 2013, Shi et al., 2016b) ι ακόμα και να προωκοφν (Torralbado et al., 2017) τθν αφξθςθ 

των μελετοφμενων γονιδίων δεικτϊν, γεγονόσ που μπορεί να ςχετίηεται με τθν επίδραςθ 

των χαρακτθριςτικϊν του εκάςτοτε εδάφουσ, αλλά και τθν ςυνολικι επίδραςθ του 

παρεμποδιςτι ςτουσ μικροοργανιςμοφσ που ςυμμετζχουν ςτθ νιτροποίθςθ. 

Η χριςθ λιπαςμάτων και ΠΝ ςτο ζδαφοσ μπορεί επίςθσ να επθρεάςει τθ δομι τθσ 

ςυνολικισ μικροβιακισ κοινότθτασ του εδάφουσ (Shen et al., 2013) και τθ ςυνολικι 

λειτουργία του εδαφικοφ οικοςυςτιματοσ (Dong et al., 2013). ΢τθ παροφςα εργαςία 

μελετικθκε θ επίδραςθ των ΠΝ ςε ομάδεσ μικροοργανιςμϊν τθσ ευρφτερθσ μικροβιακισ 

κοινότθτασ όπωσ τα βακτιρια, τα αρχαία τθσ ςυνωμοταξίασ Crenarchaeota και οι μφκθτεσ. 

Η ςυνολικι αφκονία των μελετοφμενων μικροβιακϊν ομάδων μθ ςτόχων δεν επθρεάςτθκε 

ςθμαντικά από τθν εφαρμογι των ΠΝ, με εξαίρεςθ μία μείωςθ που παρατθρικθκε ςτισ 

μεταχειρίςεισ των DCD, NP και QI όςον αφορά ςτθν αφκονία των αρχαίων τθσ 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
15/06/2024 16:37:23 EEST - 3.149.253.131



66 
 

ςυνωμοταξίασ Crenarchaeota, ςτο όξινο ζδαφοσ, ςτο τζλοσ του πειράματοσ. Σα παραπάνω 

αποτελζςματα ζρχονται ςε ςυμφωνία με αυτά των Guo et al. (2013), οι οποίοι μελζτθςαν 

τθν μακροχρόνια επίδραςθ του DCD ςτθν αφκονία του 16S rRNA γονιδίου των βακτθρίων 

και των αρχαίων ςε πειράματα αγροφ, ςυνολικισ διάρκειασ 7 ετϊν, ςε τρία εδάφθ με 

διαφορετικά φυςικοχθμικά χαρακτθριςτικά. Αντίςτοιχα, άλλοι ερευνθτζσ αναφζρουν τθν 

απουςία επίδραςθσ του παρεμποδιςτι ςτθ δομι τθσ βακτθριακισ μικροβιακισ κοινότθτασ 

(O’Callaghan et al., 2010). Αντίςτοιχεσ, μελζτεσ ςχετικά με τθν επίδραςθ του DMPP ςτθ 

μικροβιακι κοινότθτα του εδάφουσ αναφζρουν τθν αναςταλτικι δράςθ του ζναντι τθσ 

αφξθςθσ των μυκιτων και των βακτθρίων με ταυτόχρονθ επίδραςθ και ςτθ δομι των 

κοινοτιτων των παραπάνω μικροβιακϊν ομάδων (Florio et al., 2014, Maienza et al., 2014). 

Άλλεσ μελζτεσ ωςτόςο, αναφζρουν τθν απουςία αναςταλτικισ δράςθσ του DMPP ωσ προσ 

τθν αφξθςθ των βακτθρίων ( Dong et al., 2013). 

Όςον αφορά τθν αποδόμθςθ των ΠΝ ςτο ζδαφοσ, όλεσ οι εξεταηόμενεσ ουςίεσ 

αποδομικθκαν ταχφτερα ςτο όξινο ζδαφοσ ςυγκριτικά με το αλκαλικό ζδαφοσ, με τισ 

μεγαλφτερεσ ωςτόςο διαφορζσ μεταξφ των δφο εδαφϊν να παρατθροφνται ςτθν 

περίπτωςθ αποδόμθςθσ του DCD. Ανάλογθ υςτζρθςθ ςτθν αποδόμθςθ του DMPP μεταξφ 

όξινων και αλκαλικϊν εδαφϊν ζχει προθγουμζνωσ παρατθρθκεί από τουσ Xue et al. (2012). 

Σο DCD εμφάνιςε τθ μεγαλφτερθ εμμονι ςτο ζδαφοσ (DT50s 23,1 και 57,2 ςτο όξινο και ςτο 

αλκαλικό ζδαφοσ, αντίςτοιχα) ακολουκοφμενο από το DMPP. ΢ε προθγοφμενεσ μελζτεσ 

τουσ οι Rajbanshi et al. (1992) αναφζρουν ανάλογθ τιμι DT50 (18,5 θμζρεσ) για το DCD, όταν 

αυτό εφαρμόςτθκε ςε ανάλογθ με τθν παροφςα μελζτθ ςυγκζντρωςθ (16,7 mg Kg-1 ξ.β. 

εδάφουσ), ςε όξινο (pH 6,1) αμμοπθλϊδεσ ζδαφοσ και επωάςτθκε ςτθν ίδια κερμοκραςία 

(20°C) που βάςθ βιβλιογραφίασ φαίνεται να είναι και ο κυριότεροσ παράγοντασ που 

επθρεάηει τθν αποδόμθςθ του παρεμποδιςτι ςτο ζδαφοσ (Rajbanshi et al., 1992). Αντίκετα, 

τα ΝΡ και QI παρουςίαςαν μικρότερθ υπολλειματικότθτα. Σα αποτελζςματα αυτά 

ςυνάδουν με αυτά  των Papadopoulou et al., (2016) όπου, το QI όταν εφαρμόςτθκε ςε 

μικροκόςμουσ εδάφουσ ςε αρχικι ςυγκζντρωςθ ίςθ με 16.1 mg Kg-1 ξ.β. εδάφουσ 

αποδομικθκε πλιρωσ ςε διάςτθμα 7 θμερϊν. Σo ΝΡ ςτο ζδαφοσ υπόκειται ςε διεργαςίεσ 

ζκπλυςθσ, προςρόφθςθσ και εξάτμιςθσ, ςε βακμό που κακορίηεται από τα χαρακτθριςτικά 

του εδάφουσ και που επθρεάηουν τθν υπολειμματικότθτά του (Wolt, 2000; Woodward et 

al., 2019). ΢υνολικά, θ υπολειμματικότθτα των ΠΝ ςτο ζδαφοσ δεν φάνθκε να ζχει κάποια 

ςυςχζτιςθ με τισ παρατθροφμενεσ επιδράςεισ ςτουσ μικροοργανιςμοφσ που μελετικθκαν. 
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4.2 ΢υμπεράςματα 

 
Εν κατακλείδι, με βάςθ τα ευριματα τισ παροφςασ διατριβισ γίνεται κατανοθτό πωσ θ 

αποτελεςματικότθτα των ΠΝ εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τα χαρακτθριςτικά του 

εδάφουσ και κυρίωσ το pH. Σο QI, παρεμπόδιςε ςθμαντικά τθ νιτροποίθςθ και ςυνεπϊσ τον 

κίνδυνο απωλειϊν Ν και ςτα δφο εδάφθ. ΢το όξινο ζδαφοσ θ επίδραςθ του QI ιταν 

ανάλογθ με αυτι του DCD και ιςχυρότερθ αυτισ των ΝP και DMPP. ΢το αλκαλικό ζδαφοσ, 

δεν παρατθρικθκαν διαφορζσ μεταξφ των ΠΝ ωσ προσ τθν αποτελεςματικότθτα τουσ. Η 

εφαρμογι των ΠΝ επθρζαςε τθν αφκονία των λειτουργικά ςχετιηόμενων με τθ 

νιτρωδοποίθςθ μικροβιακϊν ομάδων που ςυμμετζχουν ςε μετζπειτα ςτάδια του κφκλου 

του Ν, όπωσ ΝΟΒ και οι απονιτροποιθτζσ, χωρίσ ωςτόςο να επθρεάςει τθν αφκονία άλλων 

ομάδων μικροοργανιςμϊν μθ ςτόχων. Με βάςθ τα παραπάνω αποτελζςματα και 

δεδομζνθσ τθσ ιδιότθτασ του EQ να μετατρζπεται ταχφτατα ςτο ζδαφοσ ςε QI, το 

αντιοξειδωτικό EQ κα μποροφςε να χρθςιμοποιθκεί δυνθτικά ωσ ζνασ νζοσ ΠΝ για τθν 

αποδοτικότερθ χριςθ των αηωτοφχων λιπαςμάτων ςτα αγροτικά οικοςυςτιματα. 

Περαιτζρω μελζτεσ ςχετικά με τθν αποτελεςματικότθτα των EQ και QI ςε μεγαλφτερο ζυροσ 

εδαφϊν, αλλά και τθν οικοτοξικότθτα τουσ ςε επίπεδο δομισ και λειτουργίασ τθσ 

μικροβιακισ κοινότθτασ απαιτοφνται για τθν αξιολόγθςθ τθσ πικανισ χριςθσ τουσ ωσ 

εναλλακτικι και οικονομικά βιϊςιμθ λφςθ για τθν αποδοτικότερθ χριςθ των αηωτοφχων 

λιπαςμάτων ςτα αγροτικά οικοςυςτιματα. 
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