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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η νιτροποίηση (μετατροπή των ΝΗ4+ σε NO2
- ) πραγματοποιείται στο 

έδαφος από χημειολιθοαυτότροφα β-πρωτεοβακτήρια (AOB) και αρχαία 

(ΑΟΑ) του φύλου Thaumarchaeota. Σήμερα ελάχιστα είναι γνωστά για τις 

επιδράσεις των γεωργικών φαρμάκων στους νιτρωδοποιητικούς 

μικροοργανισμούς και ακόμη λιγότερα γνωρίζουμε για την επίδραση των 

βιολογικών γεωργικών φαρμάκων σε αυτούς. Η παρούσα εργασία αποτελεί 

συνέχεια προηγούμενης έρευνας που πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο 

Βιοτεχνολογίας Φυτών και Περιβάλλοντος όπου βρέθηκε ότι η εφαρμογή του 

βιολογικού νηματωδοκτόνου BIOACT® (σπόρια του μύκητα Paecilomyces 

lilacinus strain 251) προκάλεσε σημαντικές μεταβολές τόσο στην σύσταση 

όσο και στην αφθονία των ΑΟΒ και ΑΟΑ. Έτσι η παρούσα εργασία μελέτησε 

τον μηχανισμό της αρνητικής επίδρασης  καθώς και την επίδραση του 

σκευάσματος στην νιτροποίηση.  Για τον λόγο αυτό σε πείραμα εργαστήριου 

έγινε εφαρμογή BIOACT®, γλυκόζης και σκόνης γάλακτος (περιέχονται σε 

ποσοστό 78 και 6% στο σκεύασμα BIOACT® αντίστοιχα) ή σπορίων του 

μύκητα P. lilacinus στο έδαφος ενώ συμπεριλήφθηκε και μάρτυρας. Πέντε, 20, 

45 και 90 ημέρες μετά την εφαρμογή εκτιμήθηκε η αφθονία των ΑΟΒ και ΑΟΑ 

με PCR πραγματικού χρόνου (amoA γονίδιο) καθώς και η  δυνητική 

νιτροποίηση. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η εφαρμογή των συνεκδοχών του 

σκευάσματος (γλυκόζης και σκόνης γάλακτος) προκάλεσε μια παροδική 

μείωση στην αφθονία των AOB και ΑΟΑ, ανάλογη με την μείωση που 

προκάλεσε το ΒΙΟACT®. Αντίθετα, η εφαρμογή των σπορίων του μύκητα δεν 

προκάλεσε καμία μεταβολή σε σχέση με τον μάρτυρα.   

    Παρόμοια αποτελέσματα καταγράφηκαν και για την δυνητική νιτροποίηση 

όπου η εφαρμογή των BIOACT® ή γλυκόζης και σκόνης γάλακτος οδήγησε σε 

παροδική αναστολή της νιτροποίησης, ενώ καμία επίδραση δεν 

παρατηρήθηκε όταν εφαρμόστηκαν στο έδαφος τα σπόρια του μύκητα. 

Συνολικά τα αποτελέσματα αποδεικνύουν ότι η παροδική ανασταλτική δράση 

του BIOACT® τόσο στην αφθονία όσο και στην λειτουργία των ΑΟΒ/ΑΟΑ 

οφείλεται σε έμμεσο εκτοπισμό τους από ταχέως αναπτυσσόμενους 
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ετερότροφους μικροοργανισμούς που διατρέφονται στην γλυκόζη και την 

σκόνη γάλακτος που ελευθερώνονται στο έδαφος με την εφαρμογή του 

BIOACT® κάτι που εξηγεί και την ανάκαμψη του πληθυσμού και της 

λειτουργίας τους με την πάροδο του χρόνου και την εξάντληση των 

συγκεκριμένων υποστρωμάτων.  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

1.1. Σύγχρονη γεωργία και τάσεις 

 

Κατά τον 20ο αιώνα, παρατηρήθηκε σημαντική μείωση της βιοποικιλότητας 

των αγροτικών οικοσυστημάτων σε παγκόσμιο επίπεδο και ειδικότερα στην 

Ευρώπη (Hoogeveen et al., 2001). Η γεωργία θεωρείται σε παγκόσμιο 

επίπεδο μια από τις σημαντικότερες απειλές για την εξαφάνιση απειλούμενων 

ειδών χλωρίδας και πανίδας.  

 Το φαινόμενο αυτό οφείλεται, κατά κύριο λόγο, στην εντατικοποίηση της 

γεωργίας λόγω της εφαρμογής της Κοινής Αγροτικής Πολιτικής στις χώρες της 

Ε.Ε. ( Donald et al., 2001; Van Dijk, 2001). Οι σύγχρονες γεωργικές πρακτικές 

έχουν οδηγήσει στην εκβιομηχάνιση της γεωργίας και τη καταστροφή μικρών 

κλήρων με σκοπό τη δημιουργία εκτεταμένων αγροτεμαχίων. Οι πιέσεις από 

αυτό το μοντέλο γεωργίας είναι πολύ  έντονες ιδιαίτερα στις πεδινές περιοχές, 

όπου τεράστιες πεδινές δασικές εκτάσεις έχουν αποψιλωθεί και υγρότοποι 

έχουν αποξηρανθεί με σκοπό να μετατραπούν σε καλλιεργούμενη γη. Στις 

πεδινές περιοχές παρατηρείται επίσης η υψηλότερη επιβάρυνση με γεωργικά 

φάρμακα για την αύξηση της παραγωγής με αρνητικές συνέπειες για το 

οικοσύστημα. Σύμφωνα με την έρευνα του Van Dijk (2001) βρέθηκε ότι 

ποσότητες νιτρικών πάνω από 50κιλά/εκτάριο/έτος στο έδαφος μπορούν να 

οδηγήσουν σε κατάρρευση του μικροβιακού του πληθυσμού. Σήμερα σε 

παγκόσμιο επίπεδο γίνεται προσπάθεια για την διάδοση εναλλακτικών 

μορφών γεωργίας κυρίως με την ανάπτυξη της βιολογικής γεωργίας. Βασικό 

χαρακτηριστικό της βιολογικής γεωργίας είναι η απαγόρευση της χρήσης 

χημικών συνθετικών γεωργικών φαρμάκων και λιπασμάτων. Αφετηρία του 

συγκεκριμένου αγροτικού συστήματος θεωρείται το έδαφος και ο παραγωγός 

θα πρέπει να χρησιμοποιήσει πρακτικές ώστε να διατηρήσει το έδαφος ‘υγιές’.  

    Η αμειψισπορά, η πολυκαλλιέργεια και η συγκαλλιέργεια, η  χλωρή 

λίπανση, η χρησιμοποίηση κατάλληλης κοπριάς και εδαφοβελτιωτικού 

αποτελούν  σημαντικά μέσα του γεωργού για τη δημιουργία ενός αειφορικού 
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οικοσυστήματος. Η εξέλιξη της γεωργίας στην Ελλάδα ακολουθεί το ίδιο 

πρότυπο με τις υπόλοιπες ευρωπαϊκές χώρες (ΕΚΠΑΑ, 2001). Είδη όπως το 

βαμβάκι και η ελιά έχουν κυριαρχήσει κυρίως στις πεδινές περιοχές 

καλύπτοντας χιλιάδες στρέμματα μονοκαλλιεργειών. Όσον αφορά τη 

βιολογική γεωργία ξεκίνησε δειλά στην Ελλάδα και από μεμονωμένους 

παραγωγούς. Τα τελευταία χρόνια όμως παρατηρείται σημαντική και γοργή 

αύξηση του αριθμού των βιοκαλλιεργητών, που στις 31/12/2006 σύμφωνα με 

το Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων αντιστοιχούσαν σε 25.466, 

των οποίων οι καλλιεργούμενες εκτάσεις αντιστοιχούσαν στο 4,5% των 

συνολικών καλλιεργούμενων ελληνικών εκτάσεων. 

 

1.2. Γεωργικά φάρμακα 

 

Τα γεωργικά φάρμακα χρησιμοποιούνται ευρέως στη γεωργία για τον 

αποτελεσματικό περιορισμό των φυτοπαράσιτων που μπορούν να μειώσουν 

σημαντικά την παραγωγή. Προκειμένου να προστατευθούν οι αποδόσεις πριν 

και μετά τη συγκομιδή, χρησιμοποιούνται γεωργικά φάρμακα. Τα προϊόντα 

φυτοπροστασίας ή γεωργικά φάρμακα είναι χημικές συνθέσεις με κύριο 

συστατικό μία ή περισσότερες δραστικές ουσίες. Οι δραστικές ουσίες 

εγκρίνονται σε επίπεδο ΕΕ ενώ τα προϊόντα φυτοπροστασίας που 

εμπεριέχουν αυτές τις ουσίες εγκρίνονται σε επίπεδο Κράτους-Μέλους. Τα 

γεωργικά φάρμακα αναπτύχθηκαν τα τελευταία εξήντα περίπου χρόνια. Το 

1942 ο Ελβετός Muller ανακαλύπτει το DDT ενώ το 1946 τα εργαστήρια της 

εταιρίας BAYER κατασκευάζουν το parathion. Τα πρώτα χρόνια της σύνθεσής 

τους, η συμβολή τους στην προστασία της αγροτικής παραγωγής γέννησε 

πολλές ελπίδες για τη λύση του προβλήματος τροφής που αντιμετώπιζε η 

ανθρωπότητα με την αύξηση του πληθυσμού.  Ταυτόχρονα, η προσφορά 

τους ήταν μεγάλη στην προστασία της δημόσιας υγείας και στη βελτίωση του 

βιοτικού επιπέδου με την καταπολέμηση  εντόμων που αποτελούσαν φορείς 

ασθενειών για τον άνθρωπο. Παρόλα αυτά τα τελευταία 20 τουλάχιστον έτη 

διατυπώνονται ανησυχίες για πιθανές αρνητικές επιδράσεις τους σε 

οργανικούς μη-στόχους που διαβιούν στο αγροτικό περιβάλλον καθώς και 
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πρόκληση βλαβών στην υγεία του ανθρώπου και επιβάρυνση του 

περιβάλλοντος. Σήμερα όλοι πλέον αναγνωρίζουν τη χρησιμότητά τους στη 

σύγχρονη γεωργία αλλά και το σημαντικό μερίδιο που κατέχουν στην 

υποβάθμιση της οικολογικής και χημικής ποιότητας των φυσικών πόρων. Τα 

γεωργικά φάρμακα διαχωρίζονται σε τρείς κυρίως κατηγορίες ανάλογα με τον 

οργανισμό-στόχο : 

 Ζιζανιοκτόνα  

 Εντομοκτόνα, Ακαρεοκτόνα, Νηματωδοκτόνα  

 Μυκητοκτόνα 

     Τα γεωργικά φάρμακα εφαρμόζονται με διάφορους τρόπους, όπως με 

ψεκασμούς των υπέργειων οργάνων των φυτών, με επένδυση και προστασία 

των σπόρων ή άλλων πολλαπλασιαστικών οργάνων, με ριζοπότισμα μέσω 

του συστήματος άρδευσης καθώς και με απευθείας εφαρμογές στο έδαφος.  

 

1.3. Συμπεριφορά των γεωργικών φαρμάκων στο περιβάλλον 

 

 
     Τα γεωργικά φάρμακα ανάλογα με τον τρόπο εφαρμογής τους, τις 

φυσικοχημικές τους ιδιότητες, τα χαρακτηριστικά του εδάφους και τις 

περιβαλλοντικές συνθήκες μεταφέρονται στο περιβάλλον μέσω διαφόρων 

διεργασιών. 

     Στην τύχη των γεωργικών φαρμάκων συμβάλλουν βιοτικές και αβιοτικές 

διεργασίες. Ανεξαρτήτως του τρόπου εφαρμογής τους, η τύχη των γεωργικών 

φαρμάκων στο περιβάλλον ελέγχεται από διάφορες διαδικασίες όπως η 

προσρόφηση/εκρόφηση, η έκπλυση, η διάσπαση, η εξάτμιση και η 

απορρόφηση τους από τα φυτά. Η εφαρμογή των γεωργικών φαρμάκων είναι 

δυνατό να οδηγήσει υπό προϋποθέσεις στην ρύπανση της ατμόσφαιρας, των 

επιφανειακών και υπόγειων υδάτινων συστημάτων και των εδαφών. Ένα 

πολύ σημαντικό ποσοστό των γεωργικών φαρμάκων που εφαρμόζονται στον 

αγρό καταλήγει στο έδαφος, όπου ο χρόνος παραμονής τους 

(υπολλειμματικότητα), εξαρτάται από το πόσο ευαίσθητη είναι μια ουσία στις 
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παραπάνω διεργασίες. Παρακάτω απεικονίζεται σχηματικά η συμπεριφορά 

των γεωργικών φαρμάκων στο περιβάλλον: 

 

 

Η επιφανειακή απορροή ενός γεωργικού φαρμάκου εξαρτάται από τη 

υπολλειμματικότητα του, από την κάλυψη, την κλίση και το είδος του εδάφους, 

την υγρασία του εδάφους καθώς και το ύψος και την ένταση βροχόπτωσης και 

ποτίσματος και μπορεί να επιφέρει ρύπανση επιφανειακών υδάτων όπως 

λίμνες, ποτάμια και θάλασσες. Η έκπλυση ενός γεωργικού φαρμάκου 

εξαρτάται από την υπολλειμματικότητα του και την ικανότητα προσρόφησής 

στα εδαφικά κολλοειδή, την υγρασία του εδάφους και συνήθως οδηγεί σε 

ρύπανση των υπόγειων υδάτων. Με την διαδικασία της προσρόφησης 

δεσμεύονται τα μόρια των γεωργικών φαρμάκων από τα οργανικά και 

ανόργανα κολλοειδή του εδάφους. Τέλος τα γεωργικά φάρμακα υπόκεινται σε 

διεργασίες αβιοτικής και βιοτικής διάσπασης. Χαρακτηριστικό παράδειγμα 

αβιοτικής αποδόμησης είναι το φαινόμενο της φωτόλυσης, δηλαδή της 

φωτοχημικής διάσπασης του μορίου ενός γεωργικού φαρμάκου στην 

επιφάνεια του εδάφους με την επίδραση του φωτός και ειδικότερα της 
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υπεριώδους ακτινοβολίας. Άλλες περιπτώσεις αβιοτικής αποδόμησης ενός 

ξενοβιοτικού μορίου στο εδαφικό περιβάλλον είναι διάφορες φυσικοχημικές 

αντιδράσεις όπως οξειδώσεις, υδρολύσεις κ.α. Στην περίπτωση της 

μικροβιακής διάσπασης του μορίου, παρατηρείται αποδόμησή του με τη 

βοήθεια των μικροοργανισμών του εδάφους όπως βακτήρια και μύκητες. Το 

φαινόμενο αυτό είναι γνωστό ως βιοαποδόμηση και αποτελεί την πιο 

σημαντική διεργασία για τις κυριότερες ομάδες γεωργικών φαρμάκων σήμερα. 

    Για ορισμένα γεωργικά φάρμακα που παρουσιάζουν υψηλή τάση ατμών και 

συνεπώς υψηλή πτητικότητας, η διαδικασία της εξάτμισης αποτελεί 

σημαντική διεργασία απομάκρυνσης τους από το σημείο εφαρμογής τους και 

μπορεί να μεταφερθούν σε άλλες περιοχές με τη συμβολή των αερίων μαζών 

και της βροχής. Η εφαρμογή ενός γεωργικού φαρμάκου είναι ιδανική όταν : 

1. Η απαιτούμενη ποσότητα δραστικής ουσίας καταλήγει, χωρίς να 

παρασυρθεί, ακριβώς στον προκαθορισμένο στόχο. 

2. Εμμένει στο στόχο, διατηρώντας την προκαθορισμένη της 

συγκέντρωση και για την προκαθορισμένη χρονική διάρκεια. 

3. Αποδομείται πλήρως, παράγοντας προϊόντα αβλαβή για τους άλλους 

οργανισμούς καθώς και για το περιβάλλον. 

 

1.4. Επιδράσεις γεωργικών φαρμάκων στη μικροβιακή κοινότητα του 

εδάφους 

 

     Τα γεωργικά φάρμακα που καταλήγουν στο έδαφος είναι πιθανόν να έχουν 

αρνητικές επιδράσεις εκτός των οργανισμών-στόχων και σε μη παθογόνους 

μικρό- και μακρό-οργανισμούς. Πολλά γεωργικά φάρμακα βρέθηκαν να έχουν 

δυσμενείς επιδράσεις στη σύνθεση της εδαφικής μικροβιακής κοινότητας, 

στην αφθονία των μικροοργανισμών του εδάφους καθώς και στη ικανότητα 

των διαφόρων μικροοργανισμών να πραγματοποιούν σημαντικές λειτουργίες 

όπως η διάσπαση της οργανικής ουσίας ή η ολοκλήρωση των κύκλων 

αζώτου, θείου και φωσφόρου. Όλες οι παραπάνω βιολογικές διεργασίες 

συμβάλλουν στη διατήρηση της γονιμότητας του εδάφους και οι δυσμενείς 

επιδράσεις των γεωργικών φαρμάκων σε αυτές μπορούν να προκαλέσουν 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 01:02:57 EEST - 3.135.216.105



14 
 

σημαντική μείωση της παραγωγικότητας του εδαφικού οικοσυστήματος 

(Ingram et al., 2005; Littlefield-Wyer et al.,2008; Niewiadomska, 2004; Wang 

et al., 2006). 

     Το ποσοστό των γεωργικών φαρμάκων που καταλήγει στον οργανισμό-

στόχο είναι περίπου 0,1% της εφαρμοζόμενης ποσότητας, ενώ η υπόλοιπη 

ποσότητα καταλήγει συνήθως εκτός στόχου και κυρίως στο έδαφος με 

αποτέλεσμα τη σημαντική επιβάρυνση του (Carriger et al, 2006; 

Pimentel,1995). Τα γεωργικά φάρμακα αλληλεπιδρούν με τους 

μικροοργανισμούς του εδάφους και επηρεάζουν τις μεταβολικές τους 

δραστηριότητες (Singh and Walker,2006), όπως την ανοργανοποίηση των 

οργανικών ενώσεων και τη μετατροπή τους σε θρεπτικά στοιχεία καθώς και τη 

βιοδιαθεσιμότητά τους. Έχει βρεθεί επίσης ότι τα γεωργικά φάρμακα επιδρούν 

δυσμενώς στη μικροβιακή μάζα και στην μικροβιακή αναπνοή (Pampulha and 

Oliveira, 2006; Zhou et al,2006).  Αυτό συμβαίνει συνήθως επειδή μείωση στο 

ποσοστό αναπνοής του εδάφους αντανακλά μείωση στη μικροβιακή μάζα 

(Chen et al,2001; Klose and Ajwa,2004) ενώ αντίθετα αύξηση του ποσοστού 

της αναπνοής υποδεικνύει συνήθως αύξηση του βακτηριακού πληθυσμού 

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

    Ορισμένες ομάδες μικροοργανισμών είναι ικανές να χρησιμοποιήσουν τα 

γεωργικά φάρμακα ως πηγή ενέργειας για την αύξηση και ανάπτυξη τους ενώ 

σε άλλους μικροοργανισμούς εμφανίζουν αρνητικές επιδράσεις (Johnsen et 

al., 2001). Επίσης, η εφαρμογή ενός γεωργικού φαρμάκου μπορεί να 

οδηγήσει σε περιορισμό της αφθονίας και της λειτουργίας συγκεκριμένων 

μικροβιακών ομάδων οδηγώντας έτσι έμμεσα στην ενίσχυση άλλων ομάδων 

μικροοργανισμών με την απελευθέρωσή τους από τον ανταγωνισμό.  

 Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει επίσης ότι ο αρχικός μικροβιακός 

πληθυσμός επηρεάζεται από την εφαρμογή γεωργικών φαρμάκων αλλά μετά 

από ένα χρονικό διάστημα προσαρμογής, ο πληθυσμός επιστρέφει στο 

αρχικό του επίπεδο ή ακόμη μπορεί και να αυξηθεί (Fliessbach and Mader, 

2004; Niewiadomska, 2004). Υπάρχουν επίσης αναφορές που αποδεικνύουν 

την ικανότητα ορισμένων μικροοργανισμών του εδάφους να αποδομούν 

ταχύτατα τα γεωργικά φάρμακα στο εδαφικό περιβάλλον (Hussain et al., 2007 

a,b; Kumar and Philip, 2006; Siddique et al., 2003) ˙ τα προϊόντα αποδόμησης 

αφομοιώνονται από τους μικροοργανισμούς του εδάφους ( Tyess et al,2006) 
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με αποτέλεσμα την αύξηση του πληθυσμού των συγκεκριμένων 

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

al,1998). 

 

1.5. Επιδράσεις βιολογικών φαρμάκων στη μικροβιακή κοινότητα του 

εδάφους 

 

Τα τελευταία χρόνια έχει δοθεί μεγάλη προσοχή στη χρήση των βιολογικών 

γεωργικών φαρμάκων ως μια εναλλακτική λύση έναντι των συνθετικών 

γεωργικών φαρμάκων που δημιουργούν σημαντικά περιβαλλοντικά 

προβλήματα (Wang et  al., 2007). Οι πιθανές επιπτώσεις των βιολογικής 

προέλευσης γεωργικών φαρμάκων σε οργανισμούς μη-στόχους και ειδικότερα 

στους μικροοργανισμούς του εδάφους έχει μελετηθεί ελάχιστα μέχρι σήμερα. 

    Η έλλειψη δεδομένων προέκυψε από την γενικότερη πεποίθηση ότι τα 

βιολογικά γεωργικά φάρμακα λόγω της φυσική προέλευσης τους ( βακτήρια, 

ιούς και μύκητες) δεν αναμένεται να έχουν αρνητικές επιδράσεις στους 

μικροοργανισμούς του εδάφους. Η επίδραση ενός βιολογικού γεωργικού 

φαρμάκου, του Paenimyxin® (παράγεται από το βακτηριακό στέλεχος 

Paenibacillus sp. strain B2) στη σύσταση της μικροβιακής κοινότητας και την 

αφθονία των βακτηρίων συνολικά και των απονιτροποιητικών βακτηρίων 

ειδικότερα μελετήθηκαν με μεθόδους καλλιέργειας αλλά και με μοριακές 

τεχνικές (Sameh et al., 2007).Τα αποτελέσματα των πειραμάτων έδειξαν ότι η 

επίδραση του Paenimyxin® τόσο στην αφθονία όσο και στην λειτουργία των 

βακτηρίων ήταν παροδική καθώς μετά από 7 έως 28 μέρες τόσο η σύσταση 

όσο και η αφθονία τους είχε επανέλθει στα αρχικά επίπεδα. 

     Σε άλλη έρευνα, μελετήθηκε η επίδραση του βιολογικού νηματωδοκτόνου 

azadirachtin (εκχύλισμα σπόρων από το φυτό Azadirachta indica) σε 

πληθυσμούς βακτηρίων, μυκήτων, ακτινοβακτηρίων και Azotobacter sp. 

Εκτός από τον πληθυσμό του Azotobacter sp., η εφαρμογή του γεωργικού 

φαρμάκου azadirachtin οδήγησε σε μείωση του πληθυσμού αλλά και των 

ενζυμικών δραστηριοτήτων των υπολοίπων μικροβιακών ομάδων στις 

πρώτες 15 μέρες του πειράματος. Τα βακτήρια και τα ακτινοβακτήρια 

επανήλθαν στα αρχικά τους επίπεδα και αυξήθηκαν σημαντικά μετά την 60η 
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μέρα του πειράματος. Για του μύκητες, η ανασταλτική δράση εξακολούθησε 

να είναι σημαντική σε όλη τη διάρκεια των πειραμάτων (Gopal et al., 2007).  

    Ανάλογες μελέτες που πραγματοποιήθηκαν από τους Spyrou et al (2009), 

έδειξαν ότι η εφαρμογή  των βιολογικής προέλευσης γεωργικών φαρμάκων 

azadirachtin και spinosad δεν προκάλεσε σημαντικές μεταβολές στην 

σύσταση της μικροβιακής κοινότητας του εδάφους σε σχέση με την εφαρμογή 

του καπνιστικού νηματωδοκτόνου metam sodium. Παρόμοιες μελέτες από 

τους Ipsilantis et al (2011) έδειξαν ότι η εφαρμογή azadirachtin οδήγησε σε 

σημαντικές μεταβολές στην ενδοριζική κοινότητα των δενδρόμορφων 

μυκορριζικών μυκήτων σε σύγκριση με αυτές που προκλήθηκαν από το 

μυκητοκτόνο carbendazin.  

 

1.6. BIOACT ® (Paecilomyces lilacinus strain 251) 

                                             

Στην εικόνα απεικονίζονται οι 

χαρακτηριστικές μωβ αποικίες του μύκητα 

Paecilomyces lilacinus. Η βέλτιστη 

θερμοκρασία για την ανάπτυξή του 

κυμαίνεται από 24 έως 30°C (Cabanillas et 

al., 1989). Δεν έχει παρατηρηθεί ανάπτυξη 

αποικιών του Paecilomyces lilacinus strain 

251 (PL251) σε οποιοδήποτε μέσο σε 

θερμοκρασίες άνω των 37°C. Το στέλεχος απομονώθηκε πρώτη φορά από 

μολυσμένα αυγά νηματωδών στις Φιλιππίνες και ταξινομήθηκε το 1974. Το 

στέλεχος PL251 προσαρμόζεται σε μεγάλο εύρος του pH του εδάφους, 

χαρακτηριστικό που του προσδίδει μεγάλη ανταγωνιστικότητα στα γεωργικά 

εδάφη σε όλο τον κόσμο. Το στέλεχος PL251 παρασιτεί και ακολούθως 

καταστρέφει τα αυγά, τα νεαρά και ενήλικα θηλυκά άτομα ποικίλων 

παθογόνων νηματωδών (Meloidogyne sp.) των φυτών ( Kiewnick, 2006). 

    Αντίθετα με άλλα στελέχη του μύκητα, χρωματογραφικές αναλύσεις έδειξαν 

ότι το PL251 δεν παράγει τοξίνες (Mikami et al., 1989). Αποτελέσματα 

ερευνών σε συνδυασμό με το τοξικολογικό προφίλ θηλαστικών (EPA, 2003), 
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δεν υποδεικνύουν πιθανότητα κινδύνου για τη ανθρώπινη υγεία από το 

στέλεχος PL251 το οποίο και αποτελεί το δραστικό προϊόν του βιολογικού 

φυτοπροστατευτικού προϊόντος BIOACT ® . 

Το  BIOACT®  περιέχει 6%  PL251 ( 1×1010 

ζωντανά σπόρια του μύκητα), 6% σκόνη 

γάλακτος, 78% γλυκόζη και 10% νερό 

(Anastasiadis et al., 2008). Χρησιμοποιείται σε 

καλλιέργειες μπανάνας, λαχανικών, φράουλας, 

καπνού, εσπεριδοειδών κ.α. Η μέγιστη 

συνιστώμενη δόση του προϊόντος είναι 2 g 

σκευάσματος ανά φυτό (4×109  κονίδια/φυτό). 

Λόγω της περιορισμένης υπολλειμματικότητας και 

εμμονής του BIOACT® στο έδαφος, προτείνεται 

στους αγρότες η εφαρμογή να επαναλαμβάνεται 

κάθε 6 εβδομάδες ώστε να διατηρείται χαμηλά ο 

πληθυσμός των φυτοπαρασιτικών νηματωδών 

καθ’ όλη την διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου. Πρόσφατα, αναφέρθηκε η 

ύπαρξη σχέσης μεταξύ της εφαρμογής του  BIOACT® και την ανθρώπινη 

υγεία καθώς θεωρείται υπεύθυνο για τη δημιουργία κερατίτιδας ( Malecha et 

al., 2006). Το σκεύασμα του PL251 διατίθεται στην αγορά και με τις εμπορικές 

ονομασίες MeloCown WG, BioACT WG, Nemachek (Environmental 

Protection Agency, 2005).  

 

1.7. Κύκλος του Αζώτου 

 

Το άζωτο είναι ένα από τα πιο σημαντικά στοιχεία καθώς αποτελεί το 78% 

της αέριας σύστασης της ατμόσφαιρας και βρίσκεται υπό τη μορφή μοριακού 

αζώτου Ν2 . Επίσης, αποτελεί βασικό συστατικό των νουκλεϊκών οξέων, των 

πρωτεϊνών και άλλων δομικών βιολογικών ενώσεων. Η μεγάλη πλειονότητα 

των ζωντανών οργανισμών δεν μπορεί να χρησιμοποιήσει το μοριακό άζωτο 

που βρίσκεται άφθονο στην ατμόσφαιρα και έτσι αυτό πρέπει να μετατραπεί 

σε κάποια άλλη πιο “εύχρηστη” μορφή. Η διαδικασία αυτή, που είναι γνωστή 
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ως αζωτοδέσμευση, πραγματοποιείται είτε με φυσικό είτε με βιολογικό τρόπο 

και έχει ως προϊόν της την αμμωνία (ΝΗ3). Στο παρακάτω σχήμα 

απεικονίζεται ο κύκλος του αζώτου : 

     

 

  

    Η βιολογική αζωτοδέσμευση αποτελεί τον κύριο τρόπο μετατροπής 

του ελεύθερου αζώτου σε χρήσιμες, για τους οργανισμούς, χημικές ενώσεις. 

Πραγματοποιείται με τη βοήθεια μικροοργανισμών του εδάφους, τα 

αζωτοδεσμευτικά βακτήρια, τα οποία είτε ζουν ελεύθερα είτε συνηθέστερα 

συμβιώνουν στις ρίζες ορισμένων φυτών όπως τα ψυχανθή (όσπρια, κουκιά 

κλπ.). Εκεί, τα βακτήρια μετατρέπουν το ατμοσφαιρικό άζωτο σε νιτρικά ιόντα, 

μέρος των οποίων μεταφέρεται στα φυτά. Ως μέρος αυτής της συμβίωσης τα 

φυτά μετατρέπουν τα νιτρικά ιόντα σε οξείδια του αζώτου και αμινοξέα για τη 
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δημιουργία πρωτεϊνών και άλλων βιολογικά χρήσιμων μορίων και σε 

αντάλλαγμα παράγουν σάκχαρα, τα οποία χρειάζονται τα βακτήρια. Με την 

ολοκλήρωση τους βιολογικού τους κύκλου η φυτική βιομάζα αποτίθεται στο 

έδαφος και αποσυντίθεται ελευθερώνοντας οργανικές μορφές αζώτου. 

    Η μετατροπή οργανικών μορφών του αζώτου με τη βοήθεια βακτηρίων και 

μυκήτων σε αμμωνία είναι γνωστή ως αμμωνιοποίηση. Στο έδαφος, η 

αμμωνία είναι δεσμευμένη κατά κύριο λόγο στα σωματίδια αργίλου με τη 

μορφή ΝΗ4
+. Η μικροβιακή οξείδωση της αμμωνίας σε νιτρώδη (ΝΟ2

-) και 

στην συνέχεια σε νιτρικά (ΝΟ3
-) ιόντα πραγματοποιείται από δύο ομάδες 

μικροοργανισμών και ονομάζεται νιτροποίηση. Στην πρώτη ομάδα ανήκουν 

αερόβια βακτήρια (Ammonia-oxidizing bacteria, AOB) και αρχαία (Ammonia-

oxidizing archaea, AOA) που οξειδώνουν την αμμωνία και παράγουν νιτρώδη 

ιόντα και ονομάζονται νιτρωδοποιητικοί μικροοργανισμοί ενώ στη δεύτερη 

ανήκουν βακτήρια που οξειδώνουν τα νιτρώδη ιόντα σε νιτρικά και 

ονομάζονται νιτρικοποιητικά βακτήρια (NOB-Nitrate Oxidizing Bacteria). Από 

τις δύο αυτές αντιδράσεις η οξείδωση των αμμωνιακών σε νιτρώδη αποτελεί 

το βήμα που ρυθμίζει την ταχύτητα της μετατροπής των αμμωνιακών σε 

νιτρικά. Τα νιτρώδη ιόντα παρόλο που βρίσκονται σε πολύ μικρές ποσότητες 

στα αερόβια περιβάλλοντα, εξαιτίας της τοξικότητάς τους προς τους 

οργανισμούς, η διατήρησή της συγκέντρωσής τους σε χαμηλά επίπεδα είναι 

απαραίτητη. Τα νιτρικά ιόντα δεν συγκρατούνται από το έδαφος με 

αποτέλεσμα να καταλήγουν σε επιφανειακά ή υπόγεια ύδατα. 

    Πρόσφατες έρευνες αποκαλύπτουν ότι εκτός από τα βακτήρια, σημαντικό 

ρόλο στη διαδικασία της νιτροποίησης παίζουν και αρχαία που αρχικά 

τοποθετήθηκαν στο φύλο Crenarchaeota (Konneke et al, 2005; Hansel et al, 

2008; Tourna et al, 2008) και πρόσφατα σε νέο φύλο με το όνομα 

Thaumarcheota (Brochier-Armanet et al, 2008). Τα φυτά και οι θαλάσσιοι 

φωτοσυνθετικοί οργανισμοί αφομοιώνουν το κατιόν (ΝΗ4+) ή τα νιτρικά ιόντα 

από το περιβάλλον και παράγουν οργανικές μορφές αζώτου. Ορισμένες 

ομάδες οργανισμών χρησιμοποιούν ως πηγή αζώτου εκτός από την αμμωνία 

και τα νιτρικά ιόντα για την αύξησή τους. Τέλος, υπό ανοξικές συνθήκες, 

απονιτροποιητικά βακτήρια μετατρέπουν τα νιτρώδη ή τα νιτρικά ιόντα σε 

μοριακό άζωτο (Ν2), μια διεργασία που καλείται απονιτροποίηση. Έχει 

βρεθεί ότι στη φύση πραγματοποιείται και αναερόβια οξείδωση της αμμωνίας 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 01:02:57 EEST - 3.135.216.105



20 
 

(Anammox- Anaerobic Ammonium Oxidation) από βακτήρια που ανήκουν στο 

φύλο Planctomycetes και μετατρέπουν άμεσα την αμμωνία και τα νιτρώδη 

ιόντα σε μοριακό άζωτο (Jetten, 2001). 

 

1.8. Μικροοργανισμοί που είναι υπεύθυνοι για την οξείδωση της 

αμμωνίας 

 

Τα χημειολιθοαυτότροφα νιτρωδοποιητικά βακτήρια (ΑΟΒ), που ανήκουν 

στα β-Proteobacteria, θεωρούνταν μέχρι πρότινος οι κύριοι μικροοργανισμοί 

για την πραγματοποίηση της οξείδωσης της αμμωνίας (Purkhold et al., 2000). 

Πρόσφατες μελέτες, όμως, έδειξαν ότι και μεσόφιλα αρχαία που πρόσφατα 

τοποθετήθηκαν στο φύλο Thaumarchaeota παίζουν σημαντικό ρόλο στη 

διαδικασία της νιτροποίησης στο έδαφος και στα υδάτινα οικοσυστήματα 

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

βακτήρια του φύλου Planctomycetes συμβάλλουν καταλυτικά στην αναερόβια 

οξείδωση της αμμωνίας και έχουν μελετηθεί σε υδάτινα (Penton et a., 2006) 

και εδαφικά οικοσυστήματα (Wickramasinghe et al., 2009). 

 

1.8.1 Νιτρωδοποιητικά βακτήρια (AOB-Ammonia Oxidizing Bacteria) 
 

     Ως φυλογενετικός δείκτης για την μελέτη των μικροβιακών κοινοτήτων 

χρησιμοποιείται συνήθως το 16S rRNA γονίδιο. Η ενίσχυση και η ανάλυση 

αυτού του γονιδίου χρησιμοποιήθηκε επιτυχώς και για την ανάλυση της 

ποικιλομορφίας των ΑΟΒ (Bothe et al., 2000; Kowalchuk and Stephen, 2001; 

Juretschko et al., 1998; McCaig et al., 1994; Prosser and Embley, 2002; 

Voytek and Ward, 1995). Τα ΑΟΒ χωρίζονται σε δύο μονοφυλετικές 

γενεαλογικές γραμμές βάση των αλληλουχιών του 16S rRNA γονιδίου (Head 

et al., 1993; Purkhold et al., 2000, 2003; Teske et al., 1994). 

     Η πρώτη γενεαλογική γραμμή περιλαμβάνει βακτήρια της τάξης β-

Proteobacteria και ειδικότερα βακτήρια του γένους Nitrosomonas 

(συμπεριλαμβανομένου του Nitrosococcus mobilis) και  Nitrosospira 
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(συμπεριλαμβανομένου των Nitrosolobus και Nitrosovibrio). Η δεύτερη 

γενεαλογική γραμμή ανήκει στα γ-Proteobacteria και συμπεριλαμβάνει τα είδη 

Nitrosococcus oceani και Nitrosococuss halophilus έχουν παρατηρηθεί μόνο 

σε υδάτινα οικοσυστήματα. Τα νιτρωδοποιητικά βακτήρια που ανήκουν στα β-

Proteobacteria έχουν καταταχθεί σε επτά ομάδες (clusters) σύμφωνα με 

φυλογενετικές αναλύσεις του 16S rRNA γονιδίου αλλά και φυσιολογικά 

χαρακτηριστικά τους όπως τα χαρακτηριστικά των ενδιαιτημάτων τους 

(Kowalchuk and Stephen, 2001). 

     Το κύριο μειονέκτημα της χρήσης του 16S rRNA γονιδίου ως μοριακού 

δείκτη για την φυλογενετική ανάλυση των βακτηρίων είναι ότι δεν σχετίζεται 

απαραίτητα με τη φυσιολογία των οργανισμών-στόχων (Calvo and Garcia-Gil, 

2004; Kowalchuk and Stephen, 2001). Αυτό μπορεί να μετατοπίσει το φάσμα 

των αλληλουχιών που ενισχύονται με την PCR προς φυλογενετικά 

συγγενικούς αλλά φυσιολογικά και οικολογικά διαφορετικούς οργανισμούς 

(Bothe et al., 2000; Junier et al., 2008).  Επίσης, ορισμένες ομάδες 

μικροοργανισμών, δεν αποτελούν κυρίαρχες ομάδες, όπως οι 

νιτριδωποιητικοί οργανισμοί, με αποτέλεσμα να μην ανιχνεύονται εύκολα 

μέσω της χρήσης του 16S rRNA γονιδίου. Επομένως, μια εναλλακτική 

προσέγγιση για τις οικολογικές μελέτες αποτελούν  λειτουργικοί δείκτες όπως 

γονίδια που εμπλέκονται σε συγκεκριμένες λειτουργίες που επιτελούν οι 

συγκεκριμένες ομάδες μικροοργανισμών όπως η οξείδωση της αμμωνίας 

(Rotthauwe et al., 1997).   

Η αμμωνία αρχικά οξειδώνεται από το ένζυμο μονοοξυγενάση της 

αμμωνίας (AMO-Ammonia Mono Oxygenase)  σε υδροξυλαμίνη ( Arp et al., 

2002; Könneke et al., 2005). To ένζυμο AMO κωδικοποιείται από τα γονίδια 

amoA, amoB και amoC που βρίσκονται σε ένα οπερόνιο με τη δομή 

amoCAB (Chain et al., 2003; Klotz et al., 2006; Norton et al., 2002, 2008; 

Stein et al., 2007). Υπάρχουν πολλαπλά αντίγραφα του οπερονίου amoCAB 

στο γονιδίωμα των ΑΟΒ που ανήκουν στα β-Proteobacteria (Chain et al., 

2003; Norton et al., 2008; Stein et al., 2007), ενώ ένα αντίγραφο στο 

γονιδίωμα των ΑΟΒ που ανήκουν στα γ-Proteobacteria (Klotz et al., 2006). 

    Παρά το ενδεχόμενο χρήσης ολόκληρου του οπερονίου amoCAB για 

μοριακές μελέτες, μόνο ένα τμήμα του γονιδίου amoA χρησιμοποιείται ως 

μοριακός δείκτης για τη μελέτη της ποικιλότητας των ΑΟΒ (Rotthauwe et al., 
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1997). Αυτό τμήμα είναι σχετικά μικρό σε μέγεθος (450 bp), σχετικά 

συντηρημένο και παρέχει χαμηλότερης διακριτικότητας ανάλυση σε σχέση με 

το 16S rRNA γονίδιο (Koops et al., 2003; Purkhold et al., 2003) , όμως, το 

γονίδιο amoA πλεονεκτεί έναντι του 16S rRNA γονιδίου λόγω της υψηλότερης 

εξειδίκευσής του.                                      

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

Οι περισσότερες μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί σε εδάφη όπου το pH 

βρέθηκε να επιδρά σημαντικά στη δραστηριότητα των ΑΟΒ και στις 

βιογεωχημικές τους λειτουργίες. Αρχικές μελέτες είχαν δείξει ότι η οξείδωση 

της αμμωνίας σπάνια συμβαίνει  σε τιμές pH κάτω από 7 (Burton and Prosser 

2001). Ωστόσο, μια σειρά πρόσφατων πειραμάτων αποκάλυψε την ύπαρξη 

ΑΟΒ που έχουν την ικανότητα να επιτελούν αποτελεσματικά την οξείδωση της 

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

    Η μελέτη των ΑΟΒ στα θαλάσσια οικοσυστήματα με τη χρήση των γονίδιων 

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

σε παράκτιες περιοχές, ωκεανούς ακόμα και σε πολικά περιβάλλοντα 

(Hollibaugh et al., 2002; O’Mullan and Ward 2005; Phillips et al., 1999). 

Επίσης, εκτός από την ύπαρξη ΑΟΒ σε περιβάλλοντα με χαμηλές 

θερμοκρασίες (Hollibaugh et al., 2002), μελέτες για την διεργασία της 

νιτροποίηση σε υψηλές θερμοκρασίες περιέγραψαν μια κοινότητα με 

κυρίαρχες τις αλληλουχίες του γένους Nitrosospira  μέσω της τεχνικής του 

ανοσοφθορισμού (Lebedeva et al., 2005). Η εύρεση amoA αλληλουχιών σε 

όξινες θερμές πηγές σε ορυχείο χρυσού αποκάλυψε την μεγάλη 

προσαρμοστικότητα συγκεκριμένων ΑΟΒ σε ακραία περιβάλλοντα (Hirayama 

et al., 2005). 

 

1.8.2  Νιτρωδοποιητικά Αρχαία (AOA-Ammonia Oxidizing Archaea) 

 

 Ομόλογα του amoA γονιδίου ανιχνεύτηκαν αρχικά σε μεταγονιδιακές 

βιβλιοθήκες από θαλάσσια και εδαφικά περιβάλλοντα καθώς και σε ΑΟΑ που 

καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικά μέσα στο εργαστήριο (Könneke et al.,2005; 

Treusch et al., 2005; Venter et al., 2004). Ζευγάρια εκκινητών αναπτύχθηκαν 

για να ενισχύσουν το amoA γονίδιο των Αρχαίων (Francis et al., 2005; 
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Könneke et al.,2005; Park et al., 2008; Tourna et al., 2008; Treusch et al., 

2005; Urakawa et al., 2008), επιτρέποντας την ταυτοποίηση και 

ποσοτικοποίηση των ΑΟΑ ( Beman et al, 2008; Mincer et al., 2007).  

Η ανίχνευση των  amoA, amoB και amoC γονιδίων σε ακαλλιέργητους 

συμβιωτικούς οργανισμούς Αρχαίων (Hallam et al., 2006b), ανέδειξε το 

σημαντικό πιθανό ρόλο των  Thaumarchaeota στην νιτροποίηση σε ωκεανούς 

(DeLong 1992, 1998 ; Fuhrman et al., 1992; Karner et al., 2001), στο έδαφος 

(Ochsenreiter et al, 2003) και σε άλλα μη ακραία περιβάλλοντα (Auguet and 

Casamayor 2008; Perreault et al., 2007) Επιπροσθέτως, έρευνες για την 

ενίσχυση του amoA γονιδίου των αρχαίων, απέδειξαν την παρουσία των ΑΟΑ 

εκτός από θαλάσσια και εδαφικά περιβάλλοντα και σε περιοχές με γλυκό 

νερό, δείχνοντας μια φανερή προσαρμογή αυτών των μικροοργανισμών σε 

διαφορετικά ενδιαιτήματα (Erguder et al., 2009; Francis et al., 2005). Τα ΑΟΑ 

έχουν επίσης ανιχνευτεί σε ακραία περιβάλλοντα καθώς αλληλουχίες των 

γονίδιων 16S rRNA και amoA των Thaumarchaeota που σχετίζονται με το 

γένος N. maritimus ανακτήθηκαν από διαφορετικά περιβάλλοντα με πολύ 

χαμηλές θερμοκρασίες, όπως ορεινές λίμνες (Dorador, 2007; Jiang et al., 

2009) και πολύ βαθιά νερά θαλασσών (Tamegai et al., 2007).  

Ερευνητές χρησιμοποιώντας το amoA γονίδιο ανίχνευσαν την ικανότητα των 

Αρχαίων να συμμετέχουν στη διαδικασία της  νιτροποίησης σε θερμοπηγές 

στη Σιβηρία και στην Ισλανδία με θερμοκρασίες να κυμαίνονται μεταξύ 82°C 

και 97°C και με pH κάτω από 7 (Reigstad et al., 2008). Η πρόσφατη 

καλλιέργεια θερμόφιλων αρχαίων επιβεβαιώνει την παρουσία 

νιτρωδοποιητικής δραστηριότητας σε περιβάλλοντα με υψηλές θερμοκρασίες 

λόγω της ύπαρξης σε αυτά των ΑΟΑ (de la Torre et al., 2008; Hatzenpichler 

et al., 2008). Σε πρόσφατες μελέτες, αλληλουχίες που σχετίζονται με τα ΑΟΑ 

βρέθηκαν σε περιβάλλοντα με υψηλό τον δείκτη αλατότητας (Dorador, 2007; 

Jiang et al., 2009).  

Μελέτες με την χρήση μοριακών τεχνικών όπως PCR πραγματικού χρόνου 

σε διάφορα περιβάλλοντα, εδαφικά και υδάτινα, κυρίως μεσόφιλα έδειξαν την 

σαφή πληθυσμιακή κυριαρχία των ΑΟΑ σε σχέση με τα ΑΟΒ (Leininger et al., 

2005). Ανάλογες μελέτες και σε ακραία περιβάλλοντα έδειξε ότι ο πληθυσμός 

των ΑΟΑ μπορεί να υπερτερεί των ΑΟΒ (Jiang et al, 2009). Πρόσφατες 

μελέτες με την χρήση τεχνικών σημασμένων σταθερών ισοτόπων (Stable 
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Isotope Probing) σε συνδυασμό με άλλες μοριακές τεχνικές όπως PCR 

πραγματικού χρόνου ή DGGE έδειξαν ότι τα ΑΟΒ και ΑΟΑ κατέχουν 

διαφορετικά μικρό-ενδιαιτήματα και ο ρόλος τους στην νιτροποίηση στο 

έδαφος εξαρτάται από την συγκέντρωση του ΝΗ4 στο έδαφος (Verhamme et 

al, 2011) αλλά και από την μορφή του ΝΗ4-Ν (οργανικές ή ανόργανες μορφές) 

(Levicnick-Hofferle et al, 2011).     

 

1.9. Τεχνικές για τη μελέτη της μικροβιακής κοινότητας του εδάφους 

στην παρούσα εργασία 

 

Υπάρχουν πολλές μέθοδοι μελέτης της μικροβιακής κοινότητας του 

εδάφους που ταξινομούνται κυρίως σε δύο κατηγορίες με κριτήριο την 

καλλιέργεια ή μη των μικροοργανισμών. Παλαιότερα, η ανάλυση των 

μικροοργανισμών του εδάφους στηριζόταν στη καλλιέργεια τους σε ποικίλα 

θρεπτικά μέσα και στην απομόνωση τους, με κύριο μειονέκτημα των μεθόδων 

αυτών ότι οι περισσότεροι μικροοργανισμοί δεν μπορούν να καλλιεργηθούν 

στο εργαστήριο. Αυτό το πρόβλημα λύθηκε με την ανάπτυξη μοριακών 

τεχνικών που δεν εξαρτώνται από τη καλλιέργεια του υπό μελέτη οργανισμού 

και δίνουν πληροφορίες για την αφθονία (PCR πραγματικού χρόνου) ή τη 

δομή των μικροβιακών κοινοτήτων ( βιβλιοθήκες κλώνων, T-RFLP, DGGE, 

ARISA). 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) μπορεί να 

πολλαπλασιάσει ένα μόριο DNA μέχρι και ένα δισεκατομμύριο φορές, 

δίνοντας τεράστιες ποσότητες συγκεκριμένων γονιδίων. Στην PCR γίνεται 

χρήση του ενζύμου DNA πολυμεράση, το οποίο αντιγράφει μόρια DNA. Η 

τεχνική αυτή προϋποθέτει ότι γνωρίζουμε τη νουκλεοτιδική αλληλουχία ενός 

τμήματος του επιθυμητού γονιδίου. Αυτό είναι απαραίτητο διότι για την PCR 

χρειάζονται μικροί ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές συμπληρωματικοί σε 

αλληλουχίες του γονιδίου ή των γονιδίων που μας ενδιαφέρουν. Ο κύκλος 

ενίσχυσης της PCR χωρίζεται σε τρία επιμέρους στάδια : 

 

1. Διαχωρισμός των αλυσίδων με θέρμανση 

2. Υβριδοποίηση των εκκινητών με απότομη ψύξη 
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3. Σύνθεση του DNA 

Αυτός ο κύκλος μπορεί να επαναληφθεί αρκετές φορές και να ενισχύσει την 

αλληλουχία-στόχο εκθετικά. Αποτελεί σημαντικό εργαλείο μελέτης καθώς είναι 

μια απλή τεχνική, έχει υψηλή εξειδίκευση, είναι ιδιαίτερα επιλεκτική, μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για την ενίσχυση πολύ μικρών ποσοτήτων DNA που 

υπάρχουν σε ένα δείγμα και δεν απαιτείται να είναι γνωστή η αλληλουχία του 

στόχου εάν είναι γνωστές οι αλληλουχίες εκατέρωθεν του. 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (qPCR) 

χρησιμοποιείται για την ποσοτικοποίηση της αφθονίας και της έκφρασης των 

μικροοργανισμών σε ένα δείγμα μέσω της μέτρησης του πλήθους των 

αντιγράφων ενός γονιδίου. Η συγκέντρωση των προϊόντων ενίσχυσης 

ελέγχεται με τη χρήση φθοριζουσών χρωστικών που προσδένονται πάνω σε 

αυτά χωρίς να τα καταστρέφουν και να συνεχίζεται ομαλά η ενίσχυσή τους. Η 

ένταση του φθορισμού που εκπέμπεται κατά την διάρκεια της qPCR 

αντανακλά τη συγκέντρωση των προϊόντων ενίσχυσης σε πραγματικό χρόνο.  

     Για τη σήμανση και ανίχνευση των προϊόντων της qPCR, 

χρησιμοποιούνται κυρίως η μη ειδική παρεμβαλλόμενη χρωστική SYBR green 

(Wittwer et al., 1997) και οι ειδικοί σημασμένοι ανιχνευτές TaqMan (Holland et 

al., 1991). Η ποσοτικοποίηση των παραγόμενων προϊόντων μπορεί να γίνει 

με δύο τρόπους. Στην απόλυτη ποσοτικοποίηση, ο αριθμός των 

αντιγράφων του αρχικού δείγματος προσδιορίζεται με τη χρήση καμπύλης 

αναφοράς ενώ στη σχετική ποσοτικοποίηση οι αλλαγές του αριθμού 

αντιγράφων του γονιδίου-στόχου εκφράζονται σχετικά με τον αριθμό 

αντιγράφων ενός γονιδίου αναφοράς. Η qPCR μπορεί να χρησιμοποιηθεί 

ευρέως καθώς είναι μια πολύ ευαίσθητη και ακριβής μέθοδος  και μπορεί να 

λάβει χώρα σε ποικίλες περιβαλλοντικές και εργαστηριακές συνθήκες ( Cindy 

et al., 2009).  

Η ακρίβεια αυτής της μεθόδου μπορεί να επηρεαστεί από αναστολείς της 

PCR που βρίσκονται στο περιβαλλοντικό δείγμα ˙ για τον αποκλεισμό αυτής 

της πιθανότητας  το πείραμα διεξάγεται σε μεγαλύτερους βαθμούς διάλυσης ( 

Stubner, 2002 ; Harms et al., 2003). Για την ακρίβεια της μικροβιακής 

ποσοτικοποίησης σημαντικό ρόλο παίζουν επίσης ο προσεκτικός χειρισμός 

του δείγματος, των εκκινητών, των ανιχνευτών και των ενζύμων κατά τη 

διεξαγωγή του πειράματος καθώς και η σωστή αποθήκευσή τους. Οι πρώτες 
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εφαρμογές της qPCR πραγματοποιήθηκαν το Νοέμβριο του 2000, όπου 

χρησιμοποιήθηκαν οι ανιχνευτές TaqMan που είχαν ως στόχο το 16S rRNA 

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

    Από εκείνη τη στιγμή, η qPCR έχει χρησιμοποιηθεί για την ποσοτικοποίηση 

λειτουργικών γονιδίων μικροοργανισμών που συμμετέχουν στην οξείδωση της 

αμμωνίας (Okano et al., 2004; Treusch et al., 2005; Leininger et al., 2006)  και 

στην απονιτροποίηση (Smith et al., 2007). Με τη βοήθεια της μεθόδου της 

δυνητικής νιτροποίησης (potential nitrification) υπολογίζουμε τη μέγιστη 

ικανότητα των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών του εδάφους να 

μετατρέπουν NH4
+ ( κατιόν αμμωνίου) σε NO3

- (νιτρικά) (Fortuna et al., 2003). 

    Είναι ένας έμμεσος τρόπος υπολογισμού των NO3
- (νιτρικών ιόντων) μέσω 

ενός μαθηματικού τύπου που εκφράζει την ποσότητα των NO2
- που 

απελευθερώνονται από 1 g εδάφους εντός 5 ωρών σε συνθήκες περίσσειας 

ΝΗ4 υπό την μορφή (NH4)2SO4 ( Kandeler et al, 1995). Η συγκεκριμένη 

τεχνική παρέχει μία ταχεία και ακριβή αξιολόγηση της ικανότητας 

νιτροποίησης στο εδαφικό δείγμα (Fortuna et al., 2003). 

 

1.10. Στόχοι της παρούσας εργασίας 

 

Προηγούμενες μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στα πλαίσια της 

μεταπτυχιακής εργασίας της Κωνσταντίνας Ρουσίδου έδειξαν ότι η εφαρμογή 

του BIOACT® οδήγησε σε σημαντικές μεταβολές τόσο στην σύνθεση όσο και 

στην αφθονία των νιτρωδοποιητικών βακτηρίων και αρχαίων. Οι μεταβολές 

αυτές ήταν παροδικές και οι μικροβιακές κοινότητες επανήλθαν στα αρχικά 

επίπεδα 45 ως 90 ημέρες μετά την εφαρμογή. Η επίδραση αυτή αρχικά 

αποδόθηκε είτε σε άμεσο ανταγωνισμό των νιτρικοποιητικών 

μικροοργανισμών με τον μύκητα P. lilacinus είτε πιθανότατα σε έμμεσο 

εκτοπισμό των νιτρικοποιητικών μικροοργανισμών από ετερότροφους 

πλειότροφους μικροοργανισμούς που διατρέφονται επί των λοιπών 

συστατικών του σκευάσματος (γλυκόζη 78% και σκόνη γάλακτος 6%), 

αναπτύσσονται ταχύτατα αρχικά και στην συνέχεια αφού καταναλώνουν τα 

συστατικά αυτά επανέρχονται στα αρχικά επίπεδα επιτρέποντας την 

ανάπτυξη των βραδέως αναπτυσσόμενων νιτρικοποιητικών 
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μικροοργανισμών.   

    Περαιτέρω πειράματα με την χρήση PCR πραγματικού χρόνου έδειξαν 

σημαντική μείωση του πληθυσμού του P. lilacinus στο έδαφος μεταξύ 5 και 20 

ημερών μετά την εφαρμογή του BIOACT® περιορίζοντας σε σημαντικό βαθμό 

την πιθανότητα ύπαρξης άμεσου ανταγωνισμού του μύκητα με τα 

νιτρωδοποιητικά βακτήρια και αρχαία. Στο πλαίσιο της παρούσας εργασίας 

αξιολογήθηκε η δεύτερη υπόθεση όπως τέθηκε παραπάνω. Δηλαδή, εάν η 

παροδική μεταβολή στην αφθονία των νιτρωδοποιητικών βακτηρίων και 

αρχαίων αντιστοιχεί καταρχήν και σε μείωση της λειτουργίας που επιτελούν η 

συγκεκριμένοι μικροοργανισμοί (νιτροποίηση)  αλλά και εάν αυτή η μεταβολή 

στην αφθονία οφείλεται στον ίδιο τον μύκητα ή στα συνέκδοχα που 

περιέχονται στο σκεύασμα του BIOACT®.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

 

2.1. Πειραματικός σχεδιασμός 

 

Στην παρούσα εργασία αξιολογήθηκε η επίδραση των επιμέρους 

συστατικών του βιολογικού γεωργικού φαρμάκου BIOACT® (σπόρια του 

μύκητα Paecilomyces lilacinus στέλεχος 251, γλυκόζη και σκόνη γάλακτος) 

στην αφθονία και λειτουργία των νιτροποιητικών βακτηρίων και αρχαίων. 

Αρχικά, 2,4 kg εδάφους ίδιου με αυτό που χρησιμοποιήθηκε στο πείραμα της 

μεταπτυχιακής διατριβής της κ. Κωνσταντίνας Ρουσίδου (αμμωπηλώδες, pH 

5.5, οργανικός C 1.23%)  διαχωρίστηκε σε 4 δείγματα των 600 g. Καθένα από 

αυτά τα δείγματα δέχτηκε διαφορετική μεταχείριση. Πιο συγκεκριμένα:  

 

 Προστέθηκαν 10 mL (0.234 g/100 ml νερό) από το διάλυμα του 

σκευάσματος BIOACT® (συνιστώμενη δόση για να έχουμε 106 

σπόρια/g εδάφους) – Μεταχείριση ΒΙΟΑCT®. 

 Προστέθηκαν 10 mL από διάλυμα γλυκόζης και σκόνης γάλακτος 

Regilait  (310 mg γλυκόζης + 20 mg Regilait στα 100 ml νερό) ώστε 

να έχουμε στο έδαφος ποσότητα των δύο αυτών συστατικών ίση με 

την ποσότητα που ελευθερώνεται κατά την εφαρμογή της 

συνιστώμενης δόσης του BIOACT®- Μεταχείριση Γλυκόζης & 

Regilait. 

 Προστέθηκαν 10 mL από διάλυμα σπορίων του μύκητα (6x107 

σπόρια μύκητα/ml) ώστε να προκύψει στο έδαφος συγκέντρωση 

σπορίων ανάλογη της συνιστώμενης δηλαδή 106 σπόρια/g εδάφους – 

Μεταχείριση Μύκητας. Για την προετοιμασία του διαλύματος 

σπορίων του μύκητα πραγματοποιήθηκε απομόνωση του μύκητα P. 

lilacinus από το σκεύασμα BIOACT® με επίστρωση σε θρεπτικό μέσο 

Potato Dextrose Agar. Τμήματα του μυκηλίου από αναπτυσσόμενη 

καλλιέργεια του μύκητα εμβολιάστηκαν με την βοήθεια 

φελοτρυπητήρα σε υγρή καλλιέργεια Potato Dextrose Broth και 
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ακολούθησε επώαση στους 30°C με χαμηλή ανάδευση για διάστημα 

10 ημερών. Στην συνέχεια ακολούθησε στράγγιση της καλλιέργειας 

του μύκητα από γάζα και ο αριθμός των σπορίων του μύκητα στην 

υγρή καλλιέργεια προσδιορίστηκε σε κυτταρόμετρο ροής. Η αρχική 

πυκνότητα σπορίων στο αρχικό διάλυμα που προέκυψε ήταν 5x1010 

κύτταρα/ml. 

 Προστέθηκαν 10 ml  νερού χωρίς συστατικά του σκευάσματος ή τον 

μύκητα – Μεταχείριση Μάρτυρας.  

 

Αμέσως μετά την εφαρμογή έγινε προσαρμογή της υγρασίας του εδάφους 

όπου χρειαζόταν με προσθήκη νερού στο 45% της υδατοχωρητικότητας του 

εδάφους.  Στη συνέχεια, τα εδάφη αναμίχθηκαν προσεκτικά (με την σειρά 

μάρτυρας, γλυκόζη και σκόνη γάλακτος, μύκητας και BIOACT® ώστε να 

περιοριστούν κίνδυνοι πιθανόν επιμολύνσεων μεταξύ των μεταχειρίσεων) και 

διαχωρίστηκαν σε δείγματα των 50g που τοποθετήθηκαν σε σακουλάκια και 

μεταφέρθηκαν σε θάλαμο επώασης στους 25±2°C και χωρίς την παρουσία 

φωτός. Τρία δείγματα από κάθε μεταχείριση συλλέχθηκαν 5,  20, 45 και 90 

ημέρες μετά την εφαρμογή και καθένα διαχωρίστηκε σε υποδείγματα των 10 

και 40g. Τα 10g αποθηκεύτηκαν στους ­20°C μέχρι να χρησιμοποιηθούν για 

εξαγωγή DNA και τα 40g αποθηκεύτηκαν στους 4°C για μέτρηση της 

δυνητικής νιτροποίησης. Οι μετρήσεις της δυνητικής νιτροποίησης 

πραγματοποιούνται εντός 2-3 ημερών. 

 

2.2. Εκχύλιση DNA από δείγματα εδάφους 

 

Η εξαγωγή του DNA από το έδαφος αποτελεί το πρώτο βήμα για την 

εφαρμογή των μοριακών μεθόδων για τον χαρακτηρισμό της μικροβιακής 

κοινότητας. Για την απομόνωση του DNA έχουν αναπτυχθεί δύο μέθοδοι: 

 

 η μέθοδος άμεσης λύσης (Ogram et al., 1987) και 

 η μέθοδος απομόνωσης κυττάρων (Torsvik, 1980)  

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 01:02:57 EEST - 3.135.216.105



30 
 

Η πρώτη μέθοδος στηρίζεται στην άμεση λύση των κυττάρων στο έδαφος 

είτε με μηχανικό ή χημικό ή ενζυμικό τρόπο είτε με συνδυασμό τους. Μετά τη 

λύση του κυττάρου το DNA εκχυλίζεται και καθαρίζεται. Στη δεύτερη μέθοδο, 

τα κύτταρα πρώτα διαχωρίζονται από σωματίδια του εδάφους και ύστερα 

οδηγούνται σε λύση. Από μελέτες σύγκρισης των δύο μεθόδων έχει βρεθεί ότι 

με την μέθοδο της άμεσης λύσης εξάγεται μεγαλύτερη ποσότητα DNA ενώ με 

τη μέθοδο απομόνωσης κυττάρων παραλαμβάνεται DNA μεγαλύτερου 

μοριακού βάρους και υψηλότερης καθαρότητας.  Το DNA πρέπει να είναι 

ελεύθερο προσμίξεων όπως πρωτεΐνες, καθώς η παρουσία τέτοιων ουσιών 

μπορεί να προκαλέσει αναστολή της δράσης της πολυμεράσης κατά την PCR. 

    Ένας μεγάλος αριθμός πρωτοκόλλων και εμπορικών kit είναι διαθέσιμος 

στην επιστημονική κοινότητα καθώς έχουν σημειωθεί αρκετές τροποποιήσεις 

ανάλογα με τις ανάγκες κάθε πειράματος και με σκοπό τη βελτίωση της 

ποιότητας και της ποσότητας του εκχυλισμένου DNA.  

Στην παρούσα εργασία, εκχύλιση DNA πραγματοποιήθηκε από τρία 

δείγματα για κάθε μεταχείριση στις 5, 20, 45 και 90 ημέρες. Το DNA 

εκχυλίστηκε από 0,5 g εδάφους από κάθε δείγμα με τη χρήση του Power Soil 

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

πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Το kit χρησιμοποιεί τη μέθοδο της άμεσης 

λύσης των κυττάρων με τη βοήθεια μηχανικών και χημικών μεθόδων. Στη 

συνέχεια, πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,8% και 

παρατήρησή της σε υπεριώδη ακτινοβολία με σκοπό να διαπιστωθεί η 

ποιότητα και η ποσότητα των προϊόντων που πήραμε από την εκχύλιση του 

DNA. 

 

2.3. Ηλεκτροφόρηση DNA σε πηκτή αγαρόζης 

 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης είναι μία μέθοδος που 

χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό, την αναγνώριση και τον καθαρισμό 

τμημάτων DNA. Είναι μια διαδικασία κατά την οποία το αρνητικά φορτισμένο 

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

επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Μόρια νουκλεϊκών οξέων τα οποία διαφέρουν 

ως προς το ηλεκτρικό φορτίο τους, το μέγεθος και το σχήμα κινούνται με 
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διαφορετικές ταχύτητες μέσα σε ένα ηλεκτρικό πεδίο και έτσι είναι δυνατόν να 

διαχωριστούν σε κατάλληλες συνθήκες, διατηρώντας μάλιστα τις βιολογικές 

τους ιδιότητες. 

Η χρώση των τμημάτων DNA επιτυγχάνεται με χρωστικές που 

προσδένονται στο DNA, όπως το βρωμιούχο αιθίδιο που παρεμβάλλεται 

ανάμεσα στα νουκλεοτίδια και φθορίζει όταν διεγείρεται με υπεριώδη 

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

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

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

μπορούν να προσδιοριστούν μετά από σύγκριση με μόρια DNA γνωστού 

μεγέθους. Τα υλικά που χρησιμοποιούνται για την ηλεκτροφόρηση είναι:  

 

 Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ 50x (Τris-acetate-EDTA): 242 g Tris Base, 

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

dH2O  

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

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

 Αγαρόζη 

 Βρωμιούχο αιθίδιο (10 mg/ml) 

 

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

και των προϊόντων PCR σε πηκτή αγαρόζης 1,2%. Η πηκτή κάθε φορά 

παρασκευάζεται διαλύοντας με βρασμό κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης σε 

1xΤΑΕ. Στη συνέχεια, προστίθεται στο διάλυμα βρωμιούχο αιθίδιο με τελική 

συγκέντρωση 0,5 μg/ml, αφού πρώτα έχει μειωθεί η θερμοκρασία της πηκτής. 

     Μόλις στερεοποιηθεί το διάλυμα,  η πηκτή εμβαπτίζεται σε διάλυμα 1xΤΑΕ 

και φορτώνονται  5 μl δείγματος αναμεμειγμένα με 1 μl διάλυμα φόρτωσης. Το 

διάλυμα φόρτωσης επιτρέπει την εύκολη τοποθέτηση των δειγμάτων και την 

παρακολούθηση της μετακίνησης τους στη πηκτή. Αφού τοποθετηθούν όλα τα 

δείγματα, με τη βοήθεια τροφοδοτικού πραγματοποιείται  η ηλεκτροφόρηση 

στα 90V. Η παρατήρηση του DNA γίνεται με έκθεση της πηκτής σε υπεριώδη 

ακτινοβολία. 
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2.4. Ποσοτικοποίηση των amoA γονιδίων των ΑΟΒ και των ΑΟΑ με 

qPCR ( αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου) 

 

Η διαδικασία της μεθόδου απεικονίζεται συνοπτικά στο παρακάτω 

διάγραμμα : 

 

 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (qPCR) 

χρησιμοποιείται για την ποσοτικοποίηση της αφθονίας και της έκφρασης των 

μικροοργανισμών σε ένα δείγμα μέσω της μέτρησης του πλήθους των 

αντιγράφων ενός γονιδίου. Η παρακολούθηση της σύνθεσης του DNA που 

παράγεται στην αντίδραση γίνεται με την σήμανση των αντιγράφων με 

φθορίζοντα μόρια κατά τα πρώτα στάδια της αντίδρασης. Ο φθορισμός που 

εκπέμπεται από αυτά τα μόρια μετράται σε κάθε κύκλο και συμβάλλει στη 

ποσοτικοποίηση του προϊόντος. Η ένταση του φθορισμού αυξάνεται σταδιακά 

σε συνάρτηση με την αύξηση των αντιγράφων που πραγματοποιείται σε κάθε 

κύκλο της αντίδρασης.  

Στην παρούσα μελέτη τα προϊόντα της PCR ανιχνεύτηκαν με την βοήθεια 

της χρωστικής SYBR Green, η οποία προσδένεται στο DNA χωρίς κάποια 

προτίμηση για συγκεκριμένες αλληλουχίες και εκπέμπει φθορισμό μόνο όταν 

παρεμβάλλεται στην διπλή έλικα. Το κύριο πλεονέκτημα αυτής της χρωστικής 

είναι η δυνατότητα χρήσης της με οποιοδήποτε ζευγάρι εκκινητών και για την 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 01:02:57 EEST - 3.135.216.105



33 
 

ενίσχυση οποιασδήποτε αλληλουχίας-στόχου. Αντίθετα, ένα σημαντικό 

μειονέκτημα της χρωστικής SYBR Green είναι ότι προσδένεται σε όλα τα 

δίκλωνα μόρια DNA που συντίθενται κατά την αντίδραση ενίσχυσης, στα 

οποία συμπεριλαμβάνονται τα πιθανά διμερή των εκκινητών καθώς και μη 

ειδικά προϊόντα που ενδέχεται να προκύπτουν. Για να λυθεί το πρόβλημα 

αυτό πρέπει να συμπεριλαμβάνεται στο πείραμα μια καμπύλη αποδιάταξης 

(dissociation curve), η οποία διευκολύνει την διαδικασία βελτιστοποίησης 

των συνθηκών. Η καμπύλη αποδιάταξης δίνει τη δυνατότητα διαχωρισμού του 

φθορισμού που προκύπτει από την ενίσχυση της αλληλουχίας-στόχου από 

τους φθορισμούς που οφείλονται στα διμερή των εκκινητών ή σε μη ειδικά 

προϊόντα. 

Από τη μέτρηση της αύξησης του φθορισμού σε κάθε κύκλο της αντίδρασης 

προκύπτει μια καμπύλη ενίσχυσης (amplification plot). Η καμπύλη 

ενίσχυσης χωρίζεται σε 4 φάσεις: 

 

1. Την φάση στην οποία τα επίπεδα του ενδογενή φθορισμού 

(background fluorescence) είναι υψηλότερα από τα επίπεδα του 

φθορισμού που προέρχονται από τα προϊόντα των πρώτων κύκλων 

της PCR  

2. Την εκθετική φάση 

3. Την γραμμική φάση   

4. την φάση κορεσμού  

 

Κατά την διάρκεια της εκθετικής φάσης, η ποσότητα των συντιθέμενων 

προϊόντων είναι ανάλογη της αρχικής ποσότητας με αποτέλεσμα να 

πραγματοποιείται η ποσοτικοποίηση των άγνωστων δειγμάτων. Σημαντική 

παράμετρο για την ποσοτικοποίηση αποτελεί η τιμή Ct. Είναι ο αριθμός των 

κύκλων που απαιτείται να πραγματοποιηθεί κατά τη διάρκεια της αντίδρασης 

ενίσχυσης ώστε η τιμή του παρατηρούμενου φθορισμού να προσεγγίζει ένα 

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

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

υψηλότερη είναι η αρχική συγκέντρωση του γονιδίου στόχου τόσο μικρότερη 

είναι η τιμή Ct. Στην παρούσα μελέτη έγινε απόλυτη ποσοτικοποίηση και ο 

προσδιορισμός της συγκέντρωσης των άγνωστων δειγμάτων έγινε με τη 
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χρήση μιας καμπύλης αναφοράς. Η καμπύλη αναφοράς κατασκευάστηκε με 

ενίσχυση του γονιδίου-στόχου από διαδοχικές αραιώσεις ανασυνδυασμένων 

πλασμιδίων γνωστής συγκέντρωσης και στη συνέχεια προσδιορίστηκαν οι Ct 

τιμές κάθε συγκέντρωσης. Η ποσοτικοποίηση των άγνωστων δειγμάτων 

στηρίχθηκε στις τιμές Ct της καμπύλης αναφοράς. Για κάθε δείγμα 

πραγματοποιήθηκαν τρεις επαναλήψεις. Τη φάση ενίσχυσης ακολουθεί η 

φάση αποδιάταξης, όπου γίνεται κατασκευή της καμπύλης αποδιάταξης. Η 

PCR πραγματικού χρόνου πραγματοποιήθηκε  στο σύστημα Μx3000P QPCR 

(Stratagen). Τα υλικά και οι συνθήκες πραγματοποίησης των αντιδράσεων της 

qPCR φαίνονται παρακάτω : 

Υλικά που χρησιμοποιήθηκαν στη παρούσα εργασία : 

 

 DyNAzyme EXT DNA Polymerase, 1U/μl (Finnzymes) 

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

 MgCl2 50mM (Finnzymes) 

 Νουκλεοτίδια, dNTP’s (HT BIOTECHNOLOGY LTD) 

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

 Εκκινητές  

 

 

Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των 

ΑΟΒ: 

 

Εκκινητής Αλληλουχία  Αναφορά 

amoA-1F 5'- GGGGTTTCTACTGGTGGT-3' 

Rotthauwe et al., 1997 

amoA-2R 
5'-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3' 

K = G or T, S = G or C 
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Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των 

ΑΟΑ: 

 

Εκκινητής Αλληλουχία  Αναφορά 

Arch-amoAF 5'- STAATGGTCTGGCTTAGACG-3 

Francis et al., 2005 

Arch-amoAR 5'-GCGGCCATCCATCTGTATGT-3' 

 

 

 

Συνθήκες πραγματοποίησης της qPCR για την ποσοτικοποίηση του  γονιδίου 

amoA των ΑΟΒ και των ΑΟΑ: 

 

Ενεργοποίηση ενζύμου 95
o
C 20sec 1 κύκλος 

Αποδιάταξη 

Υβριδοποίηση 

Επιμήκυνση 

95
o
C 

AOB  57
 o
C 

AOA  53
o
C 

72
o
C 

3sec 

30sec 

45sec 

 

45 κύκλους 

Καμπύλη αποδιάταξης  95
o
C 

55
o
C 

95
o
C 

1min 
30sec 
30sec 

1 κύκλος 
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Αντίδραση για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΒ και των ΑΟΑ: 

 

Αντιδραστήρια  Όγκος  Τελική συγκέντρωση  

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

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

0,2 μl 0.2μM 

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

0,2 μl 0.2μM 

Rox Low (50X) 0,4 μl 1X 

BSA (10μg/μl) 0,8 μl 400ng/μl 

DNA 1 μl  

ddH2O 7,4 μl  

Συνολικός όγκος 20 μl  
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2.5. Κατασκευή καμπύλης αναφοράς 

 

Τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή της καμπύλης 

αναφοράς ήταν: 

 

 PCR clean up kit (Macherey-Nagel) 

 pGEM-T Easy vector systems (Promega) 

 ΝucleoSpin Plasmid Kit (Macherey-Nagel) 

 Δεκτικά E.coli κύτταρα 

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

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

αποστειρώνονται  

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

αποστείρωση με φίλτρο. Χρησιμοποιείται σε τελική συγκέντρωση 

100μg/ml (φυλάσσεται στους -20°C) 

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

αποστειρώνεται με φίλτρο (φυλάσσεται στους 4°C) 

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

το διάλυμα αποστειρώνεται (φυλάσσεται στους -20°C)   

 

Για την κατασκευή της καμπύλης αναφοράς χρησιμοποιήθηκαν αραιώσεις 

πλασμιδίων γνωστής συγκέντρωσης που περιείχαν ως ένθεμα το γονίδιο 

amoA. H κατασκευή των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων και της καμπύλης 

αναφοράς έγινε ως εξής: 

 

 Χρησιμοποιήθηκαν τα ζεύγη εκκινητών amoA1F/amoA2R για τα ΑΟΒ 

και Arch-amoAF/Arch-amoAR για τα ΑΟΑ, χωρίς την φθορίζουσα 

χρωστική, για την ενίσχυση του amoA γονιδίου από ένα 

περιβαλλοντικό δείγμα. Για την ενίσχυση χρησιμοποιήθηκαν 

συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων και θερμοκυκλοποιητικές 

συνθήκες που περιγράφονται στους παρακάτω πίνακες: 
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PCR αντίδραση για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΒ: 

 

Αντιδραστήρια  Όγκος  Τελική συγκέντρωση  

Buffer (10x Mg
2+

-free) 5 μl 1x 

MgCl2 (50mM) 1,5 μl 1,5mM 

dNTP’s (10mM) 1 μl 200μΜ από το καθένα 

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

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

BSA (10μg/μl) 2 μl 400ng/μl 

Polymerase (1U/μl)  1 μl 1U/50μl 

DNA 1 μl  

ddH2O 36,5 μl  

Συνολικός όγκος 50 μl  

 

 

 

Θερμοκυκλοποιητικές συνθήκες για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΒ: 

 

Αρχική Αποδιάταξη 94
o
C 5min  

Αποδιάταξη 

Υβριδοποίηση 

Επιμήκυνση 

94
o
C 

56
o
C 

72
o
C 

1min 

1min 

1,5min 

 

35 κύκλους 

Τελική Επιμήκυνση  72
o
C 10min  
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PCR αντίδραση για την ενίσχυση του γονιδίου amoA των ΑΟΑ: 

 

Αντιδραστήρια  Όγκος  Τελική συγκέντρωση  

Buffer (10x Mg
2+

-free) 5 μl 1x 

MgCl2 (50mM) 1,5 μl 1,5 mM 

dNTP’s (10mM) 1 μl 200μΜ από το καθένα 

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

Reverse primer Arch-amoAR (20pmol/μl)  1 μl 0.2μM 

BSA (10μg/μl) 2 μl 400ng/μl 

Polymerase (1U/μl)  1 μl 1U/50μl 

DNA 1 μl  

ddH2O 36,5 μl  

Συνολικός όγκος 50 μl  

 

 

 

Θερμοκυκλοποιητικές συνθήκες για την ενίσχυση του γονιδίου amoA  των ΑΟΑ: 

 

Αρχική Αποδιάταξη 94
o
C 5min  

Αποδιάταξη 

Υβριδοποίηση 

Επιμήκυνση 

94
o
C 

53
o
C 

72
o
C 

45sec 

1min 

1min 

 

35 κύκλους 

Τελική επιμήκυνση  72
o
C 15min  

 

 Το προϊόν ενίσχυσης καθαρίστηκε με το kit NucleoSpin Extract II της 

Macherey-Nagel σύμφωνα με το πρωτόκολλο του παρασκευαστή. 
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 Ακολούθησε ένθεση σε φορέα pGEM-T Easy (Promega) σύμφωνα με 

το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. 

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

δεκτικών κυττάρων προστέθηκαν 2μl από την αντίδραση της λιγάσης 

(ligase) και πραγματοποιήθηκε μικρή ανακίνηση του δείγματος. 

Ακολούθησε επώαση στον πάγο για 30min και στη συνέχεια 

προκλήθηκε θερμικό σοκ στους 42°C για 50sec. Τα κύτταρα 

επανατοποθετήθηκαν στον πάγο για 2min και προστέθηκαν 200μl LB. 

Έγινε επώαση στους 37°C για 60min. Στη συνέχεια, προστέθηκαν στα 

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

απλώθηκε σε τριβλία LB με αμπικιλλίνη (100μg/ml). Τα τριβλία 

επωάστηκαν στους 37°C για 16 ώρες.  

 Έγινε επιλογή λευκών αποικιών και εμβολιασμός σε 5ml θρεπτικού 

διαλύματος LB με αμπικιλλίνη. Ακολούθησε επώαση με συνεχή 

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

απομόνωση του πλασμιδιακού DNA με το kit ΝucleoSpin Plasmid 

(Macherey-Nagel, Germany) και σύμφωνα με το πρωτόκολλο του 

κατασκευαστή. 

 Ακολούθησε PCR στα πλασμίδια που απομονώθηκαν με τα ζεύγη 

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

για τα ΑΟΑ ώστε να επιβεβαιωθεί η ύπαρξη του σωστού ενθέματος 

amoA. 

 Ακολούθησε φωτομέτρηση των ανασυνδυασμένων πλασμιδίων 

(Eppendorf Biophotometer) και μετατροπή της συγκέντρωσης σε 

αριθμό αντιγράφων του γονιδίου σύμφωνα με τον τύπο (Whelan et al., 

2003): 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
19/05/2024 01:02:57 EEST - 3.135.216.105



41 
 

 

 

 Τέλος, έγιναν διαδοχικές αραιώσεις για την κατασκευή της 

καμπύλης αναφοράς. Για τα ΑΟΒ χρησιμοποιήθηκαν οι αραιώσεις 

7×107 έως 7×101 αντίγραφα γονιδίου και για τα ΑΟΑ 

χρησιμοποιήθηκαν οι αραιώσεις από 4×107 έως 4×102 αντίγραφα 

γονιδίου. Χρησιμοποιηθήκαν 3 επαναλήψεις από κάθε αραίωση. 

 

2.6. Μέτρηση Δυνητικής Νιτροποίησης 

 

Με τη βοήθεια της δυνητικής νιτροποίησης υπολογίζουμε τη μέγιστη 

ικανότητα των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών σε μια μικροβιακή 

κοινότητα του εδάφους στο έδαφος να μετατρέπουν NH4
+ (κατιόν αμμωνίου) 

σε NO2
- (νιτρώδη) και στη συνέχεια να μετατρέπονται αυτά σε NO3

- (νιτρικά) 

με τη δράση των νιτροποιητικών βακτηρίων (Fortuna et al., 2003). Τα 

δείγματα του εδάφους επωάζονται σε υπόστρωμα θειικού άλατος αμμωνίου 

στους 25°C για 5 ώρες. Τα νιτρώδη που απελευθερώνονται κατά τη διάρκεια 

της επώασης εκχυλίζονται με τη βοήθεια χλωριούχου καλίου και 

προσδιορίζονται φωτομετρικά στα 520nm. Το χλωρικό άλας του νατρίου 

αναστέλλει την οξείδωση των νιτρωδών ιόντων κατά τη διάρκεια της επώασης 

των δειγμάτων ( Berg and Rosswall, 1985). Τα χημικά και αντιδραστήρια που 

χρησιμοποιήθηκαν παρατίθενται παρακάτω:  

 Διάλυμα θειικού αμμωνίου (10mM): 1.3214gr της ουσίας 

(NH4)2SO4 διαλύονται σε αποσταγμένο νερό και στη συνέχεια 

προστίθεται στην ογκομετρική φιάλη ποσότητα αποσταγμένου 

νερού ώστε να φθάσει ο όγκος του διαλύματος το επίπεδο των 

1000ml. 

 Διάλυμα που χρησιμοποιείται για υπόστρωμα (1mM):  

Πραγματοποιείται αραίωση 100ml από το διάλυμα θειικού αμμωνίου 

σε 1000ml με αποσταγμένο νερό σε ογκομετρική φιάλη. 
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 Διάλυμα χλωρικού άλατος του νατρίου (1.5Μ): 15.97gr της 

ουσίας NaClO3 διαλύονται σε αποσταγμένο νερό σε ογκομετρική 

φιάλη. 

 Διάλυμα χλωριούχου καλίου (2Μ): 149.12gr της ουσίας KCl 

διαλύονται σε αποσταγμένο νερό και στη συνέχεια προστίθεται στην 

ογκομετρική φιάλη ποσότητα αποσταγμένου νερού ώστε να φθάσει 

ο όγκος του διαλύματος το επίπεδο των 1000ml. 

 Ρυθμιστικό Διάλυμα χλωριούχου αμμωνίου (0.19Μ,  pH 8.5): 

10g της ουσίας NH4Cl διαλύονται σε αποσταγμένο νερό, 

προσαρμόζεται το pH στο 8.5 και πραγματοποιείται αραίωση με 

αποσταγμένο νερό ώστε ο όγκος του διαλύματος στην ογκομετρική 

φιάλη να φθάσει τα 1000ml. 

 Χρωματικός Δείκτης: σε 150ml αποσταγμένου νερού διαλύονται 

2g σουλφανιλαμιδίου  και 0.1g N-(1-naphtyl)-ethylemediamine 

hydrochloride και στη συνέχεια προστίθενται 20ml πυκνού 

διαλύματος φωσφορικού οξέος. Το διάλυμα ψύχεται σε 

θερμοκρασία δωματίου και αραιώνεται με αποσταγμένο νερό σε 

ογκομετρική φιάλη μέχρι ο όγκος να φθάσει το όριο των 200ml. Το 

διάλυμα αυτό πρέπει να παρασκευάζεται την ημέρα του πειράματος 

και δεν αποθηκεύεται. Επίσης, πρέπει να είναι άχρωμο. 

 Πρότυπο Διάλυμα (stock): 4.9257g της ουσίας διαλύονται σε 

αποσταγμένο νερό και πραγματοποιείται αραίωση με αποσταγμένο 

νερό μέχρι ο όγκος το διαλύματος στην ογκομετρική φιάλη να 

φθάσει το επίπεδο των 1000ml. Αποθηκεύεται στους 4°C για λίγες 

μόνο εβδομάδες. 

 Διάλυμα εργασίας (working solution): Πραγματοποιείται 

αραίωση 5ml από το πρότυπο διάλυμα σε 500ml αποσταγμένου 

νερού σε ογκομετρική φιάλη. 

 

Ζυγίζουμε 5g από το δείγμα εδάφους και τα προσθέτουμε σε ογκομετρικές 

φιάλες των 100ml. Προσθέτουμε 20ml από το διάλυμα υποστρώματος και 

0.1ml από το διάλυμα χλωρικού άλατος καλίου, αναδεύουμε ελαφρώς και 

κλείνουμε τις φιάλες με αλουμινόχαρτο. Επωάζουμε τις τρεις επαναλήψεις για 
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τη κάθε μεταχείριση για 5 ώρες σε επωαστικό θάλαμο με δυνατότητα 

ανάδευσης ταυτόχρονα και ένα δείγμα, που λήφθηκε τυχαία από οποιαδήποτε 

επανάληψη, αποθηκεύτηκε για 5 ώρες στους  -20°C και θα χρησιμοποιηθεί 

ως μάρτυρας. Μετά το πέρας των 5 ωρών επαναφέρουμε τα δείγματα-

μάρτυρες σε θερμοκρασία δωματίου και στη συνέχεια προσθέτουμε σε όλα τα 

δείγματα 5ml από το διάλυμα χλωριούχου καλίου, αναδεύουμε και 

φιλτράρουμε τα δείγματα αμέσως. Για τη φωτομετρική ανάλυση προσθέτουμε 

5ml από το διάλυμα μετά το φιλτράρισμα, 3ml από το ρυθμιστικό διάλυμα 

χλωριούχου αμμωνίου και 2ml από το χρωματικό δείκτη σε έναν δοκιμαστικό 

σωλήνα, αναδεύουμε και τα αφήνουμε σε ηρεμία για 15 λεπτά σε 

θερμοκρασία δωματίου. Ακολουθεί φωτομετρική ανάλυση στα 520nm. 

Ο υπολογισμός των νιτρωδών  που απελευθερώνονται από 1g εδάφους 

κατά τη διάρκεια 5 ωρών γίνεται με τη βοήθεια του παρακάτω τύπου : 

 

 

 

 

 

S: η μέση τιμή των αποτελεσμάτων των 3 επαναλήψεων 

C: το αποτέλεσμα του control για τη κάθε μεταχείριση 

 

2.7. Στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων  

 

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

μετατράπηκαν σε αριθμούς αντιγράφων γονιδίων ανά γραμμάριο εδάφους και 

ακολούθησε κατάλληλη στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων για να 

διαπιστωθεί η επίδραση των παραγόντων χρόνος και μεταχείριση τόσο στην 

αφθονία (PCR πραγματικού χρόνου) όσο και στην λειτουργία (δυνητική 

νιτροποίηση) των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών. Οι επιδράσεις αυτές 

αξιολογήθηκαν με ανάλυση μεταβλητότητας δύο παραγόντων με two-way 

ANOVA και το επίπεδο σημαντικότητας ορίστηκε στο 0.05. Για τις 

περιπτώσεις που παρατηρήθηκαν σημαντικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ του 
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χρόνου δειγματοληψίας και των μεταχειρίσεων, χρησιμοποιήθηκε το τεστ των 

Ελαχίστων Σημαντικών Διαφορών (Least Significant Differences, LSD) για την 

ανίχνευση στατιστικά σημαντικών διαφορών μεταξύ των τεσσάρων 

μεταχειρίσεων στον ίδιο χρόνο ή για την ίδια μεταχείριση στους τέσσερις 

χρόνους δειγματοληψίας. Σε όλες τις περιπτώσεις χρησιμοποιήθηκε  το 

στατιστικό πακέτο GenStat 11th Edition (VSN International Ltd).  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

 

3.1. Αποτελέσματα εξαγωγής DNA από δείγματα εδάφους 

 

Πραγματοποιήθηκε εξαγωγή DNA από τα δείγματα εδάφους και στη 

συνέχεια ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 0,8% για έλεγχο της 

απόδοσης : 

 

Ενδεικτική εικόνα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης 0,8% εκχυλισμένου DNA από δείγματα 
εδάφους (20   ημέρες). Τα δείγματα 2-4 ανήκουν στο μάρτυρα, τα δείγματα από 5 έως 7 ανήκουν στη 
μεταχείριση με BIOACT

®
, το 8 είναι DNA ladder (3μl), τα δείγματα 9 με 11 ανήκουν στη μεταχείριση 

του εδάφους με μίγμα γλυκόζης και Regilait ενώ τα δείγματα 12 έως 14 ανήκουν στα δείγματα που 
εμβολιάστηκαν με σπόρια του μύκητα Paecilomyces lilacinus.  Σε κάθε γραμμή φορτώθηκαν 10μl 
DNA.  

 

3.2. Αποτελέσματα qPCR  

 

Η ποσοτικοποίηση των κοινοτήτων των ΑΟΒ και των ΑΟΑ στα δείγματα 

εδάφους έγινε με qPCR στοχεύοντας στο amoA γονίδιο. Ο προσδιορισμός 

του αριθμού των αντιγράφων του γονιδίου amoA στα δείγματα έγινε με τη 

χρήση καμπύλης αναφοράς που κατασκευάστηκε από διαδοχικές αραιώσεις 

ανασυνδυασμένων πλασμιδίων γνωστής συγκέντρωσης που περιέχουν το 

γονίδιο amoA.  Για τα ΑΟΒ χρησιμοποιήθηκαν οι αραιώσεις 7×107 έως 7×101 

αντίγραφα γονιδίου και για τα ΑΟΑ χρησιμοποιήθηκαν οι αραιώσεις από 

4×107 έως 4×102 αντίγραφα γονιδίου.  Παρακάτω παρουσιάζονται οι  

καμπύλες αναφοράς, ενίσχυσης και αποδιάταξης  της qPCR των ΑΟΒ :  
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Καμπύλη αναφοράς (Standard Curve) : 

 

 

 

 

Καμπύλη ενίσχυσης (Amplification Plots): 
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Καμπύλη αποδιάταξης (Dissociation Curve): 

 

 

Ακολούθως παρουσιάζονται οι καμπύλες αναφοράς, ενίσχυσης και 

αποδιάταξης  της qPCR των ΑΟΑ : 

 

Καμπύλη αναφοράς (Standard Curve): 
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Καμπύλη ενίσχυσης (Amplification Plots): 

 

 

Καμπύλη αποδιάταξης (Dissociation Curve): 
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3.2.1 Η επίδραση των διαφόρων μεταχειρίσεων στην αφθονία των ΑΟΒ  

 

Ημέρες μετά την εφαρμογή 

Διάγραμμα 1. Οι μεταβολές στον αριθμό των αντιγράφων του γονιδίου amoA των 

ΑΟΒ στο έδαφος ύστερα από την εφαρμογή BIOACΤ®, των επιμέρους συστατικών 

του (γλυκόζης +σκόνης γάλακτος ή σπόρια του μύκητα) και σε έδαφος-μάρτυρα. 

Κάθε τιμή αντιστοιχεί στο μέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. Το 

επίπεδο σημαντικότητας είναι 5%.  Η παρουσία ίδιων γραμμάτων επάνω από τις 

μεταχειρίσεις στον κάθε χρόνο δειγματοληψίας (5, 20, 45 και 90 ημέρες) δείχνει ότι 

δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ των δύο αυτών μεταχειρίσεων στον ίδιο 

χρόνο.  

 

Τα αποτελέσματα της PCR πραγματικού χρόνου για τα ΑΟΒ 

παρουσιάζονται στο Διάγραμμα 1. Από την στατιστική ανάλυση προέκυψε ότι 

οι διάφορες μεταχειρίσεις (ως κύριος παράγοντας) δεν προκάλεσαν 

σημαντικές μεταβολές (p>0.05) στον αριθμό των αντιγράφων του amoA των 

ΑΟΒ. Αντίθετα ο χρόνος δειγματοληψίας (ως κύριος παράγοντας) προκάλεσε 

σημαντικές μεταβολές (p<0.001)  στον αριθμό των αντιγράφων του amoA 

γονιδίου των ΑΟΒ με σημαντικά χαμηλότερο αριθμό αντιγράφων να 

καταγράφεται 5 και 45 ημέρες μετά την εφαρμογή και σημαντικά υψηλότερες 
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τιμές να εμφανίζονται σε όλες τις μεταχειρίσεις στις 90 ημέρες μετά την 

εφαρμογή. Εκτός από τις κύριες επιδράσεις των δύο παραγόντων, 

παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές αλληλεπιδράσεις (p<0.001) μεταξύ 

των δύο παραγόντων, χρόνου και μεταχείρισης. Έτσι, η εφαρμογή των 

BIOACT® ή γλυκόζης και σκόνης γάλακτος προκάλεσε μια παροδική αλλά 

σημαντική μείωση του αριθμού των αντιγράφων του amoA γονιδίου των ΑΟΒ 

σε σχέση με τον μάρτυρα και τα δείγματα που δέχτηκαν εφαρμογή των 

σπορίων του μύκητα.  Τα επίπεδα των αντιγράφων του amoA επανήλθαν σε 

επίπεδα ανάλογα του μάρτυρα στις 20 και  90 ημέρες μετά την εφαρμογή μετά 

από μια νέα σημαντική μείωση που παρατηρήθηκε στις 45 ημέρες και μόνο 

στα δείγματα που δέχτηκαν την εφαρμογή BIOACT®. Συνολικά, ο αριθμός των 

αντιγράφων του γονιδίου amoA των ΑΟΒ στα δείγματα που δέχτηκαν 

εφαρμογή BIOACT® ή γλυκόζη και σκόνη γάλακτος παρουσίασε το ίδιο 

ακριβώς πρότυπο με παροδική μείωση στις 5 ημέρες και επαναφορά στα 

επίπεδα του μάρτυρα στις επόμενες δειγματοληψίες. Αντίστοιχα, παρόμοια 

πρότυπα μεταβολών του αριθμού των αντιγράφων του γονιδίου amoA των 

ΑΟΒ παρατηρήθηκαν στα δείγματα του μάρτυρα και στα δείγματα που 

δέχτηκαν την εφαρμογή των σπορίων του μύκητα P. lilacinus. 
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3.2.2 Επιδράσεις των διαφόρων μεταχειρίσεων στην αφθονία των ΑΟΑ  

 

 Ημέρες μετά την εφαρμογή 

Διάγραμμα 2. Οι μεταβολές στον αριθμό των αντιγράφων του γονιδίου amoA των 

ΑΟΑ στο έδαφος ύστερα από την εφαρμογή BIOACΤ
®
, των επιμέρους συστατικών 

του και σε έδαφος-μάρτυρα. Κάθε τιμή αντιστοιχεί στο μέσο όρο τριών επαναλήψεων 

± τυπική απόκλιση. Το επίπεδο σημαντικότητας είναι 5%. Η παρουσία ίδιων 

γραμμάτων επάνω από τις μεταχειρίσεις στον κάθε χρόνο δειγματοληψίας (5, 20, 45 

και 90 ημέρες) δείχνει ότι δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ των δύο αυτών 

μεταχειρίσεων στον ίδιο χρόνο. 

 

Τα αποτελέσματα της PCR πραγματικού χρόνου για τα ΑΟΑ 

παρουσιάζονται στο Διάγραμμα 2. Η στατιστική ανάλυση έδειξε ότι οι 

διάφορες μεταχειρίσεις (κύριος παράγοντας) δεν προκάλεσαν σημαντικές 

μεταβολές (p>0.05) στον αριθμό των αντιγράφων του amoA γονιδίου των 

ΑΟΑ. Αντίθετα ο χρόνος δειγματοληψίας ως κύριος παράγοντας προκάλεσε 

σημαντικές μεταβολές (p<0.001)  στο αριθμό των αντιγράφων του 

συγκεκριμένου γονιδίου ανεξάρτητα μεταχείρισης. Συγκεκριμένα, ο αριθμός 

των αντιγράφων του amoA γονιδίου των ΑΟΑ παρουσίασε σημαντικά 
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χαμηλότερες τιμές στις 45 ημέρες μετά την εφαρμογή σε σχέση με το αριθμό 

των αντιγράφων στις 5 και 25 ημέρες. Εκτός των κυρίων επιδράσεων, 

παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική αλληλεπίδραση (p<0.001) μεταξύ των 

δύο κυρίων παραγόντων. Έτσι παρατηρήθηκε μια σημαντική μείωση του 

αριθμού των αντιγράφων του amoA γονιδίου των ΑΟΑ στα δείγματα που 

δέχτηκαν εφαρμογή των BIOACT® ή μίγματος γλυκόζης και σκόνης γάλακτος 

στις 5 ημέρες μετά την εφαρμογή σε σχέση με τα αντίστοιχα δείγματα του 

μάρτυρα και αυτών που δέχτηκαν την εφαρμογή σπορίων του μύκητα P. 

lilacinus. Η εικόνα αυτή αντιστράφηκε στις 20 ημέρες μετά την εφαρμογή 

όπου ο αριθμός των αντιγράφων του amoA στις μεταχειρίσεις  BIOACT® ή 

μίγματος γλυκόζης και σκόνης γάλακτος ήταν υψηλότερος σε σχέση με τον 

μάρτυρα χωρίς όμως οι διαφορές να είναι στατιστικά σημαντικές. Κατά τις 

επόμενες δειγματοληψίες (45 και 90 ημέρες) δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές 

διαφορές μεταξύ των διαφόρων μεταχειρίσεων. Γενικότερα, όπως και στην 

περίπτωση των ΑΟΒ, τα δείγματα που δέχτηκαν την εφαρμογή BIOACT® ή 

γλυκόζης και σκόνης γάλακτος παρουσίασαν παρόμοια πρότυπα με παροδική 

αλλά σημαντική μείωση στον αριθμό των amoA γονιδίων στις 5 ημέρες μετά 

την εφαρμογή και επαναφορά σε επίπεδα ανάλογα με τον μάρτυρα στις 

επόμενες δειγματοληψίες. Αντίθετα, τα δείγματα που δέχτηκαν την εφαρμογή 

των σπορίων του μύκητα P. lilacinus χωρίς τα συνέκδοχα που περιέχονται 

στο σκεύασμα BIOACT® παρουσίασαν πρότυπα μεταβολών ανάλογα με τον 

μάρτυρα καθ’ όλη την διάρκεια του πειράματος.  
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3.3. Αποτελέσματα δυνητικής νιτροποίησης 
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                                  Ημέρες μετά την εφαρμογή 

 

Διάγραμμα 3. Οι μεταβολές της δυνητικής νιτροποίησης στο έδαφος ύστερα από 

την εφαρμογή BIOACΤ
®
, των επιμέρους συστατικών του και σε έδαφος-μάρτυρα. 

Κάθε τιμή αντιστοιχεί στο μέσο όρο τριών επαναλήψεων ± τυπική απόκλιση. Το 

επίπεδο σημαντικότητας είναι 5%. Η παρουσία ίδιων γραμμάτων επάνω από τις 

μεταχειρίσεις στον κάθε χρόνο δειγματοληψίας (5, 20, 45 και 90 ημέρες) δείχνει ότι 

δεν υπάρχουν σημαντικές διαφορές μεταξύ των δύο αυτών μεταχειρίσεων στον ίδιο 

χρόνο. 

 

Τα αποτελέσματα της δυνητικής νιτροποίησης παρουσιάζονται στο 

Διάγραμμα 3. Η στατιστική  ανάλυση των αποτελεσμάτων έδειξαν ότι ο 

χρόνος δειγματοληψίας επηρεάζει σημαντικά την δυνητική νιτροποίηση (κύρια 

επίδραση p<0.001). Έτσι, οι υψηλότερες τιμές δυνητικής νιτροποίησης 

παρατηρήθηκαν στις 5 ημέρες μετά την εφαρμογή και ακολούθησε σημαντική 
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μείωση της δυνητικής νιτροποίησης στις 20 ημέρες και περαιτέρω σημαντική 

μείωση στις 45 και 90 ημέρες. Αντίθετα, το είδος μεταχείρισης, ως κύριος 

παράγοντας, δεν επηρέασε σημαντικά (p>0.05) τα επίπεδα δυνητικής 

νιτροποίησης. Αντίθετα, παρατηρήθηκαν σημαντικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

των δύο κυρίων παραγόντων, δηλαδή μεταχείριση και χρόνος (p<0.001).   

    Έτσι, κατ’ αναλογία με τα αποτελέσματα της PCR πραγματικού χρόνου, 

παρατηρήθηκαν σημαντικά χαμηλότερες τιμές δυνητικής νιτροποίησης στα 

δείγματα που δέχτηκαν εφαρμογή BIOACT® και γλυκόζης + σκόνης γάλακτος 

και συλλέχθηκαν 5 ημέρες μετά την εφαρμογή σε σχέση με τον μάρτυρα και 

τα αντίστοιχα δείγματα που δέχτηκαν εφαρμογή μόνο σπορίων του μύκητα P. 

lilacinus. Η κατάσταση αντιστράφηκε πλήρως στις 20 ημέρες όπου και 

παρατηρήθηκαν σημαντικά υψηλότερες τιμές δυνητικής νιτροποίησης στα 

δείγματα που δέχτηκαν εφαρμογή BIOACT® και γλυκόζης+ σκόνης γάλακτος 

σε σχέση με τα αντίστοιχα δείγματα μάρτυρα ή τα δείγματα που 

εμβολιάστηκαν με σπόρια του μύκητα.  

    Τέλος, τα επίπεδα δυνητικής νιτροποίησης στις διάφορες μεταχειρίσεις δεν 

διέφεραν μεταξύ τους στις δειγματοληψίες των 45 και 90 ημερών. Συνολικά 

και σε πλήρη συμφωνία με τα αποτελέσματα της PCR πραγματικού χρόνου, η 

εφαρμογή BIOACT® ή μίγματος γλυκόζης και σκόνης γάλακτος οδήγησε σε 

παρόμοιες μεταβολές της δυνητικής νιτροποίησης με μια σημαντική μείωση 

της νιτροποίησης στις πρώτες ημέρες μετά την εφαρμογή, σημαντική 

ανάκαμψη στις 20 ημέρες σε επίπεδα υψηλότερα του μάρτυρα και επαναφορά 

σε επίπεδα παρόμοια με τον μάρτυρα από τις 45 ημέρες και μετά. Αντίθετα, η 

εφαρμογή αποκλειστικά και μόνο των σπορίων του μύκητα P. lilacinus δεν 

προκάλεσαν καμία μεταβολή στην δυνητική νιτροποίηση σε σχέση με τον 

μάρτυρα.  
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Η νιτροποίηση αποτελεί ένα από τα πιο σημαντικά βήματα στον κύκλο του 

αζώτου και πραγματοποιείται αποκλειστικά από χημειολιθοαυτότροφα 

βακτήρια και αρχαία. Κατά τα τελευταία 10 έτη η χρήση μοριακών 

μεθοδολογιών βοήθησε στο να μελετηθεί ενδελεχώς ο ρόλος και η οικολογία 

των νιτρωδοποιητικών αρχαίων και βακτηρίων. Παράλληλες έρευνες 

μελέτησαν την επίδραση διαφόρων παραγόντων όπως αγροτικές πρακτικές, 

εδαφολογικά χαρακτηριστικά (pΗ, περιεκτικότητα οργανικής ουσίας) στην 

δομή και λειτουργία των AOB και ΑΟΑ αλλά και στους επιμέρους ρόλους τους 

στην νιτροποίηση in situ στο έδαφος (Avrahami et al, 2003 ; Nicol et al, 

2008;Santoro et al, 2008; Shen et al, 2008). Μέχρι σήμερα αρκετές μελέτες 

έχουν εστιάσει στις επιδράσεις ανόργανων ρύπων όπως μέταλλα (Zn, Hg) 

στην κοινότητα των AOB και ΑΟΑ (Li et al., 2009; Principi et al., 2009; Liu et 

al.,2010). 

    Αντίθετα ελάχιστες μελέτες έχουν εστιάσει στην εξακρίβωση πιθανών 

αρνητικών επιδράσεων γεωργικών φαρμάκων, που αποτελούν όπως έχει 

ειπωθεί σημαντικό κομμάτι της σύγχρονης γεωργικής πρακτικής, στην 

κοινότητα αλλά και στην λειτουργία των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών. 

Έτσι, οι Li et al (2008) παρατήρησαν σημαντικές μεταβολές στην κοινότητα 

των ΑΟΒ μόνο ύστερα από εφαρμογή 250 μg/g του ζιζανιοκτόνου acetochlor 

(200 φορές υψηλότερη της συνιστώμενης δόσης), ενώ σε ανάλογα πειράματα 

οι Chang et al (2001) κατέγραψαν μια αρνητική επίδραση ενός μίγματος 

ζιζανιοκτόνων τόσο στην λειτουργία της νιτροποίησης όσο και στην 

ποικιλότητα των ΑΟΒ. Πιο πρόσφατες μελέτες έδειξαν ότι εφαρμογή του 

ζιζανιοκτόνου simazine σε δόσεις 5 φορές της συνιστώμενης οδήγησαν σε 

αναστολή της νιτροποίησης και σημαντικές μεταβολές στην ποικιλότητα των 

ΑΟΒ όχι όμως και των ΑΟΑ (Hernandez et al, 2011).  

    Καμία μελέτη μέχρι σήμερα δεν υπάρχει στην διεθνή βιβλιογραφία 

αναφορικά με την επίδραση βιολογικής προέλευσης γεωργικών φαρμάκων 

στην συγκεκριμένη λειτουργική ομάδα μικροοργανισμών. Αρχικά πειράματα 

που πραγματοποιήθηκαν στα πλαίσια της μεταπτυχιακής εργασίας την κ. 
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Κωνσταντίνας Ρουσίδου έδειξαν ότι μεταξύ συνθετικών και μη συνθετικών 

νηματωδοκτόνων το βιολογικό σκεύασμα BIOACT® προκάλεσε σημαντικές 

μεταβολές τόσο στην σύσταση όσο και στην αφθονία των νιτρωδοποιητικών 

μικροοργανισμών με τις τελευταίες να έχουν εφήμερο χαρακτήρα. Έτσι σε 

συνέχεια των προηγούμενων ερευνών. Στην παρούσα εργασία μελετήσαμε το 

μηχανισμό επίδρασης του βιολογικού νηματωδοκτόνου BIOACT® 

(Paecilomyces lilacinus) στην αφθονία των νιτρωδοποιητικών βακτηρίων ΑΟΒ 

και ΑΟΑ αλλά και εάν αυτή η επίδραση στον πληθυσμό συνεπάγεται και 

αντίστοιχη μείωση στην λειτουργία, την νιτροποίηση). Ειδικότερα 

αξιολογήθηκαν δύο υποθέσεις που θεωρήθηκε ότι μπορούν να εξηγήσουν την 

αρνητική επίδραση του BIOACT®, έστω και πρόσκαιρη, στην αφθονία των 

ΑΟΒ και ΑΟΑ:  

1) σε άμεσο ανταγωνισμό με τον μύκητα Paecilomyces lilacinus για χώρο 

και θρεπτικά στοιχεία είτε 

2) σε έμμεσο ανταγωνισμό λόγω αύξησης ετερότροφων μικροοργανισμών 

(βακτηρίων ή μυκήτων) που ευνοούνται από την ελευθέρωση στο έδαφος 

γλυκόζης και σκόνης γάλακτος που περιέχονται σε ποσοστό 78% και 6% 

αντίστοιχα στο σκεύασμα BIOACT® που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα 

μελέτη (Anastasiadis et al., 2008).  

Οι πιθανές επιδράσεις του BIOACT ® αλλά και των επιμέρους συστατικών 

του σκευάσματος δηλ. μύκητας και γλυκόζη και σκόνη γάλακτος στην αφθονία 

των ΑΟΑ και ΑΟΒ προσδιορίστηκαν με PCR πραγματικού χρόνου μέσω της 

μέτρησης του αριθμού των αντιγράφων του γονιδίου amoA στο έδαφος ενώ η 

επίδραση στην αντίστοιχη μικροβιακή λειτουργία, την νιτροποίηση, 

προσδιορίστηκε με την μέθοδο της δυνητικής νιτροποίησης. 

    Τα αποτελέσματα της PCR πραγματικού χρόνου έδειξαν ότι και για τις δύο 

ομάδες νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών, ΑΟΒ και ΑΟΑ, η εφαρμογή των 

συστατικών του σκευάσματος, γλυκόζης και σκόνης γάλακτος, οδήγησε σε μια 

παροδική μείωση της αφθονίας των ΑΟΒ και ΑΟΑ ίδια με αυτήν που 

προκλήθηκε από το ίδιο το σκεύασμα ΒΙΟΑCT®. Η αφθονία των ΑΟΒ και ΑΟΑ 

στις συγκεκριμένες μεταχειρίσεις επανήλθε στα επίπεδα του μάρτυρα από τις 

20 ημέρες και μετά. Παράλληλα, η εφαρμογή μόνο των σπορίων του μύκητα 
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P. lilacinus στέλεχος 251 στο έδαφος δεν προκάλεσε καμία μεταβολή στην 

αφθονία των ΑΟΑ και ΑΟΒ σε σχέση με την μεταχείριση μάρτυρας. Τα 

παραπάνω ευρήματα επιβεβαιώνουν την δεύτερη υπόθεση ότι η κατανάλωση 

των εύκολα αφομοιώσιμων πηγών C και Ν (γλυκόζης και σκόνης γάλακτος 

αντίστοιχα) που περιέχονται στο σκεύασμα σε σημαντικά ποσοστά και 

ελευθερώνονται στο έδαφος με την εφαρμογή του σκευάσματος από τους 

ετερότροφους μικροοργανισμούς του εδάφους οδηγούν σε επικράτηση τους 

έναντι των ΑΟΒ και ΑΟΑ που χαρακτηρίζονται ως βραδέως αναπτυσσόμενοι 

μικροοργανισμοί (Kowalchuk and Stephen 2001; Schleper and Nicol 2010). Η 

εξάντληση των οργανικών υποστρωμάτων που περιέχονται ως πρόσθετα στο 

σκεύασμα του BIOACT® είναι πιθανό να οδήγησε σε σταδιακή μείωση του 

πληθυσμού των ετερότροφων μικροοργανισμών και αντίστοιχη ανάκαμψη των 

λιγότερο ανταγωνιστικών στο εδαφικό οικοσύστημα ΑΟΑ. 

    Από την άλλη μεριά, η απουσία κάποιας επίδρασης στην αφθονία των 

νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών όταν εμβολιάστηκαν στο έδαφος μόνο 

σπόρια του μύκητα στην συνιστώμενη δόση, δεν συμφωνούν με την υπόθεση 

της ύπαρξης άμεσου ανταγωνισμού μεταξύ του μύκητα και των ΑΟΑ/ΑΟΒ.  

    Στον αντίποδα, έχει βρεθεί ότι 6-8 εβδομάδες μετά την εφαρμογή του 

μύκητα Paecilomyces lilacinus 251 στο έδαφος, τα επίπεδά του μειώνονται 

και φτάνουν στα 102-103 κύτταρα ανά γραμμάριο εδάφους, δηλαδή στα 

φυσιολογικά επίπεδα που βρίσκεται ο συγκεκριμένος μύκητας στο έδαφος 

(Roumpos,2005).  

    Τα αποτελέσματα των μετρήσεων της δυνητικής νιτροποίησης στις 

διάφορες μεταχειρίσεις έρχονται σε πλήρη συμφωνία με τα αποτελέσματα της 

PCR πραγματικού χρόνου. Έτσι και πάλι η εφαρμογή των συστατικών του 

BIOACT® γλυκόζης και σκόνης γάλακτος ή του ιδίου του σκευάσματος 

οδήγησε σε μια παροδικά χαμηλότερη  δυνητική νιτροποίηση σε σχέση με τον 

μάρτυρα στις 5 ημέρες μετά την εφαρμογή ενώ αντίθετα στις ίδιες 

μεταχειρίσεις η δυνητική νιτροποίηση ήταν σημαντικά αυξημένη σε σχέση με 

τον μάρτυρα στις 20 ήμερες. Τα επίπεδα δυνητική νιτροποίησης στις δύο 

αυτές μεταχειρίσεις επέστρεψαν σε επίπεδα ανάλογα του μάρτυρα στις 45 

ημέρες μετά την εφαρμογή.  Αντίθετα η εφαρμογή των σπορίων και μόνο του 

μύκητα δεν διαφοροποίησε την δυνητική νιτροποίηση του εδάφους σε σχέση 

με τον μάρτυρα σε καμία περίπτωση. Τα παραπάνω αποτελέσματα 
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επιβεβαιώνουν τα αποτελέσματα της PCR πραγματικού χρόνου και δείχνουν 

ότι η παροδική μείωση της αφθονίας των ΑΟΑ/ΑΟΒ που προκαλείται από τα 

συνέκδοχα του σκευάσματος BIOACT® και όχι από τον μύκητα οδηγεί και σε 

ανάλογη παροδική μείωση της ικανότητας νιτροποίησης.  

    Τα αποτελέσματα από την παρούσα εργασία προσφέρουν σημαντικές νέες 

πληροφορίες για την επίδραση των βιολογικών γεωργικών φαρμάκων στους 

μικροοργανισμούς του εδάφους και ειδικότερα στην ομάδα των 

νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών που αποτελούν δείκτες ‘υγείας’ και 

λειτουργίας των εδαφικών οικοσυστημάτων. Επιπλέον τα ευρήματα αυτή της 

μελέτης επιβεβαιώνουν την δυναμική και αυξημένη αναλυτική δυνατότητα που 

προσδίδουν τα νέα μοριακά εργαλεία καθώς χωρίς την χρήση τους και με την 

εφαρμογή μόνον μετρήσεων που στηρίζονται στην καταμέτρηση πληθυσμών 

σε καλλιέργειες ή στην μέτρηση της ενζυμικής δραστηριότητας δεν θα ήταν 

δυνατή η διευκρίνηση των αιτίων της προσωρινής αρνητικής επίδρασης του 

ΒΙΟΑCT® στην κοινότητα και την λειτουργία των νιτρωδοποιητικών 

μικροοργανισμών.  
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