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17:00 – 17:45 Conference opening – Welcome address 
 

 

Session 1: Agriculture – Environment | CHAIRPERSONS: M. Typas  &  D. Karpouzas 
 

 

18:00 – 18:40 Martin, F.M. (Invited Speaker): Unearthing the roots of mycorrhizal symbioses 
 

 

18:40 – 18:55 Tampakaki, A.: A novel symbiovar (aegeanense) of the genus Ensifer nodulates Vigna unguiculata in Greece 
 

 

18:55 – 19:10 Omirou, M.: Rhizosphere-related traits in plant breeding: Current knowledge and future needs 
 

 

19:10 – 19:25 Gkizi, D.: The role of epigenetic inheritance in sustainable agriculture 
 

 

19:25 – 19:40 Kalntremtziou, M.: Metagenomic analysis of microorganisms and molecular characterization  

of lignocellulose-degrading genes from Mediterranean soil habitats 
 

19:40 – 19:50 Discussion 
 

 

20:00 Welcome Reception 
 

 

Saturday 8 April 2017 
Session 2: Agriculture – Environment | CHAIRPERSONS: P. Katinakis  &  N. Vassilakos 

 
 

09:15 – 09:55 Nicol, G. (Invited Speaker): Ammonia oxidising archaea and their contribution to 

reactive nitrogen fluxes in soil: always good, never bad, sometimes ugly 
 

 

09:55 – 10:10 Papadopoulou, E.S.: In vitro testing of the inhibitory effect of EQ and its oxidation 

derivatives on nitrification 
 

10:10 – 10:25 Garefalaki, V.: Study of the functional variability of NAT enzymes in free-living bacteria 
 

 

10:25 – 10:40 Maliogka, V.I.: Next generation sequencing of siRNAs for the study of new or emerging 

plant virus diseases: the case of a new lettuce disease in Peloponnese (Greece) 
 

10:40 – 10:55 Beris, D.: Study of the role of PCaP1 plant protein in Potato virus Y adaptation to pepper 
 

 

10:55 – 11:05 Discussion 
 

 

11:05 – 11:30 Coffee break – Visit to posters 
 

 

Session 3: Microorganisms and Food | CHAIRPERSONS: E. Panagou  &  Α. Kyriakou 
 

 

11:30 – 12:10 Ercolini, D. (Invited Speaker): Food - Gut Microbiota-interactions: Effects of a Mediterranean diet 
 

 

12:10 – 12:25 Gerekou, M.: Differences on the growth of matrix-adapted and non-adapted 

L. monocytogenes strains between Listeria monocytogenes on different types of cheeses 
 

 

12:25 – 12:40 Nazou, E.: Survival of osmotically adapted and non-adapted Salmonella spp. in fi  ed brioche like products 
 

 

12:40 – 12:55 Sgouros, G.: Evaluation of indigenous Saccharomyces cerevisiae and non- 

                                Saccharomyces strains for quality improvement of Nemea Agiorgitiko wine 
 

 

12:55 – 13:10 Sourri, P.: Inactivation kinetics of Alicyclobacillus acidoterrestris spores in orange juice  

by high hydrostatic pressure in combination with or without heat treatment 
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13:10 – 13:25 Tsakanikas, P.: Multispectral imaging for non-invasive contamination assessment  

and microbial mapping on food; meat a case study 
 

13:25 – 13:35 Discussion 
 

13:35 – 15:00 Lunch break – Visit to posters 
 

13:35 – 14:15 General Assembly of the Scientific Society “Mikrobiokosmos” 
 

Session 4: Molecular Mechanisms & Microorganisms | 
CHAIRPERSONS: Κ.Μ. Pappas  &  V.Pletsa 

 

15:00 – 15:40 Hatzimanikatis, V. (Invited Speaker): Models, databases and computational methods  

for analysis, synthesis and design of complex metabolic networks 
 

 

15:40 – 15:55 Stamatopoulou, V.: The role of the glyS T-box riboswitch on the Staphylococcus aureus gene 

expression and its regulation by antibiotics 
 

 

15:55 – 16:10 Poulis, P.: Evidence for LexA-dependent regulation of the Zymomonas mobilis recA and lexA genes 
 

 

16:10 – 16:25 Parapouli, M.: Cloning and overexpression of a new lipSm gene from Stenotrophomonas maltophilia Psi-1, 

purification and characterization of the encoded lipase (LipSm), the first member of a new family, XVIII 
 

 

16:25 – 16:40 Korovesi, A.G.: rps3 gene and its role to the evolution of fungal mitochondrial genomes 
 

 

16:40 – 16:55 Papaioannou, I.A.: Meiosis without crossing-over: genome evolution and mechanisms  

of meiosis in the new model yeast Saccharomycodes ludwigii 
 

16:55 – 17:05 Discussion 
 

17:05 – 17:30 Coffee break – Visit to posters 
 

Session 5: Laboratory  Infrastructures  at  National  Level | MODERATOR: G. Tsiamis 
 

 

17:30 – 17:40 Papadopoulou, K.: OMIC-Engine: from omics technologies to genomic engineering. 

A national infrastructure on Synthetic Biology 
 

 

17:40 – 17:50 Savakis, C.: Mikrobiokosmos and ELIXIR: Reciprocal relationships 
 

 

17:50 – 18:00 Tavernarakis, N.: BioImaging-GR: The National Infrastructure 
 

 

18:00 – 18:10 Arvanitidis, C.: Construction and operation of the LifeWatchGreece Research 

Infrastructure (ESFRI): examples of Biodiversity Informatics virtual laboratories 
 

 

18:10 – 18:20 Magoulas, A.: EMBRC - European Marine Biological Resource Centre 
 

18:20 – 18:30 Chrysina, E.D.: The National Research Infrastructures on Integrated Structural Biology,  

Drug Screening Efforts and Drug target functional characterization 
 

 

18:30 – 18:40 Katsifas, S.: Hellenic Network of Collections of Microbial Resources 
 

18:40 – 18:50 ANTISEL S.A. (Congress Sponsor): 16S Metagenomic Analysis using NGS 
 

18:50 – 19:10 Discussion 
 

19:10 – 19:30 New Administration Board of the Scientific Society “Mikrobiokosmos”: 
 

21:00 Congress Dinner 
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Sunday 9 April 2017 

Session 6: Environment | CHAIRPERSONS: Η. Karayanni & K. Kormas 
 

 

09:15 – 09:55 Christaki, O. (Invited Speaker): Ecosystem responses to natural iron fertilization of  

the Southern Ocean: Can we establish links between biodiversity and carbon fluxes? 
 

 

09:55 – 10:10 Maggiopoulos, I.: A multi-parametric assessment of decontamination protocols for 

the subglacial Lake Ellsworth probe 
 

 

10:10 – 10:25 Meziti, A.: Seasonal changes of bacterial communities along the Kalamas River at 

the individual population level 
 

 

10:25 – 10:40 Stefanidou, N.: Warming and salinity change effects on plankton microeukaryotes 

molecular and functional diversity of Thermaikos Gulf in a mesocosm experiment 
 

 

10:40 – 11:00 Coffee Break – Visit to posters 
 

 

 
 

11:00 – 11:15 Nikolaki, S.: Ecotoxicological impact of three pesticides on soil fungal diversity 
 

 

11:15 – 11:30 Vasileiadis, S.: Community-wide functional and structural microbial responses to silver in nine soils 
 

 

11.30 – 11:45 Nikouli, E.: The effect of fishmeal substitution by non-ruminant processed animal proteins on the gut 

microbiome of gilthead seabream juveniles (Sparus aurata) 
 

11:45 – 12:00 Augoustinos, A.: Monitoring of the laboratory adaptation of Ceratitis capitata reveals a variety of 

factors influencing the structure of the gut symbiotic communities 
 

 

12:00 – 12:10 Discussion 
 

 

12.10 – 12:30 Coffee break – Visit to posters 
 

 

Session 7: New Technologies – Biotechnological Applications | 
CHAIRPERSONS: V. Topakas & D. Vayenas 

 
 

12:30 – 13:10 Kalogerakis, Ν. (Invited Speaker): Biodegradation of plastics in the marine environment: Is 

there any hope for the Mediterranean Sea? 
 

13:10 – 13:25 Asimakis, E.: Assessing the potential of soil microbial communities in degrading pesticides with 

the use of a DNA microarray 
 

 

13:25 – 13:40 Balomenos, A.D.: Bacterial Single-Cell Analytics (BaSCA) methodology for high-throughput 

systems microbiology 
 

 

13:40 – 13:55 Remmas, N.: Biotechnological potential of novel extremophiles from landfill leachate 
 

 

13:55 – 14:10 Vayenas, D.: Microalgae/cyanobacteria applications in agro-industrial wastewater 

treatment with simultaneous production of biofuels 
 

14:10 – 14:20 Discussion: 
 

 

14:20 – 14:30 “Costas Drainas” Fellowship, Awards for the best three poster presentations 
 

 

14:30 – 15:00 Open Discussion – Future Prospects for Mikrobiokosmos 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
 

 

Η Ελληνική Επιστημονική Εταιρεία ‘Μικροβιόκοσμος’ αποτελείται από επιστήμονες της ημεδαπής 

και αλλοδαπής με αντικείμενα την καταγραφή, την ανάλυση-μελέτη και την εκμετάλλευση της 

μικροβιακής ποικιλότητας στην Ελλάδα μέσω της εφαρμογής των πλέον σύγχρονων τεχνολογιών 

(http://www.mikrobiokosmos.org/el). Η διερεύνηση και ανάδειξη του εγχώριου μικροβιακού πλούτου 

αποτελεί εγχείρημα που έχει αναληφθεί σχετικά πρόσφατα στον Ελληνικό επιστημονικό χώρο και 

επικεντρώνεται σε καίριους τομείς, όπως αυτούς του Περιβάλλοντος, της Ενέργειας, της Τεχνολογίας 

Τροφίμων, της Γεωργίας, της Βιοτεχνολογίας, καθώς και της συντήρησης της πολιτιστικής 

κληρονομιάς μας. Πληθώρα σημαντικών ανταγωνιστικών ερευνητικών έργων – εθνικών και διεθνών 

– διεκπεραιώνονται από μέλη του ‘Μικροβιόκοσμου’, ενώ ιδιαίτερη έμφαση δίνεται στην 

ενδυνάμωση των επαφών και συνεργειών ανάμεσα στα μέλη του προς εξασφάλιση μελλοντικών 

συνεργασιών και χρηματοδοτήσεων. 

Η Επιστημονική Εταιρεία ‘Μικροβιόκοσμος’ διοργάνωσε το 7o Συνέδριο από ιδρύσεώς της 

με τίτλο «10 Χρόνια Μικροβιακές Κοινότητες σε Δράση» στο Εθνικό Ίδρυμα Ερευνών (Λεωφ. Βασ. 

Κωνσταντίνου 48, Αθήνα), από τις 7 έως τις 9 Απριλίου 2017 (http://mikrobiokosmos7.org). Μια 

πληθώρα επιφανών ομιλητών (μεταξύ των οποίων και προσκεκλημένοι ομιλητές από το εξωτερικό) 

συμμετείχαν στο Συνέδριο, οι οποίοι εκπροσωπούν τις συναφείς με το αντικείμενο ερευνητικές 

ομάδες της Ελλάδας. Συνολικά περισσότερες από 150 εργασίες παρουσιάστηκαν προσφορικά ή ως 

αναρτημένες ανακοινώσεις κατά τη διάρκεια του Συνεδρίου και οι περιλήψεις τους περιέχονται στο 

παρόν αρχείο.  

Η Οργανωτική Επιτροπή του Συνεδρίου ευχαριστεί ιδιαίτερα τους χορηγούς που 

εμφανίζονται στην πρώτη σελίδα του παρόντος αρχείου για την υποστήριξη τους, καθώς και το 

Εθνικό Ίδρυμα Ερευνών για τη φιλοξενία του Συνεδρίου. 

 

Η Οργανωτική Επιτροπή του Συνεδρίου: 

Γ.Ι. Ζερβάκης (Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών), Πρόεδρος 

Π. Αντωνίου (Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών) 

Ν. Βασιλάκος (Μπενάκειο Φυτοπαθολογικό Ινστιτούτο) 

Α. Γιαννακούρου (Ελληνικό Κέντρο Θαλασσίων Ερευνών) 

Ά.-Ε. Κούκκου (Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων) 

Α. Κυριακού (Χαροκόπειο Πανεπιστήμιο) 

E. Πανάγου (Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών) 

Β. Πλέτσα (Εθνικό Ίδρυμα Ερευνών) 

Γ. Τσιάμης (Πανεπιστήμιο Πατρών) 

Ε. Τόπακας (Εθνικό Μετσόβιο Πολυτεχνείο) 

Δ. Χατζηνικολάου (Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών) 

Ι. Χατζηπαυλίδης (Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών) 

 

Η Επιστημονική Επιτροπή του Συνεδρίου: 

Δ. Βαγενάς (Πανεπιστήμιο Πατρών) 

Δ. Βώκου (Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης) 

D. Ercolini (Università degli Studi di Napoli Federico II, Italy) 

Ν. Καλογεράκης (Πολυτεχνείο Κρήτης) 

Ν. Κυρπίδης (Berkeley Lab - U.S. Department of Energy, U.S.A.) 

F. Martin (INRA-Université de Lorraine, France) 

Γ. Νυχάς (Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών) 

G. Nicol (École Centrale de Lyon, France) 

Α. Ταμπακάκη (Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών) 

http://www.mikrobiokosmos.org/el
http://mikrobiokosmos7.org/
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Ε. Χατζηλουκάς (Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων) 

Β. Χατζημανικάτης (École Polytechnique Fédérale de Lausanne, Switzerland) 

Ο. Χρηστάκη (Université du Littoral Côte d'Opale, France) 

Δ. Καρπούζας (Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας) 

Μ. Τύπας (Εθνικό & Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών) 

Ά.-Ε. Κούκκου (Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων) 

Σ. Ντούγιας (Δημοκρίτειο Πανεπιστήμιο Θράκης) 
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Unearthing the roots of mycorrhizal symbioses 
 

Francis M. Martin 

Inra, Unité Mixte de Recherche 1136 Interactions Arbres/Microorganismes, Laboratoire d’excellence 

ARBRE, Centre INRA-Lorraine, 54280 Champenoux, France (fmartin@nancy.inra.fr) 

 

The ability of fungi to form mycorrhizas with plants is one of the most remarkable and enduring 

adaptations to life on land. The establishment of the mycorrhizal mutualistic lifestyle represented a 

critical stage in the history of land plants. Soil-borne mutualistic fungi, such as the arbuscular 

mycorrhizal (AM) and ectomycorrhizal (ECM) fungi, have helped shape plant communities through a 

mutualistic relationship with roots and and its occurrence is now well established in ca 90% of extant 

plants.  

Molecular phylogenetics and phylogenomics are revolutionising our understanding of plant-

microbe interactions and the development of timetrees (calibrated phylogenies) linked with the 

growing understanding of fungal genomes provide remarkable insights into the origins of key 

interactions between plants and mycorrhizal fungi. By unrolling the thread of our current knowledge 

of the evolutionary history of these interactions, I will demonstrate how plants and fungi evolved in 

tight partnerships, developing and diversifying into the mycorrhizal associations, which are a 

fundamental part of modern ecosystems. I will discuss the evolutionary histories of mycorrhizal 

symbioses that have been revealed by our paleogenomic studies, including the functions that have 

been lost by genome erosion and the genes that have been acquired to facilitate mutualistic interactions 

with host plants. I will consider how such an intersection of genomics and evolutionary biology can 

inform our understanding of the biological principles intrinsic to AM and ECM symbioses. 

The successful establishment of these complex multi-step mutualistic associations requires that the 

activation of host defense responses should be kept to a strict minimum. This is achieved by several 

distinct and complementary mechanisms. The first of these involves the host-regulated construction of 

intracellular apoplastic infection compartments. The second mechanism, particularly well-studied for 

ECM fungi, is the evolutionary loss of genes involved in degrading the plant cell wall. The sequencing 

of ECM fungal genomes has revealed the convergent loss of various components of the ancestral 

saprotrophic decay machinery, including plant cell wall degrading enzymes and lignin peroxidases. In 

this way, ECM fungi have become increasingly dependent on their plant hosts for photosynthetic 

carbon, and the associated loss of organic matter decomposition potential has contributed to the 

evolutionary stability of these mutualistic associations. In the case of obligate AM fungi, the situation 

is even more extreme, since sequencing of the several Rhizophagus genomes has revealed the total 

absence of plant cell wall degrading enzymes. These findings argue that both ECM and AM fungi 

have evolved to minimize the release of molecules that could elicit the plant immune system. Another 

key mechanism observed with fungal symbionts involves effector-like small secreted proteins which 

manipulate the host defense and thereby facilitate microbial colonization. Sequencing of the AM and 

ECM genomes highlighted the presence of a significant repertoire of potential mycorrhiza-induced 

small secreted protein (MiSSP) effectors. Amongst these secreted proteins, MiSSPs (known as SP7 

and MiSSP7) are targeted to the plant nucleus where they interact with defense-related transcription 

factors. 

By reconstructing how these mutualistic fungi have adapted to environmental changes during the 

past more than 400 Mya of evolution, we may be able to predict how they are likely to adapt to future 

anthropogenic climate changes. Finally, I will advocate that a better understanding of the 

molecular/cellular mechanisms driving fungal mutualistic symbioses should contribute to our overall 

comprehension of the multitude of associations taking place between endophytic microbes and their 

respective host plants. 

 

This work is funded by the ‘ARBRE’ Laboratory of Excellence and the U.S. Department of Energy 

through the Oak Ridge National Laboratory Scientific Focus Area for Genomics Foundational 

Sciences (Plant Microbe Interfaces Project) and the Joint Genome Institute. 

  

mailto:fmartin@nancy.inra.fr
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Ammonia oxidising archaea and their contribution to reactive nitrogen fluxes in soil: always 

good, never bad, sometimes ugly 

 

Graeme Nicol 

Environmental Microbial Genomics Group, Laboratoire Ampère, UMR CNRS 5005, Ecole Centrale 

de Lyon, Université de Lyon, 36 Avenue Guy de Collongue, 69134 Ecully Cedex, France 

 

Ammonia oxidation is the first and rate-limiting step of nitrification. This microbially-mediated 

process transforms ammonia to nitrate, the most reduced and oxidized forms of nitrogen, respectively.  

While an essential component of the global nitrogen biogeochemical cycle, this process also has major 

economic and environmental consequences, leading to an annual loss of >$15 billion of fertilizer, 

nitrate pollution of water and the generation of the greenhouse gas nitrous oxide. For over a century 

this process was thought to be dominated by ammonia oxidizing bacteria (AOB). However, just over a 

decade ago, ammonia oxidizing archaea (AOA) were discovered and found to be globally ubiquitous 

and abundant in soils and other environments, and considerable research effort has gone into 

understanding whether these organisms are truly functionally analogous to their bacterial counterparts. 

While most initial studies used measurements of abundance and correlation analyses to imply 

functional attributes, the use of cultivation, genomics and incubation studies have provided crucial 

insights into their contribution to soil nitrogen cycling. 

 This presentation will describe our recent research into the evolution, physiology and activity 

of soil AOA. These results indicate that while central to ammonia oxidation processes in many soils, 

their activities in fertilizer loss and associated pollution may be much less than that of AOB. 

Subsequently, potential may exist for mitigation of nitrogen losses form agricultural systems by 

fertilisation strategies favouring AOA. 
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Βιολογική και χημική καταπολέμηση του ωχρατοξικογόνου μύκητα Aspergillus carbonarius 

στην καλλιέργεια της αμπέλου 

 

Βαρβούνη Ε.-Φ., Ηλιάδη Μ., Τσιτσιγιάννης Δ. 

Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Τμήμα Επιστήμης Φυτικής Παραγωγής  

Εργαστήριο Φυτοπαθολογίας, Αθήνα 

 

Ο μύκητας Aspergillus carbonarius είναι ένα σημαντικό φυτοπαθογόνο που προσβάλλει την 

καλλιέργεια της αμπέλου, καθώς προκαλεί την ασθένεια της όξινης σήψης στα σταφύλια και 

ευθύνεται για την παραγωγή της μυκοτοξίνης ωχρατοξίνης Α (ΟΤΑ) επηρεάζοντας αρνητικά τα 

οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του κρασιού και την ασφάλεια του καταναλωτή. H OTA έχει 

νεφροτοξικές, ηπατοτοξικές και καρκινογόνες ιδιότητες στα ζώα και στους ανθρώπους, ενώ σύμφωνα 

με εκτιμήσεις της Ευρωπαϊκής Ένωσης η κατανάλωση κρασιού συμβάλει κατά 13% στην πρόσληψη 

ΟTΑ από τους καταναλωτές. Η αντιμετώπιση των μυκήτων του γένους Aspergillus spp. είναι 

ιδιαίτερα δύσκολη, καθώς απαιτούνται αρκετές εφαρμογές μυκητοκτόνων. Η συγκεκριμένη μελέτη 

στοχεύει στη δημιουργία ενός μοντέλου ολοκληρωμένης διαχείρισης και αντιμετώπισης της όξινης 

σήψης και της ΟΤΑ στην καλλιέργεια της αμπέλου, καθώς και στη βελτίωση της ποιότητας των 

αμπελοκομικών προϊόντων. Αρχικά, πραγματοποιήθηκε in vitro αξιολόγηση της παρεμπόδισης 

διαφόρων μυκητοκτόνων και βιολογικών σκευασμάτων σε 13 ελληνικές απομονώσεις και ένα 

στέλεχος αναφοράς (5010) του μύκητα Aspergillus carbonarius, καθώς και αξιολόγηση της μείωσης 

της όξινης σήψης και της ΟΤΑ, μετά τη χρήση διάφορων βιολογικών παραγόντων και χημικών 

σκευασμάτων, σε πειράματα αγρού. Οι δραστικές ουσίες που χρησιμοποιήθηκαν in vitro ήταν το 

azoxystrobin, το cyprodinil, το boscalid και το fludioxonil και πραγματοποιήθηκαν πειράματα 

προσδιορισμού της ευαισθησίας των απομονώσεων για κάθε δραστική ουσία. Στις δραστικές ουσίες 

fludioxonil και cyprodinil το ποσοστό παρεμπόδισης της ανάπτυξης ήταν 100% στην πλειοψηφία των 

στελεχών. Η διακύμανση της τιμής EC50 ήταν για το azoxystrobin 1,45-82,1 ppm, για το boscalid 

7,84-113,92 ppm ενώ για το fludioxonil και το cyrpodinil 0,01- 0,03 ppm και 0,02-0,15 ppm, 

αντίστοιχα. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκαν πειράματα παθογένειας σε ποικιλίες σταφυλιού στο 

εργαστήριο, όπου αξιολογήθηκε η μολυσματική και ωχρατοξικογόνος ικανότητα διαφορετικών 

στελεχών του μύκητα A. carbonarius, μετά την εφαρμογή των βιολογικών σκευασμάτων Trianum®, 

Botector® και Mycostop® και των χημικών σκευασμάτων: Switch®, Geoxe®, Cantus®, Chorus®, 

Quadris®. Τέλος, σε πειράματα αγρού χρησιμοποιήθηκαν: 1) Ζύμες από τη συλλογή του Εργ. 

Φυτοπαθολογίας του Γ.Π.Α. που έχουν απομονωθεί από καλλιέργειες αμπέλου, 2) οι βιολογικοί 

παράγοντες Botector®, Trianum®, Mycostop®, Serenade Max®, Vacciplant®, EM-Effective 

Microorganisms® και 3) τα χημικά σκευάσματα Switch®, Quadris®, Geoxe®, Chorus® και Cantus®. Με 

βάση τα αποτελέσματα, στο εργαστήριο και στον αγρό, τα σκευάσματα τα οποία μείωσαν σημαντικά 

τη σοβαρότητα της ασθένειας ήταν τα Switch®, Quadris® και Chorus®, ενώ αυξημένη μείωση της 

ΟΤΑ επέφεραν τα Switch®, Geoxe®, Mycostop® και EM®.  
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Biological and chemical control of the mycotoxigenic fungus Aspergillus carbonarius in 

vineyards  

 

Varvouni E.-F., Iliadi M., and Tsitsigiannis D. 

Agricultural University of Athens, Department of Crop Science  

Laboratory of Plant Pathology, Athens 

 

Aspergillus carbonarius is an important plant pathogen that affects the vine cultivation as it is one of 

the main causes of sour rot in grapes and is responsible for producing the mycotoxin ochratoxin A 

(OTA) affecting negatively the organoleptic characteristics of grapes and wine and the consumer 

safety. OTA has nephrotoxic, hepatotoxic and carcinogenic properties affecting both humans and 

animals. According to European Union wine consumption contributes to 13% of OTA intake in 

humans. The control of Aspergillus spp. is quite difficult as the application of many fungicides is 

required in vineyards. The objective of this study was to create an integrated management model to 

control sour rot and OTA contamination in vine cultivation with the goal to improve the quality of the 

grape and wine. In vitro experiments were carried out with the addition of proper concentrations of the 

active ingredients, in order to evaluate the sensitivity of 13 Greek isolates and one reference strain 

(5010) of A. carbonarius in various fungicides and biopesticides. The active ingredients of the 

fungicides that were used were azoxystrobin, cyprodinil, boscalid and fludioxonil. Fludioxonil and 

cyprodinil showed that the percentage of growth inhibition was 100% in the majority of the isolates. 

The range of EC50 for azoxystrobin was 1,45-82,1 ppm, for boscalid 7,84-113,92 ppm and for 

fludioxonil and cyprodinil 0,01-0,03 ppm and 0,02-0,15 ppm, respectively. Experimental data of 

virulence and OTA production of different strains of A. carbonarius in different grape varieties in 

laboratory studies will be also presented after the application of the biological pesticides Trianum®, 

Botector® and Mycostop® and the commercial formulations of azoxystrobin, cyprodinil, boscalid and 

fludioxonil: Switch®, Geoxe®, Cantus®, Chorus®, Quadris®. Finally, the biological agents and 

chemical pesticides that were used in field trials in order to reduce sour rot and OTA contamination 

were: 1) Yeasts from the collection of Laboratory of Plant Pathology of AUA isolated from vineyards, 

2) the biological agents Botector®, Trianum®, Mycostop®, Serenade Max®, Vacciplant®, EM and 3) 

the chemical pesticides: Switch®, Quadris®, Geoxe®, Chorus® and Cantus®. Based on the lab and field 

studies the most effective biological agents and chemical pesticides that reduced grape sour rot were 

Switch®, Quadris® and Chorus®, while Switch®, Geoxe®, Mycostop® and EM® reduced significantly 

the OTA contamination. 
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Αξιολόγηση επιφανειοδραστικών ενώσεων του βρωμιούχου αμμωνίου στην αντιμετώπιση 

φυτοπαθογόνων μυκήτων και βακτηρίων  

 

Βαρυμπόπη Α.1, Κίσσα Ε.1, Αγγελοπούλου Φ.1, Μοσχογιάννη Μ.1, Μωραΐτης Η.1, Kuc J.2, 

Τζάμος Ε. Κ.1, Τσιτσιγιάννης Δ. Ι.1, Αντωνίου Π Π.1 
1Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Σχολή Αγροτικής Παραγωγής, Παραγωγής, Υποδομών και 

Περιβάλλοντος, Τμήμα Επιστήμης Φυτικής Παραγωγής, Εργαστήριο Φυτοπαθολογίας, Ιερά Οδός 75, 

11855 Αθήνα 
2ex. Emeritus Professor, 5502 Lorna Street, Torrance, CA 90503, USA  

 

Το βακτηριακό έλκος της τομάτας που προκαλείται από το βακτήριο Clavibacter michiganensis 

subsp. michiganensis, η βακτηριακή στιγμάτωση που προκαλείται από το Pseudomonas syringae pv. 

tomato καθώς και οι αδρομυκώσεις που προκαλούνται από τους φυτοπαθογόνους μύκητες 

Verticillium dahliae και Fusarium oxysporum f. sp. radicis- lycopersici, θεωρούνται πολύ σοβαρές 

ασθένειες, με μεγάλες και πολλές φορές ολοκληρωτικές καταστροφές σε υπαίθριες και θερμοκηπιακές 

καλλιέργειες. Εξαιτίας της περιορισμένης αποτελεσματικότητας των σημερινών μεθόδων 

καταπολέμησης των ασθενειών αυτών, είναι αναγκαία η ανάπτυξη εναλλακτικών μεθόδων. Η 

επίκτητη διασυστηματική αντοχή ή ανοσοποίηση (Systemic Acquired Resistance, SAR) θα μπορούσε 

να αποτελέσει έναν τρόπο αντιμετώπισης των ασθενειών αυτών, δεδομένου ότι υπάρχουν ερευνητικά 

δεδομένα επιτυχούς αντιμετώπισης ασθενειών των φυτών. Η  παρούσα έρευνα είχε σκοπό την 

αξιολόγηση  πέντε  κατιονικών επιφανειοδραστικών παραγόντων του βρωμιούχου αμμωνίου 

[Dodecyl-trimethyl ammonium bromide (παράγοντας A), benzyl-dimethyl-tetradecyl ammonium 

chloride (παράγοντας B), benzyl-dimethyl-dodecyl ammonium bromide (παράγοντας C), dodecyl-

ethyl-dimethyl ammonium bromide (παράγοντας D), sodium dodecyl sulphate (παράγοντας E)] ως 

προς την ικανότητα τους να επάγουν μηχανισμούς άμυνας στα φυτά. Πειράματα παθογένειας 

πραγματοποιήθηκαν σε φυτά τομάτας (Solanum lycopersicum)  ποικιλίας Ailsa Greg, στα οποία έγινε 

μόλυνση με το βακτήριο Pseudomonas syringae pv. tomato DC 3000. Η εφαρμογή των 

επιφανειοδραστικών ουσιών έγινε με τη μορφή σταγόνων στα κατώτερα φύλλα σε συγκέντρωση 10 

mM. Βάσει των αποτελεσμάτων, ο παράγοντας D εμφάνισε την μεγαλύτερη μείωση των 

συμπτωμάτων σε σχέση με τον μάρτυρα. Επιπλέον, διερευνήθηκε η παρεμποδιστική (αντιμικροβιακή) 

δράση τους in vitro, ενάντια στα φυτοπαθογόνα βακτήρια Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis  και Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 καθώς και στους φυτοπαθογόνους 

μύκητες Verticillium dahliae και Fusarium oxysporum f. sp. radicis- lycopersici στις συγκεντρώσεις 1 

mM , 0,50 mM, 0,30 mM και 0,25 mM  με ενσωμάτωση σε θρεπτικό υπόστρωμα NA και PDA 

αντίστοιχα. Επίσης, υπολογίστηκε η ικανή συγκέντρωση που μειώνει κατά 50% την αύξηση του κάθε 

μικροοργανισμού (EC50) κάθε παράγοντα. Από τα δεδομένα του πειραματισμού κατέστη σαφές, ότι 

οι παράγοντες A  και C παρεμποδίζουν σε μεγαλύτερο βαθμό την ανάπτυξη των ανωτέρω 

φυτοπαθογόνων μικροοργανισμών ακόμα και στη συγκέντρωση 0,25mM.  
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Evaluation of cationic surfactants of ammonium bromide against plant pathogenic fungi and 

bacteria 

 

Varympopi A.1, Antoniou P. P.1, Kissa E.1, Agelopoulou F.1, Moschogianni M.1, Moraitis E.1, 

Kuc J.2, Tjamos E. K.1, Tsitsigiannis D. J.1 

1 Agricultural University of Athens, School of Agricultural Production, Infrastructure and 

Environment, Department of Crop Science, Laboratory of Phytopathology, Iera Odos 75, 11855 

Athens, Greece 
2ex. Emeritus Professor, 5502 Lorna Street, Torrance, CA 90503, USA  

 

The plant pathogenic bacteria Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis, Pseudomonas 

syringae pv. tomato and the fungi Verticillium dahlia, Fusarium oxysporum radicis- lycopersici cause 

severe losses in crop production all around the world. Due to limited efficacy of current disease 

management, it is an essential need to develop an alternative disease management. The Systemic 

Acquired Resistance (SAR), could be another way to deal with pathogenic bacteria and fungi, since 

there are research data of successful treatment against other diseases. Based on these data, was 

attempted the evaluation of five cationic surfactants of ammonium bromide [Dodecyl-trimethyl 

ammonium bromide (factor A), benzyl-dimethyl-tetradecyl ammonium chloride (factor B), benzyl-

dimethyl-dodecyl ammonium bromide (factor C), dodecyl-ethyl-dimethyl ammonium bromide (factor 

D), sodium dodecyl sulphate (factor E)], for their ability to induce the defense mechanisms of tomato 

plants. The cationic surfactants were evaluated through pathogenicity experiments in the system host -

pathogen interaction tomato (Solanum lycopersicum var. Ailsa Graig) - P. syringae pv tomato 

DC3000. The application of five surfactant substances took place on the lower leaves of the plants, at 

10 mM concentration. Moreover, the results were shown that factor D was more efficient in the 

reduction of the symptoms than the other factors. In addition, the five surfactants were evaluated for 

their antimicrobial activity against the bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis and 

Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 and against the fungi Verticillium dahliae and Fusarium 

oxysporum redicis lycopersici in four concentrations: 0,25mM, 0,3 mM, 0,5 m 0,5 mM, 1mM. This 

experiment took place in vitro by using NA medium growth for bacteria and PDA for fungi. 

Furthermore, EC50 was estimated for each factor. From the experimental data, it become clear that the 

factors A and C were very effective against the growth of the pathogens, even in the smallest 

concertation (0,25 mM).  
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Χαρακτηρισμός αναπαραγωγικών συμβιωτικών βακτηρίων σε εργαστηριακό και φυσικό 

πληθυσμό της μύγας του σιταριού 

 

Belmokhtar N.1,2, Maurady A.3, Sedqui A.2, Britel M.R.2, El Bouhssini M.4, Ασημάκης Η.1 και 

Τσιάμης Γ.1. 
1Τμήμα Διαχείρισης Περιβάλλοντος και Φυσικών Πόρων, Πανεπιστήμιο Πατρών, Σεφέρη 2, 30100, 

Αγρίνιο, Ελλάδα. 
2Laboratory of Innovative Technologies, National School of Applied Sciences of Tangier, Abdelmalek 

Essaâdi University, BP 1818, Tangier, Morocco. 
3Biotechnology and Biomolecular Engineering Team (ERBGB), Faculty of Science and Technics of 

Tangier, Abdelmalek Essaâdi University, BP 416, Tangier, Morocco. 
4International Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA), P.O. Box 6299, Rabat, 

Morocco. 

 

Η κηκιδόμυγα του σιταριού, Mayetiola destructor (Δίπτερα: Cecidomyiidae), αποτελεί ένα από τα πιο 

σημαντικά παράσιτα του σιταριού και αρκετών ειδών βρώμης. Εμφανίζει ευρεία κατανομή η οποία 

καλύπτει τη Βόρεια Αφρική, τη Βόρεια Αμερική, την Ευρώπη και τη Δυτική Ασία. Τα ενήλικα άτομα 

μοιάζουν με κουνούπια, είναι εύθραυστα και λεπτά, ειδικά τα αρσενικά, δεν τρέφονται καθόλου και 

έχουν περιορισμένες ικανότητες πτήσης. Είναι γνωστό ότι μια μεγάλη ποικιλία βακτηριακών ειδών η 

οποία είναι ιδιαίτερα διαδεδομένη στα έντομα εμφανίζει μια τεράστια ποικιλία επιδράσεων και 

εμπλέκεται σε υποχρεωτικές ή προαιρετικές συμβιωτικές σχέσεις που κυμαίνονται από τον 

παρασιτισμό έως την αμοιβαιότητα. Για να προωθήσουν την ίδια τους την παραμονή στον ξενιστή, 

έχει αναφερθεί ότι οι βακτηριακοί συμβιώτες επιδρούν στη βιολογία του σε θέματα επιβίωσης και 

γονιμότητας, χρήσης του φυτού-ξενιστή, αναπαραγωγής, ανθεκτικότητας στα εντομοκτόνα και στην 

ικανότητα να αντιμετωπίζει περιβαλλοντικούς παράγοντες. Για τον χαρακτηρισμό των 

αναπαραγωγικών συμβιωτικών βακτηρίων της μύγας του σιταριού πραγματοποιήθηκε ένας εκτενής 

έλεγχος με PCR για τον εντοπισμό των βακτηριακών γενών Wolbachia, Spiroplasma, Arsenophonus 

και Cardinium σε εργαστηριακό και φυσικό πληθυσμό της μύγας του σιταριού. Τα προκαταρκτικά 

αποτελέσματα έδειξαν ότι ο εργαστηριακός πληθυσμός της μύγας του σιταριού εμφανίζει μόλυνση σε 

Wolbachia. Το στέλεχος Wolbachia θα χαρακτηριστεί περαιτέρω χρησιμοποιώντας μια προσέγγιση 

αλληλούχισης πολλαπλών γενετικών τόπων (MLST). Τέλος, θα παρουσιαστούν οι φυλογενετικές 

σχέσεις με γνωστά στελέχη Wolbachia. 

 

Λέξεις-κλειδιά: Αναπαραγωγικά ενδοσυμβιωτικά βακτήρια, Wolbachia, Spiroplasma 
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Characterization of reproductive symbionts in laboratory and natural populations of the 

Hessian fly 

 

Belmokhtar N.1,2, Maurady A.3, Sedqui A.2, Britel M.R.2, El Bouhssini M.4 Asimakis E.1 and 

Tsiamis G.1. 
1Department of Environmental and Natural Resources Management, University of Patras, 2 Seferi St, 

30100, Agrinio, Greece. 
2Laboratory of Innovative Technologies, National School of Applied Sciences of Tangier, Abdelmalek 

Essaâdi University, BP 1818, Tangier, Morocco. 
3Biotechnology and Biomolecular Engineering Team (ERBGB), Faculty of Science and Technics of 

Tangier, Abdelmalek Essaâdi University, BP 416, Tangier, Morocco. 
4International Centre for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA), P.O. Box 6299, Rabat, 

Morocco. 

 

Mayetiola destructor (Diptera: Cecidomyiidae), commonly called as Hessian fly, is one of the most 

serious pests of wheat and different species of barley. It has a wide distribution, covering: North 

Africa, North America, Europe, and Western Asia. The Hessian fly adults look like mosquitoes, they 

are fragile and slender especially the males, they do not feed and have also a reduced flying capability. 

The life span of adults is 2 days for males and from 2 to 5 days for females. It is known that a diverse 

array of bacterial species which is widespread in insects and has a tremendous variety of impacts, 

engages in obligatory or facultative symbioses, ranging from parasitism to mutualism. In order to 

promote their own persistence, bacterial symbionts have been reported to effect host biology on 

aspects of survival or 

fecundity, host plant utilization, reproduction, insecticide resistance, and the ability to cope with 

environmental factors. In order to characterize the profile of the reproductive symbionts in the Hessian 

fly we performed an extensive PCR screen for the presence of Wolbachia, Spiroplasma, 

Arsenophonus, and Cardinium in laboratory and natural populations of the Hessian fly. Preliminary 

results indicate that the lab population of the Hessian fly is infected with Wolbachia. The Wolbachia 

strain is further characterized using a Multi Locus Sequencing Type (MLST) approach. Phylogenetic 

links with known Wolbachia strains will be presented. 

 

Keywords: Hessian fly, Reproductive endosymbiont, Wolbachia, Spiroplasma 
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Μελέτη της λειτουργικής διαφοροποίησης των ενζύμων ΝΑΤ σε βακτήρια του περιβάλλοντος 

 

Γαρεφαλάκη Β.1, Ολμπάσαλης Ι.1, Ζουρλαντώνη Κ.1, Σαββίδου Ο.1, Πατριαρχέας Δ.1, Felföldi 

Τ.2, Márialigeti K.2, Φακής Γ.1, Μπουκουβάλα Σ.1 
1Τμήμα Μοριακής Βιολογίας και Γενετικής, Δημοκρίτειο Πανεπιστήμιο Θράκης, Αλεξανδρούπολη, 

Ελλάδα. 
2Department of Microbiology, Eötvos Loránd University of Budapest, Budapest, Hungary.  

 

Οι μικροοργανισμοί εκτίθενται διαρκώς σε εξωγενείς επιβλαβείς χημικές επιδράσεις του 

περιβάλλοντος, τις οποίες καλούνται να αντιμετωπίσουν. Αυτές περιλαμβάνουν οργανικές ενώσεις 

φυσικής προέλευσης, προερχόμενες από άλλους μικροοργανισμούς ή φυτά, αλλά και χημικά 

παράγωγα ανθρώπινων διεργασιών. Όλες οι εξωγενείς οργανικές ουσίες που επιδρούν σε έναν 

οργανισμό ονομάζονται ξενοβιοτικές και οι μικροοργανισμοί έχουν προσαρμοστεί εξελικτικά ώστε να 

αντεπεξέρχονται παρουσία αυτών. Οι Ν-ακετυλοτρανσφεράσες των αρυλαμινών (ΝΑΤ) είναι ένζυμα 

που προστατεύουν τους μικροοργανισμούς ενάντια σε ξενοβιοτικές ουσίες, καταλύοντας τη 

βιομετατροπή αρωματικών αμινών και υδραζινών. Η ύπαρξη ομόλογων γονιδίων ΝΑΤ είναι γνωστή 

τόσο σε προκαρυωτικούς όσο και σε ευκαρυωτικούς μικροοργανισμούς, καθώς και σε ζώα. Η έρευνά 

μας επικεντρώνεται στη μελέτη των ενζύμων ΝΑΤ σε δύο ομάδες μικροοργανισμών: Σε βακτήρια 

προερχόμενα από φυσικά ή βιομηχανικώς επιβαρυμένα περιβάλλοντα και σε φυτοπαθογόνους 

μύκητες. Πραγματοποιούμε εκτεταμένη αναζήτηση σε γονιδιωματικές βάσεις δεδομένων, 

προκειμένου να χαρακτηρίσουμε ομόλογα γονίδια ΝΑΤ στους μικροοργανισμούς και να προβλέψουμε 

τον πιθανό εντοπισμό τους σε συστοιχίες γονιδίων. Από την επισκόπηση περίπου 35.000 

αλληλουχημένων μικροβιακών γονιδιωμάτων, έχουν χαρακτηριστεί περίπου 3000 γονίδια ΝΑΤ σε 

βακτήρια, 5 γονίδια ΝΑΤ σε αλόφιλα αρχαία, καθώς και εκατοντάδες νέες ομόλογες αλληλουχίες ΝΑΤ 

σε μύκητες και πρώτιστα. Περαιτέρω λειτουργικές μελέτες διεξάγονται σε μία συλλογή 86 

αντιπροσωπευτικών ειδών βακτηρίων, τα οποία έχουν ταξινομηθεί με αλληλούχηση του 16S rRNA. 

Μελέτη έκθεσης σε 3,4-διχλωροανιλίνη (0-1000 μg/ml) για ένα υποσύνολο 60 στελεχών κατέδειξε 

διαφορετικά επίπεδα ανοχής της συγκεκριμένης αρυλαμίνης, με τα α-πρωτεοβακτήρια και τα 

ακτινοβακτήρια να εμφανίζονται ως λιγότερο και περισσότερο ανεκτικά, αντίστοιχα. Για τα 

αλληλουχημένα είδη βακτηρίων, επιχειρήθηκε κλωνοποίηση των γονιδίων ΝΑΤ με επακόλουθη 

έκφραση της πρωτεΐνης για χαρακτηρισμό της ενζυμικής ενεργότητας και θερμικής σταθερότητας. 

Από τις ανασυνδυασμένες πρωτεΐνες ΝΑΤ, οι 15 έδειξαν ενεργότητα παρουσία ακέτυλο-CoA και 

προπιόνυλο-CoA, ενώ ένα ομόλογο παρείχε επιπλέον ενεργότητα χρησιμοποιώντας μαλόνυλο-CoA 

και ηλέκτρυλο-CoA. Στους φυτοπαθογόνους μύκητες έχουμε παρατηρήσει αντίστοιχη διαφοροποίηση 

στην επιλεκτικότητα των ενζύμων ΝΑΤ ως προς το δότη της ακυλομάδας.  Επιπλέον, υπολογιστική 

έρευνα σε γνωστά γονιδιώματα βακτηρίων υποδεικνύει τον εντοπισμό γονιδίων ΝΑΤ σε συστοιχίες 

γονιδίων του δευτερογενούς μεταβολισμού, ενισχύοντας τα πειραματικά δεδομένα που υποστηρίζουν 

μεγάλη λειτουργική ποικιλομορφία των ενζύμων ΝΑΤ, εμπλέκοντάς τα όχι μόνο σε 

αποτοξικοποιητικά, αλλά και σε βιοσυνθετικά μονοπάτια του μικροβιακού μεταβολισμού. 
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Study of the functional variability of NAT enzymes in free-living bacteria 

 

Garefalaki V.1, Olbasalis I.1, Zourlantoni K.1, Savvidou O.1, Patriarcheas D.1, Felföldi Τ.2, 

Márialigeti K.2, Fakis G.1, Boukouvala S.1 
1Department of Molecular Biology and Genetics, Democritus University of Thrace, Alexandroupoli, 

Greece. 
2Department of Microbiology, Eötvos Loránd University of Budapest, Budapest, Hungary. 

 

Microorganisms are constantly exposed to harmful exogenous chemical influences from their 

environment. These include organic compounds of natural origin, produced by other microorganisms 

or plants, as well as human-derived chemicals. Such exogenous compounds are called xenobiotics and 

microorganisms can survive their effects through evolutionary adaptation. 

Arylamine N-acetyltransferases (NAT) are enzymes that protect microorganisms against xenobiotics 

by catalyzing the biotransformation of aromatic amines and hydrazines. NAT homologues are known 

to be present in prokaryotic and eukaryotic microorganisms, as well as in animals. Our investigation 

focuses mainly on NAT enzymes from two microbial groups: Free-living bacteria from natural or 

polluted environments and plant-pathogenic ascomycetes. We perform extensive surveys of genomic 

databases identifying and annotating putative NAT genes in microorganisms. We additionally use 

computational tools to predict possible genomic clusters bearing NAT genes. Survey of approximately 

35.000 sequenced microbial genomes has led to the characterization of more than 3000 NAT genes in 

bacteria, 5 NAT genes in halophilic archaea and hundreds of NAT homologues in fungi and protists. 

Functional investigations are undertaken for a collection of 86 representative bacterial species that 

have been taxonomically classified by 16S rRNA sequencing. Variable tolerance was recorded for a 

subset of 60 isolates when exposed to 3,4-dichloroaniline (0-1000 μg/ml). More specifically, α-

proteobacteria were the most sensitive, while actinobacteria demonstrated the highest tolerance. 

Cloning of NAT genes was carried out for sequenced species, followed by protein expression for 

enzymatic activity studies and thermal stability assays. Fifteen recombinant NAT enzymes 

demonstrated activity using acetyl-CoA and propionyl-CoA as acyl donor substrates, while one NAT 

homologue was additionally active with malonyl-CoA and succinyl-CoA. Similar differentiation in 

acyl-CoA selectivity has also been observed for the NAT enzymes of plant-pathogenic ascomycetes. 

Moreover, computational investigation of known bacterial genomes indicates the localization of NAT 

genes within clusters of secondary metabolism. This supports involvement of NAT enzymes in 

functions other than xenobiotic detoxification, e.g. in bacterial biosynthetic pathways, as is also 

predicted for fungi. 
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Αντιβακτηριακή δράση  επικαλυμμένων νανοσωματίδιων χαλκού έναντι φυτοπαθογόνων 

βακτηρίων  

 

Γκανάτσιου Χ.1, Καραμανώλη K.2, Μενκίσογλου-Σπυρούδη O.3, Δενδρινού-Σαμαρά A.1 

1Εργαστήριο Ανόργανης Χημείας, Τμήμα Χημείας, Σχολή Θετικών Επιστημών 
2Εργαστήριο Γεωργικής Χημείας και 
3Εργαστήριο Γεωργικών Φαρμάκων, Τμήμα Γεωπονίας, Σχολή Γεωπονίας, Δασολογίας και Φυσικού 

Περιβάλλοντος, Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης, 54124 Θεσσαλονίκη. 

  

Η χρήση νανοσωματιδίων με βάση τον χαλκό ως νανο-αγροχημικά αποτελεί μια σημαντική 

πρόκληση. Αποτελεί ένα πρόσφατο αντικείμενο έρευνας και με βάση τα μέχρι στιγμής δεδομένα 

φαίνεται ότι τα νανομετρικής διάστασης υλικά μπορούν να επιτύχουν μεγαλύτερη 

αποτελεσματικότητα σε μικρότερη δόση εφαρμογής. Ωστόσο αποτελεί ανοικτό θέμα ποια χημική 

σύσταση του χαλκού είναι η πιο κατάλληλη για τις αγχροχημικές εφαρμογές, δεδομένου ότι in vitro 

αντιμικροβιακές μελέτες μεταλλικού χαλκού (Cu), οξειδίου του μονοσθενούς χαλκού (Cu2O) και 

οξειδίου του δισθενούς χαλκού (CuO) δείχνουν διαφορετική αλλά και εκλεκτική δραστικότητα σε 

φυτοπαθογόνους μικροοργανισμούς. Η παρούσα εργασία αφορά την σύνθεση, τον χαρακτηρισμό και 

την αντιβακτηριακή δράση επικαλυμμένων νανοσωματιδίων με βάση τον χαλκό σε σύγκριση με το 

πιστοποιημένο ευρείας χρήσης χαλκούχο γεωργικό εμπορικό σκεύασμα Kocide 2000 35 WG. Ως 

επιφανειοδραστικές ουσίες επιλέχτηκαν οι βιοσυμβατές πολυόλες, τετρααιθυλενογλυκόλη (TEG),  

πολυσορβικό 20 (TWEEN 20)  και πολυαιθυλενογλυκόλη 8000(PEG8000), ώστε να προστατευτούν 

τα φυτικά κύτταρα από την πιθανή τοξικότητα των νανοσωματιδίων. Μέσω υδροθερμικής σύνθεσης 

απομονώθηκαν τα επικαλυμμένα νανοσωματιδία Cu@TEG, Cu@TWEEN20, CuO@PEG8000 και 

Cu2O@TWEEN20 μεγέθους 50, 60, 20 και 12 nm αντίστοιχα με σκοπό να ελεγχθεί η αντιβακτηριακή 

τους δράση σε βιοδοκιμές έναντι των  φυτοπαθογόνων gram- βακτηρίων Erwinia amylovora, 

Xanthomonas campestris καθώς και Pseudomonas syringae. Οι βιοδοκιμές εργαστηρίου 

περιελάμβαναν τις τενικές διάχυσης σε στερεό και  αραίωσης σε υγρό υπόστρωμα. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν  τις χαμηλότερες τιμές MIC και MBC για τα Cu@TEG και Cu@TWEEN20,  <3μg/ml και 

12μg/ml αντίστοιχα, έναντι του στελέχους Erwinia amylovora. Στην περίπτωση των στελεχών X. 

campestris και P. syringae οι τιμές MIC για τα Cu@TEG και τα Cu@TWEEN20 βρέθηκαν 75 και 

100 μg/ml αντίστοιχα ενώ βρέθηκαν οι τιμές MBC 100μg/ml και στα δύο δείγματα και για τα δύο 

βακτήρια. Πραγματοποιήθηκε περαιτέρω διερεύνηση της δραστικότητας των επικαλυμμένων 

χαλκούχων νανοσωματιδίων Cu@TWEEN20 και Cu2O@TWEEN20 καθώς και της διασυστηματικής 

τους δράσης αλλά και της πιθανής πρόκλησης φυτοτοξικότητας τους σε φυτικούς ιστούς σε 

πειράματα γλάστρας. Συγκεκριμένα ελέγχθηκε η αποτελεσματικότητα διαφορετικών συγκεντρώσεων 

150, 100, 50 ppm σε φυτά φασολιάς ηλικίας 4 εβδομάδων που αναπτύχθηκαν κάτω από ελεγχόμενες 

συνθήκες. Τέλος μελετήθηκε με μικροσκόπιο φθορισμού η διείσδυση των σημασμένων με Alizarin 

Red S νανοσωματιδίων χαλκού στους φυτικούς ιστούς. 
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Antibacterial activity of coated copper based nanoparticles against plant pathogenic bacteria 

 

Gkanatsiou C1, Karamanoli K.2, U. Menkissoglu-Spiroudi U.3, Dendrinou-Samara C.1 
1 Inorganic Chemistry Lab, Chemistry Department, Aristotle University of Thessaloniki, Greece, 

54124 Thessaloniki, Greece 
2Agricultural Chemistry Laboratory, Faculty of Agriculture, and 
3Pesticide Science Laboratory, Faculty of Agriculture, School of Agriculture, Forestry and 

Environment, Aristotle University Of Thessaloniki, 54124, Thessaloniki 

 

The use of Cu-based NPs as nano-agrochemicals is challenging not only as a new research subject but 

also as it is believed that the applying dose of the formulated product can be reduced. It is a matter of 

concern which form of copper is more suitable for agricultural applications, since in vitro 

antimicrobial studies of metallic copper (Cu), cuprous oxide (Cu2O) and cupric oxide (CuO) NPs 

reveal their effectiveness and specificity against pathogens. On that basis, the present study was 

designed to synthesize, characterize and evaluate the antibacterial activity of Cu-based NPs as 

agrochemical in comparison with the registered and widely used conventional copper based 

agrochemical Kocide 2000 35 WG. In order to protect plant cells from increased NPs toxicity, the 

biocompatible surfactants polyethylene glycol 8000 (PEG 8000), tetraethylene glycol (TEG) and 

polysorbate 20 (Tween 20) have been selected, while by monitoring the hydrothermal synthetic 

parameters Cu, Cu2O and CuO NPs of different sizes have been isolated. Specifically, Cu@TEG, 

Cu@TWEEN20, CuO@PEG8000 and Cu2O@TWEEN20 with sizes of 50, 60, 20 and 12 nm 

respectively were tested against gram- phytopathogenic bacteria Erwinia amylovora, Xanthomonas 

campestris and Pseudomonas syringae. The laboratory bioassays that have been conducted include the 

disk diffusion and the broth dilution techniques. Our findings reveal that Cu@TEG and 

Cu@TWEEN20 NPs present the lowest MIC values  at <3μg/ml and MBC=12mg/ml against Erwinia 

amylovora. In case of X. campestris and P. syringae strains, MIC values at 75 and 100 μg/ml were 

determined for Cu@TEG and Cu@TWEEN20  respectively while MBC values found at 100μg/ml for 

both samples on both bacteria. Further investigation was performed on testing the activity of 

Cu@TWEEN20, Cu2O@TWEEN20 and their possible occurrence of phytotoxicity in plant tissues in 

pot experiments. The antibacterial activity of nanoparticles was tested in different concentrations of 

150, 100, 50 ppm in four weeks old bean plants grown under controlled greenhouse conditions. Finally 

the penetration of coated copper based nanoparticles, labeled with Alizarin Red S, was investigated in 

plant tissues under a fluorescence microscope. 
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Ο ρόλος της επιγενετικής κληρονομικότητας στην αειφόρο γεωργία 

 

Γκίζη Δ.1, González Gil Α.2, Ντουκάκης Β.2, Τζάμος Σ.Ε.1 

1Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Τμήμα Επιστήμης Φυτικής Παραγωγής, Εργαστήριο 

Φυτοπαθολογίας, Ιερά Οδός 75, 11855 Αθήνα 
2School of Life Sciences, University of Warwick, Coventry CV4 7AL, United Kingdom 

 

Βιοτικοί και αβιοτικοί παράγοντες στους οποίους εκτίθενται τα φυτά δύνανται να προκαλέσουν 

επιγενετικές τροποποιήσεις οι οποίες επηρεάζουν σημαντικά την έκφραση γονιδίων που σχετίζονται 

με την άμυνα των φυτών εναντίον παθογόνων μικροοργανισμών. Εφόσον οι τροποποιήσεις αυτές 

κληροδοτούνται στην επόμενη γενεά τότε πρόκειται για επιγενετική κληρονομικότητα. Στη παρούσα 

εργασία, μελετήθηκε η ανθεκτικότητα που προσδίδει σε απογόνους φυτών Arabidopsis thaliana το 

βακτήριο Paenibacillus alvei Κ165 εναντίον του φυτοπαθογόνου μύκητα Verticillium dahliae, μέσω 

της εφαρμογής του στα μητρικά φυτά. Γεγονός που επιβεβαιώθηκε με ποσοτικοποίηση της 

ενδοφυτικής παρουσίας του μύκητα. Μεταγραφομικές αναλύσεις στις ρίζες φυτών προσβεβλημένων 

με τον μύκητα παρουσία και μη του στελέχους Κ165, έδειξαν ότι η παρουσία του βακτηρίου 

επηρεάζει την έκφραση σημαντικού αριθμού γονιδίων σχετιζόμενων με την πρόκληση επιγενετικών 

τροποποιήσεων σε ιστόνες και DNA. Μεταγραφομικές αναλύσεις στο υπέργειο μέρος των φυτών, 

έδειξαν ενεργοποίηση του μονοπατιού βιοσύνθεσης φαινυλπροπανοειδών σε φυτά στα οποία είχε 

πραγματοποιηθεί εφαρμογή του βακτηρίου καθώς και στους απογόνους των φυτών αυτών. Επιπλέον 

πειράματα ανοσοκατακρήμνισης χρωματίνης έδειξαν αυξημένα επίπεδα ακετιλίωσης στο σύνολο του 

γονιδιώματος των απογόνων των φυτών στα οποία είχε εφαρμοστεί το στέλεχος Κ165 καθώς και 

αυξημένη παρουσία ακετυλιώσεων στον υποεκκινητή του γονιδίου PDF1.2. η υπερέκφραση του 

οποίου σχετίζεται με την ενεργοποίηση του μονοπατιού του ιασμονικού/αιθυλενίου στα φυτά. Η 

αυξημένη έκφραση του γονιδίου στα ανθεκτικά φυτά μετά από μόλυνση με τον μύκητα φαίνεται να 

συσχετίζεται με τα αυξημένα επίπεδα ακετυλίωσης στον υποεκκινητή του PDF1.2. H χρήση 

ωφέλιμων μικροοργανισμών για την επαγωγή επιγενετικής κληρονομικότητας σε φυτά με σκοπό την 

παραγωγή απογόνων ανθεκτικότερων σε παθογόνους μικροοργανισμούς θα μπορούσε στο μέλλον να 

αποτελέσει μια φιλικότερη προς το περιβάλλον προσέγγιση αντιμετώπισης των ασθενειών των φυτών.  

 

Λέξεις κλειδιά: Βιολογική αντιμετώπιση, Επιγενετική, Verticillium dahliae, Paenibacillus alvei  
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The role of epigenetic inheritance in sustainable agriculture 
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2School of Life Sciences, University of Warwick, Coventry CV4 7AL, United Kingdom 

 

Biotic and abiotic stresses are capable of inducing epigenetic modifications on plants that affect the 

expression of genes related to plant immune responses; with some of these modifications to be 

inherited to the next generation. In the present work, Arabidopsis thaliana plants were inoculated with 

the bacterial strain Paenibacillus alvei K165 and their offspring were found to be partially resistant 

against Verticillium dahliae. The use of Real-time PCR analysis revealed lower relative levels of V. 

dahliae DNA in the progeny of the K165 treated plants compared to controls. Transcriptomic analysis 

performed in the roots of K165 and V. dahliae treated plants, showed that the expression of a 

significant number of genes related to epigenetic modifications in histones and DNA was affected by 

the presence of K165. In addition, transcriptomic analysis on the leaves of K165 treated plants and 

their offspring revealed the induction of the phenylpropanoid biosynthesis pathway. Chromatin 

Immunoprecipitation (ChIP) experiments showed increased acetylation levels in the genome of the 

offspring compared to mocks. In addition, it was found that the promoter of PDF1.2, marker gene of 

the jasmonate/ethylene dependent defense, harbored increased levels acetylation in contrast to PR1, 

marker gene of the salicylic acid dependent defense. Therefore, it is suggested the importance of the 

jasmonate/ethylene dependent defenses in the K165 mediated resistance. Therefore, the use of 

biological control agents to induce epigenetically inherited resistance in plants could be a new 

dynamic disease management strategy for a sustainable agriculture with low environmental inputs. 

 

Key-words: Biological control, epigenetics, Verticillium dahliae, Paenibacillus alvei  
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Επίδραση Μακροχρόνιας Λίπανσης με Υγρή Κόπρο Βοοειδών σε Ορισμένες Μικροβιολογικές 

Ιδιότητες ενός Ασβεστούχου Εδάφους 

 

Ζιώγας Μ.1 , Ντυνέζ Α. Υψηλάντης Ι.1 , Ματσή Θ.1, Λιθουργίδης Α.Σ.1 
1Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο, Τμήμα Γεωπονίας, Θεσσαλονίκη, Ελλάδα 

 

H υγρή κόπρος βοοειδών χρησιμοποιείται ως λίπασμα και εδαφοβελτιωτικό υλικό και επιδρά στην 

μικροβιακή κοινότητα του εδάφους. Σκοπός της εργασίας ήταν να μελετηθεί η επίδραση της 

μακροχρόνιας λίπανσης με υγρή κόπρο βοοειδών στην ποσότητα, την δραστηριότητα και την 

ποικιλομορφία της κοινότητας των δενδροειδών μυκορριζικών μυκήτων (ΔΜΜ) ενός ασβεστούχου 

εδάφους, σε σύγκριση με δύο τρόπους εφαρμογής ισοδύναμης ανόργανης Ν-ούχου λίπανσης. 

Το φθινόπωρο του 2014 συλλέχθηκαν επιφανειακά (0-20cm) σύνθετα δείγματα εδάφους 

ριζόσφαιρας καλαμποκιού από συνολικά 24 τεμάχια ενός πειραματικού αγρού στο Αγρόκτημα του 

A.Π.Θ., το οποίο είχε χρησιμοποιηθεί σε δεκαεξαετές πείραμα λίπανσης. Οι μεταχειρίσεις, οι οποίες 

εφαρμοζόταν στα ίδια πειραματικά τεμάχια κάθε χρόνο, εκτός από τη χρονιά της δειγματοληψίας ήταν 

οι εξής: i) ενσωμάτωση στο έδαφος υγρής κόπρου βοοειδών, σε ποσότητες ισοδύναμες με την 

συνιστάμενη για την κάθε καλλιέργεια ανόργανη Ν-P λίπανση, πριν την σπορά, ii) εφάπαξ εφαρμογή 

της συνιστάμενης για την κάθε καλλιέργεια ανόργανης Ν-P λίπανσης, πριν την σπορά iii) όπως η ii, 

αλλά με εφαρμογή της Ν-ούχου λίπανσης σε 2 δόσεις και iv) χωρίς λίπανση (μάρτυρας). Μετρήθηκαν 

οι χημικές ιδιότητες του εδάφους, το Ν της μικροβιακής βιομάζας, η εύκολα εκχυλιζόμενη εδαφική 

πρωτεΐνη σχετιζόμενη με τη γλομαλίνη (ΕΕ-ΕΠΣΓ), η δραστηριότητα της αλκαλικής φωσφατάσης, η 

κατανομή του μεγέθους των συσσωματωμάτων και η σταθερότητά τους στη διαβροχή, ο αριθμός 

σπορίων ΔΜΜ και μορφοτύπων τους στο έδαφος και ο μυκορριζικός αποικισμός των ριζών. 

Η δεκαεξαετής εφαρμογή υγρής κόπρου βοοειδών δεν διαφοροποίησε την συγκέντρωση του 

Ν της μικροβιακής βιομάζας, της αλκαλικής φωσφατάσης και της ΕΕ-ΕΠΣΓ του εδάφους, την 

σταθερότητα στην διαβροχή των συσσωματωμάτων, την κατανομή μεγέθους των συσσωματωμάτων, 

τον συνολικό αριθμό των σπορίων και τον αποικισμό των ριζών των φυτών του καλαμποκιού με 

μυκορριζικούς μύκητες. Παρόλα αυτά υπήρχαν αυξητικές τάσεις με την εφαρμογή της κόπρου ή της 

ανόργανης λίπανσης, ιδιαίτερα στην αλκαλική φωσφατάση. 

Ένα χρόνο μετά την παύση εφαρμογής οργανικής ή ανόργανης λίπανσης οι όποιες διαφορές 

πιθανόν υπήρχαν εξαλείφτηκαν, πιθανότατα εξ αιτίας του είδους της κόπρου (υγρή – όχι στερεή), της 

σύστασής της (κυρίως της χαμηλής περιεκτικότητάς της σε οργανική ουσία), των σχετικά μικρών 

ποσοτήτων εφαρμογής της σε σχέση με αυτές που αναφέρονται στη βιβλιογραφία και των εδαφικών 

συνθηκών του αγρού (υψηλές τιμές pH, ύπαρξη ανθρακικού ασβεστίου). Ειδικά η έλλειψη συσχέτισης 

μεταξύ ΕΕ-ΕΠΣΓ με τη σταθερότητα των συσσωματωμάτων αποδίδεται στο ότι σε ασβεστούχα 

εδάφη ο κύριος παράγοντας συσσωμάτωσης δεν είναι η περιεκτικότητα σε ΕΕ-ΕΠΣΓ. 
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Effect of Long Term Fertilization with Liquid Cattle Manure on Some Microbial Characteristics 

of a Calcareous Soil 
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Liquid cattle manure is used as fertilizer and soil amendment and affects the soil microbial 

community. The objective of this study was to investigate the effect of long term fertilization with 

liquid cattle manure on the activity and diversity of the arbuscular mycorrhizal fungal (AMF) 

community of a calcareous soil compared with single or split inorganic N fertilizer application. 

Composite surface corn rhizosphere soil samples (0-20cm) were collected from plots of a long 

term experimental field of the university farm of AUTH, during the autumn of 2014. The field had 

received treatments for sixteen years in two previous fertilization experiments, except for the last year 

before the sampling. The treatments were: i) soil incorporation of liquid cattle manure before sowing 

at a rate equivalent to the recommended N-P inorganic fertilization for the crops, ii) application of the 

recommended inorganic N-P fertilization, before sowing, iii) identical to ii, but with split N 

application and iv) no fertilization (control). The soil samples were analyzed for certain chemical 

properties, microbial biomass N, easily-extractable glomalin-related soil protein (EE-GRSP), alkaline 

phosphatase, aggregate size distribution and stability, number and morphotypes of AMF spores and 

percentage of AMF root colonization.  

The results showed that after sixteen years of liquid cattle manure or inorganic fertilizers 

addition to soil, the concentration of the microbial biomass N, alkaline phosphatase and EE-GRSP did 

not change. Furthermore water stable aggregates, soil aggregate distribution, spore quantity and 

morphotypes of arbuscular mycorrhizal fungi and AMF root length colonization did not change as 

well. However trends of increase in the parameters measured were observed for manure or fertilizer 

application, particularly for the alkaline phosphatase. 

One season after the cessation of organic or inorganic fertilization any differences that could 

existed disappeared, with the type of manure (liquid not solid), its composition (low organic matter 

content), the low application rates relatively to those usually reported in the literature, and the soil 

characteristics (high pH, calcareous soil) being the most likely contributing factors. The observed lack 

of correlation between EE-GRSP in particular indicates that in calcareous soils, the main factor 

influencing soil aggregation doesn’t seem to be the EE-GRSP content. 
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Εφαρμογή γεωργικών αποβλήτων σε ένα αλκαλικό έδαφος και η επίδρασή τους στην εκπομπή 

αέριων που προκαλούν το φαινόμενο του θερμοκηπίου 

 

Ιωαννίδης Μ.Ι. 1, Αναστόπουλος Ι. 1, Νεοκλέους Δ. 2, ΝτάλιαςΠ.2, Ομήρου Μ. 1 
1 Ινστιτούτο Γεωργικών Ερευνών, Τμήμα Αγροβιοτεχνολογίας, Λευκωσία, Κύπρος 

2 Ινστιτούτο Γεωργικών Ερευνών, Τμήμα Φυσικών Πόρων και Περιβάλλοντος, Λευκωσία, Κύπρος 

 

Στην παρούσα εργασία εξετάστηκε η επίδραση γεωργικών αποβλήτων (φλούδες πορτοκαλιού, 

μπανάνας και μανταρινιού) στην βιολογία και την έκλυση Ν2Ο σε ένα αλκαλικό έδαφος. Αυτά τα 

απόβλητα της γεωργικής βιομηχανίας και μεταποίησης απορρίπτονται στο περιβάλλον και κυρίως στο 

έδαφος. Ταυτόχρονα μπορεί να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή κομπόστ ενώ αποτελούν τη βάση 

για την  παρασκευή βιοροφητών με απώτερο σκοπό τη απορρύπανση αποβλήτων. Έπειτα από την 

ανασκόπηση της βιβλιογραφίας, για πρώτη φορά, μελετάτε η εφαρμογή των αποβλήτων αυτών, στην 

βιολογία των εδαφών και ειδικότερα στην μικροβιακή  στη παραγωγή αέριων θερμοκηπίου. Για το 

σκοπό αυτό, εφαρμόστηκε σε συνθήκες εργαστηρίου πείραμα σε πλήρη τυχαιοποιημένη διάταξη για 

30 ημέρες. Για λόγους σύγκρισης, εξετάστηκε η χρήση ενός λιπάσματος (νιτρικής αμμωνίας). Η δόση 

των φλουδών (φλούδα πορτοκαλιού: C/N = 57, φλούδα μανταρινιού: C/N= 43 και φλούδα μπανάνας: 

C/N=38)  και του λιπάσματος καθορίστηκε έτσι ώστε να αντιστοιχεί σε 100 ppm εδαφικού Ν. Σε 

διάφορους χρόνους, εξετάστηκε η μεταβολή του pH, των μορφών Ν (νιτρικών και αμμωνιακών) 

καθώς και η μικροβιακή κοινότητα και δραστηριότητα. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι οι εφαρμογές 

των φλουδών στο έδαφος οδηγούν σε σημαντικές διαφορές των υπό μελέτη παραγόντων και μπορεί η 

εφαρμογή τους να αποτελέσει μία γεωργική πρακτική αποτελώντας φθηνή πηγή Ν σε συνδυασμό με 

τη χαμηλή έκλυση N2Ο. 

 

Λέξεις κλειδιά: Γεωργικά υπολείμματα, φλούδες, μικροβιακή δραστηριότητα, Ν2Ο, αέρια 

θερμοκηπίου, άζωτο, πρόσθετα εδάφους 
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The application of agricultural in an alkaline soil and the influence on greenhouse gas emissions 
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This work investigates the effect of agricultural peels (such as orange, banana and mandarin peels) on 

N2O emissions, in an alkaline soil. Agricultural peels have attracted the attention in preparing compost 

to improve the soil fertility and their use in decontamination of wastewaters acting as bio-sorbents. To 

the best of our knowledge, for first time, the application of raw agricultural peels as soil amendments 

is explored in terms of microbial mediated greenhouse gas emissions. For this purpose, incubation 

studies (0 – 30 days) were carried out, at a constant water holding capacity of 70%. For comparison 

reason, ammonium nitrate fertilizer treatment was also used. The dose of peels (orange: C/N = 57, 

mandarin: C/N= 43 and banana: C/N=38) and for fertilizer was so as to achieve 100 ppm soil N. At 

different times, except for N2O emissions measurements, others parameters such as pH, nitrogen forms 

(nitrate, ammonium), microbial activity and community were also estimated. The results showed that 

use of raw peels lead to significant differences to the examined parameters and are potential beneficial 

amendments, combined cheap N source with low N2O emissions.  

 

Keywords: agricultural waste, N2O emissions, microbial activity, soil amendments, nitrogen  
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Η τριπλή αλληλεπίδραση μεταξύ της τομάτας, αρθροπόδων και ενός στελέχους ενδοφυτικού 

μύκητα του είδους Fusarium solani  

 

Καβρουλάκης N.1, Γαραντωνάκης Ν.1, Βαρίκου Κ.1, Σκιαδά Β.2και Παπαδοπούλου Κ.Κ.2  
1Ινστιτούτο Ελιάς, Υποτροπικών Φυτών και Αμπέλου, ΕΛΓΟ “Δήμητρα”, Χανιά Κρήτη, Ελλάδα.  
2 Τμήμα Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Λάρισα, Ελλάδα. 

 

Οι μικροοργανισμοί μπορούν να προκαλέσουν φαινοτυπικές διαφοροποιήσεις στα φυτά επιδρώντας 

στην ελκυστικότητα και την καταλληλότητα τους ως ξενιστές για τα αρθρόποδα τα οποία μπορεί να 

είναι εχθροί των καλλιεργειών, φορείς ασθενειών, επικονιαστές ή αρπακτικά. Στην εργασία αυτή 

μελετήσατε την αλληλεπίδραση μεταξύ του φυτού Solanum lycopersicum (τομάτα), ενός ενδοφυτικού 

στελέχους του μύκητα Fusarium solani (Fs-K) και των εντόμων Nesidiocoris tenuis Reuter 

(Heteroptera: Miridae) και Planococcus citri (Risso) (Homoptera: Pseudococcidae). Το ενδοφυτικό 

στέλεχος Fs-K αποικίζει τις ρίζες του φυτού προστατεύοντας το από βιοτικές και αβιοτικές 

καταπονήσεις. Το έντομο N. tenuis θεωρείται θηρευτής πολλών εντομών εχθρών των φυτών απουσία 

όμως αυτών διατρέφεται από τα φυτά (ζωοφυτοφάγο) προκαλώντας σημαντικά προβλήματα. Το P. 

citri είναι ένα φυτοφάγο έντομο που προκαλεί σημαντική ζημιά σε πολλές καλλιέργειες. 

Συγκεκριμένα εξετάσαμε κατά πόσο η συμβιωτική σχέση μεταξύ του φυτού και του στελέχους Fs-K 

επιδρά στο βαθμό προσβολής από τα έντομα αυτά αλλά και κατά πόσο η παρουσία του εντόμου 

επηρεάζει τον αποικισμό των ριζών από τον ενδοφυτικό μικροοργανισμό. Τα αποτελέσματα έδειξαν 

ότι φυτά τομάτας εμβολιασμένα με το στέλεχος Fs-K, ήταν περισσότερο ανθεκτικά στην προσβολή 

από το έντομο N. tenuis αφού ο αριθμός των νεκρωτικών δακτυλίων που καταμετρήθηκαν σε αυτά 

ήταν σημαντικά μικρότερος από αυτόν του μάρτυρα παρόλο που φαίνεται να ήταν περισσότερο 

ελκυστικά για τα έντομα. Η χρησιμοποίηση σειρών μεταλλαγμένων φυτών με τροποποιήσεις σε 

βιοχημικά μονοπάτια σχετιζόμενα με φυτοορμόνες, έδειξε την εμπλοκή του αιθυλενίου στο παραπάνω 

φαινόμενο. Η χρήση ποσοτικής PCR έδειξε άμεση συσχέτιση της παρουσίας του εντόμου στο φυτό 

και του βαθμού αποικισμού των ριζών από το ενδοφυτικό στέλεχος. 
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Three-way interaction among tomato plant, arthropods and an endophytic Fusarium solani 

strain  

 

Kavroulakis N.1, GarantonakisN.1, Varikou K.1, Skiada V.2 and Papadopoulou K.K.2 
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2Departement of Biochemistry and Biotechnology, University of Thessaly, Larisa, Greece.  

 

Microorganisms can cause significant phenotypic changes in plants affecting their attractiveness and 

suitability as hosts for arthropods acting as herbivores, disease vectors, pollinators or carnivores. In 

this study we tested the hypothesis that symbiosis of Fusarium solani strain Fs-K, would influences 

the plant–arthropod interactions. In order to test this hypothesis, two insect species on tomato plants 

were used. The first one was Nesidiocoris tenuis Reuter (Heteroptera: Miridae) a natural enemy of 

small pests in tomato crops which, in absence of prey, can damage tomato plants. The second insect 

was the herbivorous Planococcus citri (Risso) (Hemiptera: Pseudococcidae). In particular, we tried to 

address the specific question: does the endophyte mutualism reduce the abundance or infestation of 

these herbivorous arthropods in tomato plants? The reciprocal effect of the insects on the root 

colonization by the endophyte was also studied. Tomato plants inoculated with Fs-K strain were 

significantly more resistant to infestations from N. tenuis as indicated by the number of necrotic rings 

that was significantly reduced. An experimental approach using tomato mutant lines showed the 

evolvement of the ethylene pathway in the mechanism used by the endophyte to induce resistance. It 

was also found, via qPCR, that the presence of the insects affects the level of colonization by the 

endophyte.  
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Μεταγονιδιωματική μελέτη μικροοργανισμών και μοριακός χαρακτηρισμός γονιδίων διάσπασης 

της λιγνινοκυτταρίνης από Μεσογειακά εδαφικά ενδιαιτήματα  

 

Καλντρεμτζίου Μ.1, Παπαϊωάννου Ι.Α.1,2, Βάγγαλης Β.1, Παππά Κ.Μ.1, Ζερβάκης Γ.Ι.3, Τύπας 

Μ.Α.1  
1 Τομέας Γενετικής & Βιοτεχνολογίας, Τμήμα Βιολογίας, Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο 

Αθηνών, Αθήνα 
2 Zentrum für Molekulare Biologie der Universität Heidelberg (ZMBH), University of Heidelberg, 

Heidelberg, Germany (present address) 
3 Εργαστήριο Γενικής & Γεωργικής Μικροβιολογίας, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Αθήνα 

 

Λόγω της αφθονίας της στη φύση, η λιγνινοκυτταρίνη αποτελεί το πλέον υποσχόμενο υλικό για την 

παραγωγή βιοκαυσίμων στο πλαίσιο της διαρκώς αυξανόμενης ανάγκης για χρήση ανανεώσιμων 

πηγών ενέργειας. Η ανθεκτικότητα ωστόσο της λιγνινοκυτταρίνης στη διάσπαση συνεπάγεται 

πρακτικά προβλήματα στη βιομετατροπή της σε καύσιμα σε μεγάλη κλίμακα. Οι πλέον 

αποτελεσματικοί αποικοδομητές της λιγνίνης στη φύση είναι οι Βασιδιομύκητες  λευκής σήψης, οι 

οποίοι χρησιμοποιούν για τη διάσπαση σειρά ενζύμων των κλάσεων των λακκασών και ποικίλων 

υπεροξειδασών. Εντούτοις, λόγω της ποικιλομορφίας και ετερογένειας των γονιδίων και ισομορφών 

αυτών των ενζύμων στους Βασιδιομύκητες, η κατανομή τους και ο λειτουργικός τους καταμερισμός 

είναι ελάχιστα κατανοητοί μέχρι σήμερα. Στόχοι της εργασίας αυτής ήταν: (α) η καταγραφή της 

φυλογενετικής κλειτουργικής ποικιλότητας εδαφικών βιοκοινοτήτων με ιδιαίτερη 

λιγνινοκυτταρινολυτική δραστηριότητα, τόσο της ηπειρωτικής (Πάρνηθα/Π), όσο και της νησιωτικής 

(Άνδρος/Α) χώρας, και (β) ο εντοπισμός και μοριακός χαρακτηρισμός του λιγνινοκυτταρινολυτικού 

γονιδιακού δυναμικού από τα ίδια ενδιαιτήματα. Για τους σκοπούς αυτούς πραγματοποιήθηκε 

μεταγονιδιωματική ανάλυση με αλληλούχηση νέας γενιάς (NGS) και χρήση των φυλογενετικών 

δεικτών 16S/ITS, καθώς και  νέων «καθολικών» εκκινητών που αναπτύχθηκαν στην παρούσα 

εργασία. Σε επίπεδο λειτουργικών ταξινομικών ομάδων (ΟΤUs) οι Βασιδιομύκητες – κυρίαρχα 

αντιπρόσωποι των Agaricomycetes – βρίσκονται σε μεγαλύτερη αφθονία τόσο επιφανειακά (~60%) 

όσο και σε βάθος 5-10 cm (~80%) και στα δύο οικοσυστήματα, με συχνότερες τάξεις τις: Agaricales 

(Π: 15%, Α: 30%), Russulales (Π: 27%, Α: 12%), Sebacinales (Π: 8%, Α: 6%), Trechisporales (Π: 

3%, Α: 9%), και σε κάποιες θέσεις Polyporales (2%). Αντιθέτως, οι Ασκομύκητες μειώνονται 

δραστικά αυξανομένου του βάθους δειγματοληψίας. Σε αφθονία ανιχνεύονται επίσης 

εκτομυκορριζικοί Ασκομύκητες, γνωστοί για την ικανότητα λιγνινοκυτταρινόλυσης. Από πλευράς 

βακτηρίων κυρίαρχα ήταν και στα δύο οικοσυστήματα τα Πρωτεοβακτήρια (15-38%), 

Aκτινοβακτήρια (9-13%), Οξυβακτήρια (11-16%), Bacteroidetes (5-21%) και Firmicutes (1-10%). 

Πολλά από τα είδη που προσδιορίστηκαν είναι γνωστά για την άμεση ή έμμεση συμμετοχή τους στη 

λιγνινοκυτταρινόλυση. Αλληλουχίες με χαρακτηριστικές γονιδιακές περιοχές λιγνινολυτικής 

ενεργότητας Βασιδιομυκήτων αναλύθηκαν και προσδιορίστηκαν «νέες υπεροξειδάσες». Σε σύγκριση 

με διαθέσιμες γονιδιωματικές αλληλουχίες αλλά και αυτές που ανακτήθηκαν από συλλογή άνω των 

100 Βασιδιομυκήτων του Εργαστηρίου συγκεντρώθηκαν σημαντικές λειτουργικές και φυλογενετικές 

πληροφορίες για τις υπεροξειδάσες τάξης ΙΙ. 

 

Λέξεις κλειδιά: μεταγονιδιωματική, υπεροξειδάσες, λιγνινοκυτταρινoύχα, Βασιδιομύκητες 
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Metagenomic analysis of microorganisms and molecular characterization of ligninocellulose-

degrading genes from Mediterranean soil habitats 
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The increasing global efforts for sustainable development lead to a pursuit of alternative energy 

sources. Ligninocellulose is a promising candidate for biofuel production, given its abundance in 

agricultural residues, although the resistance of its complex polymers to decomposition translates to 

complications for large-scale exploitation. In nature, lignin is most efficiently degraded by white-rot 

basidiomycetes through the combined activity of several laccase and peroxidase groups of enzymes. A 

better understanding of the extended diversity and heterogeneity of these genes in basidiomycetes is 

considered crucial for addressing the aforementioned limitations. The goal of this study was dual: (a) 

to record the diversity and distribution of lignin-degrading microorganisms in soil microbial 

communities from Greek forest mainland (Parnitha/P) and island (Andros/A) habitats, and (b) to 

identify and molecularly characterize lignin-degrading genes from the same soil habitats. We 

performed a next-generation sequencing-based metagenomic analysis of the microbial diversity 

(16S/ITS markers) and functional profiling of lignin-degrading potential (with novel “universal” 

markers developed here) of these two habitats. Our results showed the overall abundance of 

Basidiomycota (mostly Agaricomycetes) in both soil surface (~60%) and 5-10 cm-depth (~80%) 

samples, represented mostly by the orders Agaricales (P: 15%, Α: 30%), Russulales (P: 27%, Α: 12%), 

Sebacinales (P: 8%, Α: 6%), Trechisporales (P: 3%, Α: 9%), and occasionally Polyporales (2%). In 

contrast, Ascomycota were abundant on the soil surface (20-40%) but drastically reduced deeper in the 

soil samples (5-10 cm), except for ectomycorrhizal ascomycetes, which were abundant in all samples. 

Regarding bacteria, Proteobacteria (15-38%), Actinobacteria (9-13%), Acidobacteria (11-16%), 

Bacteroidetes (5-21%) and Firmicutes (1-10%) were present in all samples and habitats, and many of 

the identified species are known for their ligninocellulolytic functions. Metagenomic sequences with 

ligninocellulolysis-characteristic domains were analyzed and “novel peroxidases” were discovered. 

Their comparison to available basidiomycetous genome sequences, as well as those retrieved from our 

lab strain collection (comprising more than 100 basidiomycetes), allowed the detailed phylogenetic 

characterization of class II peroxidase genes, which provides interesting implications to be tested in 

future functional investigations. 
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Δράση των βιοπαραγόντων  Pseudomonas chlororaphis ToZa7, Serratia rubidaea S55 και 

Clonostachys rosea IK726 κατά του φυτοπαθογόνου Fusarium oxysporum f.sp. radicis – 

lycopersici και επαγωγή γονιδίων που σχετίζονται με την αντοχή σε φυτά τομάτας  
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Στο πλαίσιο της ολοκληρωμένης διαχείρισης των ασθενειών των καλλιεργειών συγκαταλέγεται η 

βιολογική καταπολέμηση των φυτοπαθογόνων μυκήτων η οποία αφορά στη χρήση ωφέλιμων 

μικροοργανισμών που ονομάζονται βιολογικοί παράγοντες. Αντικείμενο της παρούσας εργασίας ήταν 

η μελέτη της επίδρασης δύο βακτηριακών βιοπαραγόντων και ενός μυκητιακού βιοπαράγοντα στην 

τομάτα, για την αντιμετώπιση του φυτοπαθογόνου μύκητα Fusarium oxysporum f.sp. radicis – 

lycopersici (Forl). Συγκεκριμένα μελετήθηκαν οι μικροοργανισμοί Pseudomonas chlororaphis ToZa7, 

Serratia rubidaea S55 οι οποίοι απομονώθηκαν στην Ελλάδα, από τη ριζόσφαιρα τομάτας, και  

σιταριού αντίστοιχα και ο μύκητας Clonostachys rosea IK726 που απομονώθηκε από ρίζες κριθαριού 

στη Δανία. Σε προηγούμενη in vitro μελέτη και οι τρεις βιοπαράγοντες αποδείχτηκαν ανασταλτικοί 

έναντι του προαναφερθέντος φυτοπαθογόνου μύκητα. Στην παρούσα εργασία  μελετήθηκε ο πιθανός 

συνδυασμός αυτών σε in vitro πειράματα υπολογίζοντας τις τιμές EC50 (Half maximal Effective 

Concentration) των εκχυλισμάτων των δύο βακτηρίων κατά της ανάπτυξης του μυκηλίου και της 

βλάστησης των σπορίων του Forl αλλά και του C. rosea IK726. Η θετική επίδραση του συνδυασμού 

των βιοπαραγόντων επεκτάθηκε σε in planta πειράματα σε τομάτα, σε φυτοδοχεία, υπό ελεγχόμενες 

συνθήκες, όπου και επέδειξαν ικανοποιητική φυτοπροστατευτική δράση. Υποθέσαμε πως η αρνητική 

επίδραση που παρατηρείται στην ένταση της ασθένειας από τους βιοπαράγοντες μεμονωμένα αλλά 

και σε συνδυασμό, μπορεί να εξηγηθεί μέσω της επαγωγής γονιδίων που σχετίζονται με την αντοχή. 

Ως εκ τούτου, ελέγχθηκε η έκφραση 3 γονιδίων που κωδικοποιούν στοιχεία των αμυντικών 

μηχανισμών της τομάτας με τη χρήση της ποσοτικής αντίστροφης μεταγραφής PCR. Η γονιδιακή 

έκφραση ελέγχθηκε σε ρίζα φυτών τομάτας που αναπτύχθηκαν σε φυτοδοχεία υπό ελεγχόμενες 

συνθήκες και τα γονίδια που μελετήθηκαν ήταν τα PR1, PR2  και PR3, τα οποία κωδικοποιούν τις 

αντίστοιχες αντιμικροβιακές πρωτεΐνες. Τέλος, μελετήθηκε ο αποικισμός του ριζικού συστήματος της 

τομάτας από το στέλεχος P. chlororaphis ToZa7 το οποίο μετασχηματίστηκε με το γονίδιο της 

πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης. Ο αποικισμός παρατηρήθηκε σε συνεστιακό μικροσκόπιο σάρωσης 

με ακτίνες laser. Έξι ημέρες μετά τον εμβολιασμό παρατηρήθηκε ότι το βακτήριο αποίκισε επιτυχώς 

τα ριζικά τριχίδια και τα επιφανειακά κύτταρα της τομάτας εμφανίζοντας ενδοφυτική συμπεριφορά. 
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The use of beneficial microorganisms called biological control agents (BCAs) for the control of plant 

pathogenic fungi, is considered an important part of the integrated management of crop diseases. The 

object of this essay was to study the effect of two bacterial and one fungal biocontrol agents on 

tomato, against the plant pathogenic fungus Fusarium oxysporum f.sp. radicis – lycopersici. 

Specifically, the microorganisms Pseudomonas chlororaphis ToZa7, Serratia rubidaea S55, isolated 

in Greece, from tomato and wheat rhizosphere, respectively, and the fungus Clonostachys rosea IK726 

that was isolated from barley rhizosphere in Denmark, were included in this study. In a previous in 

vitro assay these three biocontrol agents were proved to be efficient against the aforementioned plant 

pathogenic fungus. In this study combining ability of the agents was tested in vitro, by calculating 

EC50 (Half maximal Effective Concentration) values of the bacterial extracts against Forl and C. rosea 

IK726 mycelium development and spore germination. In planta experiments on tomato, in pots, under 

controlled conditions, showed significant protecting ability, especially when the biocontrol agents 

were combined. We hypothesised that the positive effect caused by the BCAs regarding the disease 

severity could be attributed to inducible defence-related proteins. Therefore, 3 pathogenesis related 

(PR) genes encoding PR1, PR2 and PR3 proteins were selected, and the gene expression patterns were 

monitored using quantitative reverse transcription PCR in tomato roots, grown under controlled 

conditions. Finally the colonization ability of P. chlororaphis ToZa7, tagged with green fluorescent 

protein, was observed with confocal microscopy, on the tomato root system. Six days post inoculation 

the bacterial strain successfully colonized the root hairs and the superficial cells showing endophytic 

behavior.  
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Αξιολόγηση της επίδρασης των αιθέριων ελαίων αρωματικών φυτών εναντίον φυτοπαθογόνων 

μυκήτων και βακτηρίων. 
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Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε η αντιμικροβιακή δράση των αιθέριων ελαίων αρωματικών και 

φαρμακευτικών φυτών εναντίον φυτοπαθογόνων μυκήτων, ωομυκήτων και βακτηρίων. 

Αξιολογήθηκαν τα αιθέρια έλαια των φυτών Origanum vulgare subsp. hirtum, Coridothymus 

capitatus, Origanum majorana και Satureja thymbra ως προς την παρεμποδιστική τους δράση στην 

ανάπτυξη, in vitro, των μυκήτων Botrytis cinerea, Alternaria sp., Rhizoctonia solani, Fusarium 

oxysporum, Verticillium dahliae, του ωομύκητα Phytophthora sp. και βακτηρίων Agrobacterium 

tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis και Pseudomonas syringae pv. tomato.  

Ως προς τους μύκητες, το αιθέριο έλαιο που παρεμπόδισε πλήρως την ανάπτυξη τριών μυκήτων στις 

μικρότερες συγκεντρώσεις είναι το Coridothymus capitatus, την ανάπτυξη του ωομύκητα 

Phytophthora sp. στα 50ppm, την ανάπτυξη του μύκητα Rhizoctonia solani στα 80ppm και την 

ανάπτυξη του Verticillium dahliae στα 150ppm, ενώ την ανάπτυξη του Alternaria sp. στα 200ppm. Η 

ανάπτυξη των μυκήτων Botrytis cinerea και Fusarium oxysporum παρεμποδίστηκε πλήρως σε 

υψηλότερες συγκεντρώσεις των αιθέριων ελαίων. Αντίστοιχα, στα βακτήρια παρεμποδίστηκε πλήρως 

η ανάπτυξη του Agrobacterium tumefaciens από το αιθέριο έλαιο του φυτού Coridothymus capitatus 

στα 250ppm, η ανάπτυξη του Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis από τα αιθέρια έλαια 

των φυτών Origanum vulgare subsp. hirtum και Coridothymus capitatus στην ίδια συγκέντρωση 

(200ppm) και του Pseudomonas syringae pv. tomato από το έλαιο του φυτού Origanum vulgare 

subsp. hirtum στα 500ppm. Επίσης, αναλύθηκαν και οι συγκεντρώσεις EC50 του κάθε αιθέριου 

ελαίου. 
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Evaluation of the essential oils of aromatic plants against phytopathogenic fungi and bacteria. 

 

Koumerta A.1, Tjamos S. E.1, Tsitsigiannis D. J.1, Kimparis A.2 and Antoniou P. P.1 
1Laboratory of Phytopathology, Agricultural University of Athens, Iera Odos 75, 11855, Athens   
2Food Science and Technology, Department of Agricultural Development, Demokritus University of 

Thrace, Orestiada, 68200, Greece 

 

 In the present study was investigated the antimicrobial activity of the essential oils of aromatic and 

medicinal plants against phytopathogenic fungi, oomycetes and bacteria. There were evaluated the 

essential oils of plants Origanum vulgare subsp. hirtum, Coridothymus capitatus, Origanum majorana 

and Satureja thymbra as for their inhibitory effect in the growth, in vitro, of the fungi Botrytis cinerea, 

Alternaria sp., Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae, the oomycetes 

Phytophthora sp., and the bacteria Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp. 

michiganensis and Pseudomonas syringae pv. tomato. As for the fungi, the essential oil that inhibited 

completely the growth of three fungi in the lower concentrations was Coridothymus capitatus. The 

growth of oomycetes Phytophthora sp. was inhibited in 50ppm, the growth of Rhizoctonia solani in 

80ppm and the growth of Verticillium dahliae in 150ppm, while the growth Alternaria sp. in 200ppm. 

The growth of Botrytis cinerea and Fusarium oxysporum was inhibited completely in bigger 

concentrations by the essential oils. As for the bacteria, their growth was inhibited completely for 

Agrobacterium tumefaciens by the essential oil of plant Coridothymus capitatus in 250ppm, for 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis by the essential oils of both Origanum vulgare subsp. 

hirtum and Coridothymus capitatus at the same concentration (200ppm) and for Pseudomonas syingae 

pv. tomato by the essential oil of plant Origanum vulgare subsp. hirtum in 500ppm. EC50 

concentrations of each essential oil were also analyzed.  
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Προσδιορισμός σπάνιων γαιών και ακτινίδων σε υποστρώματα καλλιέργειας των ειδών 

Cyclocybe cylindracea και Pleurotus ostreatus και στα παραγόμενα μανιτάρια – Διερεύνηση της 

επίδρασης τους σε επιλεγμένες καλλιεργητικές και ποιοτικές παραμέτρους 

 

Κουτρώτσιος, Γ.1, Δανέζης, Γ.2, Γεωργίου, Κ.2 και Ζερβάκης, Γ.Ι.1,* 
1 Εργαστήριο Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας, Τμήμα Επιστήμης Φυτικής Παραγωγής, 

Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών (*e-mail: zervakis@aua.gr) 
2 Εργαστήριο Γενικής Χημείας, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και Διατροφής του Ανθρώπου, Γεωπονικό 

Πανεπιστήμιο Αθηνών 

 

Οι σπάνιες γαίες περιλαμβάνουν τις λανθανίδες καθώς και τα στοιχεία σκάνδιο (Sc) και ύττριο (Υ). 

Ελάχιστα είναι γνωστά σχετικά με την επίδραση τους σε μικροοργανισμούς, ενώ δεν υπάρχουν 

σχετικά δεδομένα για τα καλλιεργούμενα μανιτάρια. Eπτά πλήρως χαρακτηρισμένα υποστρώματα 

αποτελούμενα από διαφορετικά γεωργικά και δασικά παραπροϊόντα χρησιμοποιήθηκαν για την 

καλλιέργεια των ειδών Cyclocybe cylindracea και Pleurotus ostreatus. Η συγκέντρωση των σπάνιων 

γαιών και των ακτινίδων στα υποστρώματα και στα παραγόμενα μανιτάρια προσδιορίστηκε μέσω 

φασματομετρίας μάζων επαγωγικά συζευγμένου πλάσματος (ICP-MS). 

Τα υπό εξέταση υποστρώματα παρουσίασαν μεγάλη διακύμανση στην περιεκτικότητα σε 

σπάνιες γαίες, ενώ αξιοσημείωτη ήταν η συγκέντρωση των υπό μελέτη στοιχείων στα υποστρώματα 

από πευκοβελόνες (έως και πενήντα φορές υψηλότερη από τα υπόλοιπα), ενδεικτική της 

βιοσυσσώρευσης που εμφανίζει ο συγκεκριμένος τύπος φυτικού ιστού. Επιπλέον, σημαντική θετική 

συσχέτιση καταγράφηκε μεταξύ της συγκέντρωσης σπάνιων γαιών στα υποστρώματα και στα 

μανιτάρια C. cylindracea, ενώ δεν συνέβη το ίδιο στην περίπτωση των P. ostreatus.  

H ανάλυση κύριων συνιστωσών (PCA) έδειξε ότι πολλές από τις καλλιεργητικές παραμέτρους 

(πρωιμότητα εμφάνισης καρποφοριών, βιολογική αποδοτικότητα, παραγωγικότητα) συσχετίζονται, 

αναλόγως του είδους του μύκητα, με την περιεκτικότητα των υποστρωμάτων σε σπάνιες γαίες. 

Επιπροσθέτως, ο βαθμός μείωσης των ινωδών συστατικών (ημικυτταρίνη, κυτταρίνη και λιγνίνη), ως 

αποτέλεσμα της ανάπτυξης του P. ostreatus στο υπόστρωμα καλλιέργειας, εμφάνισε θετική συσχέτιση 

με τη συγκέντρωση των σπάνιων γαιών. Σε όλες τις περιπτώσεις εμφανίστηκε αρνητική συσχέτιση 

μεταξύ των συγκεντρώσεων των σπάνιων γαιών στα υποστρώματα και του δείκτη βιοσυσσώρευσης 

(BCF), ενώ η επίδραση της σύστασης του υποστρώματος στους BCF διαφοροποιείται ανάλογα με το 

χημικό στοιχείο. Οι τιμές της εκτιμώμενης ημερήσιας πρόσληψης σπάνιων γαιών μέσω της 

κατανάλωσης μανιταριών υπολογίστηκαν ως πολύ κατώτερες από τα επιτρεπόμενα όρια. Τέλος, με 

την εφαρμογή της διακριτικής ανάλυσης (discriminant analysis) επί των συγκεντρώσεων σπάνιων 

γαιών στα μανιτάρια, είναι δυνατός ο προσδιορισμός του τύπου του υποστρώματος καλλιέργειας 

επιβεβαιώνοντας τη χρησιμότητα τους ως δείκτες αυθεντικότητας. Σε τμήμα της μελέτης 

εφαρμόστηκαν αρχές της στοιχειακής μεταβολομικής*, όπως αυτή πρόσφατα ορίσθηκε. 

 

Λέξεις κλειδιά: σπάνιες γαίες, λανθανίδες, ICP-MS, εδώδιμα μανιτάρια, λιγνινοκυτταρινούχα 

υποστρώματα 

 
*Zhang P, Georgiou CA, Brusic V., Elemental metabolomics. Briefings in Bioinformatics (in press). 
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Assessment of rare earth elements and actinides in cultivation substrates and in Cyclocybe 

cylindracea and Pleurotus ostreatus mushrooms – Evaluation of their effect on selected 

cultivation and quality parameters 

 

Koutrotsios, G.1, Danezis, G.2, Georgiou, C.2 and Zervakis, G.I.1,* 
1 Laboratory of General and Agricultural Microbiology, Agricultural University of Athens (*e-mail: 

zervakis@aua.gr) 
2Laboratory of General Chemistry, Department of Food Science and Human Nutrition, Agricultural 

University of Athens 

 

Rare earth elements (REEs) comprise lanthanides as well as the elements scandium (Sc) and yttrium 

(Y). REEs effect on microorganisms is not well-known and no data exist in respect to cultivated 

mushrooms. Seven fully characterized substrates composed of different agricultural and forestry by-

products were used for the cultivation of Cyclocybe cylindracea and Pleurotus ostreatus. The 

concentration of REEs and actinides in these substrates and in the mushrooms produced were 

determined through the use of inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). 

REEs presented a high variability among substrates tested. The pine needles substrate in 

particular showed up to fifty-fold higher concentrations for all REEs, thus demonstrating its capacity 

to serve as an efficient bio-accumulator. Correlation coefficients for cultivation substrates and 

mushrooms revealed that these two fungi exhibit different modes in REEs accumulation. For several 

REEs, a significant correlation was detected between their content in C. cylindracea substrates and 

mushrooms, whereas no such correlation was established for any REEs in P. ostreatus.  

Principal component analysis (PCA) evidenced that many of the cultivation parameters 

(earliness, biological efficiency, productivity) are correlated with REEs content in substrates, but 

depend on the mushroom species. Furthermore, the decrease in the major fiber components 

(hemicellulose, cellulose and lignin) of the cultivation substrates, as a result of Pleurotus ostreatus 

growth, presented a positive correlation with their content in REEs. In all cases, a negative correlation 

was detected between REEs concentrations and the bio-concentration factor (BCF), while the effect of 

the substrate composition on BCF values varied depending on the element. The values of the estimated 

daily intake of REEs through mushrooms consumption were found to be well below the allowable 

limits for humans. Finally, a discriminant analysis on the basis of REEs concentration, was used to 

classify with accuracy the analyzed samples in respect to the nature of the cultivation substrates, and it 

could hence be exploited for authentication purposes. In part of this study, certain principles of 

elemental metabolomics* (as recently defined) were applied. 

 

Key-words: rare earths, lanthanides, ICP-MS, edible mushrooms, lignocellulosic substrates 

 
*Zhang P, Georgiou CA, Brusic V. Elemental metabolomics. Briefings in Bioinformatics (in press). 
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Επίδραση υποστρωμάτων αποτελούμενων από παραπροϊόντα ελαιουργίας και οινοποιίας σε 

καλλιεργητικές παραμέτρους και σε βιοδραστικά συστατικά μανιταριών του είδους Pleurotus 

citrinopileatus 
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1Εργαστήριο Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας, Τμήμα Επιστήμης Φυτικής Παραγωγής, 

Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών (*e-mail: zervakis@aua.gr) 
2Εργαστήριο Χημείας-Βιοχημείας-Φυσικοχημείας Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης Διαιτολογίας-

Διατροφής, Χαροκόπειο Πανεπιστήμιο  

 

Η καλλιέργεια της αμπέλου και της ελιάς αποτελούν δύο από τις κυριότερες γεωργικές 

δραστηριότητες στις χώρες της Μεσογείου. Η επεξεργασία των καρπών τους για την παραγωγή 

ελαιολάδου και κρασιού οδηγεί στην παραγωγή μεγάλων ποσοτήτων υπολειμμάτων και αποβλήτων 

καθιστώντας δύσκολη την εφαρμογή περιβαλλοντικά ορθών πρακτικών επεξεργασίας και διάθεσης. 

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν να διερευνηθεί (α) η καταλληλότητα των εν λόγω 

παραπροϊόντων για την παρασκευή υποστρώματος της ανερχόμενης καλλιέργειας μανιταριών του 

είδους Pleurotus citrinopileatus και (β) η επίδρασή τους στην περιεκτικότητα επιλεγμένων 

βιοδραστικών συστατικών στα παραγόμενα μανιτάρια.  

Στο υπόστρωμα που αποτελούνταν από παραπροϊόντα ελαιουργίας (φύλλα ελιάς και 

απόβλητο διφασικού ελαιοτριβείου) η εμφάνιση των μανιταριών καθυστέρησε κατά πέντε ημέρες και 

η βιολογική αποδοτικότητα ήταν μικρότερη κατά 51% σε σχέση με τον μάρτυρα (άχυρο σιταριού). 

Αντίθετα, στο υπόστρωμα που προστέθηκαν στέμφυλα οινοποιίας σε ίση αναλογία με το άχυρο η 

πρωιμότητα μειώθηκε κατά τέσσερις ημέρες και η βιολογική αποδοτικότητα αυξήθηκε κατά 32%.  

Η συγκέντρωση των ολικών φαινολικών στα υπό διερεύνηση υποστρώματα ήταν σημαντικά 

υψηλότερη από τον μάρτυρα, με συνέπεια την αύξηση της συγκέντρωσης τους και στα παραγόμενα 

μανιτάρια. Παράλληλα, διαπιστώθηκε αύξηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας του τελικού προϊόντος. 

Όσον αφορά στα επιμέρους φαινολικά συστατικά, τα μανιτάρια που αναπτύχθηκαν σε υπόστρωμα 

που περιείχε στέμφυλα εμφάνισαν σημαντικά υψηλότερες συγκεντρώσεις p-OH-βενζοϊκού οξέος, p-

OH-φαινυλοξικού οξέος και κουμαρικού οξέος σε σύγκριση με τα υπόλοιπα, ενώ τα αντίστοιχα που 

αναπτύχθηκαν σε ελαιουργικά παραπροϊόντα εμφάνισαν υψηλότερη συγκέντρωση ρεσβερατρόλης, 

καμπφερόλης και ολεανολικού οξέως. Αξίζει να αναφερθεί ότι στα μανιτάρια που αναπτύχθηκαν σε 

άχυρο δεν ανιχνεύτηκαν οι ενώσεις καμπφερόλη και ολεανολικό οξύ, υποδεικνύοντας την επιλεκτική 

πρόσληψη τους από τα υποστρώματα στα οποία αυτές περιέχονται. Επιπλέον, αναλύσεις για λιπαρά 

οξέα που πραγματοποιήθηκαν στις καρποφορίες του P. citrinopileatus δεν παρουσίασαν σημαντικές 

διαφορές μεταξύ των μανιταριών που προήλθαν από διαφορετικά υποστρώματα.  

 

Λέξεις κλειδιά: καλλιεργούμενα μανιτάρια, Pleurotus citrinopileatus, απόβλητα ελαιοτριβείων, 

στέμφυλα, βιοδραστικά συστατικά, αντιοξειδωτική ικανότητα 
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Effect of substrates consisting of olive oil mill and winery by-products on cultivation parameters 

and on bioactive compounds content in Pleurotus citrinopileatus mushrooms 

 

Koutrotsios, G.1, Kalogeropoulos, N.2, Kaliora, A.2, Stathopoulos, P.2 and Zervakis, G.I.1,* 

1Laboratory of General and Agricultural Microbiology, Department of Crop Science, Agricultural 

University of Athens (*e-mail: zervakis@aua.gr) 
2Laboratory of Chemistry, Biochemistry and Physical Chemistry of Foods, Department of Nutrition 

and Dietetics, Harokopio University 

 

The cultivation of vines and olive trees are among the main agricultural activities in Mediterranean 

countries. The wine and olive oil industries produce huge amounts of residues and wastes whose 

treatment and disposal is a rather complex and often problematic process. The aim of the present work 

was to investigate the suitability of the aforementioned by-products for the cultivation of Pleurotus 

citrinopileatus (“yellow oyster”) and to study their impact on the levels of selected bioactive 

ingredients in the mushrooms produced. 

In substrates consisting of olive by-products (olive leaves and two-phase olive mill waste), the 

appearance of mushrooms was delayed by five days and the biological efficiency was lower by 51% 

when compared to the control (wheat straw). In contrast, in the grape marc based substrate, appearance 

of mushrooms was accelerated by four days and the biological efficiency increased by 32%. 

The concentration of total phenolics in the substrates under investigation was significantly 

higher than in the control; this resulted at increased total phenolics content and higher antioxidant 

capacity in the mushrooms produced. As regards individual phenols content, mushrooms grown on 

substrates containing grape marc exhibited significantly higher concentrations of p-hydroxybenzoic 

acid, p-hydroxyphenylacetic acid and cumaric acid, while those cultivated on olive by-products 

presented higher concentrations of resveratrol, kaempferol and oleanolic acid, indicating the ability of 

P. citrinopileatus to selectively absorb phenolic compounds from substrates containing them. 

Furthermore, no significant differences were detected among fatty acids content in P. citrinopileatus 

mushrooms originating from the various substrates tested.  

 

Key-words: cultivated mushrooms, Pleurotus citrinopileatus, olive mill waste, grape marc, bioactive 

compounds, antioxidant capacity 
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Αξιολόγηση του ζεολίθου και του Agri-fos 600® στην αντιμετώπιση αδρομυκώσεων  

 

Λαγογιάννη X.1, Αγγελοπούλου Φ.1, Ζακυνθινός Γ.2 και Τσιτσιγιάννης Δ.I.1* 
1Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Τμήμα Επιστήμης Φυτικής Παραγωγής, Εργαστήριο 

Φυτοπαθολογίας, Ιερά Οδός 75, 118 55 Αθήνα 
2ΤΕΙ Καλαμάτας, Σχολή Τεχνολογίας Γεωργικών Προϊόντων, Τμήμα Τεχνολογίας Τροφίμων, 
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*Email : dimtsi@aua.gr 

 

Τα φυτά κατά τη μακρόχρονη εξελικτική τους πορεία διαμόρφωσαν πολύπλοκους μηχανισμούς που 

τους προσδίδουν ανθεκτικότητα στην πληθώρα των παθογόνων (μύκητες, βακτήρια και ιοί) με τα 

οποία έρχονται σε καθημερινή επαφή. Το φαινόμενο της επίκτητης διασυστηματικής αντοχής ή 

ανοσοποίησης (Systemic Acquired Resistance - SAR) αποτελεί μέρος του εγγενούς ανοσοποιητικού 

συστήματος των φυτών και εκδηλώνεται με τη βιοχημική ή χημική διέγερση των λανθανόντων 

μηχανισμών αντοχής, με τη χρήση μη παθογόνων μικροοργανισμών ή χημικών ουσιών. Στα πλαίσια 

της παρούσης μελέτης έγινε αξιολόγηση του ζεόλιθου,  που αποτελεί ένα φυσικό πέτρωμα με 

ιδιαίτερες φυσικοχημικές ιδιότητες, για την ικανότητα του να παρέχει προστασία στα φυτά έναντι του 

μύκητα Verticillium dahliae που προκαλεί αδρομκυκώσεις και της βακτηριακής στιγμάτωσης που 

προκαλείται από το βακτήριο Pseudomonas syringae pv. tomato. Ο ζεόλιθος, όσον αφορά τη φυτική 

παραγωγή, έχει μελετηθεί περισσότερο σαν εδαφοβελτιωτικό, ενώ ο ρόλος του στην αντιμετώπιση 

των ασθενειών είναι άγνωστος. Το Agri-fos 600® αποτελεί ένα ειδικό παρασκεύασμα αποτελούμενο 

από φωσφονικά ανιόντα καλίου τα οποία πέρα από το ρόλο τους ως θρεπτικά συστατικά έχουν την 

ικανότητα επαγωγής του αμυντικού μηχανισμού των φυτών. Τα πειράματα παθογένειας 

πραγματοποιήθηκαν σε φυτά Arabidopsis thaliana που μολύνθηκαν με το μύκητα V. dahliae και το 

βακτήριο Pseudomonas syringae pv tomato και σε φυτά μελιτζάνας που μολύνθηκαν με το μύκητα V. 

dahliae όπου ο ζεόλιθος και το Agri-fos 600® εφαρμόστηκαν υπό μορφή ριζοποτίσματος με 10 ml ανά 

γλαστράκι (106 κονίδια/ ml) σε 5 gr/lt και 1 ml/lt αντίστοιχα. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα από τα 

πειράματα παθογένειας διαπιστώθηκε ότι ο ζεόλιθος και το Agri-fos 600® έχουν την ικανότητα 

μείωσης του ποσοστού της βερτισιλλίωσης σε φυτά μελιτζάνας και Α. thaliana σε ποσοστό 5-20 %.  
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Evaluation of zeolite and Agri-fos 600® to control Verticillium wilt disease 
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Plants, during their evolutionary path, formed complex resistance mechanisms against their invading 

pathogens (fungi, bacteria and viruses). The phenomenon of Induced Resistance is part of the innate 

immune system of plants and is expressed after the biochemical or chemical stimulation of latent 

resistance mechanisms that are activated i.e. using non-pathogenic microorganisms or chemical 

inducers. The objective of this study was the evaluation of zeolite and Agri-fos 600® to control  

Verticillium wilt disease. Management of Verticillium dahliae is mainly based on prevention, thus the 

discovery of alternative means for its control is essential. Zeolite is a microporous, aluminosilicate 

mineral with specific physicochemical properties commonly used as a commercial adsorbent and 

catalyst. Zeolite is commonly used as a soil improvement substance but its role in disease management 

has not been studied. Agri-fos 600® is a special formulation consisting of potassium phosphonate 

anions that except their role as nutrients, have the ability to induce the defense mechanism of plants. 

Pathogenicity experiments were performed in Arabidopsis thaliana, eggplants and tomato plants 

infected with Verticillium dahliae (10 ml suspension of 106 conidia/ml) where zeolite (5gr/lt) and 

Agri-fos 600® (1ml/lt) applied in the form of root drenching in three booster doses of 10 ml. 

Virulence assays showed that zeolite and Agri-fos 600® have the ability to reduce the rate of 

Verticillium wilt mainly in tomato and A. thaliana by 5%-20%. Repeated applications of zeolite and 

Agri-fos 600® are necessary for the effective control of Verticillium wilt. Finally, it was found that 

Agri-fos 600® confers faster plant growth and greater leaf area. Future experiments will be extended 

to the role of zeolite in controlling wilt in field experiments in several crops. 
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Μελέτη της μικροβιακής ποικιλότητας της Spaurus aurata, με τη χρήση καλλιεργητικών 

τεχνικών 

 

Λανάρα Μ.1, Μπαταργιάς Κ.2, Τσιάμης Γ.1 
1Τμήμα Διαχείρισης Περιβάλλοντος και Φυσικών Πόρων, Πανεπιστήμιο Πατρών, 30100 Αγρίνιο, 

Ελλάδα. 
2Τμήμα Τεχνολόγων Αλιείας και Υδατοκαλλιεργειών, Τεχνολογικό Εκπαιδευτικό Ίδρυμα Δυτικής 

Ελλάδας, 30200, Μεσολόγγι, Ελλάδα. 

 

Τα μικρόβια είναι η πιο πολυπληθής μορφή ζωής στον πλανήτη μας και κατοικούν σε όλα τα πιθανά 

(και μερικές φορές απίθανα) οικοσυστήματα. Καθ’ όλη τη διάρκεια της ζωής μας ερχόμαστε συνεχώς 

σε επαφή με αυτούς τους μικροσκοπικούς οργανισμούς. Στην ουσία έχουμε μια συνεξελικτική σχέση 

μαζί τους, κατά την οποία αμοιβαία οφέλη αποκομίζονται αμφίδρομα μεταξύ ξενιστή και 

μικροοργανισμού. Δεν υπάρχει καλύτερο παράδειγμα που να καταδεικνύει αυτή τη σχέση 

αμοιβαιότητας από αυτό του γαστρεντερικού σωλήνα των σπονδυλωτών. Το έντερο των 

σπονδυλωτών είναι από μόνο του ένα πολύπλοκο οικοσύστημα και αποτελείται από έναν τεράστιο 

αριθμό συμβιωτικών βακτηρίων που φυσιολογικά συνυπάρχουν με τα κύτταρα, τους ιστούς αλλά 

κυρίως με το ανοσοποιητικό σύστημα των ξενιστών τους. 

Τα τελευταία χρόνια με τη χρήση ομικών τεχνολογιών, έχει ενισχυθεί η γνώση του 

μικροβιακού οικοσυστήματος στο γαστρεντερικό σύστημα των σπονδυλωτών. Είναι αποδεκτό ότι οι 

μικροοργανισμοί του εντέρου συμμετέχουν στο διατροφικό μεταβολισμό και στην ανοσία του 

ξενιστή. Επιπρόσθετα έχει δειχθεί ότι ο γαστρεντερικός σωλήνας, είναι ιδανικό «μέρος» για την 

οριζόντια μεταφορά γονιδίων, με μερικά από αυτά τα γονίδια να σχετίζονται με υψίστης σημασίας 

μεταβολικές ιδιότητες του ξενιστή όπως: τη λοιμογόνο αντίσταση, τη αντίσταση του ξενιστή σε 

αντιβιοτικά, καθώς και στο ξενοβιοτικό μεταβολισμό. 

Αμείωτο όμως είναι και το ενδιαφέρον για τη μελέτη της δομικής και λειτουργικής 

ποικιλομορφίας των μικροοργανισμών του γαστρεντερικού σωλήνα, σε άγριους και οικόσιτους 

πληθυσμούς σπονδυλωτών και χορδωτών. Στην εργασία μας, μελετήσαμε τη μικροβιακή ποικιλότητα 

του οισοφάγου, στομαχιού, πυλωρικών, λεπτού και παχύ εντέρου της τσιπούρας, από δυο άγριους 

πληθυσμούς. Δείγματα συλλέχθηκαν από τη λιμνοθάλασσα Μεσολογγίου, ένα από τη Θολή και τη 

Κλείσοβα. Δύο διαφορετικά θρεπτικά μέσα χρησιμοποιήθηκαν, TSA με NaCl και LB, ενώ η επώαση 

πραγματοποιήθηκε στους 25oC και 37oC. 

Απομονώθηκαν συνολικά 192 βακτηριακά στελέχη, που εκπροσωπούν 95 διαφορετικές 

λειτουργικές ταξινομικές μονάδες. Πραγματοποιήθηκε χαρακτηρισμός των βακτηριακών στελεχών με 

μερική αλληλούχιση του γονιδίου 16S rRNA. Τα πιο κυρίαρχα φύλλα ήταν αυτά των Firmicutes, 

Actinobacteria και Gammproteobacteria. Λετομερής φυλογενετική ανάλυση και συγκρίσεις μεταξύ 

των δύο πληθυσμών και των τμημάτων του γαστρεντερικού σωλήνα θα παρουσιαστούν. 

 

Λέξεις κλειδιά: τσιπούρα, γαστρεντερικός σωλήνας, 16S rRNA, μικροβιακή ποικιλότητα 
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Microbial diversity of Sparus aurata, using culture dependent techniques 
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2Department of Fisheries and Aquaculture, Technological Educational Institute of Western Greece, 
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Microbes are the most numerous life on our planet and can appear in all possible (and sometimes 

improbable) ecosystems. Throughout our lifetime, we constantly keep in touch with these microscopic 

organisms. In fact we have a co-evolutionary relationship, at which mutual benefits obtained 

interactively between the host and non-pathogenic microorganism. There is no better example that 

illustrates this reciprocal relationship than the gastrointestinal tract of vertebrates. The intestine of 

vertebrates is itself a complex ecosystem, comprising a vast number of commensal bacteria coexisting 

with cells and tissues.  

Over the last years, the use of omic technologies, has enhanced our knowledge on the 

microbial ecosystem of the gastrointestinal tract of vertebrates. The general perception that the gut 

microbes involved in nutrient metabolism and immunity of the host is now clarified. Additionally, it 

has been shown that the gastrointestinal tract, is ideal for the horizontal transport of guest bacterial 

genes. Some of these genes are related to crucial metabolic properties of the host such as virus 

resistance, host resistance to antibiotics and in xenobiotic metabolism.  

Undiminished is also the interesting to study the structural and functional diversity of 

gastrointestinal microorganisms in wild and domestic vertebrate populations and chordates. In our 

study, we characterised the microbial diversity of the esophagous, stomach, pyloric caeca, mid and 

distal instestine of Spaurus aurata from two wild populations. Samples were collected from 

Messologhi lagoon, one from Tholh and the second from Kleisova. Two culture media were used, 

TSA with NaCl and LB, and plates were incubated at 25oC & 37oC. 

We isolated in total 192 bacterial strains, representing 95 different operational taxonomic units 

(OTUs). Characterisation of the bacterial strains was performed by sequencing the 16S rRNA gene. 

The most dominant phyla were those of Firmicutes, Actinobacteria and Gammaproteobacteria. A 

detailed phylogenetic analysis and comparisons between the two populations and the parts of the 

gastrointestinal tract will be presented in detail.  

 

Keywords: seabream, gastrointestinal tract, 16S rRNA, bacterial diversity 
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Φυτώρια καρποφόρων δένδρων απαλλαγμένα από ιούς (H2020-MCSA-RISE-2016-Virus free 

fruit nurseries, VirFree) 
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Cunha A.T.6, Di Serio F.7, Dichio B.8, Formica, L.9, Ilbagi H.10, Kalantidis K.11, Li S.12, Olmos 

A.13, Pietersen G.14, Ritzenthaler C.15, Tanriver E.16 
1Εργαστήριο Φυτοπαθολογίας, Τμήμα Γεωπονίας, Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης, 

Θεσσαλονίκη,2Bioreba, Switzerland, 3MKU, Turkey, 4Φυτοτεχνική, Ελλάδα, 5Lifesequencing, Spain, 
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12IPP-CAAS, China, 13IVIA, Spain, 14UNIP, South Africa, 15CNRS, France, 16Beta, Turkey 

 

Τα οπωροφόρα δένδρα και η άμπελος αναπαράγονται αγενώς και συνήθως είναι εμβολιασμένα πάνω 

σε υποκείμενα με αποτέλεσμα να μολύνονται από μεγάλο αριθμό παθογόνων όπως οι ιοί και τα 

ιοειδή, μερικά από τα οποία προκαλούν σοβαρές απώλειες στην παραγωγή και μείωση τη 

παραγωγικής ζωής των ασθενών φυτών. Τα παθογόνα αυτά δεν μπορούν να αντιμετωπιστούν με την 

εφαρμογή φυτοπροστατευτικών προϊόντων και ο πιο αποτελεσματικός τρόπος αντιμετώπισης είναι η 

παραγωγή και εμπορεία υψηλής ποιότητας πιστοποιημένου πολλαπλασιαστικού υλικού. Ωστόσο η 

διαδικασία αυτή δεν είναι πάντοτε απλή και τα Ερευνητικά και Ακαδημαϊκά Ιδρύματα σε συνεργασία 

με τους ιδιωτικούς φορείς εργάζονται για την βελτίωσή της. Προς την κατεύθυνση αυτή 

συνεργάζονται Ερευνητικά ιδρύματα και ιδιωτικοί φορείς στο ερευνητικό αυτό πρόγραμμα  για την 

επίτευξη των παρακάτω στόχων: 1) Αναγνώριση νέων στελεχών και ειδών ιών και ιοειδών που 

προσβάλλουν τα καρποφόρα δένδρα και την άμπελο, 2) Βελτίωση των  διαθέσιμων μεθόδων 

διάγνωσης και ανάπτυξη νέων και 3) Βελτίωση των μεθόδων παραγωγής υψηλής ποιότητας 

πιστοποιημένου πολλαπλασιαστικού υλικού καρποφόρων δένδρων και αμπέλου. Στο ερευνητικό αυτό 

πρόγραμμα οι διαθέσιμες μέθοδοι που χρησιμοποιούνται στα προγράμματα παραγωγής 

πιστοποιημένου πολλαπλασιαστικού υλικού θα συνδυαστούν με νέα καινοτόμες τεχνολογίες όπως η 

αλληλούχηση νέας γενιάς  (Next generation sequencing, NGS) και τα νανοσωματίδια  (Nanobodies). 

Στο πρόγραμμα συμμετέχουν 8 ακαδημαϊκά ιδρύματα της ΕΕ και χωρών που σχετίζονται με αυτήν, 3 

από τρίτες χώρες και 5 ιδιωτικοί φορείς. Οι γνώσεις που θα αποκτηθούν από το πρόγραμμα θα 

διανεμηθούν μεταξύ των συμμετεχόντων, ενώ θα διοχετευτούν στη συνέχεια σε φυτώρια και άλλους 

ιδιωτικούς φορείς.  Επίσης, είναι ιδιαίτερα σημαντικό ότι κατά τη διάρκεια του προγράμματος θα 

εκπαιδευτούν νέοι επιστήμονες-ερευνητές. Συμπερασματικά, τα αποτελέσματα του προγράμματος 

αυτού θα εμπλουτίσουν τις γνώσεις για τους ιούς και τα ιοειδή που σχετίζονται με διάφορες ασθένειες 

των καρποφόρων δένδρων και της αμπέλου, θα βελτιωθεί η ευαισθησία των διαθέσιμων μεθόδων 

διάγνωσης και θα αναπτυχθούν νέες που θα συμβάλλουν στη βελτίωση της ποιότητας του 

διακινούμενου πολλαπλασιαστικού υλικού καρποφόρων δένδρων και αμπέλου.     

 

“Το ερευνητικό αυτό πρόγραμμα χρηματοδοτείται από την ΕΕ στα πλαίσια του προγράμματος 

Horizon 2020 για την έρευνα και την καινοτομία κάτω από την συμφωνία Marie Skłodowska-Curie 

Νο 734736’’ 
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1Plant Pathology Laboratory, School of Agriculture, Aristotle University of  Thessaloniki, Greece, 
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Fruit trees and grapevine are propagated vegetatively and are often grafted. As a result they suffer 

from a high number of pathogens such as viruses and viroids, with some of them causing severe yield 

losses and reducing the productive life of the affected plants. As these pathogens cannot be controlled 

by the application of chemicals, the most efficient way to combat them is the production and 

commercialization of high quality pathogen-tested propagative material. Nevertheless, this procedure 

is not straightforward and both academia and private sectors are working towards its improvement. In 

this direction was built the herein interdisciplinary project which brings together participants from 

both academia and private companies to collaborate through their expertise on the following 

objectives: 1) to identify new viral and viroid strains or species affecting fruit trees and grapevine, 2) 

to optimize existing and develop novel detection methods and 3) to improve propagation and 

sanitation methods for producing high quality (virus-tested) plant material of fruit trees and grapevine. 

In this project diagnostic tools currently used in certification schemes will be combined with cutting 

edge technologies such as NGS and Nanobodies. The project has eight academic partners within the 

EU and associated countries, three within Third Countries and five non-academic partners. The 

knowledge obtained will be shared among the partners of the project and further disseminated to 

academic institutions, nurseries and other private sectors. Most importantly training of a new 

generation of researchers will be done in close contact to the needs of both industrial and academic 

sectors. In conclusion, the results of this project will enrich the knowledge on viruses/viroids 

associated with different diseases, improve the sensitivity of their detection methods, lead to new 

detection products and further contribute to the improvement of the disseminated propagative material 

of fruit trees and grapevine.   

 

“This project has received funding from the European Union’s Horizon 2020 research and innovation 

programme under the Marie Skłodowska-Curie grant agreement No 734736” 
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ασθένειας του μαρουλιού στην Πελοπόννησο (Ελλάδα)   
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Η αλληλούχηση νέας γενιάς (Next generation sequencing, NGS) έφερε ‘επανάσταση’ στη διάγνωση 

των φυτικών ιών και συνέβαλλε σε μεγάλο βαθμό στον χαρακτηρισμό των ιικών παραγόντων που 

σχετίζονται με νέες ή αναδυόμενες ασθένειες των φυτών. Διάφοροι τύποι μορίων έχουν 

χρησιμοποιηθεί ως μήτρες για την NGS. Μεταξύ αυτών η ανάλυση μικρών παρεμβαλλόμενων μορίων 

RNA   (small interfering RNAs, siRNA), που παράγονται από το μηχανισμό σίγησης του RNA των 

φυτών έναντι των ιιικών μολύνσεων, έχει χρησιμοποιηθεί αποτελεσματικά για την ανακατασκευή 

ιικών γονιδιωμάτων. Με την προσέγγιση αυτή διερευνήθηκε η αιτιολογία μιας νέας ασθένειας του 

μαρουλιού που παρατηρήθηκε πρόσφατα στην Βορειοανατολική Πελοπόννησο. Τα ασθενή φυτά 

μαρουλιού εμφάνιζαν κίτρινες δακτυλιοειδείς κηλίδες και γραμμωτά σχέδια και  οι αρχικές μηχανικές 

μολύνσεις σε έναν αριθμό φυτοδεικτών έδειξαν συμπτώματα παρόμοια με αυτά των ιών του γένους 

Nepovirus και πιο ειδικά του ιού της κίτρινης δακτυλιωτής κηλίδωσης της αγγινάρας  (Artichoke 

yellow ringspot virus, AYRSV) που ενδημεί σε καλλιέργειες κρεμμυδιού και αγγινάρας στην περιοχή 

αυτή. Για την περαιτέρω διερεύνηση  και τον χαρακτηρισμό του αιτιολογικού παράγοντα της νέας 

ασθένειας, δείγμα από ένα ασθενές φυτό μαρουλιού με χαρακτηριστικά συμπτώματα της ασθένειας 

αναλύθηκε με την μέθοδο  NGS των siRNAs. Η ανάλυση έδειξε την παρουσία μόνον του ιού AYRSV 

στο ασθενές φυτό. Αποκτήθηκαν μεγάλα τμήματα και των δυο ιικών RNA και συγκρίσεις των 

αλληλουχιών του γονιδίου της πολυμεράσης (RdRp) έδειξαν υψηλότερη ομοιότητα με την 

απομόνωση του AYRSV από κρεμμύδι (98%). Ο AYRSV ανιχνεύτηκε σε ένα ιδιαίτερα υψηλό 

ποσοστό των φυτών με τυπικά συμπτώματα της ασθένειας αλλά όχι στα φυτά χωρίς την παρουσία 

συμπτωμάτων γεγονός που επιβεβαιώνει τη στενή σχέση του ιού με την νέα ασθένεια. Η ανάλυση 

NGS των siRNAs είναι ένα πολυδύναμο εργαλείο γενικής ανίχνευσης που μπορεί να συμβάλλει στη 

διάγνωση νέων ασθενειών, η αιτιολογία των οποίων δεν είναι δυνατόν να διερευνηθεί με τις κλασικές 

διαγνωστικές μεθόδους.   
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Next generation sequencing (NGS) has revolutionized plant virus diagnosis and fostered the 

characterization of viral agents related to novel or emerging diseases. Several types of molecules have 

been used as templates during NGS. Among them analysis of small interfering RNAs (siRNA), which 

are produced by the RNA silencing machinery in plants against virus infection, has been used 

efficiently for the reconstruction of virus genomes. Following this approach we were able to unveil the 

etiology of a new lettuce disease which was recently observed in Northeastern Peloponnese. Infected 

lettuce plants were showing yellow ringspots and line patterns and initial mechanical inoculations 

performed onto a number of test plants generated symptoms resembling those caused by nepoviruses 

and especially by Artichoke yellow ringspot virus (AYRSV) that is endemic in onion and artichoke 

crops, in this area. In order to further determine and characterize the etiological agent of the disease, 

one lettuce sample showing characteristic symptoms was analyzed using NGS of siRNAs. The 

analysis revealed the presence of only AYRSV in the diseased lettuce plant. Large fragments from 

both viral RNAs were obtained and sequence comparisons of the RdRp gene showed highest similarity 

with the AYRSV isolate from onion (98%). AYRSV was detected in a high number of symptomatic 

lettuce samples, but not in the apparently healthy ones thus further confirming its association with the 

disease. NGS of siRNAs is a powerful and universal tool that promises to significantly assist in 

diagnosis of new or unknown diseases, which would be difficult to investigate using traditional 

virology approaches.    
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Τα αμμωνιακά λιπάσματα είναι μία ενδιαφέρουσα μορφή αζωτούχου λίπανσης για την καλλιέργεια 

του κυανοβακτηρίου Arthrospira platensis (σπιρουλίνα). Μειονέκτημα της καλλιέργειας του A. 

platensis σε υπόστρωμα με αμμωνία, όπου το pH είναι υψηλό (>9), είναι η πιθανή τοξική δράση της 

ελεύθερης αμμωνίας. Η τοξικότητα της αμμωνίας αποδίδεται κυρίως στην επίδρασή της στη 

φωτοσυνθετική συσκευή και εν προκειμένω στο φωτοσύστημα ΙI (PSII). Η τοξικότητα της αμμωνίας 

στο PSII έχει ως αποτέλεσμα χαμηλότερη φωτοσυνθετική δραστηριότητα καθώς σε σχετικά υψηλές 

συγκεντρώσεις ελεύθερης αμμωνίας (>100 mg-N/L) επέρχεται θανάτωση των κυττάρων. Η 

σπιρουλίνα παρόλο που είναι φωτοσυνθετικός μικροοργανισμός έχει την ικανότητα να αναπτύσσεται 

χρησιμοποιώντας οργανικές ενώσεις (γλυκόζη, οξικό οξύ κλπ.) αλλάζοντας τον μεταβολισμό από 

αυτότροφο σε ετερότροφο (απουσία φωτός) ή σε μικτότροφο (παρουσία φωτός). Στο μικτότροφο 

μεταβολισμό η ενέργεια μπορεί να προέλθει από την οργανική ουσία ή/και από την ενέργεια του 

φωτός. Από τη στιγμή που η αμμωνία επιδρά κυρίως στη φωτοσυνθετική συσκευή, τέθηκε η υπόθεση 

ότι η προσθήκη γλυκόζης σε καλλιέργειες με συγκέντρωση αμμωνίας σε τοξικά επίπεδα θα είχε ως 

αποτέλεσμα ο μικροοργανισμός να αναπτυχθεί χωρίς προβλήματα τοξικότητας, λόγω της 

παράκαμψης της αρνητικής επίδρασης της αμμωνίας στη φωτοσυνθετική συσκευή. Για να διερευνηθεί 

αυτή η υπόθεση υλοποιήθηκαν μια σειρά από πειραματικές καλλιέργειες όπου η σπιρουλίνα 

καλλιεργήθηκε σε pH 9.25 και 100 mg-N/L ελεύθερης αμμωνίας, 8 klux φωτός και 0-750 mg/L 

γλυκόζη. Η προσθήκη γλυκόζης είχε θετικά αποτελέσματα και τα κύτταρα επιβίωσαν σε σχέση με 

αυτά του μάρτυρα (χωρίς γλυκόζη) όπου παρατηρήθηκε παρεμπόδιση της αύξησης και πλήρης 

θανάτωση. Αύξηση της συγκέντρωσης της γλυκόζης είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση του ρυθμού 

ανάπτυξης. Σε σχέση όμως με καλλιέργειες όπου η πηγή του αζώτου ήταν νιτρικά, παρατηρήθηκε 

μειωμένος ρυθμός ανάπτυξης γεγονός που μαρτυρά ότι η αμμωνία δεν επιδρά τοξικά μόνο στη 

φωτοσυνθετική συσκευή αλλά και σε άλλα συστατικά μέρη και μεταβολικές διεργασίες του κυττάρου, 

όπως για παράδειγμα η αναπνοή. Το διαλυμένο οξυγόνο και οι τιμές φθορισμού χλωροφύλης 

(δυνητική φωτοχημική ικανότητα του PSII) δεν επηρεάστηκαν από την προσθήκη γλυκόζης, κάτι που 

δείχνει ότι η γλυκόζη δεν είχε καμία επίδραση στην φωτοσυνθετική ικανότητα του PSII.  

 

Λέξεις κλειδιά: τοξικότητα αμμωνίας, κυανοβακτήρια, σπιρουλίνα, μικτότροφη ανάπτυξη 
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Ammonium-based fertilizer is an interesting nitrogen form for the cultivation of Arthrospira platensis. 

However, ammoniacal nitrogen at high pH (>9), where A. platensis thrives, is in the form of free 

ammonia, which is highly toxic for the cells. Ammonia toxicity is attributed to its inhibition on the 

photosynthetic machinery and in particular of photosystem II (PSII). Ammonia inhibition on PSII 

results in lower photosynthetic activity and consequently to lower growth rates. At elevated free 

ammonia concentration (>100 mg-N/L) cells are absolutely/completely inhibited resulting in their 

death. A. platensis, even though it is a photosynthetic (autotrophic) microorganism, has the ability to 

grow on organic molecules (such as glucose, acetic acid etc.), switching its metabolic growth mode 

from autotrophy into heterotrophy (absence of light) or mixotrophy (presence of light). In mixotrophic 

growth cells can utilize energy either from the organic molecule or from light. Since ammonia affects 

mainly the photosynthetic machinery, it was hypothesized that the addition of glucose in ammonia 

inhibited cultures will result in switching the growth mode from autotrophic to mixotrophic, thus 

bypassing ammonia toxicity by allowing cells to grow on glucose. A series of experimental trials were 

performed in which A. platensis was cultivated at pH 9.25 and 100 mg-N/L free ammonia 

concentration, 8 klux light using 0-750 mg/L glucose. As hypothesized the addition of glucose resulted 

in survival of cells in comparison to the cultures with only ammonia, which were absolutely 

/completely inhibited and died. The higher the addition of glucose concertation the higher growth rates 

were observed. However, cultures with ammonia and glucose exhibited significantly lower growth 

rates than the control cultures (with nitrate as nitrogen source), showing/suggesting that ammonia does 

not only inhibit photosynthetic machinery but also other cell components and metabolic processes 

such as respiration. Dissolved oxygen and chlorophyll fluorescence (maximum quantum yield of PSII) 

were not affected by the addition of glucose, indicating that glucose did not have any impact on PSII 

activity. 

 

Keywords: ammonia toxicity; cyanobacteria; Spirulina; mixotrophy 
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Οι μύκητες των γενών Aspergillus και Fusarium προκαλούν σοβαρές σήψεις καρπών σε φυτά 

μεγάλης καλλιέργειας, όπως το κριθάρι, σε προ- και μετασυλλεκτικό επίπεδο και συνδέονται συχνά με 

την παραγωγή μυκοτοξινών. Στη μελέτη αυτή έγινε απομόνωση και χαρακτηρισμός διαφόρων 

μυκοτοξικογόνων μυκήτων Aspergillus και Fusarium από σπόρους κριθαριού και πραγματοποιήθηκε 

περαιτέρω αξιολόγησή τους ως προς την τοξικογόνο ικανότητά τους. Τα στελέχη αυτά απομονώθηκαν 

από 8 ποικιλίες κριθαριού που χρησιμοποιούνται στη βυνοποίηση στην Κεντρική και Ανατολική 

Ευρώπη και δεν είχαν επιμόλυνση με μυκοτοξίνες. Οι ποικιλίες αυτές αξιολογήθηκαν επίσης για την 

ανθεκτικότητά τους έναντι των προσβολών που οφείλονται στους μύκητες Aspergillus flavus και 

Fusarium verticillioides. Με σκοπό την ανάπτυξη ενός ολοκληρωμένου συστήματος αντιμετώπισης 

των μυκοτοξινών στο κριθάρι, τα παρακάτω βιολογικά και χημικά σκευάσματα αξιολογήθηκαν: α) 

Serenade Max®, βιολογικό σκεύασμα που ενεργοποιεί τους φυσικούς μηχανισμούς άμυνας των 

φυτών, β) Vacciplant®, εμπορικό σκεύασμα που βασίζει τη δράση του στη χημική ουσία “λαμιναρίνη” 

που βοηθά το αμυντικό σύστημα των φυτών, γ) Trianum®, εμπορικό σκεύασμα που οφείλει τη δράση 

του στο μύκητα Trichoderma charzianum ο οποίος ανταγωνίζεται τα παθογόνα με πολλαπλό τρόπο 

δράσης, δ) Botector®, εμπορικό σκεύασμα που βασίζει τη δράση του στη ζύμη  Aureobasidium 

pullulans που δρα παρεμποδιστικά και ανταγωνιστικά ως προς τα παθογόνα και ε) Mycostop®, 

βιολογικό σκεύασμα που οφείλει τη δράση του στo βακτήριο Streptomyces griseoviridis. Τέλος, 

αξιολογήθηκαν τα χημικά σκευάσματα Switch®, Geoxe®, Granuflo®, Cantus®, Chorus®, Granuflo®, 

Madison®, Neotopsin®, Miraculix® and Quadris®. Οι σπόροι κριθαριού εμβαπτίστηκαν υπό ανάδευση 

για 30 λεπτά σε διαλύματα των παραπάνω σκευασμάτων στις υψηλότερες αναγραφόμενες δόσεις. Η 

μόλυνση με τα τοξικογόνα στελέχη των μυκήτων έγινε 24 ώρες αργότερα με συγκέντρωση 106 

κον/ml. Θα παρουσιαστούν τα αποτελέσματα σχετικά με την ταυτοποίηση των απομονωθέντων 

μυκοτοξικογόνων μυκήτων, η αξιολόγηση της ανθεκτικότητας των ποικιλιών κριθαριού ως προς τη 

μόλυνση με τους μύκητες A. flavus και F. verticillioides και η αποτελεσματικότητα των σκευασμάτων 

ως προς την παρεμπόδιση βιοσύνθεσης μυκοτοξινών στο κριθάρι. 
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Aspergillus and Fusarium species cause significant diseases (molds) in field crops (including barley 

and beer), grapes, nuts and dried fruits at both pre- and post-harvest level. These molds are usually 

associated with the production of various mycotoxins. In this study, various mycotoxigenic fungi of 

Aspergillus and Fusarium species were isolated and characterized from barley seeds and further 

evaluation as to their toxigenic ability was carried out. These strains were isolated from eight barley 

varieties used in malting/ breweries in Central and Eastern Europe and had no contamination with 

mycotoxins. These varieties were also evaluated for their resistance against Aspergillus flavus and 

Fusarium verticillioides. Having as goal to develop an integrated response system for mycotoxins in 

barley, the following biological and chemical formulations were evaluated: a) Serenade Max®, a bio-

fungicide/bio-bactericide that also stimulates natural plant defense mechanisms and has demonstrated 

increased plant growth effects, b) Vacciplant® , a commercial product that contains laminarine, a 

promoter of the immune system of plants, and, c) Trianum®, a commercial product based on the 

fungus Trichoderma harzianum that works by stimulating the growth of the root system and inhibiting 

the infection and colonization of pathogenic fungi, d) Botector®, a commercial product containing the 

yeast Aureobasidium pullulans whose action is based on inhibition of the pathogen colonization due to 

space and nutrient, e) Mycostop, a biological fungicide based on the Streptomyces griseoviridis. 

Finally, the fungicides Switch®, Geoxe®, Granuflo®, Cantus®, Chorus®, Granuflo®, Madison®, 

Neotopsin®, Miraculix® and Quadris® were tested. All biocontrol agents and chemical products were 

applied in barley seeds by immersing the seeds for 30 min at highest label doses. The infection with 

conidia of Aspergillus and Fusarium species was carried out 24h later by applying on each seed a 

droplet of 10 μl (106 conidia/ml). The results about the identification of fungal isolates, the tolerance 

of the barley cultivars and the effectiveness of these treatments for inhibition of biosynthesis of 

mycotoxins in barley data will be presented. 
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Η αντιμετωπ́ιση των ιολογικών ασθενειων́ των φυτων́ βασίζεται στη λήψη προληπτικών μέτρων από 

τα οποία το σημαντικότερο είναι η χρήση ανθεκτικων́ ποικιλιων́. Ωστόσο, η σημαντική 

προσαρμοστικότητα των ιών έχει συχνά ως αποτέλεσμα την υπέρβαση της ανθεκτικότητας ακόμα και 

τη μεταπήδησή τους σε νέους ξενιστές (host-jump). Κυρίαρχο ρόλο στη διεύρυνση του κύκλου των 

ξενιστών των ιών κατέχουν οι αλληλεπιδράσεις συγκεκριμένων πρωτεϊνών τους με φυτικές πρωτεΐνες. 

Πρόσφατα δείχθηκε ότι η γονιδιωματική περιοχή P3 του ιού Υ της πατάτας (Potato virus Y, PVY, 

γεν́ος Potyvirus) είναι υπεύθυνη για την προσαρμοστικότητά του στο φυτό ξενιστή πιπεριά. 

Επιπρόσθετα η περιοχή αυτή είναι υπεύθυνη για τη σύνθεση δύο πρωτεϊνών, των P3 και P3NPIPO, 

μέσω μετατόπισης του ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης. Για τη μελέτη των αλληλεπιδράσεων που 

πιθανώς καθορίζουν την προσαρμοστικότητα του PVY στην πιπεριά εντοπίστηκαν ορθολ́ογες 

πρωτεΐνες της πιπεριάς, για τις οποιές σε άλλους ξενιστές έχει δειχθει ́ ότι αλληλοεπιδρουν́ με την 

P3NPIPO και καθορίζουν τη διασυστημική μετακίνηση ιων́ του γεν́ους Potyvirus. Συγκεκριμένα, στην 

παρούσα εργασία, ενισχύθηκε και αλληλουχήθηκε η PCaP1 (Plasma membrane Cation binding 

Protein 1) πρωτεΐνη, η οποία στο παθοσύστημα αραβίδοψη-Turnip mosaic virus (TuMV, γένος 

Potyvirus) σχετίζεται με τη διακυτταρική μετακίνηση του ιού. Για τη διερεύνηση του πιθανού ρόλου 

της πρωτεΐνης αυτής στη συγκέντρωση και μετακίνηση του PVY στην πιπεριά χρησιμοποιήθηκε η 

τεχνική της γονιδιακής σίγησης επαγόμενης από ιό (Virus Induced Gene Silencing, VIGS), ενώ ο 

τρόπος δράσης της μελετήθηκε τόσο σε επίπεδο φυτού όσο και κυττάρου. Η  τελευταία αυτή μελέτη 

πραγματοποιήθηκε μετά την ανάπτυξη αποτελεσματικού πρωτοκόλλου απομόνωσης πρωτοπλαστών 

πιπεριάς. Τα αποτελέσματα των δύο πειραματικών προσεγγίσεων απέδειξαν την εμπλοκή της 

πρωτεΐνης στη διασυστηματική μετακίνηση του PVY στην πιπεριά. Επιπλέον, σε διαφοροποίηση  από 

το παθοσύστημα αραβίδοψη-TuMV, η PCaP1 της πιπεριάς επηρεάζει τον πολλαπλασιασμό του PVY 

σε κυτταρικό επίπεδο. 
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The control of plant viral diseases is mainly based on prevention by using genetically resistant plants. 

However, due to the plasticity of their genomes, viruses can overcome plant resistance and even 

invade new plant species. The protein-protein interaction network between viral and plant proteins 

seems to be crucial in such host-jump events. Recently it was shown that P3 genetic region of Potato 

virus Y (PVY, genus Potyvirus) is responsible for PVY adaptation in pepper plants. Moreover, this 

region encodes for two proteins, P3 and P3NPIPO, through transcriptional slippage of the viral RNA 

polymerase. To investigate the interactions that are possibly involved in PVY adaptation in pepper 

plants, plant proteins that can physically interact with potyviral P3NPIPO and determine their systemic 

movement in many pathosystems were identified. This study focuses on PCaP1 (Plasma membrane 

Cation binding Protein 1) protein that was recently shown to be involved in intercellular movement of 

Turnip mosaic virus (TuMV, genus Potyvirus) in arabidopsis. The orthologous PCaP1 of pepper was 

identified, sequenced and further examined for its putative role in PVY movement through virus 

induced gene silencing (VIGS). The experimental approaches at plant level confirmed the involvement 

of PcaP1 in systemic movement of PVY. In addition, an effective pepper protoplast isolation protocol 

was developed and used for studies at cell level. In contrast with the pathosystem arabidopsis-TuMV, 

PcaP1 downregulation negatively affected PVY accumulation in pepper protoplasts.  
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Είναι γνωστό ότι δύναται να βελτιωθεί η ποιότητα και ποσότητα της φυτικής παραγωγής 

καταπολεμώντας πιθανά φυτοπαθογόνα και ενισχύοντας την ανάπτυξη των φυτών με τη χρήση 

επωφελών μικροοργανισμών (επιφυτικών και ενδοφυτικών) οι οποίοι προσδίδουν στο φυτό ευρωστία 

και ανθεκτικότητα σε βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες. Παγκοσμίως στη φυτική παραγωγή 

ενθαρρύνεται η χρήση βιολογικών παραγόντων φιλικών προς το περιβάλλον.  

Πραγματοποιήθηκαν δειγματοληψίες φυτικών ιστών (σπέρματα, ρίζα, φύλλα) της ποικιλίας 

τομάτας (Lycopersicon esculentum) «Xοντροκατσαρή» που καλλιεργείται στη Μεσσηνία, 

φαρμακευτικών φυτών που ενδημούν στην Ελλάδα του γένους Salvia spp., Teucrium spp., Hypericum 

spp, Origanum scabrum (λαγορίγανη Ταϋγέτου) όπως επίσης και από ελληνικές ποικιλίες Ελιάς. Στη 

συνέχεια, πραγματοποιήθηκε απομόνωση και κατηγοριοποίηση βάσει μορφολογικών, βιολογικών και 

βιοχημικών χαρακτηριστικών ενδοφυτικών μυκήτων και βακτηρίων από τα παραπανω φυτα.  

Έχουν απομονωθεί πλήθος στελεχών μυκήτων και βακτηρίων. Επιπλέον, πέρα των 

προαναφερθέντων δοκιμών πραγματοποιήθηκε απομόνωση γενετικού υλικού για περαιτέρω έρευνα 

και ταυτοποίηση των μικροοργανισμών με μοριακές τεχνικές. Μελετήθηκε παράλληλα η 

αντιμυκητιακή δράση όλων των απομονωθέντων μικροοργανισμών έναντι φυτοπαθογόνων μυκήτων 

Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae κ.α. O in vitro ανταγωνισμός των 

βακτηρίων και των φυτοπαθογόνων μυκήτων έδωσε πολύ ενθαρρυντικά αποτελέσματα για τη 

συνέχεια της έρευνας στο πεδίο. Παράλληλα διερευνώνται χαρακτηριστικά των μικροοργανισμών 

αυτών που ευνοούν την ανάπτυξη των φυτών (διαλυτοποίηση του φωσφόρου, παραγωγή 

σιδηροφόρων, ινδολοξικού οξέος, χιτινασών, ομαδική κινητικότητα σε επιφάνειες, παραγωγή 

βιοϋμενίων, μη ριβοσωμικών πεπτιδίων κ.α.).  
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It is possible to increase and improve the agricultural productivity by stimulating plant yield and 

protecting crops from phytopathogens using beneficial microorganisms (epiphytic and endophytic), 

which provide to plants tolerance to both biotic and abiotic stress conditions. Commercial synthetic 

fertilizers and pesticides are insecure for public health. Farmers are encouraged to use environmentally 

friendly alternatives. Biofertilizers and biopesticides may become the preferred substitutions for some 

conventional synthetic products.  

Endophytes colonize an ecological niche similar to that of phytopathogens, which make them 

candidate for disease suppression. We aim to isolate endophytic bacterial and fungal strains from a 

Greek (Messinian) variety of Solanum lycopersicum “Chontrokatsari”, greek medicinal plants (Salvia 

spp., Teucrium spp., Hypericum spp.), and Olea europaea. Endophytes have been isolated from 

leaves, stems, roots and seeds. In parallel, antibacterial and antifungal activity and other beneficial 

traits of the endophytic isolates were examined and characterized. The most promising isolates for 

their ability to promote plant growth and to antagonist against phytopathogens were studied.  

The beneficial and biocontrol traits of the isolated strains are: phosphate solubilisation, 

siderophore, IAA, chitinase production, swarming motility, biofilm formation, NRPs production etc. 

The antimicrobial activity is confirmed by the visualization and measurement of any inhibition zones 

against phytopathogenic fungi Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae with 

optimistic results. Additional greenhouse and field experiments are required to provide more 

conclusive information about the potential of using endophytic beneficial strains for plant inoculation 

in soil with limited nutrient resources. 

 

 

  



55 
 

Μελέτη του εμβολιασμού διαφορετικών ριζοβιακών στελεχών και της εφαρμογής διαφορετικών 

επιπέδων αζώτου σε υδροπονική καλλιέργεια μαυρομάτικου φασολιού  
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2Εργαστήριο Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας, Τμήμα Επιστήμης Φυτικής Παραγωγής, 

Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ιερά Οδός 75, 11855, Αθήνα 

 

Μία από τις στρατηγικές που συμβάλλουν σε μια πιο βιώσιμη καλλιέργεια κηπευτικών σε θερμοκήπια 

αποτελεί η μείωση των εισροών αζώτου χωρίς αρνητικές επιπτώσεις στην απόδοση. Για το σκοπό 

αυτό, ψυχανθή όπως τα φασόλια, όταν καλλιεργούνται σε θερμοκήπια εμβολιάζονται με 

μικροοργανισμούς με στόχο την αύξηση της βιολογικής αζωτοδέσμευσης και κατ’ επέκταση της 

παραγωγής. Σε υδροπονικές καλλιέργειες ο εμβολιασμός των ψυχανθών με ριζόβια δύναται να 

συμβάλλει στην μείωση της ποσότητας ανόργανων αζωτούχων λιπασμάτων. Ωστόσο, η πρακτική 

εφαρμογή αυτής της προσέγγισης αντιμετωπίζει αρκετές δυσκολίες. Από τη μία, η παροχή αζώτου 

είναι σημαντική στα αρχικά στάδια ανάπτυξης των φυτών, όταν τα ριζόβια δεν έχουν ακόμη 

αναπτύξει την ικανότητα τους να δεσμεύουν ατμοσφαιρικό άζωτο. Από την άλλη, η χρήση ανόργανου 

αζώτου αναστέλλει τον αποικισμό ριζοβίων στην ριζόσφαιρα και το σχηματισμό των φυματίων. Για 

την επιτυχή αντιμετώπιση των δύο αυτών αντικρουόμενων καταστάσεων, απαιτείται ρύθμιση της 

τροφοδοσίας με άζωτο των ψυχανθών που καλλιεργούνται σε υδροπονία και που έχουν εμβολιαστεί 

με αζωτοδεσμευτικά βακτήρια. Στην παρούσα εργασία, δύο διαφορετικά ριζοβιακά στελέχη ενός 

Bradyrhizobium spp. και ενός Ensifer spp., καθώς και ένα μείγμα αυτών χρησιμοποιήθηκαν για τον 

εμβολιασμό σε μαυρομάτικο φασόλι (Vigna unguiculata subsp. unguiculata (L.) Walp). Τα φυτά 

αναπτύχθηκαν σε περλίτη και μέχρι το στάδιο της άνθησης τροφοδοτήθηκαν είτε με πλήρες πρότυπο 

θρεπτικό διάλυμα αζώτου ή με θρεπτικό διάλυμα που περιείχε το 60% αζώτου του προτύπου. Στη 

συνέχεια, η παροχή αζώτου μειώθηκε από το 60% στο 30% ή στο 0% μέχρι το τέλος της 

καλλιεργητικής περιόδου. Η ικανότητα αζωτοδέσμευσης υπολογίστηκε με τη μέθοδο της φυσικής 

αφθονίας του ισοτόπου 15Ν. Παράλληλα προσδιορίστηκαν η βιομάζα, η απόδοση και η πρόσληψη των 

θρεπτικών στοιχείων στα διάφορα φυτικά μέρη. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η εφαρμογή 

διαφορετικών επιπέδων ανόργανων αζώτου πριν και μετά το σχηματισμό φυματίων δύναται να 

θεωρηθεί μια αποτελεσματική στρατηγική για τη μείωση της χρήσης αζωτούχων λιπασμάτων σε 

υδροπονική καλλιέργεια μαυρομάτικου φασολιού χωρίς μείωση της παραγωγής. 

 

Λέξεις κλειδιά: ψυχανθή, άζωτο, υδροπονία, Vigna unguiculata, Ensifer spp 
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“EUROLEGUME” που χρηματοδοτήθηκε από το FP7 Research Project, Nº 613781, 2014-2018. 
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One of the strategies contributing to a more sustainable crop production in greenhouses is the 

reduction of nitrogen input without compromising yield. To this end, relevant rhizobial strains capable 

of biologically fixing atmospheric nitrogen are used to inoculate legume plants like beans grown in 

greenhouses. In soilless culture, inoculation of legumes with rhizobia can considerably reduce the 

input of inorganic nitrogen to the nutrient solutions. However, the practical application of this 

approach encounters some difficulties. On the one hand, the supply of plant available nitrogen is 

important at the early growth stage when the rhizobia are still not functional in terms of N2-fixation. 

On the other hand, inorganic nitrogen and especially nitrate N inhibits rhizobia colonization. To cope 

with these two contrasting issues, a fine tuning of the N supply is needed, when legumes grown in 

soilless culture are inoculated with relevant rhizobial strains. In the present study, two different 

indigenous rhizobial strains, Bradyrhizobium spp. and Ensifer spp., and a mixture of them were used 

to inoculate cowpea (Vigna unguiculata subsp. unguiculata (L.) Walp) grown in perlite and supplied 

with different N levels to test their inoculation and N-fixation ability. Plants were supplied with either 

full-N (total-N 11.2 mM) or 60% of full-N until the flowering stage. Afterwards, the N supply was 

either reduced to 30% or fully starved until the end of the cultivation period. BNF was quantified at 

the early pod filling stage using the 15N natural abundance method. Biomass, yield and nutrient 

uptake were also estimated. The results showed that applying different rates of inorganic N before and 

after the formation of N2-fixing nodules could be considered an effective strategy to reduce N 

fertilizer supply in hydroponic cowpea crops without compromising yield. 

 

Keywords: legume, nitrogen, hydroponics, Vigna unguiculata, Ensifer spp. 
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γνώση και μελλόντικές ανάγκες έρευνας 
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Η βελτίωση φυτών, τις τελευταίες δεκαετίες, πραγματοποιούνταν σε συνθήκες εντατικής γεωργίας με 

υψηλές εισροές τόσο σε λιπάσματα όσο και σε φυτοπροστατευτικές ουσίες, γεγονός που οδήγησε στη 

μείωση της γενετικής παραλλακτικότητας στις μοντέρνες καλλιεργούμενες ποικιλίες. Η επιλογή των 

γονοτύπων, κάτω απο αυτές τις συνθήκες, επηρέασε την ικανότητα των νέων ποικιλιών να 

δημιουργούν ευνοικές αλληλεπιδράσεις με λειτουργικές μικροβιακές κοινότητες, όπως οι 

μυκορριζικοί μύκητες και τα συμβιωτικά αζωτοδεσμευτικά βακτήρια. Η δομή λειτουργικών 

μικροβιακών ομάδων στο έδαφος είναι καίριας σημασίας για την παραγωγικότητα των αγροτικών 

οικοσυστημάτων. Διευκολύνουν την απορρόφηση θρεπτικών στοιχείων και την ανεκτικότητα των 

καλλιεργειών σε συνθήκες αβιοτικών καταπονήσεων, όπως η ξηρασία και η αλατότητα, ενώ σε 

κάποιες περιπτώσεις προστατεύουν τις καλλιέργειες απο εδαφογενής παθογόνους οργανισμούς. Κατα 

τη διάρκεια του προγράμματος βελτίωσης φυτών του Ινστιτούτου Γεωργικών Ερευνών βρέθηκε οτι οι 

διαφορετικοί γονότυποι αραβόσιτου, μαυρομάτικου φασολιού και ρεβυθιού αξιοποίησαν διαφορετικά 

τις γηγενείς μυκορριζικές κοινότητες. Συγκεκρίμενα βρέθηκε οτι τα συμβιωτικά αζωτοδεσμευτικά 

βακτήρια, που απομονώθηκαν και ταυτοποιήθκαν σε ποικιλίες μαυρομάτικου φασολιού και ρεβυθιού, 

ήταν άμεσα εξαρτώμενα απο το γονότυπο του φυτού, ενώ παράλληλα παρατηρήθηκε μια σημαντική 

αλληλεπίδραση ανάμεσα στα αζωτοδεσμευτικά βακτήρια και στις μυκόρριζες. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι, χαρακτηριστικά γνωρίσματα των υπό βελτίωση γονοτύπων όπως π.χ παραγωγή, 

συγκέντρωση Ν κ.α παρουσίασαν σημαντική συσχέτιση με τις λειτουργικές μικροβιακές ομάδες που 

βρίσκονται στην ριζόσφαιρα. Σκοπός περαιτέρω έρευνας της ερευνητικής μας ομάδας είναι η 

βαθύτερη κατανόηση του πώς σχετίζεται η βελτίωση των φυτών με μικροβιακές κοινότητες του 

εδάφους που αλληλεπιδρούν με τα φυτά και πώς μπορούν να χρησιμοποιηθούν αυτές οι 

αλληλεπιδράσεις στην επιλογή και στη βελτίωση των σημαντικών χαρακτηριστικών των φυτών. 

 

Λέξεις Κλειδιά: βελτίωση φυτών, λειτουργικές μικροβιακές κοινότητες, ριζόσφαιρα, δενδρώδεις 

μυκορριζικοί μύκητες, συμβιωτικά αζωτοδεσμευτικά βακτήρια. 
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Plant breeding during the past decades has been performed under high fertilization and intensive crop 

protection, leading to a substantial decrease of diversity among modern cultivars. The selection of 

genotypes under these conditions has also affected the ability of modern varieties to establish 

beneficial associations with soil functional microbial assemblages, like mycorrhizae fungi and 

symbiotic nitrogen fixing bacteria. 

The community structure of these microbial guilds is crucial for agricultural systems productivity 

since they are facilitating nutrient uptake and crop tolerance to abiotic stresses, like drought and 

salinity, while in some cases they are providing protection from soil borne pathogens.  

During our plant-breeding program in Agricultural Research Institute, it was demonstrated that 

different genotypes of maize, cowpea and chickpea exploited differently the native mycorrhizal 

communities and this was associated with important plant traits like N uptake and yield. 

Also, we found that the symbiotic nitrogen fixing bacterial community, identified in local cowpea and 

chickpea, was genotype-depended while a significant interaction between nitrogen fixing bacteria and 

mycorrhizal inoculum has been noticed. Our results showed that genotypes with the most interesting 

plant traits were significantly correlated with associated functional microbial assemblages, like 

mycorrhizal fungi and nitrogen fixing bacteria.  

The ultimate goal is to better understand how plant breeding process influence plant associated 

microbial functional communities and how these interactions can be used to select and improve 

important plant traits. 

 

Keywords: plant breeding, plant traits, rhizosphere functional microbial community, arbuscular 

mycorrhizal fungi, symbiotic nitrogen fixing bacteria 
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Οι μύκητες του γένους Neofusicoccum είναι σημαντικά παθογόνα πολλών καλλιεργούμενων και 

δασικών φυτών. Ωστόσο, για αρκετά είδη δεν έχει βρεθεί η τέλεια μορφή στη φιστικιά και άλλους 

ξενιστές. Συγκεκριμένα, στο είδος N. vitifusiforme έχουν βρεθεί στελέχη μόνο του ενός συζευκτικού 

τύπου ΜΑΤ1-1. Με βάση τα παραπάνω, σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν ο προσδιορισμός των 

γονιδίων σύζευξης στο γένος Neofusicoccum. Καθώς δεν υπάρχουν βιβλιογραφικά δεδομένα για τα 

γονίδια σύζευξης στο συγκεκριμένο είδος, η διερεύνηση βασίστηκε σε αλληλουχίες του μύκητα 

Dothistroma septosporum*. Αρχικά, με χρήση εξειδικευμένων εκκινητών ενισχύθηκαν, 

κλωνοποιήθηκαν και αλληλουχίθηκαν τμήματα των γονιδίων και των δύο συζευκτικών τύπων ΜΑΤ1-

1 και ΜΑΤ1-2 από τον D. septosporum. Βάση των αλληλουχιών αυτών, πραγματοποιήθηκε 

βιοπληροφορική αναζήτηση στις βάσεις δεδομένων των μυκήτων Neofusicoccum parvum και 

Βotryosphaeria dothidea και βρέθηκαν ορθόλογα γονίδια και στα δυο είδη. Έπειτα, με χρήση 

εξειδικευμένων εκκινητών για τα γονίδια MAT1-1-1 και MAT1-2-1 του N. parvum ενισχύθηκαν, 

κλωνοποιήθηκαν και αλληλουχίθηκαν προϊόντα PCR αναμενόμενου μεγέθους. Διαπιστώθηκε ότι όλα 

τα στελέχη που ελέγχθηκαν εκτός ενός στελέχους N. mediterraneum, έφεραν το γονίδιο MAT1-1-1. 

Αξιοσημείωτο είναι ότι στο συγκεκριμένο στέλεχος N. mediterraneum εντοπίστηκε μόνο το γονίδιο 

ΜΑΤ1-2-1 . Επιπλέον, στα ελεγχθέντα στελέχη του είδους Ν. parvum διαπιστώθηκε και η ύπαρξη του 

γονιδίου MAT1-2-1. Σε αποτύπωμα κατά Southern χρησιμοποιώντας ως ανιχνευτές τμήματα του 

γονιδίου MAT1-1-1 από τα είδη N. parvum, N. vitifusiforme και N. mediterraneum, διαπιστώθηκε η 

ύπαρξη ορθόλογων γονιδίων και στα 3 αυτά είδη μυκήτων. Ακολούθησε κλωνοποίηση και 

αλληλούχιση των γονίδιων ΜΑΤ1-1-1 και MAT1-2-1 από τα παραπάνω είδη και βρέθηκε σημαντική 

διαφοροποίηση ανάμεσα για κάθε γονίδιο ΜAT μεταξύ των τριών ειδών Neofusicoccum καθιστώντας 

τα δυνητικά κατάλληλα για μοριακούς δείκτες. 

 

Μέρος της ερευνητικής εργασίας διεξήχθη στο Πανεπιστήμιο του Aveiro, Πορτογαλία στο πλαίσιο 

διμερούς συμφωνίας του προγράμματος Erasmus+. 

*Οι απομονώσεις Dothistroma septosporum ήταν ευγενική προσφορά της Irene Barnes, University of 

Pretoria, Department of Genetics. 
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Neofusicoccum species are serious pathogens on many hosts. However, in several hosts including 

pistachio the teleomorph has not been found. Specifically, within N. vitifusiforme isolates only the 

mating type MAT1-1 has been identified. Based on the above, the aim of the present study was to 

investigate the occurrence of mating type genes within the genus Neofusicoccum. Since there are not 

any bibliographic data available for N. vitifusiforme, determination of mating type genes was based on 

known Dothistroma septosporum sequences. Initially, parts of the MAT1-1-1 and MAT1-2-1 genes of 

D. septosporum amplified by PCR were subsequently cloned and sequenced. Using the derived 

Dothistroma sequences as a query, bioinformatic search was performed in N. parvum and 

Botryosphaeria dothidea genome databases. Orthologous genes for MAT1-1-1 and MAT1-2-1 were 

found in both species. Moreover, using primers for the MAT1-1-1 and MAT1-2-1 genes of N. parvum, 

PCR products of expected size from all N. parvum, N. vitifusiforme and N. mediterraneum isolates 

were amplified, cloned and sequenced. It was found that in all isolates tested, the MAT1-1-1 gene was 

detected, except one N. mediterraneum isolate. Interestingly, in this N. mediterraneum isolate, only the 

MAT1-2-1 gene was amplified. Furthermore, the MAT1-2-1 gene was also found on the tested N. 

parvum isolates. Southern blot hybridization using as probes N. parvum, N. vitifusiforme or N. 

mediterraneum MAT1-1-1 sequences, revealed the presence of orthologous MAT1-1-1 genes in all 

three fungal species. Following cloning and sequencing of the MAT1-1-1 and MAT1-2-1 genes, 

significant differences within each MAT gene between the three Neofusicoccum species were found, 

thus making them suitable as potential phylogenetic markers. 

 

Part of the research was conducted in the Uiversity of Aveiro, Portugal in the frame of a bilateral 

agreement of the Erasmus+ program.  

*Dothistroma isolates were kindly offered by Irene Barnes, University of Pretoria, Department of 

Genetics 
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To ethoxyquin (EQ) είναι αντιοξειδωτική ουσία που χρησιμοποιείται στα συσκευαστήρια φρούτων. 

Παρά την ελεγχόμενη, εντός των συσκευαστηρίων, χρήση του σημαντικές ποσότητες του EQ 

καταλήγουν στο έδαφος μέσω της απόρριψης των παραγόμενων υγρών αποβλήτων. Πρόσφατες 

μελέτες της ερευνητικής μας ομάδας έδειξαν ότι το ΕQ στο έδαφος μεταβολίζεται ταχύτατα προς το 

μη υπολειμματικό quinone imine (QI) (κύριος μεταβολίτης) και το έμμονο 2,4-dimethyl-6-

ethoxyquinoline (EQNL) (δευτερεύων μεταβολίτης). Ακόλουθες μετρήσεις (RT-q-PCR amoA 

γονιδίου και δυνητική νιτροποίηση) έδειξαν παρεμπόδιση της ικανότητας νιτροποίησης τόσο των 

νιτρωδοποιητικών βακτηρίων (ΑΟΒ) όσο και των αρχαίων (ΑΟΑ) στις μεταχειρίσεις όπου το QI 

εφαρμόστηκε ή σχηματίστηκε (EQ, QI και μίγμα QI+EQNL). Ωστόσο, ο μηχανισμός και το εύρος της 

αναστολής που προκαλούν τα EQ και QI στους νιτρωδοποιητικούς μικροοργανισμούς παραμένει 

άγνωστος. Στην παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκε συγκριτική in vitro αξιολόγηση της επίδρασης  

των EQ (0.46-460 μM) και nitrapyrin (50 μM), γνωστού παρεμποδιστή νιτροποίησης, στην αύξηση 

(αφθονία amoA γονιδίου) και τη λειτουργία (οξείδωση ΝΗ4
*/ παραγωγή ΝΟ2

-) των εδαφογενών 

νιτρωδοποιητικών βακτηρίων Nitrosomonas europaea και Nitrosospira multiformis. Προσθήκη του 

EQ σε συγκέντρωση 460 μM προκάλεσε μόνιμη αναστολή της αύξησης και της λειτουργίας των 

ΑΟΒ. Η επίδραση του EQ στο N. multiformis ήταν ανάλογη αλλά περισσότερο έμμονη σε σχέση με 

αυτή του nitrapyrin. Παράλληλες μετρήσεις του μεταβολισμού του EQ στις υγρές καλλιέργειες 

κατέδειξαν την ταχύτατη μετατροπή του σε QI, γεγονός που συνέπεσε με την ενεργοποίηση της 

ανασταλτικής δράσης επί των ΑΟΒ. Μελλοντικές in vitro δοκιμές θα αξιολογήσουν τη δράση των QI, 

EQNL έναντι των ίδιων ΑΟΒ στελεχών και θα μελετηθεί in vitro η ανασταλτική δράση των EQ, QI 

και EQNL σε αντίστοιχα αντιπροσωπευτικά εδαφικά στελέχη ΑΟΑ. Η επιβεβαίωση της ταυτόχρονης 

ανασταλτικής δράσης των EQ και QI σε ΑΟΒ και ΑΟΑ μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ανάπτυξη 

ενός νέου καθολικού αναστολέα νιτροποίησης δεδομένης της περιορισμένης ικανότητας των 

διαθέσιμων παρεμποδιστών νιτροποίησης να εμφανίζουν εξίσου υψηλή αποτελεσματικότητα έναντι 

τόσο των ΑΟΒ όσο και των ΑΟΑ. 

 

Λέξεις-κλειδιά: ethoxyquin, νιτρωδοποιητικά βακτήρια και αρχαία, αναστολείς νιτροποίησης 
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Ethoxyquin (EQ) is an antioxidant commonly used in fruit packaging plants. Despite its post – harvest, 

indoor application, EQ could end up in soil environment through direct land spreading of wastewaters 

from the fruit-packaging industry. Previous studies by our group showed that EQ in soil is rapidly 

transformed to the short-lived quinone imine (QI) (major metabolite) and to the more persistent 2,4-

dimethyl-6-ethoxyquinoline (EQNL) (minor metabolite). Following measurements (RT-q-PCR of 

amoA gene and potential nitrification) revealed a direct impact of EQ and primarily of QI, on the 

activity of both ammonia oxidizing bacteria (ΑΟΒ) and archaea (ΑΟΑ). The mechanism of inhibition 

of EQ and its derivative is still unknown. In the present study, the effects of EQ (0.46-460 μM) and 

nitrapyrin (50 μM), a known nitrification inhibitor, on the growth (amoA gene abundance) and activity 

(ammonia oxidation/nitrite accumulation) of the soil AOB Nitrosomonas europaea and Nitrosospira 

multiformis, were compared in liquid batch cultures. EQ showed a persistent inhibitory effect on the 

growth and activity of both AOB strains at concentration level of 460 μM. The effect imposed to N. 

multiformis was equivalent but more persistent than nitrapyrin, which is a first indication for the 

potential utilization of EQ as nitrification inhibitor. Parallel measurements of the metabolism of EQ in 

the liquid cultures suggested a rapid transformation to QI which concurred with the onset of the 

inhibitory effects on AOB. Follow-up in vitro studies will explore the inhibitory effect of QI and 

EQNL on the selected soil AOB and further investigate their impact on respective AOA terrestrial 

strains. Verification of the universal inhibitory effect of EQ and QI on both AOA and AOB could lead 

to the development of a novel universal nitrification inhibitor considering that most currently known 

nitrification inhibitors used in practice have specific activity on AOB or AOA. 

 

Key words: ethoxyquin, ammonia oxidizing bacteria and archaea, nitrification inhibitors 

 

Acknowledgements: Dr. E. Papadopoulou undertook a short scientific mission to Ecole Centrale del 

Lyon which was supported by the Society of Mikrobiokosmos through the K. Drainas Fellowship. 

  

user
Επισήμανση



63 
 

Επίδραση αρωματικών βοτάνων και σκόρδου στην επιβίωση των παθογόνων L. monocytogenes 

and E. coli O157:H7 κατά τη διάρκεια αυθόρμητης ζύμωσης ριζών του φυτού Raphanus sativus  
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Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη της επίδρασης αρωματικών βοτάνων και σκόρδου στη 

επιβίωση των παθογόνων Listeria monocytogenes and Escherichia coli O157:H7 κατά τη διάρκεια 

αυθόρμητης ζύμωσης ριζών του φυτού Raphanus sativus. Οι βολβοί ξεπλυθήκαν με νερό βρύσης, 

τεμαχίστηκαν, τοποθετήθηκαν σε διάλυμα άλμης (5% NaCl) στην οποία είχε προστεθεί σε 

συγκέντρωση 1% w/v ξεχωριστά καθένα από τα αρωματικά φυτά μέντα (Mentha sp.), λεμονοθύμαρο 

(Thymus citriodorus) αλλά και σκόρδο (Allium sativum). Ακολούθησε ενοφθαλμισμός με τα δύο 

παθογόνα βακτήρια L. monocytogenes και E. coli O157:H7 σε πληθυσμό 3 ή 6 log CFU/mL και 

αυθόρμητη ζύμωση στους 20 oC κατά τη διάρκεια της οποίας ανά τακτά χρονικά διαστήματα γινόταν 

μέτρηση του pH και της ολικής ογκομετρούμενης οξύτητας, των ολικών φαινολικών ουσιών καθώς 

και καταμέτρηση του πληθυσμού της ολικής μεσόφιλης μικροχλωρίδας, γαλακτικών βακτηρίων, 

ζυμών/μυκήτων, εντερόκοκκων, εντεροβακτηρίων και ψευδομονάδων. Η επικρατούσα μικροχλωρίδα 

ταυτοποιήθηκε με specific PCR. Σε όλες τις περιπτώσεις, τα γαλακτικά βακτήρια επικράτησαν από 

την αρχή της ζύμωσης, με επικρατέστερο είδος το Lactobacillus plantarum. O πληθυσμός των 

εντερόκοκκων αυξήθηκε καθιστώντας τους δευτερεύουσα μικροβιακή ομάδα, ενώ οι πληθυσμοί των 

ψευδομονάδων και των ζυμών/μυκήτων παρέμειναν σε επίπεδα χαμηλότερα από το όριο μέτρησής 

τους, νωρίτερα από το μέσον της ζύμωσης. Και τα δύο παθογόνα L. monocytogenes και E. coli 

O157:H7 δεν ανιχνεύτηκαν στο τέλος της ζύμωσης. Η ποσότητα των ολικών φαινολικών συστατικών 

αυξήθηκε έντονα μέχρι την έκτη ημέρα ζύμωσης και μετά παρέμεινε σε παρόμοια επίπεδα, 

εμφανίζοντας μια μικρή αύξηση. Ανιχνεύθηκαν στατιστικώς σημαντικές διαφορές στον πληθυσμό 

των μικροβιακών ομάδων που μελετήθηκαν και ήταν της τάξης του 1-1.5 log CFU/mL. Ο πληθυσμός 

των παθογόνων L. monocytogenes και E. coli O157:H7 μειώθηκε ταχύτερα κάτω από το όριο 

καταμέτρησης με την προσθήκη σκόρδου και μέντας, αντίστοιχα. 
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The aim of the present study was to assess the fate of Listeria monocytogenes and Escherichia coli 

O157:H7 during spontaneous fermentation of Raphanus sativus roots in the presence of mint (Mentha 

sp.), lemon thyme (Thymus citriodorus) or garlic (Allium sativum). For that purpose, radish roots were 

thoroughly washed with tap water, cut in half, submerged in brine solution (5% NaCl) in which 1.0 % 

w/v of each of the afore mentioned herbs were added. L. monocytogenes and E. coli O157:H7 were 

inoculated at 3 or 6 log CFU/mL in the fermentation brine; fermentation took place at 20 oC and was 

monitored by measuring pH and total titratable acidity (TTA) as well as by quantitative assessment of 

the total aerobic mesophilic microbiota, lactic acid bacteria, yeasts/molds, enterococci, 

Enterobacteriaceae and pseudomonads. Quantification of the total phenolic content of the brine was 

also performed. The dominating lactic acid bacteria population was assessed with specific PCR. In all 

cases, lactic acid bacteria prevailed from the beginning of the fermentation with Lactobacillus 

plantarum being the dominant species. Enterococci population increased and formed a secondary 

microbiota while pseudomonads, Enterobacteriaceae and yeasts/molds populations were below 

enumeration limit already before the middle of fermentation. Both pathogens were not detected at the 

end of fermentation. Total phenolic content increased intensively until the sixth day and then remained 

at similar level with a slight increase. Statistically significant differences in the microbial populations 

assessed were detected throughout fermentation and ranged between 1-1.5 log CFU/mL. In both 

pathogen inoculum levels, L. monocytogenes and E. coli O157:H7 populations decreased faster below 

enumeration limit when garlic and mint were added, respectively. 
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Οι ασθένειες των φυτών αποτελούν το σημαντικότερο πρόβλημα στις καλλιέργειες, προκαλώντας 

μεγάλες οικονομικές απώλειες. Οι σύγχρονες στρατηγικές καταπολέμησης επιβάλλουν την χρήση 

εναλλακτικών μεθόδων, όπως η χρήση βιολογικών σκευασμάτων που εμπεριέχουν βιολογικούς 

παράγοντες. Οι μικροοργανισμοί που χρησιμοποιούνται ως φυτοπροστατευτικά προϊόντα έχουν την 

δυνατότητα παροχής άμεσης προστασίας έναντι των παθογόνων αλλά και άμεσης προστασίας, μέσω 

της ενεργοποίησης μηχανισμών άμυνας. Ένας νέος βιοπαράγοντας που βρίσκεται στην διαδικασία 

έρευνας για να πάρει έγκριση στο άμεσο μέλλον είναι ο Bacillus amyloliquefaciens MBI 600. 

Πρόκειται για ένα μικροοργανισμό του γένους Bacillus που φυλογενετικά είναι συγγενικός με άλλους 

μικροοργανισμούς του γένους Bacillus που έχουν φυτοπροστατευτική χρήση. Η δημιουργία των 

φυλογενετικών δένδρων έγινε με την χρήση αλληλουχιών τριών συντηρημένων γονιδίων που 

απαντώνται σε αυτούς τους μικροοργανισμούς (che, gyr, 16s). Η ικανότητα του βιοπαράγοντα 

Bacillus amyloliquefaciens MBI 600, να ελέγχει φυτοπαθογόνους μύκητες μελετήθηκε με την χρήση 

διπλών καλλιεργειων που αποτελούνταν από το παθογόνο και το βακτήριο, σε τρυβλία με θρεπτικό 

υπόστρωμα ( dual cultures in vitro). Οι μύκητες που ελέγχτηκαν ήταν δύο εδαφογενή παθογόνα και 

ένα παθογόνο φυλλώματος, οι  Pythium ultimum, Fusarium ox. rad. cucumerinum και Botrytis 

cinerea. Σε όλα τα παθογόνα παρατηρήθηκε αναστολή της ανάπτυξης των μυκήτων. Στην διπλή 

καλλιέργεια με τον Botrytis cinerea παρατηρήθηκε η μεγαλύτερη αναστολή της μυκηλιακής 

ανάπτυξης (35%) ενώ υπήρχε και δημιουργία ζώνης αναστολής (1cm). Η επίδραση του 

μικροοργανισμού στα παθογόνα εδάφους ήταν μικρότερη καθώς υπήρχε αναστολή της μυκηλιακής 

ανάπτυξης από 15-25% με δημιουργία μικρότερης ζώνης αναστολής. Το επόμενο χαρακτηριστικό που 

διερευνήθηκε για τον συγκεκριμένο μικροοργανισμό ήταν η ικανότητα του να αποικίζει στις ρίζες 

φυτών αγγουριάς. Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν μετασχηματισμένα στελέχη του B. 

amyloliquefaciens MBI 600. Στα στελέχη αυτά έγινε εισαγωγή φθορίζουσας πρωτεΐνης, ώστε να 

μπορούν να παρατηρηθούν με την βοήθεια της συνεστιακής μικροσκοπίας (confocal microscopy). Ο 

χρόνος και ο ρυθμός αποικισμού του βακτηρίου στην ρίζα μελετήθηκε σε ελεγχόμενες συνθήκες 

{κλειστό αποστειρωμένο σύστημα (gnotobiotic system)} και σε μή ελεγχόμενες συνθήκες (σύστημα 

σε φυτοδοχείο και σύστημα με φυτά απευθείας στον αγρό). Η παρατήρηση έγινε σε όλα τα συστήματα 

για 21 ημέρες με συνολικά τρείς μετρήσεις. Σε όλα τα συστήματα που μελετήθηκαν παρατηρήθηκε 

επιτυχής αποικισμός, ενώ ενδιαφέρον παρουσίασε το γεγονός πως όταν ο μικροοργανισμός 

εφαρμόσθηκε σε έδαφος αγρού παρατηρήθηκε αυξημένος ρυθμός επιβίωσης και πολλαπλασιασμού, 

σε σχέση με τα άλλα συστήματα. 
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Biological control of plant diseases, is a field of intensive research, aiming to develop alternatives to 

chemical control. Microorganisms which are used as biocontrol agents against fungal pathogens act 

both directly and indirectly, by activating plant defense mechanisms. Bacillus amyloliquefaciens MBI 

600 is a new biocontrol agent which is under investigation, and it will be released into the market in 

the near future. In this study a taxonomy characterization was conducted by using sequence data for 3 

conserved genes (che, gyr, 16s).  Results showed that MBI 600 strain was phylogenetically relative 

close to other Bacillus spp. strains used as biocontrol agents. The ability of the BCA to control fungal 

plant pathogens was, initially studied in vitro using dual cultures. Two soilborne pathogens (Pythium 

ultimum and Fusarium oxysporum f.sp. radicis-cucumerinum) and one foliar pathogen (Botrytis 

cinerea) were used. For all the 3 pathogens tested, a mycelial growth inhibition was observed in the 

dual cultures. The higher inhibition of mycelial growth (35%), in dual cultures, was observed in B. 

cinerea, while in addition, an inhibition zone (1 cm) was observed. The effect of B. amyloliquefaciens 

MBI 600 strain against soilborne pathogens was lower than that for B. cinerea, ranging from 15 to 

25%, with smaller inhibition zone. The 3rd parameter that was investigated in this study was the ability 

of the BCA agent to colonize cucumber plant roots. In order to observe the bacterial cells, transformed 

cells with green fluorescence protein were performed and confocal microscopy was used. The time 

and the rate of colonization were studied both under controlled conditions (gnotobiotic system), 

greenhouse conditions and natural field conditions. Assessments were conducted in 3 distinct time-

points for a total period of 21 days. In all the 3 systems studied a successful colonization of the 

cucumber roots was documented, while, interestingly, the higher survival ability and bacterial 

proliferation was observed when the BCA was applied directly in the field. 
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Το μαυρομάτικο φασόλι (Vigna unguiculata) μπορεί να συμβιώνει με ένα ευρύ φάσμα συμβιοτικών 

βακτηρίων, κυρίως βραδέως αναπτυσσόμενα είδη ριζοβίων, που ανήκουν στο γένος Bradyrhizobium. 

Παρότι αρκετή έρευνα έχει πραγματοποιηθεί στα ριζόβια του  μαυρομάτικου φασολιού σε διάφορες 

χώρες σε όλο τον κόσμο, ελάχιστα είναι γνωστά για τη γενετική και συμβιωτική ποικιλότητα των 

αυτόχθονων ριζοβίων του μαυρομάτικου φασολιού στην Ευρώπη. Στην παρούσα μελέτη, εξετάστηκε 

η γενετική και συμβιωτική ποικιλότητα των αυτόχθονων ριζοβίων του μαυρομάτικου φασολιού που 

απομονώθηκαν από φυμάτια φυτών που είχαν αναπτυχθεί στον αγρό σε τρεις διαφορετικές 

γεωγραφικές περιοχές της Ελλάδας. Σαράντα δύο στελέχη αναλύθηκαν μέσω πολλαπλών 

προσεγγίσεων. Η ανάλυση μέσω ERIC-PCR ομαδοποίησε τα στελέχη σε επτά ομάδες και 

αντιπροσωπευτικά στελέχη κάθε ομάδας αναλύθηκαν περαιτέρω. Η ανάλυση του γονιδίου rrs έδειξε 

ότι τα στελέχη ανήκουν σε διαφορετικά είδη του γένους Bradyrhizobium. Η ανάλυση της 

διαγονιδιακής περιοχής 16S-23S (IGS) έδειξε ότι τα στελέχη από κάθε γεωγραφική περιοχή είχαν 

διακριτούς τύπους IGS, οι οποίοι πιθανά αντιπροσωπεύουν νέες φυλογενετικές γενεαλογίες, πολύ 

συγγενικές με τα είδη Bradyrhizobium pachyrhizi, Bradyrhizobium ferriligni και Bradyrhizobium 

liaoningense. Η ανάλυση MLSA τριών ιδιοσυστατικών γονιδίων (recA, glnII και gyrB) έδειξε τη 

στενή συγγένεια των στελεχών με τα B. pachyrhizi PAC48T και B. liaoningense USDA 3622T και 

επιβεβαίωσε ότι το στέλεχος VUEP21, συγγενικό με το B. liaoningense, πιθανά συνιστά ένα νέο 

είδος, εντός του γένους Bradyrhizobium. Επιπρόσθετα, φυλογένειες των συμβιωτικών γονιδίων nodC 

και nifH έδειξαν ότι τα στελέχη, συγγενικά με το  B. pachyrhizi, ανήκουν στον συμβιότυπο vignae, 

ενώ τα στελέχη, συγγενικά με το B. liaoningense, πιθανά συνιστούν ένα νέο συμβιότυπο. 

 

Λέξεις-Κλειδιά: μαυρομάτικο φασόλι, Bradyhizobium, φυλογένεια, συμβιότυπος, MLSA 

 

Ευχαριστίες: Η παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκε στα πλαίσια του ερευνητικού προγράμματος  

“EUROLEGUME” : Enhancing of legumes growing in Europe through sustainable cropping for 

protein supply for food and feed, που χρηματοδοτήθηκε από το  FP7 Research Project, Nº 613781, 

2014-2018.  

  

mailto:tampakaki@aua.gr


68 
 

Phylogenetic multilocus sequence analysis of indigenous slow-growing rhizobia nodulating 

cowpea (Vigna unguiculata L.) in Greece 

 

Tampakaki A.P.1*, Fotiadis C.T.1, Ntatsi G.2, Savvas D.2 
1Laboratory of General and Agricultural Microbiology, Department of Crop Science, Agricultural 

University of Athens, Iera Odos 75, Votanikos, 11855 Athens, Greece.  
2Laboratory of Vegetable Production, Department of Crop Science, Agricultural University of Athens, 

Iera Odos 75, Votanikos, 11855 Athens, Greece.  
*E-mail: tampakaki@aua.gr 

 

Cowpea (Vigna unguiculata) is a promiscuous grain legume, capable of establishing efficient 

symbiosis with diverse symbiotic bacteria, mainly slow-growing rhizobial species belonging to the 

genus Bradyrhizobium. Although much research has been done on cowpea-nodulating bacteria in 

various countries around the world, little is known about the genetic and symbiotic diversity of 

indigenous cowpea rhizobia in European soils. In the present study, the genetic and symbiotic 

diversity of indigenous rhizobia isolated from field-grown cowpea nodules in three geographically 

different Greek regions were studied. Forty-five authenticated strains were subjected to a polyphasic 

approach. ERIC-PCR based fingerprinting analysis grouped the isolates into seven groups and 

representative strains of each group were further analyzed. The analysis of the rrs gene showed that 

the strains belong to different species of the genus Bradyrhizobium. The analysis of the 16S-23S IGS 

region showed that the strains from each geographic region were characterized by distinct IGS types 

which may represent novel phylogenetic lineages, closely related to the type species of 

Bradyrhizobium pachyrhizi, Bradyrhizobium ferriligni and Bradyrhizobium liaoningense. MLSA 

analysis of three housekeeping genes (recA, glnII, and gyrB) showed the close relatedness of our 

strains with B. pachyrhizi PAC48T and B. liaoningense USDA 3622T and confirmed that the B. 

liaoningense-related isolate VUEP21 may constitute a novel species within Bradyrhizobium. 

Moreover, symbiotic gene phylogenies, based on nodC and nifH genes, showed that the B. pachyrhizi-

related isolates belonged to symbiovar vignae, whereas the B. liaoningense-related isolates may 

represent a novel symbiovar. 
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Vigna unguiculatα σχηματίζει φυμάτια με ένα νέο συμβιότυπο του γένους Ensifer που 

απομονώθηκε από την Ελλάδα 
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Το μαυρομάτικο φασόλι (Vigna unguiculata) σχηματίζει αζωτοδεσμευτικά φυμάτια ριζών με ένα ευρύ 

φάσμα συμβιωτικών βακτηρίων, κυρίως βραδέως αναπτυσσόμενα είδη ριζοβίων που ανήκουν στο 

γένος Bradyrhizobium, αν και λίγες μελέτες έχουν αναφέρει την απομόνωση ταχέως αναπτυσσόμενων 

ριζοβίων κάτω από συνθήκες εργαστηρίου και αγρού.  Παρότι αρκετή έρευνα έχει πραγματοποιηθεί 

στα βακτήρια που σχηματίζουν φυμάτια με το μαυρομάτικο φασόλι σε διάφορες χώρες σε όλο τον 

κόσμο, ελάχιστη έρευνα έχει πραγματοποιηθεί στα ριζόβια του μαυρομάτικου φασολιού στην 

Ευρώπη. Στόχος της παρούσας μελέτης ήταν να διερευνηθεί η γενετική και φαινοτυπική ποικιλότητα 

αυτόχθονων ριζοβίων που σχηματίζουν φυμάτια με το μαυρομάτικο φασόλι στην Ελλάδα. Η γενετική 

ποικιλομορφία των ριζοβίων αυτών μελετήθηκε μέσω πολλαπλών προσεγγίσεων. Οι απομονώσεις 

ομαδοποιήθηκαν σε τρεις ομάδες μέσω ανάλυσης με ERIC-PCR. Με βάσει την ανάλυση των γονιδίων 

16S rRNA, της διαγονιδιακής περιοχής 16S-23S (IGS) και την ενοποίηση έξι ιδιοσυστατικών 

γονιδίων (recA, glnII, gyrB, truA, thrA and SMc00019), οι απομονώσεις των ριζοβίων ταξινομήθηκαν 

εντός του είδους Ensifer fredii. Όμως, η φυλογένεια των συμβιωτικών γονιδίων nodC, nifH και 

rhcRST έδειξε ότι τα ριζόβια που απομονώθηκαν αποκλίνουν σημαντικά από στελέχη αναφοράς του 

είδους E. fredii και σχημάτισαν ένα διακριτό ξεχωριστό φυλογενετικό κλάδο. Τα απομονωμένα 

ριζόβια μπορούσαν να σχηματίζουν φυμάτια και να αφομοιώνουν άζωτο στο μαυρομάτικο φασόλι, 

αλλά όχι στη σόγια και το κοινό φασόλι. Η παρούσα μελέτη έδειξε για πρώτη φορά ότι στελέχη του 

είδους E. fredii είναι αυτόχθονα στην Ελλάδα και σχηματίζουν φυμάτια με τοπικές ποικιλίες 

μαυρομάτικου φασολιού σε αλκαλικά εδάφη και σε συνθήκες αγρού. Με βάσει τη φυλογένεια, τα 

επίπεδα ομοιότητας των συμβιωτικών γονιδίων και το εύρος των ξενιστών, τα ριζόβια που 

απομονώθηκαν στην παρούσα μελέτη πιθανά συνιστούν ένα νέο συμβιότυπο για τον οποίο 

προτείνεται το όνομα “aegeanense”. Τα ευρήματα αυτά επιβεβαιώνουν περαιτέρω τη δυνατότητα 

αλληλεπίδρασης του μαυρομάτικου φασολιού με πολλά διαφορετικά είδη ριζοβίων και επεκτείνουν 

τις γνώσεις μας όσον αφορά την ποικιλότητα, διασπορά και εξέλιξη των ριζοβίων του μαυρομάτικου 

φασολιού στην Ευρώπη. 

 

Λέξεις-κλειδιά: μαυρομάτικο φασόλι, Ensifer/Sinorhizobium, φυλογένεια, συμβιότυπος, MLSA, 

T3SS 
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A novel symbiovar (aegeanense) of the genus Ensifer nodulates Vigna unguiculata in Greece 
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Cowpea (Vigna unguiculata) forms nitrogen-fixing root nodules with diverse symbiotic bacteria, 

mainly slow-growing rhizobial species belonging to the genus Bradyrhizobium, although few studies 

have reported the isolation of fast-growing rhizobia under laboratory and field conditions. Despite that 

much research has been done on cowpea-nodulating bacteria in various countries around the world, 

very limited information is available on cowpea rhizobia in European soils. The aim of this study was 

to study the genetic and phenotypic diversity of indigenous cowpea-nodulating rhizobia in Greece. 

The genetic diversity of indigenous rhizobia associated with cowpea was investigated through a 

polyphasic approach. ERIC-PCR based fingerprinting analysis grouped the isolates into three groups. 

Based on the analysis of the 16S rRNA genes, IGS and on the concatenation of six housekeeping 

genes (recA, glnII, gyrB, truA, thrA and SMc00019), rhizobial isolates were classified within the 

species Ensifer fredii. However, symbiotic gene phylogenies, based on nodC, nifH and rhcRST genes, 

showed that the Ensifer isolates are markedly diverged from type and reference strains of E. fredii and 

formed one clearly separate cluster. The E. fredii strains were able to nodulate and fix nitrogen in 

cowpea but not in soybean and common bean. The present study provides evidence for first time that 

strains assigned to E. fredii are indigenous in Greece and are able to nodulate local cowpea varieties in 

alkaline soils under field conditions. Based on the phylogenies, similarity levels of symbiotic genes 

and the host range, the Ensifer isolates may constitute a new symbiovar for which the name 

“aegeanense” is proposed. These findings further confirm the promiscuity of cowpea and extend our 

knowledge regarding the diversity, distribution and evolution of cowpea-nodulating rhizobia in 

European soils. 
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Επίδραση Ενδομυκορριζικών Εμβολίων με Προέλευση από Διαφορετικά Περιβάλλοντα στην 

Ανάπτυξη Μαρουλιού (Lactuca sativa, L) σε Αλατούχο Έδαφος 
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O εμβολιασμός με θυσανώδεις μυκορριζικούς μύκητες (ΘΜΜ) βελτιώνει την ανάπτυξη των φυτών 

κάτω από διαφορετικές συνθήκες καταπόνησης αλάτων, καθώς αυξάνει την προσρόφηση θρεπτικών 

από το έδαφος και τη μεταφορά τους προς τα φυτά. Σκοπός της εργασίας ήταν να διερευνηθεί η 

επίδραση πέντε διαφορετικών μυκορριζικών μεταχειρίσεων διαφορετικής προέλευσης, στην ανάπτυξη 

και θρέψη φυτών μαρουλιού τα οποία αναπτύχθηκαν σε αλατούχο έδαφος. Επιπλέον, υποθέσαμε ότι 

απομονώσεις ΘΜΜ από αμμοθίνες έχουν μεγαλύτερη ικανότητα να προάγουν την ανάπτυξη των 

φυτών σε συνθήκες καταπόνησης αλάτων, σε σχέση με ΘΜΜ από έρημο ή αγρούς.  

Προεμβολιασμένα φυτά μαρουλιού μεταφυτεύτηκαν σε φυτοδοχεία με αλατούχο έδαφος του 

αγροκτήματος του Α.Π.Θ. Τα φυτά συγκομίστηκαν 15, 30 και 45 μέρες μετά τη μεταφύτευση και 

μετρήθηκαν η βιομάζα των ριζών και του υπέργειου τμήματος, ο μυκορριζικός αποικισμός στις ρίζες 

και ο αριθμός των σπορίων στο υπόστρωμα, η ποσότητα της χλωροφύλλης στα φύλλα και η φυλλική 

επιφάνεια, οι συγκεντρώσεις P, Na, και K στα φύλλα και τις ρίζες, η συγκέντρωση προλίνης στα 

φύλλα, η αγωγιμότητα και το pH του υποστρώματος, η συγκέντρωση της εύκολα εκχυλιζόμενης 

εδαφικής πρωτεΐνης σχετιζόμενη με τη γλομαλίνη (ΕΕ-ΕΠΣΓ) και η σταθερότητα των 

συσσωματωμάτων,  

Τα μαρούλια που εμβολιάστηκαν με μυκορριζικά εμβόλια από αμμοθίνες και ο μάρτυρας είχαν 

μικρότερες συγκεντρώσεις Na στις ρίζες στις 15 ημέρες και μικρότερες συγκεντρώσεις προλίνης στα 

φύλλα με αυξημένη βιομάζα ριζών στις 45 ημέρες σε σχέση με τα φυτά που εμβολιάστηκαν με 

εμβόλιο του ΘΜΜ R. intraradices με προέλευση αγρό. Τα φυτά με αυτόν τον ΘΜΜ είχαν γενικά 

εντονότερη καταπόνηση αλατότητας, έχοντας παχύτερα φύλλα με μικρότερη φυλλική επιφάνεια και 

υψηλότερη εδαφική ηλεκτρική αγωγιμότητα. Το μαρούλια με εμβόλιο ερημικής προέλευσης, με το 

μύκητα S. deserticola, είχαν αποτελέσματα παρόμοια με τα φυτά που εμβολιάστηκαν με τον μύκητα 

R. intraradices, παρά με αυτά του μάρτυρα ή των φυτών με τα αμμοθινικά εμβόλια.  

Τα αποτελέσματα παρέχουν ενδείξεις ότι διαφορετικής προέλευσης μύκητες επηρέασαν με 

διαφορετικό τρόπο την ανάπτυξη των φυτών, η έλλειψη όμως σταθερών διαφορών σε όλους τους 

χρόνους συγκομιδής και ο περιορισμένος αριθμός εμβολίων που δοκιμάστηκαν υποδεικνύουν την 

ανάγκη για περισσότερο πειραματισμό.  
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Effects of Arbuscular Mycorrhizal Inocula Originating from Different Environments on Lettuce 

(Lactuca sativa, L) Growth in a Saline Soil  
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It is known that arbuscular mycorrhizal fungal (AMF) inoculation improves plant growth under 

different salt stress conditions, while it enhances nutrient absorbance from soil and transport to the 

shoots. 

The objective of this study was to investigate the effect of five mycorrhizal inocula originating 

from different environments on nutrition and growth of lettuce plants growing on a saline soil. In 

addition, we hypothesized that mycorrhizal inocula originally isolated from sand dunes promote more 

efficient plant growth under salt stress conditions, compared to field- or desert-originating mycorrhizal 

inocula. 

Pre-inoculated lettuce plants were transplanted in pots with saline soil from the AUTH farm. The 

plants were harvested at 15, 30 and 45 d after transplantation and the root and shoot biomass, 

arbuscular mycorrhizal fungal root colonization and spore number in the pot substrate, leaf chlorophyll 

contents and leaf area, P, Na, and K concentration in leafs and roots, proline concentration in leafs, 

soil conductivity, pH, soil easily-extractable glomalin-related soil protein (EE-GRSP) concentration 

and soil aggregate stability were measured.   

Lettuce plants inoculated with the two sand dune AMF inocula and the indigenous AMF 

community showed lower root Na at 15d and lower leaf proline concentration with higher root 

biomass at 45d, compared to plants inoculated with theAMF R. intraradices originating from a 

vegetable agricultural farm. Plants inoculated with R. intraradices had the greatest indications of salt 

stress, having thicker leafs with smaller leaf surface and higher soil electrical conductivity, as well. 

Lettuce plants with the desert-originating inoculum S. deserticola had results similar to those 

inoculated with R. intraradices, rather than those from the plant inoculated with the indigenous AMF 

community or the sand dune inocula.  

The results provide an indication that AMF from different origins affected plant growth under 

saline conditions in a different way. However, differences were not apparent at all time intervals and 

the number of AMF assayed was small, therefore further experimentation is needed.  
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Η μερική αλληλούχιση και ανάλυση του γονιδιώματος του Pseudomonas fluorescens X 

αποκαλύπτει πολλαπλό τρόπο δράσης βιολογικού ελέγχου και επαγωγής της ανάπτυξης των 

φυτών  
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Τα βακτήρια της ριζόσφαιρας που προάγουν την ανάπτυξη των φυτών (PGPR), απαντώνται στην 

περιοχή της ριζόσφαιρας, στις επιφάνειες των ριζών καθώς και εσωτερικά αυτών, εφαρμόζοντας είτε 

άμεσους, είτε έμμεσους μηχανισμούς δράσης, που αποσκοπούν στην καταστολή φυτοπαθογόνων 

μικροοργανισμών, στην αύξηση της αντοχής των φυτών και την ευρωστία τους. Το βακτηριακό 

στέλεχος Pseudomonas fluorescens X που απομονώθηκε από την περιοχή της ριζόσφαιρας 

σπορόφυτων φασολιάς, καταστέλλει την ανάπτυξη πλήθους εδαφογενών φυτοπαθογόνων μυκήτων 

συμπεριλαμβανομένων των  Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans και 

Rhizoctonia solani. Η μερική αλληλούχιση του γονιδιώματος του P. fluorescens Χ, απέδειξε την 

παρουσία γονιδίων που κωδικοποιούν για το εκκριτικό σύστημα τύπου VI (T6SS), παράγοντας μία 

τοξίνη (επιδρώσα πρωτεΐνη) η οποία εγχέεται εντός των κυττάρων στόχων, καθώς και μια συστάδα 

γονιδίων που κωδικοποιούν για το σιδηροφόρο pyoverdine. Το εκκριτικό σύστημα τύπου VI, έχει 

διαπιστωθεί ότι διαθέτει πολλαπλές λειτουργίες, αλληλεπιδρώντας τόσο με ευκαρυωτικά όσο και 

βακτηριακά κύτταρα. Από in vitro πειράματα που πραγματοποιήθηκαν, παρατηρήθηκε η 

αλληλεπίδραση με άλλα βακτηριακά στελέχη, καθώς και η ικανότητα του για την παραγωγή 

σιδηροφόρων.  Ο ανταγωνισμός των σιδηροφόρων με εδαφογενή παθογόνα για σίδηρο, είναι ένας 

σημαντικός μηχανισμός για βιολογικό έλεγχο, καθώς τα σύμπλοκα του σίδηρου με τα σιδηροφόρα, 

μπορούν να αποτελέσουν άμεση πηγή αφομοιώσιμου σιδήρου για τα φυτά, δίνοντάς τους συγκριτικό 

πλεονέκτημα σε συνθήκες έλλειψης σιδήρου έχοντας ως αποτέλεσμα τον περιορισμένο αποικισμό της 

ρίζας από φυτοπαθογόνους οργανισμούς. Τα βακτήρια της ριζόσφαιρας που παράγουν σιδηροφόρα 

επάγουν ταυτόχρονα τη διασυστηματική αντοχή των φυτών, δρώντας ως βιολογικός ανταγωνιστικός 

παράγοντας, καταστέλλοντας έτσι με έμμεσο τρόπο εδαφογενείς φυτικές ασθένειες.  

 

Λέξεις κλειδιά: Pseudomonas, βιολογικός έλεγχος, PGPR, εκκριτικό σύστημα τύπου VI, σιδηροφόρα 
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Draft sequencing analysis of Pseudomonas fluorescens X reveals multiple biocontrol and plant 

growth promoting activities 
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Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR), can be found in the rhizosphere, on root surfaces and in 

association with roots, applying either direct or indirect mechanisms of action which aim to suppress 

phytopathogenic microorganisms, increase plant resistance and eventually plant growth .The bacterial 

strain Pseudomonas fluorescens X, isolated from the rhizosphere of bean seedlings, suppresses the 

development of multiple soil-borne phytopathogenic fungi, including Fusarium oxysporum, Botrytis 

cinerea, Phytophthora infestans and Rhizoctonia solani. Draft sequencing analysis of P. fluorescens X 

revealed the presence of genes encoding for type VI secretion system (T6SS), producing a toxin 

(effector protein), which is injected into target cells and also a cluster of genes encoding for 

pyoverdine production, a siderophore. Type VI secretion system has been reported to perform diverse 

functions, interacting with both eukaryotic and bacterial cells. In vitro experiments confirmed the 

interaction of P. fluorescens X with other bacterial strains as well as its siderophore production 

capacity. Siderophore competition for iron with soil borne pathogens is an important mechanism for 

biological control, as iron siderophore complexes can be a direct source of assailable iron for plants, 

giving them an advantage over iron deficiency and eventually to reduce the root colonization of 

phytopathogenic organisms. Siderophore producing rhizobacteria induce plant systemic resistance, 

indicating a biocontrol activity, by suppressing indirectly soil-borne plant diseases.  
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Μικροβιακές Ιδιότητες Αγρών με Μεγάλες Καλλιέργειες και Αμμώδη ή Αργιλώδη Εδάφη – 

Προκαταρκτικά Αποτελέσματα 
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Η ιλύς των βιολογικών καθαρισμών διατίθεται για εφαρμογή στους αγρούς ως λίπασμα και 

εδαφοβελτιωτικό κάτω από προϋποθέσεις σχετικές με το pH των εδαφών και την περιεκτικότητα των 

βαρέων μετάλλων, όπως περιγράφονται στους κανονισμούς της ΕΕ. Η σχετική πρακτική εφαρμόζεται 

διεθνώς εδώ και δεκαετίες και έχει αρχίσει και στην Ελλάδα. Οι μικροοργανισμοί του εδάφους 

χρησιμοποιούνται ως δείκτες για την επίδραση της ιλύος στη λειτουργία των εδαφών. Ιλύς του 

βιολογικού καθαρισμού της Θεσσαλονίκης από δύο διαφορετικούς τρόπους επεξεργασίας (με ή χωρίς 

ασβέστωση) σε διαφορετικές ποσότητες (0, 20, 40, ή 80 tn ha-1) και με ή χωρίς προσθήκη ανόργανης 

λίπανσης εφαρμόστηκε σε δύο πειραματικού αγρούς με διαφορετική κοκομετρική σύσταση (αμμώδη 

και αργιλώδη) σε πειραματικό σχέδιο με υποομάδες και υπο-υποομάδες (split split plot block design) 

και 64 πειραματικά τεμάχια στον κάθε αγρό. Οι αγροί σπάρθηκαν με σιτάρι και δείγματα πάρθηκαν το 

Δεκέμβριο του 2016 και θα παρθούν και την άνοιξη του 2017. Μετρήθηκαν η μικροβιακή αναπνοή, 

το Ν της μικροβιακής βιομάζας και το μεταβολικό πηλίκο. Οι αγροί είχαν μεγάλη παραλλακτικότητα 

στις ιδιότητές τους, και τα πρώτα αποτελέσματα δείχνουν κύρια επιρροή περισσότερο της ποιότητας 

παρά της ποσότητας της ιλύος, καθώς η μεγάλη παραλλακτικότητα δεν επέτρεψε στατιστικά 

σημαντικές διαφορές. Η μη ασβεστωμένη ιλύς γενικά αύξησε τη μικροβιακή αναπνοή και το Ν της 

μικροβιακής βιομάζας, ενώ υπάρχει μια τάση για αύξηση της μικροβιακής αναπνοής με την ποσότητα 

της ασβεστωμένης ιλύος χωρίς προσθήκη και ανόργανης λίπανσης. Για το μεταβολικό πηλίκο δεν 

παρατηρήθηκαν διαφορές. Ο πειραματισμός θα συνεχιστεί σε άλλους αγρούς με καλαμπόκι και θα 

επαναληφθεί στα επόμενα χρόνια.  

 



76 
 

Effects of Thessaloniki Sewage Sludge Application on Soil Microbial Properties of Field Crops 

Farmland with Sandy or Clay Soil – Preliminary Results  

 

Ipsilantis Ι.1, Bilias F.1, Gasparatos D.1 
1Aristotle University, Faculty of Agriculture, Thessaloniki, Greece 

 

Sewage sludge is applied in farmland as fertilizer under strict EU regulations related to pH and heavy 

metal content. This has been practiced internationally for decades and it has recently begun in Greece, 

as well. Soil microorganisms are used as indicators of soil health after applications of sewage sludge. 

Thessaloniki municipal sewage sludge with or without lime application in different quantities (0, 20, 

40, or 80 tn ha-1) with or without inorganic fertilizer application was applied in two experimental 

farms with different texture (sandy or clay) in a split split plot block design and 64 plots in every farm. 

After sewage sludge application wheat was planted and soil samples were taken in December of 2016 

and will be sampled again in spring. Soil microbial respiration, microbial biomass N and the metabolic 

quotient were measured. There was large spatial variability in soil properties, and the preliminary 

results show a greater sewage sludge quality rather than quantity effect, since great variability did not 

allow for significant differences. The non-limed sewage sludge in general increased microbial 

respiration and microbial biomass N, while there was a trend for an increase in microbial respiration 

with increasing quantity of limed sewage sludge without fertilizer addition. No differences among 

treatments were observed for metabolic quotient. The experiments will continue in other farms with 

corn and will be repeated over the next coming years.  
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Ποικιλότητα Ριζοβίων σε Αναρριχώμενο Φασόλι (Phaseolus vulgaris L. και P. coccineus L.) στην 

Περιοχή των Πρεσπών   

 

Υψηλάντης Ι.1 , Τσιάλτας Ι.Τ.1 
1Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο, Τμήμα Γεωπονίας, Θεσσαλονίκη, Ελλάδα 

 

Το φασόλι εμβολιάζεται από μεγάλο εύρος ειδών ριζοβίων με ενδείξεις εξειδίκευσης στις 

εδαφοκλιματικές συνθήκες. Μελετήσαμε την ποικιλότητα των ριζοβιών του φασολιού της περιοχής 

των Πρεσπών. Απομονώθηκαν ριζόβια από φυμάτια φασολιών από αγρούς  διαφορετικών περιοχών 

των Πρεσπών και η γενετική τους παραλλακτικότητα εκτιμήθηκε μετά από απομόνωση DNA,  PCR 

με τους εκκινητές FGPL132 και FGPS 1490, χρήση περιοριστικών ενζύμων συνδυασμένη με ανάλυση 

σε ομάδες (cluster analysis) και αλληλούχιση τμημάτων DNA απομονωμένων από πηκτή αγαρόζης. 

Μετρήθηκαν επίσης η κοκκομετρική σύνθεση, το pH, η ηλεκτρική αγωγιμότητα, και η συγκέντρωση 

νιτρικών και Ρ στα εδάφη της δειγματοληψίας. Από 72 απομονώσεις βρέθηκαν 45 διαφορετικά 

αποτυπώματα σε 6 ομάδες. Το αποτελέσματα των αλληλουχιών 26 απομονώσεων έδειξαν στενή 

σχέση με αλληλουχίες κυρίως Rhizobium leguminosarum, αλλά και Sinorhizobium meliloti, R. etli. R. 

tropici, R. mongolense και Agrobacterium tumefaciens, από περιοχές με διαφορετικά περιβάλλοντα 

(αμμοθίνες, εύκρατες και υποτροπικές περιοχές, όξινα και λιπασμένα εδάφη), και μεγάλη γεωγραφική 

εξάπλωση (από Πορτογαλία έως Ιαπωνία και Νεπάλ). Η μακρόχρονη μονοκαλλιέργεια του φασολιού 

στην περιοχή σε συνδυασμό με την εδαφική παραλλακτικότητα της περιοχής των Πρεσπών και 

πιθανώς την εισαγωγή σπόρων από διαφορετικές προελεύσεις συντελεί στην ύπαρξη γενετικής 

παραλλακτικότητας σε ριζόβια φασολιού σε μια περιοχή 1000 περίπου καλλιεργούμενων εκταρίων.  
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Climbing Dry Bean (Phaseolus vulgaris L. και P. coccineus L.) Rhizobia Diversity in the Prespa 

Lakes Plain, Macedonia, Greece    

 

Ipsilantis I. 1, Tsialtas JT1. 
1Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο, Τμήμα Γεωπονίας, Θεσσαλονίκη, Ελλάδα 

 

Beans are known to nodulate with many different rhizobial species and with an indication of rhizobial 

specificity to soil and environmental conditions. We studied bean rhizobial diversity in the Prespa 

lakes plain, where beans are grown as a continuous monoculture.  Soil and nodule samples were taken 

from fields from different areas around the lake, and rhizobia were isolated from the nodules. Their 

diversity was estimated after DNA extraction, PCR with the primers FGPL132 and FGPS1490, use of 

restriction enzymes combined with cluster analysis and sequencing of DNA fragments extracted from 

agarose gels. Soil texture, pH, EC, NO3
—N and Olsen-P were also measured. Seventy two isolates 

gave forty five different patterns which clustered in six groups. Results from sequences of twenty six 

isolates showed close match with sequences mostly of Rhizobium leguminosarum, but Sinorhizobium 

meliloti, R. etli. R. tropici, R. mongolense and Agrobacterium tumefaciens were also found. These 

close matches were from different environments, such as sand dunes, subtropical and temperate 

regions, acid or well fertilized soils and with great geographical spread, from Portugal to Japan and 

Nepal. The long term continuous monoculture of beans in the Prespa area, combined with soil 

variability and probably the import of seeds from different areas most likely contribute to the genetic 

variability of bean rhizobia in an area of about 1000 cultivated hectares.  

  

 

 

 

 

 

 

 

  



79 
 

To αντιμικροβιακό δυναμικό του επιεφυμενιδικού υλικού του φυτού Ditrichia viscosa σε in vitro 

δοκιμές 

 

Φέκα Μ., Βέλλιος Ε. &Λεβίζου Ε. 

Τμήμα Γεωπονίας Φυτικής Παραγωγής και Αγροτικού Περιβάλλοντος, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Ν. 

Ιωνία Μαγνησίας, Ελλάδα 

 

Το αυτοφυές φυτό Dittrichia viscosa (L.) Greuter (κν. κόνυζα) απαντάται σε εγκαταλελειμμένους 

αγρούς και πετρώδεις περιοχές σε όλη την Ελλάδα, ενώ αποτελεί είδος ιδιαίτερα επιθετικό στον 

εποικισμό ανθρωπογενώς διαταραγμένων ενδιαιτημάτων. Το επιεφυμενιδικό υλικό του φυτού είναι 

ένα υδατοδιαλυτό μείγμα φλαβονοειδών και σεσκιτερπενίων με έντονη αλληλοπαθητική δράση έναντι 

άλλων φυτικών ειδών. Κατά τη διάρκεια των φθινοπωρινών βροχών, το έκκριμα εκπλένεται από τα 

φύλλα και, πέφτοντας στο έδαφος, εμποδίζει τη φύτρωση σπερμάτων γειτονικών ειδών, ενώ προκαλεί 

σημαντικές μορφολογικές αλλοιώσεις στις ρίζες όσων αρτίβλαστων επιτύχουν να φυτρώσουν. Στην 

παρούσα εργασία ελέγχθηκε η αντιμυκητιακή δράση του επιεφυμενιδικού υλικού της D. viscosa στο 

μύκητα Penicillium sp. που απομονώθηκε από ρόδι, στο οποίο προκαλεί ενδοσήψη. Η συλλογή του 

υδατοδιαλυτού φυτικού εκκρίματος πραγματοποιήθηκε από αυτοφυή φυτά τον Σεπτέμβριο (εποχή 

αυξημένης συσσώρευσης) και ακολούθησε η λυοφιλίωσή του. Το έκπλυμα εφαρμόστηκε σε 3 δόσεις 

που αντιστοιχούσαν α) στη δόση προσομοίωσης, η οποία παραπέμπει στη φυσική συγκέντρωση επί 

της επιφάνειας του φύλλου, β) σε 3-πλάσια και γ) 6-πλάσια συγκέντρωση της δόσης προσομοίωσης. 

Μετρήθηκε η βλαστικότητα των σπορίων του μύκητα και το μήκος του βλαστικού σωλήνα σε 

διάφορα χρονικά διαστήματα μετά τον εμβολιασμό. Τα αποτελέσματα καταδεικνύουν μία σημαντική 

παρεμποδιστική δράση του επιεφυμενιδικού υλικού, η οποία εμφανίζει μία δοσο-εξαρτώμενη 

κλιμάκωση και έχει τρεις συνιστώσες: i) έντονη μείωση του ποσοστού βλάστησης των σπορίων από 

τις 8 πρώτες ώρες, σε σχέση με το μάρτυρα (μάρτυρας: 43% και μέγιστη συγκέντρωση υλικού: 9,3%), 

ii) συνολική καθυστέρηση της βλάστησης κατά αρκετές ώρες, ιδιαίτερα από την μέγιστη 

συγκέντρωση υλικού και iii) πολύ σημαντική μείωση του μήκους του βλαστικού σωλήνα για τα 

σπόρια που βλάστησαν, η οποία για τη μέγιστη δόση εκτείνεται από το 33% μείωση σε σχέση με το 

μάρτυρα στις 8 ώρες έως το 81% στις 12 ώρες από τον εμβολιασμό. Παρότι τα in planta πειράματα 

που θα ακολουθήσουν είναι αυτά που θα επιτρέψουν την εξαγωγή ασφαλών συμπερασμάτων, τα 

προαναφερθέντα αποτελέσματα είναι ενθαρρυντικά ως προς τη χρήση του επιεφυμενιδικού 

εκκρίματος της D. viscosa ως παράγοντα φυτοπροστασίας έναντι του συγκεκριμένου 

μικροοργανισμού.  

 

Λέξεις-κλειδιά: Dittrichia viscosa, Penicillium sp., επιεφυμενιδικό υλικό, φυτοπροστασία 
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Τhe antimicrobial potential of the epicuticular exudate from Dittrichia viscosa tested in vitro  

 

Feka M., Vellios E. & Levizou E. 

Department of Agriculture Plant Production and Rural Environment, University of Thessaly, N. Ionia 

Magnisias, Greece 

 

The ruderal species Dittrichia viscosa (L.) Greuter grows in abandoned fields and rocky areas allover 

Greece and it has the ability to thrive and spread aggressively in disturbed habitats. The plant’s 

epicuticular material is a water-soluble mixture of flavonoids and sesquiterpenes with significant 

allelopathic activity against other plant species. During the autumn rains, the exudate is rinsed from 

the leaves and, reaching the soil, inhibits the germination of other species seeds, while causes severe 

root morphological distortion of the seedlings that eventually succeed to germinate. In the present 

study, we tested the antifungal potential of the D. viscosa epicuticular exudate on Penicillium sp. 

which was isolated from pomegranate. The plant material collection was conducted from wild plants 

in September, followed by freeze-drying. The epicuticular material was applied at 3 doses 

corresponding to a) the natural concentration on leaf surface, b) three-fold and c) six-fold the natural 

concentration. Spore germination rate and germ tube elongation were recorded at different time 

intervals after inoculation. The results indicate a considerable dose-dependent inhibitory effect of 

epicuticular material, consisting of three components: i) a decrease in the percentage of germination 

from the first 8 hours compared to the control (control: 43% and higher dose: 9.3%), ii) a several hours 

delay of germination, especially apparent in the higher dose and iii) a remarkable decrease of the germ 

tube length, which in the higher dose extents from 33% at 8 hours to 81% decrease at 12 hours after 

the inoculation, compared to control. Although in planta experiments are needed for an affirmative 

conclusion, the above-mentioned results are promising concerning the potent use of the epicuticular 

material of D. viscosa as a protective agent against the tested microorganism. 

 

Keywords: Dittrichia viscosa, Penicillium sp., epicuticular material, plant protective agent 
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Ποικιλότητα καλλιεργούμενων βακτηρίων που απομονώθηκαν από διφασικό απόβλητο 

ελαιουργίας 

 

Φρυσούλη, Β.1, Κεφαλογιάννη, Η.1, Τύπας, Μ.A.2 και Ζερβάκης, Γ.Ι.1,* 
1Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Εργαστήριο Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας (*e-mail: 

zervakis@aua.gr) 
2Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Τμήμα Βιολογίας, Τομέας Γενετικής και 

Βιοτεχνολογίας 

 

Οι δραστηριότητες που σχετίζονται με την καλλιέργεια της ελιάς και την εκμετάλλευση των 

προϊόντων της εμφανίζει θετικό πρόσημο τόσο σε κοινωνικό όσο και οικονομικό επίπεδο. Όμως, η 

διαδικασία επεξεργασίας των καρπών είναι συνδεδεμένη με την παραγωγή τεράστιων ποσοτήτων 

αποβλήτων – παραπροϊόντων των οποίων η διάθεση παρουσιάζει σοβαρές αρνητικές περιβαλλοντικές 

επιπτώσεις. Συγκεκριμένα, τα απόβλητα των ελαιοτριβείων είναι ιδιαιτέρως τοξικά (χαμηλό pH, πολύ 

υψηλό COD, μεγάλη περιεκτικότητα σε πολυφαινολικά κλπ.) και η επεξεργασία τους μέσω 

συμβατικών μεθοδολογιών διαχείρισης είναι τεχνικά σύνθετη και συνήθως μη οικονομικά βιώσιμη με 

αποτέλεσμα να εξακολουθεί να συνιστά ένα σημαντικό πρόβλημα για τις ελαιοπαραγωγικές χώρες.  

Σκοπός της συγκεκριμένης εργασίας ήταν η μελέτη – αξιολόγηση αυτόχθονων βακτηριακών 

πληθυσμών σε παχύρευστα απόβλητα αποτελούμενα από την πυρήνα και το υγρό (υδατικό) κλάσμα 

που παράγονται κατά τη λειτουργία των διφασικών ελαιοτριβείων, τα οποία τείνουν να επικρατήσουν 

στις περισσότερες χώρες της Μεσογείου. Αρχικά επιχειρήθηκε η απομόνωση καλλιεργούμενων 

βακτηρίων σε καθαρές καλλιέργειες χρησιμοποιώντας πέντε διαφορετικά θρεπτικά υποστρώματα, δύο 

μεθόδους παραλαβής και δύο θερμοκρασίες επώασης. Ακολούθησε μοριακή ταυτοποίηση αυτών με 

αλληλούχηση της 16S rRNA περιοχής και μελέτη των ενζυμικών τους προφίλ (για λακκάσες, Mn-

υπεροξειδάση, υπεροξειδάση της λιγνίνης, χιτινάση και κυτταρινάσες).  

Συνολικά απομονώθηκαν 83 καθαρές καλλιέργειες βακτηριών, οι οποίες ομαδοποιήθηκαν με 

βάση μορφολογικά χαρακτηριστικά και βιοχημικές ιδιότητες, ώστε να επιλεχθούν 46 από αυτές για 

μοριακή ταυτοποίηση. Η τελευταία επέτρεψε την κατάταξη των απομονώσεων σε 18 είδη και 11 γένη 

που ανήκουν σε α- και γ- Πρωτεοβακτήρια, Ακτινοβακτήρια και στην κλάση Bacilli των Firmicutes. 

Συγκεκριμένα ταυτοποιήθηκαν στελέχη Ameyamaea sp., Roseomonas sp., Acinetobacter ursingii, 

Citrobacter sp., P. gessardii, Pseudomonas sp. (#2), Serratia sp., Brevibacterium sanguinis, 

Steptomyces griseus, Bacillus cereus, B. licheniformis, B. pumilus, B. subtilis, B. tequilensis, 

Lysinibacillus fusiformis, Paenibacillus barengoltzii και Paenibacillus sp. Οι περισσότερες 

απομονώσεις έδωσαν θετική αντίδραση κυτταρινόλυσης και ενεργότητες χιτινάσης και λακκάσης, 

λίγα στελέχη εμφάνισαν ενεργότητα Mn-υπεροξειδάσης, ενώ μόνο ένα στέλεχος (S. griseus) εμφάνισε 

δράση υπεροξειδάσης της λιγνίνης. Στα προαναφερθέντα στελέχη πρόκειται να αξιολογηθεί 

περαιτέρω το μεταβολικό δυναμικό ώστε να καταστεί εφικτή η εκμετάλλευσή τους σε διαδικασίες 

βιοαποκατάστασης ή/και βιοεπεξεργασίας ρυπαντών – αποβλήτων.  

 

Λέξεις-κλειδιά: βακτήρια, διφασικά απόβλητα ελαιουργείων, alperujo, βιοποικιλότητα, λιγνίνη, 

κυτταρίνη, 16S rRNA, Bacillus 
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Diversity of cultivated bacteria isolated from two-phase olive mill waste  

 

Fryssouli, V.1, Kefalogianni, I.1, Typas, M.A.2 and Zervakis, G.Ι.1,* 

1 Agricultural University of Athens, Laboratory of General and Agricultural Microbiology, Iera Odos 

75, 11855 Athens, Greece (*e-mail: zervakis@aua.gr) 
2 National and Kapodistrian University of Athens, Faculty of Biology, Department of Genetics and 

Biotechnology, Panepistemioupolis, 15701 Athens, Greece 

 

Olive-tree cultivation and exploitation of pertinent products have a positive socioeconomic impact. 

However, processing of olive fruits is linked to the production of vast amounts of waste and by-

products whose disposal presents serious environmental problems. In particular, olive oil mill waste is 

highly toxic (low pH, high COD and content in polyphenols etc.) while their treatment through 

conventional methodologies is technically complicated and financially non-viable, thus it continues to 

constitute a significant burden for most olive-oil producing countries.  

The objective of this work was to study and evaluate bacterial populations originating from a 

viscous sludge-like waste consisting of the oil pomace and the liquid (aqueous) fraction deriving from 

two-phase olive oil mills, which tend to prevail in most Mediterranean countries. Bacteria were 

isolated in pure cultures by using five different nutrient media, two isolation processes and two 

incubation temperatures. Subsequently, molecular identification was performed on the basis of 16S 

rRNA sequencing, and was followed by examination of their enzymes profile in respect to laccases, 

Mn-peroxidase, lignin peroxidase, chitinase and cellulase. 

A total of 83 bacterial strains were isolated and grouped according to their morphological 

characters and biochemical properties. Eventually, 46 of them were selected for further molecular 

identification and were classified in 18 species and 11 genera, belonging to α- and γ- Proteobacteria, 

Actinobacteria, and the class Bacilli of Firmicutes. The isolated bacteria were identified as 

Ameyamaea sp., Roseomonas sp., Acinetobacter ursingii, Citrobacter sp., P. gessardii, Pseudomonas 

sp. (#2), Serratia sp., Brevibacterium sanguinis, Steptomyces griseus, Bacillus cereus, B. 

licheniformis, B. pumilus, B. subtilis, B. tequilensis, Lysinibacillus fusiformis, Paenibacillus 

barengoltzii and Paenibacillus sp. Most of the strains showed cellulolytic as well as chitinase and 

laccase activities, a few strains presented Mn-peroxidase activity, while a single strain (S. griseus) 

demonstrated lignin peroxidise activity. Further evaluation of this biological material will be 

performed for assessing their metabolic properties in order to exploit their potential in applications 

related with bioremediation and/or biodegradation of various pollutants/wastes. 

 

Λέξεις-κλειδιά: bacteria, two-phase olive mill waste, alperujo, biodiversity, lignin, cellulose, 16S 

rRNA, Bacillus 
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Μοριακή βιοποικιλότητα και αντιμικροβιακή δράση ενδοφυτικών βακτηρίων απομονωμένα από 

φυμάτια μαυρομάτικου φασολιού 

 

Φωτιάδης Χ.1, Ντάτση Γ.2, Σάββας Δ.2 και Ταμπακάκη Α.1* 
1Τμήμα Επιστήμης Φυτικής Παραγωγής, Εργ. Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας, Γεωπονικό 

Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ιερά Οδός 75, 11855, Αθήνα 
2Εργαστήριο Κηπευτικών Καλλιεργειών, Τμήμα Επιστήμης Φυτικής Παραγωγής, Γεωπονικό 

Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ιερά Οδός 75, 11855, Αθήνα 
*E-mail: tampakaki@aua.gr 

 

Τα ψυχανθή έχουν την εγγενή ικανότητα να φιλοξενούν τόσο συμβιωτικά και ενδοφυτικά βακτήρια 

μέσα στα φυμάτια.  Η συμβιωτική σχέση ψυχανθών και ριζοβίων αποτελεί παράδειγμα μιας άκρως 

επιλεκτικής και σαφώς καθορισμένης σχέσης μεταξύ ξενιστή και μικροβίων. Αν και η τελική έκβαση 

αυτής της αυστηρά ελεγχόμενης αλληλεπίδρασης είναι η βακτηριακή αφομοίωση του ατμοσφαιρικού 

αζώτου σε αμμωνία με αντάλλαγμα φυτικούς υδατανθράκες, ο ξενιστής επιλέγει τα συμβιωτικά του 

βακτήρια βάσει των χαρακτηριστικών του που δεν σχετίζονται με την ικανότητά του να δεσμεύει 

άζωτο. Επιπλέον, βακτήρια που έχουν ανακτηθεί από φυμάτια ψυχανθών έχουν αποκαλύψει την 

παρουσία βακτηριακών κοινοτήτων που αποτελούνται τόσο από συμβιωτικά όσο και ενδοφυτικά 

βακτήρια. Ωστόσο, λίγα είναι γνωστά για τα ενδοφυτικά βακτήρια των φυματίων και το πώς 

επηρεάζουν την ανάπτυξη των φυτών. Τα ενδοφυτικά βακτήρια έχουν αναφερθεί ως προαγωγείς της 

ανάπτυξης των φυτών παρέχοντας θρεπτικά συστατικά στα φυτά αλλά και ως οργανισμοί που 

προστατεύουν τα φυτά από άλλους παθογόνους οργανισμούς μέσω του ανταγωνισμού για θρεπτικά 

στοιχεία. Στόχος της παρούσας μελέτης ήταν η απομόνωση ενδοφυτικών βακτηρίων από φυμάτια  

τοπικών ποικιλιών μαυρομάτικου φασολιού των περιοχών Άρτας και Κρήτης. Μοριακές αναλύσεις 

των γονιδίων 16s rRNA, gyrB και rpoB αποκάλυψε ότι ανάμεσα στα ενδοφυτικά βακτήρια των 

φυμάτιων βρέθηκαν Gram αρνητικά της οικογένειας των Enterobacteriaceae αλλά και θετικά κατά 

Gram της οικογένειας Paenibacillaceae. Βακτήρια που ανήκουν στις οικογένειες αυτές έχει βρεθεί ότι 

παρέχουν ανθεκτικότητα ενάντια σε φυτοπαθογόνους μύκητες όπως Fusarium και Pythium. 

Πειράματα ενάντια σε παθογόνους μύκητες φυτών και βακτηρίων αποκάλυψε ότι οι απομονώσεις των 

ενδοφυτικών βακτηρίων είναι ικανές να παρεμποδίσουν την ανάπτυξη ορισμένων μυκήτων ενώ δεν 

παρατηρήθηκε παρεμπόδιση ως προς τα παθογόνα βακτήρια που εξετάστηκαν. 

 

Λέξεις-Κλειδιά: ενδόφυτο, ψυχανθή, φυμάτια, ρίζες, αλληλεπίδραση  
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Molecular biodiversity and antimicrobial activity of endophytic bacteria associated with cowpea 

nodules  

 

Fotiadis C.T.1, Ntatsi G.2, Savvas D.2, Tampakaki A.P.1* 
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*E-mail: tampakaki@aua.gr 

 

Legumes have an intrinsic capacity to accommodate both symbiotic and endophytic bacteria within 

root nodules. The legume-symbiotic rhizobia interaction is a well-studied example of a very selective 

and clearly defined host/non-host plant-microbe association. Even though the final outcome of this 

tightly controlled interaction is the bacterial fixation of atmospheric nitrogen in exchange for plant-

produced carbohydrates, the host selects its symbiont on the basis of bacterial features that are not 

correlated with their capacity to fix nitrogen. Furthermore, inventories of bacterial species retrieved 

from nodules of legumes revealed a bacterial community composed of both symbionts and 

endophytes. However, little is known as to the endophytic bacteria in nodules and for how they affect 

the growth of plants. The endophytic bacteria have been reported as plant growth promoters by 

providing nutrients to plants and as organisms protect plants from other pathogens by competition for 

nutrients. The objective of this study was to isolate endophytic bacteria from nodules of local cowpea 

varieties frοm Arta’s and Crete’s region. Molecular analysis of the 16s rRNA, gyrB and rpoB genes, 

revealed that among the nodule endophytic bacteria were Gram-negative of Enterobacteriaceae family 

and Gram positive of Paenibacillaceae family. Bacteria belonging to these families have been found to 

confer resistance against plant pathogenic fungi such as Fusarium and Pythium. Experiments against 

plant pathogenic bacteria and fungi revealed that isolates of endophytic bacteria may impede the 

growth of certain fungi and no interference was observed with respect to the pathogenic bacteria 

tested. 

 

Keywords: endophyte, legume, nodules, roots, interaction 
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Food - Gut Microbiota-interactions: Effects of a Mediterranean diet 

 

Danilo Ercolini 

Department of Agricultural Sciences, University of Naples Federico II, Italy 

 

The typical Western diet corresponds to that of an omnivore (O); however, vegan (V) and vegetarian 

(VG) dietary patterns are becoming progressively popular. Mediterranean diet (MD), common in the 

Western Mediterranean culture, can be considered an omnivore diet characterized by a high 

consumption of fruit, vegetables and legumes. 

We investigated the potential impact of habitual diets on the gut microbiota and metabolome 

in a cohort of 153 Italian individuals.  

We daily collected dietary information and found that the majority of V and VG, as well as 

30% of O, had a high adherence to the MD. Moreover, a stratification of microbiota according to diet 

type and adherence to the MD was found. The vegetable-based diets were associated with increased 

levels of fecal short-chain fatty acids, Prevotella and some fibre-degrading Firmicutes such as 

Lachnospira and Roseburia. On the contrary, Ruminococcus species belonging to Lachnospiraceae 

and Streptococcus were linked to O diet. The microbiota associated to the intake of fat and animal 

products was also linked to urinary trimethylamine oxide (TMAO) levels that were higher in 

omnivores as well as in individuals with lower adherence to the MD. Oligotyping of 16S rRNA gene 

sequences and shotgun metagenomics experiments were performed in order to exploit the sub-genus 

diversity within Prevotella, Bacteroides and Faecalibacterium genera in faecal samples of omnivore 

and non-omnivore subjects. Different types within the same genus showed distinctive correlation 

patterns with dietary components and metabolome. We found that some Prevotella copri were 

significantly associated with the plant-based diet but some were associated with animal-based 

nutrients, and the same applies to Bacteroides. Altogether, the results suggest that Western omnivore 

diets are not necessarily detrimental when a certain consumption of plant foodstuffs is included like in 

the MD, which is associated with beneficial microbiome-related metabolomic profiles. In addition, the 

strain-specific associations of gut microbial species with dietary patterns substantiate a current 

oversimplification of diet-dependent microbe-host interactions and highlight that sub-genus 

differences must be taken into account when planning gut microbiota modulation for health benefits. 
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Φρέσκο μαλακό τυρί τύπου «Κατίκι» εμπλουτισμένο με εκχύλισμα σαφρόν (Crocus sativus L.): 

Η επίδραση στα μικροβιολογικά χαρακτηριστικά, την αντιοξειδωτική δράση και την ασφάλεια, 

κατά τη διάρκεια της συντήρησής του. 

 

Ακτύπης A.1, Χριστοδούλου H.1, Μανωλοπούλου E.1, Γεωργάλα Αικ.1, Δαφερέρα Δ.2 και 

Πολυσίου Μ.2 
1Εργαστήριο Γαλακτοκομίας, 2Εργαστήριο Γενικής Χημείας 

Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων & Διατροφής του Ανθρώπου, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, 75 Ιερά 

Οδός, 11855, Αθήνα, Ελλάδα 

 

Η προσθήκη βοτάνων και μπαχαρικών στα γαλακτοκομικά προϊόντα αποτελεί μια πρωτοποριακή 

πρακτική για την προώθηση της κατανάλωσης των παραδοσιακών τυριών, εκμεταλλευόμενοι τις 

λειτουργικές ιδιότητες αυτών. 

Ο σκοπός της μελέτης ήταν να διερευνηθεί η επίδραση της προσθήκης Ελληνικού ΠΟΠ 

saffron σε διαφορετικές συγκεντρώσεις, σε ένα φρέσκο τυρί τύπου «Κατίκι Δομοκού» που παράγεται 

από οξυγαλακτικές εναρκτήριες καλλιέργειες (LAB) της συλλογής ACA-DC του Γεωπονικού 

Πανεπιστημίου Αθηνών, στα μικροβιολογικά και φυσικοχημικά χαρακτηριστικά, την αντιοξειδωτική 

ικανότητα και την ασφάλεια του τυριού κατά τη διάρκεια συντήρησης στους 4oC.  

Έγιναν τρεις δοκιμαστικές τυροκομήσεις και σε κάθε τυροκόμηση παρασκευάστηκαν 

τέσσερα τυριά με τον ίδιο συνδυασμό καλλιεργειών και με διαφορετικές συγκεντρώσεις διαλύματος 

saffron, που κυμαίνονται από 0 έως 100 ppm. Κατά τη διάρκεια των μικροβιολογικών αναλύσεων 

παρατηρήθηκε σημαντική μείωση των οξυγαλακτικών μικροοργανισμών στα τυριά με saffron 

ανάλογα με τη συγκέντρωση αυτού, μετά από 20 ημέρες συντήρησης.  

Όσον αφορά την ασφάλεια των προϊόντων η παρουσία των κολοβακτηριδίων ήταν εμφανής 

24 ώρες μετά την Παρασκευή, με πληθυσμούς αντιστρόφως ανάλογους με τη συγκέντρωση saffron, 

ενώ μετά από 10 ημέρες δεν ήταν ανιχνεύσιμα σε όλα τα τυριά. Οι μικρόκοκκοι ανιχνεύθηκαν μόνο 

στα τυριά με saffron την 1η μέρα με πληθυσμούς αυξανόμενους με την συγκέντρωση αυτού. Ωστόσο, 

η παρουσία του S. aureus δεν ανιχνεύτηκε σε όλα τα τυριά παρά την παρουσία του στα εκχυλίσμτα 

saffron που χρησιμοποιήθηκαν. Εντερόκοκκοι ανιχνεύθηκαν επίσης σε όλα τα τυριά την 1η ημέρα και 

μόνο στο τυρί Μάρτυρα εντοπίστηκαν στις 10 ημέρες συντήρησης. Όσον αφορά τις ζύμες και τους 

μύκητες δεν ανιχνεύθηκαν τη πρώτη ημέρα συντήρησης ενώ στη συνέχεια αυξήθηκαν παρόμοια σε 

όλα τα τυριά. Η Listeria sp. δεν ανιχνεύθηκε σε όλα τα δείγματα που εξετάστηκαν 

Όσον αφορά τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά των τυριών δεν εμφανίστηκαν διαφορές κατά 

τη διάρκεια του χρόνου αποθήκευσης, εκτός από το υδατοδιαλυτό άζωτο, το οποίο αυξήθηκε στα 

τυριά με saffron. Αλλαγές παρατηρήθηκαν στο χρώμα και τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά, όπου το 

τυρί με τη χαμηλότερη συγκέντρωση saffron ήταν το πιο αποδεκτό κατά την αξιολόγησή τους. Τέλος, 

ιδιαίτερα σημαντικό ήταν το γεγονός ότι τα saffron τυριά έδειξαν σημαντικά υψηλότερη 

αντιοξειδωτική ικανότητα, σε σύγκριση με τα τυριά ελέγχου. 

 

Λέξεις κλειδιά: Λειτουργικό τυρί, σαφρόν, οξυγαλακτικά βακτήρια 
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Fresh soft “Katiki” type cheese supplemented with Saffron extract (Crocus sativus L.): Impact 

on microbiological characteristics, antioxidant activity and safety during storage 
 

Aktypis A.1, Christodoulou H.1, Manolopoulou E.1, Georgala Aik.1, Daferera, D.2 and Polysiou 

M.2 
1 Laboratory of Dairy Research, 2 Laboratory of General Chemistry 

Department of Food Science and Human Nutrition, Agricultural University of Athens, 75 Iera Odos, 

11855, Athens, Greece. 

 

Adding herbs and spices to dairy products represents an innovative practice to promote consumption 

of traditional cheeses, taking advantage of its functional properties.  

The aim of this study was to investigate the effect of saffron concentrations, to a Katiki type 

fresh cheese produced by LAB strains of ACA-DC culture collection, on microbiological 

characteristics, antioxidant activity and safety during storage period of 30 days.Lactococcus strains 

used as starters for the cheese manufacturing, were selected from the ACA-DC Collection 

(http://www.aca-dc.gr/) of the Laboratory of Dairy Research (Department of Food Science and Human 

Nutrition, Agricultural University of Athens).  

Three cheese trials were performed and in each trial four cheeses were prepared using the 

same bacteria combination and different saffron solution concentrations, ranging from 0 to 100 ppm. 

This study highlighted a significant reduce of lactic acid bacteria counts after 20 days of storage time 

only in saffron cheeses. Concerning the product safety the coliforms counts were found at their peak 

which was negatively correlated with saffron concentration on 24 h after production, while diminished 

after 10 days of storage. Micrococci were detected only to saffron cheeses the 1st day with counts 

positively related to saffron concentration. However, the presence of S. aureus was not detected to all 

cheeses despite its presence in saffron extracts used as supplement to milk. In addition Listeria sp. was 

not detected to all examined samples. Enterococci were also detected to all cheeses the 1st day and 

only in the control cheese were detected during the 10 days. Regarding the group of yeasts and molds 

counts, the analysis revealed absence in all samples on day one, but during the 10 days surprisingly 

were counted at 4 log counts g -1 and continued increasing during storage, deteriorating the cheeses 

after 30 days. Compositional differences were not evident during the storage time, except for the 

water-soluble nitrogen which increased during storage in saffron cheeses. Changes were also observed 

on sensory characteristics and color, where the cheese with the lowest saffron concentration of 50 ppm 

was the most accepted. Finally, particular important was the fact that saffron cheeses showed 

significantly higher antioxidant capacity, than the control cheese. 

 

Keywords: Functional-cheese, saffron, lactic acid bacteria 
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Η μικροβιακή χλωρίδα ζυμών και μυκήτων του τυριού Κοπανιστή: Ένα παραδοσιακό ΠΟΠ 

τυρί από απαστερίωτο γάλα. 

 

Γεωργάλα Αικ., Ακτύπης Α. και Καμιναρίδης Σ. 

Εργαστήριο Γαλακτοκομίας, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων & Διατροφής του Ανθρώπου, Γεωπονικό 

Πανεπιστήμιο Αθηνών, 75 Ιερά Οδός, 11855, Αθήνα, Ελλάδα. 

 

Η Κοπανιστή είναι ένα παραδοσιακό Ελληνικό τυρί προστατευόμενης ονομασίας προέλευσης 

(Π.Ο.Π.) το οποίο παρασκευάζεται αποκλειστικά στα νησιά του συμπλέγματος των Κυκλάδων του 

Αιγαίου πελάγους από νωπό αγελαδινό, πρόβειο ή αίγειο γάλα ή μείγμα αυτών. Έχει αλοιφώδη υφή, 

μια έντονη αλμυρή και πικάντικη γεύση και έντονο άρωμα παρόμοιο με αυτό των τυριών που 

ωριμάζουν με μύκητες. Σύμφωνα με τον Ελληνικό Κώδικα Τροφίμων και Ποτών η μέγιστη υγρασία 

του τυριού Κοπανιστή πρέπει να είναι 56% και το ελάχιστο λίπος επί ξηρού 43%. 

Η Κοπανιστή καταναλώνεται ως επιτραπέζιο τυρί, ως συνοδευτικό με κρασί ή ούζο και σε 

πίτες ή ζυμαρικά. Στη διαδικασία παρασκευής του τυριού Κοπανιστή σε μικρές γαλακτοκομικές 

μονάδες χρησιμοποιείται πλήρες απαστερίωτο γάλα χωρίς καμία τυποποίηση και δεν προστίθενται 

οξυγαλακτικές καλλιέργειες. Το όξινο τυρόπηγμα που σχηματίζεται με την προσθήκη μικρών 

ποσοτήτων παραδοσιακής πυτιάς τοποθετείται σε δροσερό μέρος με σχετικά υψηλή υγρασία μέχρις 

ότου μια πλούσια μικροβιακή χλωρίδα αναπτυχθεί στην επιφάνειά του. Αυτό το τυρόπηγμα 

ονομάζεται Πέτρωμα. Το Πέτρωμα πρέπει να αναμειχθεί με το χέρι τρείς με τέσσερεις φορές ώστε να 

αποκτηθεί μια ομοιόμορφη κατανομή της μικροβιακής χλωρίδας. 

Οι ενδιαφέρουσες ιδιότητες της Κοπανιστής οφείλονται στις έντονες αλλαγές που λαμβάνουν 

χώρα κατά τη διάρκεια της ωρίμανσής της. Η διαδικασία της παρασκευής και ωρίμανσης του τυριού 

επηρεάζει την ανάπτυξη ενός μεγάλου αριθμού μικροοργανισμών οι οποίοι θεωρούνται ότι είναι 

υπεύθυνοι για αυτές τις αλλαγές. Οι ζύμες και οι μύκητες θεωρείται ότι αποτελούν ένα σημαντικό 

μέρος της βασικής μικροβιακής χλωρίδας του τυριού Κοπανιστή, ιδιαίτερα στην επιφάνειά του, και 

συνεισφέρουν στις αλλαγές που συντελούνται κατά την ωρίμανση καθώς και στα αρωματικά 

χαρακτηριστικά του τυριού. 

Σε αυτή τη μελέτη παρουσιάζεται η χλωρίδα των ζυμών και των μυκήτων της παραδοσιακής 

Κοπανιστής, όπως αυτή αναφέρεται στη βιβλιογραφία. Τα ακόλουθα είδη έχουν βρεθεί στο τυρί 

Κοπανιστή: Trichosporon cutaneum, Kluyveromyces lactis, Saccharomyces exiguous, Saccharomyces 

cerevisiae, Rhodotorula rubra, Trichosporon penicillatum, Candida lusitaniae, Debayromyces 

hansenii, Pichia membranifaciens, Pichia fermentans, Penicillium commune. 

 

Λέξεις κλειδιά: Τυρί Κοπανιστή, μικροβιακή χλωρίδα ζυμών και μυκήτων 
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The yeasts and moulds flora of Kopanisti cheese: a traditional P.D.O. raw milk cheese. 

 

Georgala A., Aktypis A. and Kaminarides S. 
Laboratory of Dairy Research, Department of Food Science and Human Nutrition, Agricultural 

University of Athens, 75 Iera Odos Street, 11855, Athens, Greece. 

 

Kopanisti cheese is a traditional Greek cheese with Protected Designation of Origin (PDO) that is 

exclusively manufactured in the Cycladic island complex of the Aegean Sea from raw bovine, ovine or 

caprine milk or a mixture of them. It has a spreadable texture, an intense salty and peppery taste and a 

strong flavor similar to those of mould-ripened cheeses. According to Greek legislation, its maximum 

moisture content must be 56% and the minimum fat in dry matter content must be 43%.  

Kopanisti is consumed on its own as a table cheese, as an accompanying snack with wine or 

ouzo and in pies or pasties. In the cheese making process of Kopanisti cheese in small dairy units, raw 

full-fat milk without any standardization is used and no lactic acid cultures are added. The acidic 

cheese curd formed by the addition of small quantities of traditional rennet is put in a cool place with 

relatively high humidity until an abundant microbial flora is developed on its surface. This cheese curd 

is called Petroma. The Petroma should be kneaded by hand three or four times in order to obtain a 

uniform distribution of the microbial flora.  

The interesting properties of Kopanisti cheese are attributed to the intensive changes that take 

place during its ripening. The procedure of cheese manufacture and ripening of Kopanisti cheese 

favors the development of a great variety of microorganisms which are thought to be responsible for 

these changes. Yeasts and moulds are found to be an important part of the essential microbial flora of 

Kopanisti cheese, especially on its surface, and they contribute to the ripening changes and flavour 

characteristics of this cheese.  

In this study, it is presented the yeasts and moulds flora of the traditional Kopanisti cheese, as 

referred in literature. The following spaces were found in Kopanisti cheese: Trichosporon cutaneum, 

Kluyveromyces lactis, Saccharomyces exiguous, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula rubra, 

Trichosporon penicillatum, Candida lusitaniae, Debayromyces hansenii, Pichia membranifaciens, 

Pichia fermentans, Penicillium commune. 

 

Keywords: Kopanisti cheese, yeasts & moulds microbial flora 
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Μελέτη του δυναμικού νανοσωματιδίων με βάση τα οργανοσιλάνια στην παρεμπόδιση της 

προσκόλλησης και δημιουργίας βιοϋμενίου από τροφιμογενή παθογόνα βακτήρια 
 

Γκάνα, Ε.Ν., Δουλγεράκη*, Α.Ι., Νυχάς, Γ.-I.Ε. 
Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και Διατροφής 

του Ανθρώπου, Σχολή Τροφίμων, Βιοτεχνολογίας και Ανάπτυξης, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, 

Ιερά Οδός 75, Αθήνα 11855, Ελλάδα 

 

Στις μέρες μας, η τροποποίηση των επιφανειών με επιστρώσεις νανοσωματιδίων είναι μια απλή 

επεξεργασία που μπορεί να έχει εφαρμογή στην μείωση της παρουσίας βακτηριακών κυττάρων σε 

ιατρικές συσκευές και σε επιφάνειες επεξεργασίας τροφίμων. Λαμβάνοντας τα παραπάνω υπόψη, 

μελετήθηκε η δημιουργία βιουμενίου από τα τροφιμογενή παθογόνα βακτήρια Salmonella 

typhimurium, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus και Yersinia 

enterocolitica σε επιφάνειες ανοξείδωτου χάλυβα και γυαλιού παρουσία ή απουσία νανοεπίστρωσης. 

Για την επίτευξη του στόχου αυτού, επιλέχθηκαν τέσσερα διαφορετικά εμπορικά διαθέσιμα προϊόντα 

νανοσωματιδίων (δύο για κάθε επιφάνεια) με βάση οργανοσιλάνια (organo- functionalized silanes). 

Δέκα στελέχη των παθογόνων βακτηρίων αφέθηκαν να σχηματίσουν βιοϋμένιο στους 37°C για 72 h 

σε τροποποιημένες ή μη επιφάνειες ανοξείδωτου χάλυβα ή γυαλιού. Ο πληθυσμός των βιοϋμενίων 

καταμετρήθηκε σε θρεπτικά επιστρώματα μετά την εφαρμογή της μεθόδου στροβιλισμού με 

σφαιρίδια σε τέσσερις χρονικές στιγμές (3, 24, 48, 72 h). Τα προϊόντα με βάση τα οργανοσιλάνια 

φαίνεται να επηρεάζουν την προσκόλληση των βακτηρίων στα αδρανή υλικά και/ή την δημιουργία 

βιοϋμενίων, αλλά φαίνεται να έχει σημαντικό ρόλο το είδος του υποεξέταση μικροοργανισμού και το 

υλικό της επιφάνειας. Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε μειωμένη προσκόλληση (3 h) των ειδών 

Salmonella και Escherichia coli (P < 0.05) στις τροποποιημένες γυάλινες επιφάνειες σε σχέση με το 

μάρτυρα. Επιπρόσθετα μικρότερος πληθυσμός βιοϋμενικών κυττάρων Salmonella και Yersinia 

απαριθμήθηκε σε τροποποιημένη επιφάνεια ανοξείδωτου χάλυβα στις 24 h (P < 0.05) σε σχέση με τον 

αντίστοιχο μάρτυρα. Η παρούσα μελέτη δίνει μια εικόνα της αποτελεσματικότητας των επιστρώσεων 

με βάση τα οργανοσιλάνια στην δημιουργία βιοϋμενίων από παθογόνα βακτήρια, ωστόσο επιπλέον 

μελέτες απαιτούνται για την καλύτερη κατανόηση της επίπτωσης της τροποποίησης της επιφάνειας 

και των υποκείμενων μηχανισμών που εμπλέκονται στο φαινόμενο αυτό.  

 

Λέξεις Κλειδιά: οργανοσιλάνια, νανοσωματίδια, βιοϋμένια, τροφιμογενή παθογόνα βακτήρια 
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Anti-adhesion and anti-biofilm potential of organosilane nanoparticles against foodborne 

pathogens 

 

Gkana E.N., Doulgeraki* A. I., Nychas G-J. E. 
Laboratory of Microbiology and Biotechnology of Foods, Department of Food Science and Human 

Nutrition, Faculty of Foods, Biotechnology and Development, Agricultural University of Athens 

(AUA), Iera Odos 75, Athens 11855, Greece 

 

Nowadays, the modification of surfaces by nanoparticulate coatings is a simple process that may have 

applications in reducing the prevalence of bacterial cells on both medical devices and food processing 

surfaces. To this direction, biofilm biological cycle of Salmonella Typhimurium, Listeria 

monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus and Yersinia enterocolitica on 

stainless steel and glass surfaces, with or without nanocoating was monitored. In order to achieve this, 

four different commercial nanoparticle compounds (two for each surface) based on organo- 

functionalized silanes were selected. In total 10 strains of above species (2 for each) were selected and 

formed biofilm on modified or not stainless steel and glass surfaces incubated at 37°C for a total 

period of 72 h, submerged in growth medium. Biofilm population was enumerated by bead vortexing- 

plate counting method at four time intervals (3, 24, 48, 72 h). Organosilane based products seemed to 

affect bacterial attachment on the inert surfaces and/ or subsequent biofilm formation, but it was 

highly dependent on the species and material of surfaces involved. Specifically, reduced bacterial 

adhesion (3 h) of S. typhimurium and E. coli compared to the bare glass surfaces was observed (P < 

0.05). Moreover, lower biofilm cells for S. typhimurium and Y. enterocolitica were enumerated on 

stainless steel coupons coated with organosilanes, than on non- coated surfaces at 24 h (P < 0.05). This 

study gives an insight to the efficacy of organosilanes based coatings against biofilm formation of 

foodborne pathogens however; further studies are needed to better understand the impact of the 

surface modification and the underlying mechanisms which are involved in this phenomenon.  

 

Keywords: organosilanes, nanoparticles, biofilms, foodborne pathogens 
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Διαφορές στην ανάπτυξη προσαρμοσμένων σε τυρί και μη προσαρμοσμένων στελεχών L. 

monocytogenes σε διαφορετικά είδη τυριών 

 

Γκερέκου Μ.1, Γεωργούλια Μ.1, Καπετανάκου Α.1, Δροσινός Ε.1, Σκανδάμης Π.1 
1Εργαστήριο Ποιοτικού Ελέγχου και Υγιεινής Τροφίμων, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Αθήνα, 

Ελλάδα 

 

Η συνύπαρξη διαφορετικών στελεχών του παθογόνου Listeria monocytogenes στο ίδιο τρόφιμο είναι 

πιθανό να επηρεάσει την ικανότητα ανάπτυξής τους και κατ’ επέκταση τα τελικά επίπεδα πληθυσμού, 

τη στιγμή της κατανάλωσης. 

Η παρούσα μελέτη διερεύνησε την επίδραση της συγκαλλιέργειας στην ανάπτυξη 

προσαρμοσμένων σε τυρί και μη προσαρμοσμένων στελεχών L. monocytogenes σε Ricotta και 

Camembert. 

Η ανάπτυξη 4 προσαρμοσμένων σε τυρί και μη προσαρμοσμένων στελεχών L. monocytogenes 

προσδιορίστηκε σε μονές και μικτές καλλιέργειες των δυο στελεχών (1:1 αναλογία στελεχών). Ricotta 

(10g) και Camembert (6x2 cm2) εμβολιάστηκαν με 2.5 log CFU/g ή cm2 από τις καλλιέργειες. Τα 

στελέχη που επιλέχθηκαν ήταν ανθεκτικά σε διαφορετικά αντιβιοτικά για την επίτευξη επιλεκτικής 

καταμέτρησης σε υπόστρωμα Tryptic Soy Agar+ αντιβιοτικό. Η προσαρμογή των στελεχών έγινε σε 

ζωμό τυριού (1:1 τυρί:Maximum Recovery Diluent) για 48h στους 7oC, πριν τον εμβολιασμό των 

τυριών. Η προσαρμογή στο τυρί έγινε με στόχο την καλύτερη αξιολόγηση των διαστελεχιακών 

αλληλεπιδράσεων, περιορίζοντας την πιθανή επιρροή του μικροπεριβάλλοντος του τυριού. Τα τυριά 

μετά τον εμβολιασμό συντηρήθηκαν στους 7oC, υπό αερόβιες συνθήκες (n=2x2). 

Η ανάπτυξη των στελεχών L. monocytogenes στα οποία έγινε προσαρμογή σε τυρί καθώς και 

σε αυτά που δεν έγινε, ήταν παρόμοια (p≥0.05), τόσο στη Ricotta όσο και στο Camembert. Στα 

προσαρμοσμένα στο τυρί στελέχη, οι μονοκαλλιέργειες όσο και οι συγκαλλιέργειες παρουσίασαν 

συντομότερη φάση προσαρμογής, σε σύγκριση με τα αντίστοιχα στελέχη στα οποία δεν έγινε 

προσαρμογή. Συγκεκριμένα, το προσαρμοσμένο στο τυρί C5 παρουσίασε αύξηση 1.5 log CFU/g or 

cm2 τη 2η μέρα συντήρησης. Το ίδιο στέλεχος στο οποίο δεν έγινε προσαρμογή, μπήκε στην εκθετική 

φάση την 4η μέρα. Σημαντικές διαφορές (P<0.05) παρατηρήθηκαν στην ανάπτυξη ορισμένων 

στελεχών σε συγκαλλιέργεια σε σχέση με την αντίστοιχη μονοκαλλιέργειά τους. Το προσαρμοσμένο 

σε τυρί και μη προσαρμοσμένο στέλεχος 6179 στην μονοκαλλιέργεια έφτασε τα 7.2 log CFU/g, ενώ 

στη συγκαλλιέργεια έφτασε τα 5.6 log CFU/g, υποδηλώνοντας αναστολή ανάπτυξης, όταν ο 

ανταγωνιστής του έφτασε το μέγιστο επίπεδο ανάπτυξης (7.9 log CFU/g). Η προσαρμογή των 

στελεχών ενίσχυσε την επίδραση των διαστελεχιακών αλληλεπιδράσεων, αυξάνοντας τη διαφορά 

στην ανάπτυξη μεταξύ μονοκαλλιεργειών και συγκαλλιεργειών. 

Τα αποτελέσματα αποκαλύπτουν πώς το τυρί ως υπόστρωμα καθορίζει την έκβαση των 

διαστελεχιακών αλληλεπιδράσεων και την κυριαρχία ορισμένων οροτύπων L. monocytogenes στα 

τρόφιμα. 

 

Λέξεις κλειδιά: L. monocytogenes, διαστελεχιακές αλληλεπιδράσεις, ανάπτυξη, Ricotta, Camembert 
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Growth differences and inter-strain interactions between matrix-adapted and non-adapted L. 

monocytogenes strains on different types of cheeses 
 

Gkerekou Maria1, Georgoulia Maria1, Kapetanakou Anastasia1, Drosinos Eleftherios1, Skandamis 

Panagiotis1  
1 Laboratory of Food Quality and Hygiene, Agricultural University of Athens, Athens, Greece 

 

The coexistence of different L. monocytogenes strains in the same food sample might influence their 

growth capacity and thus, the final levels at the time of consumption. 

The aim of this study was to investigate the inter-strain interactions on the growth of matrix-

adapted and non-adapted L. monocytogenes on Ricotta and Camembert cheeses. 

Ricotta (10g) and Camembert (6x2 cm2 pieces) cheeses were inoculated at approximately 2.5 

log CFU/g or cm2 with four matrix-adapted and non-adapted L. monocytogenes strains (serotypes 1/2a, 

1/2b, 4b), in single and two-strain cultures (1:1 strain ratio). Strains were selected as resistant to 

different antibiotics for their selective enumeration on Tryptic Soy Agar supplemented with Yeast 

Extract and antibiotic. Adaptation of cells was performed in cheese broth (1:1 cheese in Maximum 

Recovery Diluent) for 48h at 7oC, before inoculation of cheeses. Adaptation aimed to evaluate 

exclusively the inter-strain interactions, eliminating the potential impact of cheese microenvironment 

on strain-to-strain interactions. Cheeses were stored aerobically at 7oC (n=2x2). 

Adaptation of L. monocytogenes strains on Ricotta and Camembert resulted in similar 

(p≥0.05) growth responses. Both single and co-culture adapted strains, had sorter lag phase than the 

non-adapted ones. Particularly, adapted strain C5 showed growth of 1.5 log CFU/g or cm2 on the 2nd 

day of storage, compared to the non-adapted, which entered the exponential phase on day 4. 

Differences (p<0.05) in growth kinetics of some strains were observed when grown singly compared 

to the same strain in co-culture. Adapted and non-adapted singly cultured strain 6179 increased to 7.2 

log CFU/g, whereas in co-culture remained at 5.6 log CFU/g, suggesting growth inhibition (p<0.05), 

when its competitor reached the maximum growth (7.9 log CFU/g). Matrix-adaptation enhanced the 

impact of inter-strain interactions resulting in increased differences, regarding growth kinetics, 

between singly and co-cultured grown strains. 

The results reveal how cheese matrix determines the outcome of inter-strain interactions and 

therefore could assist in explaining the dominance of certain serotypes in foods of safety concern for 

L. monocytogenes. 

 

Key words: L. monocytogenes, inter-strain interactions, growth, Ricotta, Camembert 
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Επίδραση της προσαρμογής του Salmonella Enteritidis σε συνθήκες ήπιας καταπόνησης στην 

ικανότητα εσωτερικοποίησης του σε φυλλώδη λαχανικά  

 

Γριβοκωστόπουλος N., Τσάδαρης Σ., Μακαρίτη Ι., Σκανδάμης Π.Ν.  
Εργαστήριο Ποιοτικού Ελέγχου και Υγιεινής Τροφίμων, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Αθήνα, 

Ελλάδα  

 

Ο παθογόνος μικροοργανισμός Salmonella spp. δύναται να εποικίσει φυλλώδη λαχανικά είτε 

επιφανειακά (προσκόλληση) είτε διεισδύοντας στο εσωτερικό τους (εσωτερικοποίηση), φαινόμενο 

που καθιστά τις συμβατικές μεθόδους εξυγίανσης ανεπαρκείς.  

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η εκτίμηση της επίδρασης α) του επιπέδου του αρχικού 

εμβολίου και β) του ιστορικού (έκθεση σε ήπια καταπόνηση) κυττάρων Salmonella Enteritidis στην 

ικανότητα εσωτερικοποίησής τους σε τέσσερα φυλλώδη λαχανικά.  

Σπανάκι, μαρούλι, ιταλικά χόρτα και ρόκα εμβολιάστηκαν με τη μέθοδο της εμβάπτισης με 

προσαρμοσμένα και μη προσαρμοσμένα (7, 6, 5, 4, 3 log CFU/mL) σε συνθήκες ήπιας καταπόνησης 

κύτταρα Salmonella Enteritidis. Ειδικότερα, η προσαρμογή των κυττάρων του παθογόνου έλαβε χώρα 

στις παρακάτω συνθήκες: α) όξινη καταπόνηση (1% γλυκόζη, 24 h στους 37 °C), β) ψυχρή 

καταπόνηση (7 ημέρες στους 4 °C), γ) συνθήκες έλλειψης θρεπτικών συστατικών (0.85% NaCl με pH 

6.6, 48 h στους 37 °C) και δ) συνθήκες ξήρανσης (1.5 h στους 42 °C, 4 ημέρες στους 21 °C). Στη 

συνέχεια τα εμβολιασμένα λαχανικά συντηρήθηκαν υπό αερόβιες συνθήκες για 2 h και 48 h στους 

5oC και 20oC (n=2x2). Με το πέρας της συντήρησης προσδιορίστηκε ο εσωτερικοποιημένος 

πληθυσμός του Salmonella. ύστερα από εξυγίανση της φυλλικής επιφάνειας με 1% w/v AgNO3.  

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, ακόμη και χαμηλή αρχική συγκέντρωση του παθογόνου (3 log 

CFU/mL) ήταν επαρκής για να εσωτερικοποιηθεί ο παθογόνος σε φυλλώδη λαχανικά. Το επίπεδο, δε, 

του αρχικού εμβολίου του Salmonella φάνηκε να επηρεάζει την παραλλακτικότητα στην 

εσωτερικοποίηση του παθογόνου μεταξύ των διαφορετικών λαχανικών. Πιο συγκεκριμένα, αρχικό 

εμβόλιο 7.0 και 3.0 log CFU/mL είχε ως αποτέλεσμα εσωτερικοποίηση 3.0-4.5 και 1-1.5 log CFU/g 

κυττάρων Salmonella αντίστοιχα. Προηγούμενη έκθεση των βακτηριακών κυττάρων σε συνθήκες 

ήπιας καταπόνησης επηρέασε τόσο την ικανότητα εσωτερικοποίησής τους, όσο και την ικανότητα 

μετέπειτα ανάπτυξής τους στα λαχανικά. Ιδιαίτερα, προηγούμενη έκθεση του παθογόνου σε συνθήκες 

ξήρανσης δεκαπλασίασε τον πληθυσμό των εσωτερικοποιημένων κυττάρων. Προσαρμοσμένα σε 

συνθήκες ξήρανσης και μη προσαρμοσμένα κύτταρα του παθογόνου, παρουσίασαν ικανότητα 

εσωτερικοποίησης 10-50% και 1-4% (του αρχικού πληθυσμού) αντίστοιχα.  

Τα παραπάνω αποτελέσματα συμβάλλουν στην πληρέστερη περιγραφή και κατανόηση του 

φαινομένου της εσωτερικοποίησης του παθογόνου Salmonella spp. στα φυλλώδη λαχανικά και στην 

καλύτερη εκτίμηση της επικινδυνότητάς του.  

 

Λέξεις κλειδιά: Salmonella, εσωτερικοποίηση, προσαρμογή 
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Adaptation of Salmonella Enteritidis to mild stress affects its subsequent internalization in leafy 

vegetables  

 

Grivokostopoulos N., Tsadaris S., Makariti Ι., Skandamis P.Ν.  
Laboratory of Food Quality and Hygiene, Agricultural University of Athens, Athens, Greece  

 

Salmonella colonizes or penetrates leafy greens, phenomenon known as internalization. The ability of 

internalized bacteria to evade common disinfection practices poses a well-established risk.  

Our aim was to study the effect of: i) inoculum size and ii) prior adaptation of Salmonella to sublethal 

stresses, on the internalization of the pathogen in four leafy vegetables.  

Spinach, lettuce, arugula and endive were inoculated by immersion with adapted and non-

adapted (7, 6, 5, 4, 3 log CFU/mL) Salmonella Enteritidis and subsequently stored at 5oC and 20oC 

for 2h and 48h (n=2x2). Adaptation of Salmonella was performed under the following sublethal 

stresses: i) acid stress (1% glucose, 24h at 37oC), ii) cold stress (7d at 4oC), iii) starvation (0.85% 

NaCl of pH 6.6, 48h at 37oC) and iv) desiccation (1.5h at 42oC, 4d at 21oC). Population of 

internalized Salmonella (after surface decontamination with 1% w/v AgNO3) was assessed on 

selective media.  

According to results, even low initial bacterial inoculum was adequate in order internalization 

of Salmonella in leafy vegetables to occur. However, the higher the initial inoculum, the higher the 

variability in internalization of Salmonella among vegetables. In particular, non-adapted Salmonella 

inoculum of 7.0 and 3.0 log CFU/mL resulted in 3.0-4.5 and 1.0-1.5 log CFU/g internalized cells 

respectively. Moreover, adaptation of the pathogen to mild stresses affected both its internalization 

ability as well as its subsequent growth capacity in the vegetables. Adapted to desiccation Salmonella 

showed increased internalization ability by approximately ten-fold manifested by the higher 

internalization rate (10-50%) compared to non-adapted Salmonella (1-4%).  

Our findings contribute to elucidate Salmonella colonization and particularly internalization 

phenomenon in leafy vegetables and therefore could be supportive material in quantitative risk 

assessment of pathogens in fresh produce sector.  

 

Keywords: Salmonella, internalization, stress adaptation 
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Παραγωγή βιομάζας και μεταβολικών προϊόντων από στελέχη των μακρομυκήτων Ganoderma 

σε ζυμώσεις υγρής και στερεής κατάστασης  

 

Ευσταθιάδου, Ε.1,2, Φιλιππούσης, Α.2, Παπανικολάου, Σ.1 και Διαμαντοπούλου, Π.2  
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2Ελληνικός Γεωργικός Οργανισμός-Δήμητρα, Ινστιτούτο Τεχνολογίας Αγροτικών Προϊόντων, 

Εργαστήριο Εδώδιμων Μυκήτων, Σ. Βενιζέλου 1, 14123 Λυκόβρυση, Ελλάδα, 

sdiamantopoulou@gmail.com 

 

Σκοπός της εργασίας ήταν η αξιολόγηση της παραγωγής βιομάζας και των μεταβολικών προϊόντων 

μυκηλίου και καρποσωμάτων 4 ειδών Ganoderma sp. (adspersum, resinaceum, applanatum και 

lucidum), έπειτα από υγρή και στερεή ζύμωσή τους. Αρχικά έγινε υγρή ζύμωση προκειμένου να 

ληφθούν μυκήλια, όπου εξετάστηκε η ικανότητά τους να καταναλώνουν την γλυκόζη, η παραγωγή 

βιομάζας, εξω/ ενδοπολυσακχαριτών και λιπιδίων. Ο χρόνος που ολοκληρώθηκε η καλλιέργεια ήταν 

σημαντικά μικρότερος για τα G. applanatum, G. resinaseum και G. adspersum (~13 ημέρες) από ό,τι 

για τα G. lucidum (27 ημέρες), αν και στο τελευταίο η κατανάλωση γλυκόζης ήταν ολοκληρωτική. 

Όλοι οι μύκητες παρήγαγαν ικανοποιητική ποσότητα βιομάζας (μέγιστη τιμή 18,8 g/l στο G. 

applanatum έως 12 g/l σε G. resinaseum και G. adspersum), ενώ ως ικανοποιητική εκτιμήθηκε και η 

ποσότητα των εξωπολυσακχαριτών (~0,5 g/l), ενώ στα αναμενόμενα όρια ήταν η ποσότητα των 

λιπιδίων (3-7% κ/β). Ιδιαίτερα υψηλές ήταν οι τιμές των ενδοπολυσακχαριτών των μυκηλίων των G. 

applanatum, G. resinaseum και G. adspersum (65-80% κ/β). Επίσης, έπειτα από μελέτη της σύστασης 

των ενδοπολυσακχαριτών και των λιπιδίων διαπιστώθηκε ότι η γλυκόζη ήταν το κύριο απλό σάκχαρο 

των ενδοπολυσακχαριτών, ενώ το Δ9,12C18:2 (λινελαϊκό οξύ) ήταν το κυρίαρχο λιπαρό οξύ. Στην 

συνέχεια, πραγματοποιήθηκε ζύμωση στερεής κατάστασης και η αξιολόγηση των μακρομυκήτων 

βασίστηκε στην ικανότητά τους να καρποφορούν στα λιγνοκυτταρινούχα υποστρώματα οξιάς και 

βελανιδιάς. Από τα 4 είδη, μόνο τα G. adspersum και G. resinaceum έδωσαν ώριμες καρποφορίες και 

στα δύο υποστρώματα, 128 ημέρες μετά τον εμβολιασμό τους. Σύμφωνα με τις τιμές της Απόδοσης % 

(Α% - g νωπού βάρους καρποφοριών/g νωπού βάρους υποστρώματος) και της Βιολογικής 

Αποδοτικότητας % (ΒΑ% - g νωπού βάρους καρποφοριών/g ξηρού βάρους υποστρώματος) 

διαπιστώθηκε ότι η βελανιδιά ήταν το καλύτερο υπόστρωμα, καθώς ευνόησε τα ποσοτικά (αριθμός 

καρποφοριών, Α%, ΒΑ%) και ποιοτικά (υγρασία, μέσο βάρος καρποφοριών) χαρακτηριστικά της 

καλλιέργειας, με μέγιστες τιμές 6,32 ΒΑ% και 1,23 g μέσο βάρος καρποφορίας στο G. resinaceum. 

Ακόμα, φάνηκε ότι οι πολυσακχαρίτες σε όλα τα στελέχη και υποστρώματα ήταν ~40% κ/β και τα 

λιπίδια 1-1,5 % κ/β. 

 

Λέξεις κλειδιά: μύκητες, Ganoderma, βελανιδιά, οξιά, βιομάζα, εξω-/ενδο-πολυσακχαρίτες, λιπίδια 
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Synthesis of biomass and metabolic products by mushroom strains Ganoderma in liquid and 

solid state fermentation 
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2Hellenic Agricultural Organization - DEMETER, Institute of Technology of Agricultural Products, 
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sdiamantopoulou@gmail.com 

 

The aim of the present study was the evaluation of biomass and metabolic products synthesis of the 

mycelium and carposomes of four Ganoderma species, G. adspersum, G. resinaceum, G. applanatum 

and G. lucidum, after their liquid and solid state fermentation. First, liquid fermentation took place in 

order to obtain mycelia where their ability to utilize glucose and produce biomass, exo/ 

endopolysaccharides and lipids was examined. The fermentation time completion was significantly 

smaller for G. applanatum, G. resinaseum and G. adspersum (~13 days) than for G. lucidum (27 

days), although in the last species glucose consumption was complete. All fungi produced sufficient 

amount of biomass (from 18.8 g/l in G. applanatum to 12 g/l in G. resinaseum and G. adspersum), 

whereas, the exopolysaccharide quantity of was estimated as satisfactory (~0.5 g/l) and the lipid 

amount was within the expected range (3-7% w/w). Particularly high were the values of 

endopolysaccharides in G. applanatum, G. resinaseum and G. adspersum mycelium (65-80% w/w in 

d/w). Also, after analysing the composition of endopolysaccharides and lipids, glucose was found the 

main simple sugar, while Δ9,12C18:2 (linoleic acid) was found the  fatty acid in the greatest amount. 

Next, solid state fermentation took place and the evaluation between the species was based on the 

carposome formation ability on the lignocellulosic substrates beech and oak. Of the four species, only 

G. adspersum and G. resinaceum gave mature carposomes, 128 days after inoculation, in both 

substrates. Considering the Efficiency % (E%) (g fresh mushroom weight/ g fresh substrate weight) 

and the Biological Efficiency % (BE%) (g fresh mushroom weight/g dry substrate weight), the oak 

was the best substrate that positively affected the quantitative (number of mushrooms, E%, BE%) and 

qualitative (humidity, average carposome weight) characteristics of the cultivation, with maximum 

values 6.32% BE and 1.23 g average carposome weight in G. resinaceum. In addition, in all strains 

and substrates the polysaccharide content was ~40% w/w and that of lipids was 1-1.5% w/w. 

 

Keywords: Ganoderma, oak, beech, biomass, exo-/endo-polysaccharides, lipids 
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Επίδραση μορίων αίσθησης απαρτίας στην ανάπτυξη και παραγωγή ωχρατοξίνης Α δύο 

στελεχών του μύκητα Aspergillus carbonarius 

 

Κογκάκη Ε., Στριφτού Σ., Nυχάς Γ.-Ι., Πανάγου Ε.Z.* 

Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και Διατροφής 

του Ανθρώπου, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ιερά Οδός 75, 11855 Αθήνα  

* Διεύθυνση e-mail: stathispanagou@aua.gr 

 

Ο ρόλος των μορίων αίσθησης απαρτίας (Quorum Sensing Molecules, QSMs) έχει μελετηθεί ευρέως 

σε νηματοειδείς μύκητες, όπως για παράδειγμα στους μύκητες Aspergillus niger, Αspergillus nidulans, 

και Fusarium graminearum. Η φαρνεσόλη ήταν το πρώτο μόριο αίσθησης απαρτίας που 

απομονώθηκε από τον ευκαρυωτικό μικροοργανισμό Candida albicans. Ακολούθησε η απομόνωση 

άλλων μορίων αίσθησης απαρτίας όπως η τυροσόλη, η φαινυλαιθανόλη και η τρυπτοφόλη. Η 

παρούσα μελέτη εξέτασε την επίδραση αυτών των μορίων  στο ρυθμό ανάπτυξης και παραγωγής 

ωχρατοξίνης Α (ΩΤΑ) δύο στελεχών του μύκητα Aspergillus carbonarius (Α6 και Α7) 

απομονωμένων από σταφύλια Ελληνικών αμπελώνων. Τα μόρια δοκιμάστηκαν σε τρεις 

συγκεντρώσεις (1 mM, 5 mM, και 10 mM) μετά από ενσωμάτωση σε δύο διαφορετικά υποστρώματα, 

(α) σε συνθετικό χυμό σταφυλιού και (β) σε φυσικό χυμό σταφυλιού, σε θερμοκρασία επώασης 25 °C. 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι όλα τα μόρια αίσθησης απαρτίας που χρησιμοποιήθηκαν μείωσαν 

σημαντικά το ρυθμό ανάπτυξης των δύο στελεχών του μύκητα. Συγκεκριμένα, τα μόρια της 

φαρνεσόλης και τρυπτοφόλης σημείωσαν τη μεγαλύτερη μείωση στην ανάπτυξη του μυκηλίου των 

δύο απομονώσεων στα διαφορετικά υποστρώματα που εξετάστηκαν. Οι μεταχειρίσεις με τα μόρια 

αυτά παρουσίασαν έως και 100% αναστολή του ρυθμού ανάπτυξης ακολουθούμενες από τις 

μεταχειρίσεις με τα μόρια της φαινυλαιθανόλης (55.5 %) και της τυροσόλης (4 %). Σε όλες τις 

περιπτώσεις, παρατηρήθηκε ότι όσο υψηλότερη ήταν η συγκέντρωση των μορίων, τόσο 

αποτελεσματικότερη ήταν η αναστολή του ρυθμού ανάπτυξης των μυκήτων. Η παραγωγή ΩTA 

αυξήθηκε με την εφαρμογή χαμηλότερων συγκεντρώσεων φαρνεσόλης και τρυπτοφόλης, ενώ 

μειώθηκε με την εφαρμογή της υψηλότερης συγκέντρωσης (10 mM) και στα δύο υποστρώματα. 

Επιπλέον, η χρήση της φαινυλαιθανόλης και της τυροσόλης  συνέβαλε στη μείωση της παραγωγής  

ΩΤΑ κατά 42% και 70% αντίστοιχα, σε όλες τις συγκεντρώσεις που μελετήθηκαν, εκτός από το 

υπόστρωμα φυσικού χυμού σταφυλιού για την απομόνωση Α7, όπου η παραγωγή της ΩΤΑ αυξήθηκε. 

Εν κατακλείδι, η συγκέντρωση της ΩΤΑ μειώθηκε σε όλες τις απομονώσεις και στα δυο διαφορετικά 

υποστρώματα στις υψηλότερες συγκεντρώσεις μορίων αίσθησης απαρτίας (10 mΜ) που εξετάστηκαν. 

 

Λέξεις κλειδιά: μόρια αίσθησης απαρτίας, Aspergillus carbonarius, ρυθμός ανάπτυξης, παραγωγή 

ΩΤΑ 
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The effect of fungal quorum sensing molecules on growth and OTA production of two 

Aspergillus carbonarius isolates 

 

Kogkaki E., Striftou S., Nychas G.-J., Panagou E.Z.* 

Laboratory of Microbiology and Biotechnology of Foods, Department of Food Science and Human 

Nutrition, Agricultural University of Athens, Iera Odos 75, 11855 Athens, Greece  

*E-mail address: stathispanagou@aua.gr  

 

The role of quorum sensing molecules (QSMs) has been widely studied in filamentous fungi, for 

example in Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, and Fusarium graminearum. Farnesol was the first 

QSM isolated from a eukaryotic microorganism, Candida albicans, followed by the isolation of other 

QSMs such as tyrosol, phenylethanol, and tryptophol. This study examined the effect of these QSMs 

on the growth and Ochratoxin A (OTA) production of two Aspergillus carbonarius strains (A6 and 

A7) isolated from grapes of Greek vineyards. The QSMs were tested at three concentrations (1 mM, 5 

mM, and 10 mM) after incorporation in two different media, a Synthetic Grape Juice Medium (SGM) 

and a Grape Juice based Medium (GJM) at optimum incubation temperature of 25 °C. Regarding 

growth, results showed that all molecules had a considerable effect on the reduction of fungal growth 

rate. In specific, farnesol and tryptophol achieved the highest reduction on fungal growth of the two 

isolates in both media. Treatments with these molecules reached up to 100% of fungal growth rate 

inhibition followed by phenylethanol (55.5 %) and tyrosol (4 %). In all cases it was observed that 

growth rate inhibition increased by increasing concentrations of QSMs. On the other hand, OTA 

production was stimulated in treatments with the lowest concentrations of farnesol and tryptophol and 

decreased at the highest concentration (10 mM) in both media and fungal isolates. Moreover, 

phenylethanol and tyrosol decreased OTA production by 42% and 70%, respectively, in all 

concentrations, apart from the treatment with phenylethanol in the Grape Juice based Medium for A7 

isolate, where toxin production increased. Overall, high molecule concentration (10 mM) treatments 

reduced OTA accumulation by all isolates in both media.  

 

Keywords: quorum sensing molecules, Aspergillus carbonarius, growth rate, OTA production 
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Επίδραση ηλιακής ακτινοβολίας σε βιοδραστικά συστατικά και βιταμίνη D2 (εργοκαλσιφερόλη) 

σε καλλιεργούμενα μανιτάρια του είδους Pleurotus ostreatus. 

 

Κολονίτσιου Χ.1, Πλυτά Μ.1, Καλιώρα Α.Κ.1, Κουτρώτσιος Γ.2, Λαχουβάρης Ε.3, Ζερβάκης Γ.Ι.2, 

Καλογερόπουλος N.*1 
1Εργαστήριο Χημείας-Βιοχημείας-Φυσικοχημείας Τροφίμων, Χαροκόπειο Πανεπιστήμιο, Ελ. Βενιζέλου 

70, 17671 Αθήνα (e-mail: nickal@hua.gr) 
2Εργαστήριο Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο, Ιερά Οδός 75, 11855 

Αθήνα 
3«Μανιτάρια Δίρφυς», Καθενοί, Εύβοια 

 

Εισαγωγή: Τα μανιτάρια, χάρη στην υψηλή διατροφική αξία αλλά και τις θεραπευτικές τους 

ιδιότητες, έχουν αποτελέσει μέρος της διατροφής του ανθρώπου από την αρχαιότητα. Τα εδώδιμα 

μανιτάρια περιέχουν πολλά βιοδραστικά συστατικά όπως β-γλυκάνες, εργοστερόλη, φαινολικά 

αντιοξειδωτικά, ενώ αποτελούν καλή πηγή βιταμινών και είναι η μόνη μη ζωικής προέλευσης πηγή 

βιταμίνης D (εργοκαλσιφερόλη, βιταμίνη D2).  

Σκοπός: Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη της επίδρασης της ηλιακής ακτινοβολίας στη 

σύσταση και τα βιοδραστικά συστατικά αποξηραμένων μανιταριών Pleurotus ostreatus. 

Μεθοδολογία: Νωπά μανιτάρια Pleurotus ostreatus εκτέθηκαν σε ηλιακή ακτινοβολία επί 3 ώρες ή 

παρέμειναν στο σκοτάδι (μάρτυρας) και στη συνέχεια αποξηράνθηκαν με θερμό ρεύμα αέρα και 

αναλύθηκαν για μακροσυστατικά (ενεργειακό περιεχόμενο, πρωτεΐνη, β-γλυκάνες, τέφρα), 

μικροσυστατικά (στερόλες, ολικές και απλές πολυφαινόλες, βιταμίνη D2) και αντιοξειδωτικές 

ιδιότητες (ικανότητα δέσμευσης ελευθέρων ριζών και αναγωγική δύναμη).  

Αποτελέσματα: Από τα αποτελέσματα των αναλύσεων φάνηκε ότι η έκθεση των δειγμάτων στον ήλιο 

δεν προκάλεσε στατιστικά σημαντικές διαφορές στο ενεργειακό περιεχόμενο, τις β-γλυκάνες, τις 

ολικές πολυφαινόλες και την αναγωγική δύναμη. Αντίθετα, η εργοστερόλη και οι μεταβολίτες της 

βρέθηκαν μειωμένες στα μανιτάρια που είχαν παραμείνει στον ήλιο, κάτι το αναμενόμενο εφόσον 

είναι γνωστό ότι η επίδραση της υπεριώδους ακτινοβολίας μετατρέπει μέρος των στερολών σε 

βιταμίνη D2 και πιθανώς άλλα παράγωγα. Έτσι οι τιμές της βιταμίνης D2 ήταν αυξημένες στα 

δείγματα που είχαν παραμείνει στον ήλιο σε σχέση με τον μάρτυρα (6,6 mg/kg έναντι 1,5 mg/kg επί 

ξηρού βάρους). Τέλος, ενώ οι ολικές πολυφαινόλες στα δείγματα των δύο επεμβάσεων δεν διέφεραν 

σημαντικά, ενώ τα εκχυλίσματα των δειγμάτων που είχαν παραμείνει στον ήλιο έδειξαν αυξημένη 

ικανότητα δέσμευσης ελευθέρων ριζών. 

Συμπέρασμα: Η ηλιακή ακτινοβολία φαίνεται να επιδρά στην εργοστερόλη των αποξηραμένων 

μανιταριών, μειώνοντάς την σημαντικά μετά από 3 ώρες έκθεσης στον ήλιο και ως συνέπεια αυξάνει 

την εργοκαλσιφερόλη (D2) χωρίς να προκαλεί σημαντικές μεταβολές στα μακροσυστατικά και στα 

βιοδραστικά συστατικά που μελετήθηκαν.  

 

Λέξεις κλειδιά: εδώδιμα μανιτάρια, Pleurotus ostreatus, ηλιακή ακτινοβολία, βιοδραστικά 

συστατικά, εργοστερόλη, εργοκαλσιφερόλη  
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Effect of sunlight on bioactive constituents and vitamin D2 (ergocalciferol) of cultivated 

Pleurotus ostreatus mushrooms. 

 

Kolonitsiou, C.1, Plyta M.1, Kaliora A.C.1, Koutrotsios G.2, Lahouvaris E.3, Zervakis G.I.2, 

Kalogeropoulos N.*1 
1 Harokopio University, Department of Nutrition and Dietetics, Laboratory of Chemistry, Biochemistry 

and Physical Chemistry of Foods, El. Venizelou 70, 17671 Athens, Greece (*e-mail: nickal@hua.gr) 
2Agricultural University of Athens, Department of Crop Science, Laboratory of General and 

Agricultural Microbiology, Iera Odos 75, 11855 Athens, Greece  
3“Dirfis Mushrooms”, 34018 Katheni, Euboea, Greece 

 

Introduction: Mushrooms, thanks to their special nutritional and therapeutic properties have been part 

of human diet since antiquity. Edible mushrooms provide many beneficial bioactive consituents such 

as β-glucans, ergosterol, phenolic compounds and vitamins, while they are the only non-animal source 

of vitamin D (ergocalciferol, vitamin D2). 

Aim: The aim of this study was to examine the effect of solar radiation on bioactive constituents of 

Pleurotus ostreatus mushrooms.  

Methods: Fresh P. ostreatus mushrooms that had been exposed to solar radiation for 3 hours or 

remained in the dark, were dried with a warm air dryer and analysed for macronutrients (energy, 

protein, beta-glucans, ash), micronutrients (sterols, fatty acids, total and simple polyphenols, vitamin 

D2) and antioxidant properties (radical scavenging capacity and reducing power). 

Results: The results showed that the exposure of mushrooms to sunlight did not cause statistically 

significant changes in the energy content, ash, beta-glucans, total phenols and reducing power. On the 

contrary, sunlight caused a decrement of ergosterol and its metabolites, something expected due to the 

known UV assisted conversion of ergosterol to vitamin D2. This was confirmed by the increased 

vitamin D2 levels in mushrooms exposed to sunlight -6.6mg/kg dry weight compared to 1.5mg/kg of 

not exposed ones. Sunlight did not cause significant changes of total phenolics; however, the sunlight 

treated samples exerted increased antiradical activity.  

Conclusion: The exposure of dried P. ostreatus to solar radiation resulted in reduced ergosterol and 

subsequently increased ergocalciferol (D2) content, without causing significant changes in 

macronutrients and bioactive constituents. 

 

Key words: edible mushrooms, Pleurotus ostreatus, sunlight exposure, bioactive ingredients, 

ergosterol, ergocalciferol. 
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Μελέτη της έκφρασης γονιδίων παθογένειας του βακτηρίου Listeria monocytogenes κατά τη 

διάρκεια ανάπτυξής του σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα καθώς και στην επιφάνεια τομάτας, 

καρότου και αγγουριού, σε διαφορετικές θερμοκρασίες 

 

Κωτσάκου Χ.1, Παραμυθιώτης Σ.1, Παπαδέλλη Μ.2, Δροσινός Ε.Χ.1 
1Εργαστήριο Ποιοτικού Ελέγχου και Υγιεινής Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και Διατροφής 
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2Τμήμα Τεχνολογίας Τροφίμων, Τεχνολογικό Εκπαιδευτικό Ίδρυμα Πελοποννήσου, 24 100 Καλαμάτα. 

 

Σκοπός της εργασίας ήταν η μελέτη της έκφρασης γονιδίων παθογένειας του βακτηρίου Listeria 

monocytogenes κατά τη διάρκεια ανάπτυξής του σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα καθώς και στην 

επιφάνεια τομάτας, καρότου και αγγουριού, σε διαφορετικές θερμοκρασίες. Για το σκοπό αυτό, το 

παθογόνο L. monocytogenes στέλεχος LQC 15257 ορότυπος 4b απομονωμένο από φράουλα, 

εμβολιάστηκε σε υγρό θρεπτικό υλικό BHI (108 CFU/mL) καθώς και στην επιφάνεια τεμαχίων 

τομάτας, καρότου και αγγουριού (108 CFU/g). Ακολούθησε επώαση σε τρεις θερμοκρασίες 4, 10 και 

30 oC κατά τη διάρκεια της οποίας πραγματοποιήθηκε δειγματοληψία αμέσως μετά τον εμβολιασμό (0 

ώρες) καθώς και μετά από 0.5, 6 και 24 ώρες. Τα δείγματα αυτά χρησιμοποιήθηκαν για την 

συγκριτική μελέτη της έκφρασης των γονιδίων παθογένειας prfA, sigB, hly, plcA, plcB, inlA, inlB, 

inlC, inlJ με εφαρμογή της μεθόδου RT-qPCR, χρησιμοποιώντας ως γονίδια αναφοράς τα 16S, rpob 

και IGS. Καλλιέργεια του παθογόνου σε ΒΗΙ υγρό θρεπτικό υπόστρωμα που επωάστηκε στις ίδιες 

θερμοκρασίες, χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας. Η εκφραση των γονιδίων επηρεάστηκε από την 

θερμοκρασία, τον χρόνο επώασης καθώς και το είδους του τροφίμου. Μόνο τα inlC και inlJ 

παρουσίασαν το ίδιο μοτίβο έκφρασης και συγκεκριμένα εμφάνισαν ρύθμιση μείωσης 

(downregulation) όταν το παθογόνο αναπτύχθηκε σε αγγούρι και τομάτα στους 10 και 4 οC, 

αντίστοιχα. Η μεταγραφή του γονιδίου hly επηρεάστηκε περισσότερο από τις πειραματικές συνθήκες 

που εφαρμόστηκαν εμφανίζοντας ρύθμιση μείωσης κατά την ανάπτυξη σε αγγούρι στους 10 και 30 
oC, σε τομάτα στους 4 και 10 oC και σε καρότο στους 10 oC, ενώ εμφάνισε ρύθμιση αύξησης 

(upregulation) κατά την ανάπτυξη σε τομάτα στους 30 oC και σε καρότο στους 4 oC. Αντίθετα, τα 

γονίδια sigB και prfA επηρεάστηκαν πολύ λιγότερο εμφανίζοντας ρύθμιση μείωσης κατά την 

ανάπτυξη σε τομάτα στους 4 oC και σε αγγούρι στους 10 oC, αντίστοιχα. Τα αποτελέσματα αυτά 

υποδεικνύουν ότι αβιωτικοί παράγοντες δύνανται να επηρεάζουν την έκφραση των υπό μελέτη 

γονιδίων παθογένειας, επισημαίνουν την περιπλοκότητα του φαινομένου της ρύθμισης των γονιδίων 

και διευκολύνουν την κατανόηση της φυσιολογίας του εν λόγω παθογόνου κατά τη ανάπτυξή του σε 

τρόφιμο. 
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Expression of Listeria monocytogenes key virulence genes during growth in liquid medium, on 

tomato, carrot and cucumber at different temperatures 
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The aim of the present study was to investigate the expression of Listeria monocytogenes key 

virulence genes during growth in liquid medium, on tomato, carrot and cucumber at different 

temperatures. For that purpose, L. monocytogenes strain LQC 15257, serotype 4b, isolated from 

strawberry was used to inoculate BHI broth (108 CFU/mL) and the surface of tomato, carrot and 

cucumber pieces (108 CFU/g) and incubated at 4, 10 and 30 oC. Sampling took place at 0, 0.5, 6.0 and 

24h after inoculation and the comparative expression of prfA, sigB, hly, plcA, plcB, inlA, inlB, inlC, 

inlJ as well as 16S, rpob, and IGS as reference genes was assessed by RT-qPCR. Growth in BHI broth 

under identical conditions, was used as a control. The effect of incubation temperature, time as well as 

food matrix has been exhibited. Only inlC and inlJ exhibited identical expression pattern throughout 

the experiment; they were downregulated when the pathogen was grown on cucumber and tomato at 

10 and 4 oC, respectively. hly was the gene whose transcription was affected the most by the 

conditions of the experiment; it was downregulated upon growth on cucumber at 10 and 30 oC, tomato 

at 4 and 10 oC and carrot at 10 oC and upregulated upon growth on tomato at 30 oC and carrot at 4 oC. 

On the contrary, sigB and prfA were the genes least affected by the conditions of the experiment; they 

were downregulated only upon growth on tomato at 4 oC and cucumber at 10 oC, respectively. These 

results indicate that abiotic factors may affect L. monocytogenes virulence gene expression, highlight 

the complexity of regulation of gene expression and facilitate understanding of the microorganism’s 

physiology during growth at food matrices. 
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Η Salmonella αναφέρεται πρόσφατα ως ένα από τα κορυφαία παθογόνα που ευθύνονται για 

τροφιμογενείς λοιμώξεις. Αν και συνήθως σχετίζεται με τρόφιμα ζωϊκής προέλευσης, τα κρούσματα 

που σχετίζονται με τρόφιμα φυτικής προέλευσης ή χαμηλής ενεργότητας νερού συνεχώς αυξάνονται. 

Στη μελέτη αυτή εκτιμήθηκε η παρουσία Salmonella σε σουσάμια που εισάγονται στην Ελλάδα, και 

έγινε ταυτοποίηση είδους και οροτύπου. 2101 δείγματα σουσαμιών εξετάσθηκαν για παρουσία 

Salmonella spp. στο διαπιστευμένο (ISO 17025) εργαστήριο του Ινστιτούτου Τεχνολογίας Αγροτικών 

Προϊόντων, το διάστημα Ιούνιος 2008 - Δεκέμβριος 2016, πριν την εισαγωγή και διάθεσή τους στην 

Ελλάδα. Οι χώρες προέλευσης των δειγμάτων ήταν η Ινδία (1416 δείγματα), Σουδάν (280), Νιγηρία 

(176), Αιθιοπία (114), Μπουρκίνα Φάσο (55), Μοζαμβίκη (40) και Τουρκία (20). Η ανίχνευση 

Salmonella spp., έγινε με τη μέθοδο ISO 6579 (4th ed. 2002-07-15/Cor.1:2004) ενώ τα τέστ 

επιβεβαίωσης και ταυτοποίησης σε επίπεδο οροτύπου έγιναν στο Κέντρο Αναφοράς για Salmonella 

(Κτηνιατρικό Εργαστήριο Χαλκίδας - ΥΠΑΑΤ) διαπιστευμένου στην οροτυποποίηση. Η Salmonella 

ανιχνεύθηκε σε 142 από τα 2101 δείγματα σουσαμιού. Οι 133 απομονώσεις ταυτοποιήθηκαν ως S. 

enterica subsp. enterica, οι 6 ως S. enterica subsp. salamae, οι 2 ως S. enterica subsp. diarizonae και 

1 ως S. enterica subsp. houtenae. Οι S. enterica subsp. enterica απομονώσεις περιελάμβαναν τους 

ορότυπους: Salmonella Agona, Alkmaar, Amsterdam, Anatum, Bama, Bergen, Bolton, Bredeney, 

Canada, Cardoner, Dahra, Dallgow, Ekotedo, Fresno, Hannover, Hato, Havana, Heidelberg, 

Hemingford, Hongkong, Johannesburg, Karamoja, Kasenyi, Kastrup, Kentucky, Kingston, Kinondoni, 

Kristianstad, Liverpool, Logone, Maastricht, Madjorio, Mbandaka, Monschaui, Montevideo, 

Mountpleasant, Orion, Paratyphi B var. Java, Poona, Reading, Ruivu, Sanjuan, Scheissheim, 

Senftenberg, Stanley, Stormont, Telelkebir, Telhashomer, Tennessee, Tilburg,  Tilene, και Vejle. Τα 

αποτελέσματα έδειξαν ότι το σουσάμι και κατ’επέκταση τα χαμηλής ενεργότητας νερού τρόφιμα 

φυτικής προέλευσης μπορεί να αποτελούν δυνητικό κίνδυνο για την ανθρώπινη υγεία, ειδικά εάν 

καταναλώνονται ωμά ή εάν δεν ακολουθούνται οι κανόνες ορθής πρακτικής παραγωγής. 
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Occurrence and identification of Salmonella isolates present in sesame imported to Greece 

 

Mitre E.1, Pasiotou M.2, Smpiraki A.2, Charvourou G.1, Sourri P.1, Argyri A.1, Chorianopoulos 

N.1, Tassou C.1,  
1Hellenic Agricultural Organization DEMETER, Institute of Technology of Agricultural Products, 

Lycovrissi, Attica, Greece 
2Hellenic Ministry of Rural Development and Food -Veterinary Laboratory of Chalkida, NRL for 

Salmonella, Pei Dokou Chalkidas, Chalkida, Greece 

 

Recent reports rank Salmonella as one of top four pathogens associated with foodborne illnesses. 

Although salmonellosis is often related to animal-origin food products, reports of Salmonella 

outbreaks related to plant-origin and low water activity foods are increasing. The purpose of the study 

was to evaluate the presence of Salmonella in sesame intended to be imported to Greece and identify 

the species, subspecies and serotypes. 2101 sesame samples were tested for the presence of Salmonella 

spp. at the accredited (ISO 17025) laboratory of the Institute of Technology of Agricultural Products 

during the period June 2008 - December 2016, in order to get permission to be imported to 

Greece/EU. The countries of origin of the samples were India (1416 samples), Soudan (280), Nigeria 

(176), Ethiopia (114), Burkina Faso (55), Mozambique (40) and Turkey (20). For the detection of 

Salmonella spp. the ISO 6579 (4th ed. 2002-07-15/Cor.1:2004) was applied. Further confirmatory and 

identification tests to species, subspecies and serovar level were performed at the National Reference 

Laboratory for Salmonella (Hellenic Ministry of Rural Development and Food) accredited for the 

serotyping. Salmonella was detected in 142 out of 2101 sesame samples. 133 isolates were identified 

as S. enterica subsp. enterica, 6 as S. enterica subsp. salamae, 2 as S. enterica subsp. diarizonae and 1 

S. enterica subsp. houtenae. The S. enterica subsp. enterica isolates designated by their antigenic 

formula included Salmonella Agona, Alkmaar, Amsterdam, Anatum, Bama, Bergen, Bolton, 

Bredeney, Canada, Cardoner, Dahra, Dallgow, Ekotedo, Fresno, Hannover, Hato, Havana, Heidelberg, 

Hemingford, Hongkong, Johannesburg, Karamoja, Kasenyi, Kastrup, Kentucky, Kingston, Kinondoni, 

Kristianstad, Liverpool, Logone, Maastricht, Madjorio, Mbandaka, Monschaui, Montevideo, 

Mountpleasant, Orion, Paratyphi B var. Java, Poona, Reading, Ruivu, Sanjuan, Scheissheim, 

Senftenberg, Stanley, Stormont, Telelkebir, Telhashomer, Tennessee, Tilburg, Tilene, and Vejle. The 

study indicated that sesame products may constitute a potential hazard for human, especially if they 

are consumed raw or GMP is not applied. 
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Διασυνδέσεις του εντερικού μικροβιόκοσμου με δείκες παχυσαρκίας σε τυχαίο δείγμα του 

Ελληνικού πληθυσμού 

 

Μήτσου Ε.Κ., Αντωνοπούλου Σ., Νομικός Τ., Κυριακού Α. 
Χαροκόπειο Πανεπιστήμιο-Τμήμα Επιστήμης Διαιτολογίας-Διατροφής, Αθήνα, Ελλάδα  

 

Σκοπός: Η παχυσαρκία εξελίσσεται σε μια επιδημία παγκοσμίων διαστάσεων, με το πρόβλημα να 

λαμβάνει ανησυχητικές διαστάσεις και στη χώρα μας. Πρόσφατα ερευνητικά δεδομένα προβάλλουν το 

ρόλο του εντερικού μικροβιόκοσμου ως γενεσιουργού αιτίας της κλιμακούμενης εμφάνισης της 

παχυσαρκίας και των συνοδών παθολογικών καταστάσεων. Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η 

σύγκριση της σύστασης του εντερικού μικροβιόκοσμου ενήλικων ατόμων στη γεωγραφική μας περιοχή 

βάσει του Δείκτη Μάζας Σώματος (ΔΜΣ) και η διερεύνηση πιθανών συσχετίσεων της οικολογίας του 

εντέρου με ανθρωπομετρικούς δείκτες παχυσαρκίας (σωματικό βάρος, ΔΜΣ, περιφέρεια μέσης, λόγος 

περιφέρειας μέσης/γλουτών, % σωματικό λίπος, βαθμός σπλαχνικού λίπους). Μεθοδολογία: Ενήλικες 

εθελοντές (Ν=152) έδωσαν δείγματα κοπράνων, αξιολογήθηκαν με ανθρωπομετρία και συμπλήρωσαν 

ερωτηματολόγια σχετικά με τη διατροφική τους συμπεριφορά, τη φυσική δραστηριότητα και άλλες 

παραμέτρους του τρόπου ζωής τους. Ο εντερικός μικροβιόκοσμος των εθελοντών προσδιορίστηκε 

ποσοτικά με αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (qPCR) και καλλιεργητική μεθοδολογία, ενώ 

προσδιορίστηκε και το pH των κοπράνων. Αποτελέσματα: Στους παχύσαρκους εντοπίστηκαν 

υψηλότερα επίπεδα Candida glabrata σε σχέση με τους υπέρβαρους (p=0.019) και του φυσιολογικού 

βάρους εθελοντές (p=0.056) και μειωμένη συχνότητα απομόνωσης ζυμών του γένους Rhodotorula 

συγκριτικά με τα άτομα φυσιολογικού βάρους (17.5% vs. 41.2%, p=0.024). Επιπλέον, διαπιστώθηκε 

χαμηλότερη συχνότητα ανίχνευσης μεθανογόνων στα παχύσαρκα άτομα (65.0%) σε σχέση με τους 

υπέρβαρους (88.2%, p=0.003) και του φυσιολογικού βάρους εθελοντές (82.4%, p=0.094). Τα επίπεδα 

του είδους Lactobacillus reuteri συσχετίστηκαν θετικά με το σύνολο των δεικτών παχυσαρκίας κατόπιν 

ελέγχου για ποικίλους παράγοντες (π.χ. φύλο, ηλικία, ενεργειακή πρόσληψη, MedDietScore, φυσική 

δραστηριότητα, καπνιστικές συνήθειες). Η περιφέρεια μέσης και ο λόγος περιφέρειας μέσης/γλουτών 

συσχετίστηκαν θετικά με τα επίπεδα Bacteroides spp. και αρνητικά με το λόγο 

Bifidobacteria/Escherichia coli, ενώ ο βαθμός του σπλαχνικού λίπους συσχετίστηκε θετικά με τα 

Bacteroidetes και Bacteroides spp. και αρνητικά με το pH κοπράνων. Τέλος, εντοπίστηκαν περαιτέρω 

διασυνδέσεις των δεικτών παχυσαρκίας με τη παρουσία χαμηλών επιπέδων μεθανογόνων και την 

αδυναμία εντοπισμού των ζυμών του γένους Rhodotorula. Συμπεράσματα: Τα αποτελέσματα μας 

προτείνουν πιθανές διασυνδέσεις των δεικτών παχυσαρκίας και χαρακτηριστικών του εντερικού 

μικροβιόκοσμου σε τυχαίο δείγμα του ελληνικού πληθυσμού. Η διερεύνηση του ρόλου του εντερικού 

μικροβιόκοσμου στη παχυσαρκία θα πρέπει να διεξάγεται υπό το πρίσμα πιθανών συγχυτικών 

παραγόντων σχετικών μεταξύ άλλων με τη διατροφή, τη φυσική δραστηριότητα και άλλες παραμέτρους 

του τρόπου ζωής.  

 

Λέξεις-κλειδιά: παχυσαρκία, εντερικός μικροβιόκοσμος, ανθρωπομετρικοί δείκτες 
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Associations between gut microbiota composition and obesity status anthropometric indexes in an 

adult Greek population 
 

Mitsou E.K., Antonopoulou S., Nomikos T., Kyriacou A. 
Harokopio University-Department of Nutrition and Dietetics, Athens, Greece 

 

Aim: Obesity has evolved into a global epidemic, with alarming prevalence in our country among other 

regions. Nowadays, cumulative data propose the role of gut microbiota as a novel environmental factor 

that may be associated with obesity and related co-morbidities. The present study aimed to compare, in 

our geographical region, the gut microbiota profile of adult subjects according to Body Mass Index (BMI) 

categorization and to further elucidate possible associations between gut ecology features and 

anthropometric indexes of obesity status [body weight, BMI, Waist Circumference (WC), Waist to Hip 

ratio (WHR), % body fat, visceral fat rating]. Methods: Adult participants (N=152) underwent 

anthropometric, dietary, physical activity and lifestyle evaluation and were subjected to faecal sampling. 

Gut microbiota was determined by quantitative polymerase chain reaction (qPCR) and plate count 

techniques, while stool pH was also measured. Results: Obese subjects were characterized by higher 

levels of Candida glabrata compared to overweight (p=0.019) and normal-weight (p=0.056) subjects, and 

by a more restrictive isolation frequency of Rhodotorula-like yeasts compared to normal-weight 

individuals (17.5% vs. 41.2%, p=0.024). Detection frequency of methanogens was lower in obese 

(65.0%) compared to overweight (88.2%, p=0.003) and normal-weight subjects (82.4%, p=0.094). 

Regression analysis revealed positive associations of Lactobacillus reuteri levels with all tested indexes 

of obesity status (p<0.05) after controlling for variable factors (e.g. sex, age, energy intake, 

MedDietScore, total physical activity and smoking habits). Levels of Bacteroides spp. associated 

positively and Bifidobacteria-to-Escherichia coli ratio associated negatively with both WC and WHR 

indexes, while positive connections of visceral fat rating with Bacteroidetes and Bacteroides spp. and a 

negative association with stool pH were also observed. Further connections of obesity status indexes with 

low levels of methanogens and detection rate of Rhodotorula-like yeasts were also indicated. Conclusion: 

Our data indicated intriguing connections between obesity status indexes and gut microbiota profile. The 

role of gut microbiota in obesity could be further elucidated by accounting for variable factors regarding 

dietary, physical activity and lifestyle parameters. 

 

Keywords: obesity, gut microbiota, anthropometric indexes  
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Επίδραση της κατανάλωσης γιαουρτιού εμπλουτισμένου με βιοδραστικά λιποειδή από 

παραπροϊόντα ελαιουργίας σε χαρακτηριστικά του εντερικού μικροβιόκοσμου ενήλικων 

εθελοντών  

 

Μήτσου Ε.Κ.1, Ζαφειροπούλου Κ.1, Γιαννακούλια Μ.1, Αντωνοπούλου Σ.1, Μουντζούρης Κ.2, 

Κυριακού Α.1 
1Χαροκόπειο Πανεπιστήμιο, Αθήνα, Ελλάδα  
2Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Αθήνα, Ελλάδα 

 

Σκοπός: Η διερεύνηση των επιδράσεων της κατανάλωσης ενός υπό μελέτη λειτουργικού τροφίμου 

(γιαούρτι εμπλουτισμένο με βιοδραστικά λιποειδή από παραπροϊόντα ελαιουργίας) στη σύσταση και 

τη μεταβολική λειτουργία του εντερικού μικροβιόκοσμου φαινομενικά υγιών εθελοντών. 

Μεθοδολογία: Φαινομενικά υγιείς, ενήλικες εθελοντές (n=54) κατανεμήθηκαν τυχαιοποιημένα στις 

τρεις ομάδες της μελέτης (ομάδα μη κατανάλωσης γιαουρτιού, ομάδα χορήγησης απλού γιαουρτιού, 

ομάδα χορήγησης εμπλουτισμένου γιαουρτιού). Δείγματα κοπράνων  ελήφθησαν στην αρχή και στο 

τέλος της παρέμβασης (8 εβδομάδες) με σκοπό τον προσδιορισμό χαρακτηριστικών των κενώσεων 

(pH, ξηρό βάρος), την ποσοτικοποίηση επιλεγμένων μικροοργανισμών με μοριακή μεθοδολογία 

(Firmicutes, Bacteroidetes, Bifidobacterium spp., ομάδα Lactobacillus, ομάδα Clostridium 

perfringens), καθώς και τον προσδιορισμό λιπαρών οξέων βραχείας αλύσου (Short Chain Fatty Acids, 

SCFAs). Επιπλέον, αξιολογήθηκε  ο βαθμός ανοχής του γαστρεντερικού συστήματος των εθελοντών 

στο εμπλουτισμένο τρόφιμο μέσω της συμπλήρωσης 3 επταήμερων ημερολογίων καταγραφής 

γαστρεντερικών συμπτωμάτων κατά τη διάρκεια της παρέμβασης. Αποτελέσματα: Μετά την 

ολοκλήρωση της παρέμβασης, μεταξύ των ομάδων παρατηρήθηκαν χαμηλότερα επίπεδα Firmicutes 

στο απλό γιαούρτι συγκριτικά με το εμπλουτισμένο (p=0.048), χωρίς άλλη σημαντική διαφοροποίηση. 

Η σύγκριση των αρχικών και τελικών μετρήσεων εντός της κάθε ομάδας υπέδειξε, κατόπιν 

κανονικοποίησης ως προς το φύλο, την ηλικία και τον Δείκτη Μάζας Σώματος (ΔΜΣ) (i) στην ομάδα 

της μη κατανάλωσης γιαουρτιού, σημαντική μείωση της μοριακής αναλογίας των άλλων λιπαρών 

οξέων (p =0.027), (ii) στην ομάδα του απλού γιαουρτιού, σημαντική αύξηση της ομάδας των 

λακτοβακίλλων (p =0.017) και της ομάδας C.perfringens (p =0.039) και, τέλος, (iii) στην ομάδα του 

εμπλουτισμένου γιαουρτιού,  σημαντική αύξηση των επιπέδων Firmicutes (p=0.049) , 

Bifidobacterium spp. (p=0.020) και της ομάδας C. perfringens (p=0.007), καθώς και τάση για αύξηση 

των αρχικής αναλογίας του οξικού οξέος (p=0.091) και μείωση της αναλογίας του βουτυρικού οξέος 

(p=0.050) στις κενώσεις των εθελοντών, χωρίς άλλες σημαντικές αλλαγές στις υπό εξέταση 

παραμέτρους εντός της συγκεκριμένης ομάδας. Η κατανάλωση του εμπλουτισμένου τροφίμου 

συνοδεύτηκε από τάση για αύξηση της έντασης των γαστρεντερικών συμπτωμάτων των εθελοντών, 

χωρίς όμως να ανέρχεται σε ανησυχητικά επίπεδα. Συμπεράσματα: Τυχόν παρατηρούμενες 

επιδράσεις του υπό μελέτη λειτουργικού τροφίμου στη φυσιολογία του ξενιστή σχετίζονται πιθανόν 

και με τις διαφοροποιήσεις στη σύσταση και τη μεταβολική λειτουργία του εντερικού 

μικροβιόκοσμου. 

 

Λέξεις-κλειδιά: γιαούρτι, βιοδραστικά λιποειδή, εντερικός μικροβιόκοσμος, SCFAs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



110 
 

Effect of the daily consumption of a yogurt enriched in biologically active lipids from olive mill 

wastes in gut microbiota parameters of adult volunteers 

 

Mitsou E.K.1, Zafiropoulou K.1, Yannakoulia M.1, Antonopoulou S.1, Mountzouris K.C.2, 

Kyriacou A.1 

1Harokopio University, Athens, Greece 
2Agricultural University of Athens, Athens, Greece 

 

Aim: To investigate the effect of the daily consumption of a potential functional food (yogurt enriched 

in biologically active lipids from olive mill wastes) in gut microbiota parameters of apparently 

healthy, adult volunteers. Methods: Apparently healthy adult subjects (N=54) were randomly 

assigned into three different intervention groups (a control group that consumed a plain yogurt every 

two weeks, a group that consumed a plain yogurt on a daily basis and the group that consume the same 

yogurt on a daily basis but enriched with biologically active lipids). Faecal samples were collected at 

the beginning and the end (8 weeks) of dietary intervention and parameters such as stool pH and 

moisture content, gut microbiota analysis (qPCR-based quantification; Firmicutes, Bacteroidetes, 

Bifidobacterium spp., Lactobacillus group, Clostridium perfringens group) and faecal short chain fatty 

acids (SCFAs) characteristics were determined. Gastrointestinal symptomatology was also recorded 

for three 7-d periods during the intervention in order to evaluate the subjects’ tolerance to functional 

food consumption. Results: Overall, plain yogurt group was characterised by lower Firmicutes levels 

compared to the enriched yogurt group (p=0.048) at the end of intervention, with no further significant 

differentiation among groups. Group-specific analysis after adjustment for sex, age and Body Mass 

Index (BMI) revealed (i) a significant decrease in molar ratio of other SCFAs in control group, (ii) a 

significant increase in bacterial levels of lactobacilli (p=0.017) and C. perfringens group (p=0.039) in 

plain yogurt group and (iii) a significant increase in levels of Firmicutes (p=0.049), Bifidobacterium 

spp. (p=0.020) and C. perfringens group (p=0.007) in the enriched yogurt group at the end of 

intervention compared to baseline. A trend for elevated molar ratio of acetate (p=0.091) and decreased 

ratio of butyrate (p=0.050) after 8-wk consumption of enriched yogurt was also indicated. An 

elevated, though mild, gastrointestinal symptomatology was observed after consumption of enriched 

yogurt, with no severe gastrointestinal side effects. Conclusions: Potential effects of enriched yogurt 

in host physiology may be related to changes in compositional and metabolic features of human gut 

microbiota.  

 

Key words: yogurt, biologically active lipids, gut microbiota, SCFAs 
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Μελέτη της πιθανής πρεβιοτικής δράσης μανιταριών και μυκηλίου των ειδών Pleurotus 

ostreatus και Ganoderma lucidum στον εντερικό μικροβιόκοσμο του ανθρώπου 

 

Μήτσου Ε.Κ.1, Κώτσου Μ.1, Τσάπατου Α.1, Πατσού Μ.1, Κουτρώτσιος Γ.2, Ζερβάκης Γ.Ι.2, 

Μουντζούρης Κ.2, Κυριακού Α.1 
1Χαροκόπειο Πανεπιστήμιο, Αθήνα, Ελλάδα  
2Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Αθήνα, Ελλάδα 

 

Σκοπός: Η διερεύνηση του πιθανού ρόλου βασιδιομυκήτων και των βιοδραστικών συστατικών τους  

στη σύσταση του εντερικού μικροβιόκοσμου  

Μεθοδολογία: Τα μανιτάρια και τα μυκήλια στελεχών των ειδών Pleurotus ostreatus (ΙΚ 1123) και 

Ganoderma lucidum (LGAM 9720) (2% κ.β.), προερχόμενων από διαφορετικά υποστρώματα 

καλλιέργειας (παραπροϊόντα ελαιουργίας-ελαιοκομίας, άχυρα σιτηρών, πριονίδια οξιάς) καθώς και 

των εκχυλισμάτων γλυκανών τους (1% κ.β.), αξιολογήθηκαν ως προς την πρεβιοτική τους δράση 

βάσει μοντέλου in vitro ζύμωσης σε στατικές καλλιέργειες εις τριπλούν με τη χρήση εμβολίου 

κοπράνων υγιών, ενήλικων εθελοντών (20% κ.ό.). Το πρεβιοτικό ινουλίνη χρησιμοποιήθηκε ως 

θετικός μάρτυρας, ενώ καλλιέργεια χωρίς προσθήκη υποστρώματος αξιοποιήθηκε ως αρνητικός 

μάρτυρας. Δείγματα των καλλιεργειών λαμβάνονται στους χρόνους 0h και 24h, προκειμένου να 

πραγματοποιηθούν μικροβιολογικές αναλύσεις [ποσοτικός προσδιορισμός επιλεγμένων 

μικροοργανισμών με qPCR, προσδιορισμός λιπαρών οξέων βραχείας αλύσου (Short Chain Fatty 

Acids, SCFAs)] και να υπολογιστούν οι πρεβιοτικοί δείκτες (24h), ενώ τα υπερκείμενα των 

καλλιεργειών αξιολογήθηκαν ως προς τη κυτταροτοξικότητά τους σε in vitro μοντέλο προσομοίωσης 

του εντερικού επιθηλίου (Caco-2 κυτταρική σειρά). Αποτελέσματα: Συνοψίζοντας τα αποτελέσματα 

της in vitro ζύμωσης προκύπτει ότι τα μανιτάρια του P. ostreatus ΙΚ1123 στο κλασικό υπόστρωμα, το 

μυκήλιο του G. lucidum LGAM 9720 και το εκχύλισμά του σε κλασικό υπόστρωμα παρουσίασαν 

θετικό πρεβιοτικό δείκτη ενώ είχαν αντίστοιχη επίδραση στους εντερικούς πληθυσμούς με εκείνη της 

ινουλίνης. Στην αρχή της in vitro ζύμωσης (0h) διαπιστώθηκαν χαμηλές συγκεντρώσεις SCFAs σε 

όλα τα υπό εξέταση υποστρώματα (2-3μmol/ml καλλιέργειας), επίπεδα που αυξήθηκαν σημαντικά 

μετά το πέρας της ζύμωσης (24h), υπερβαίνοντας σημαντικά (p<0.05) τα τελικά επίπεδα SCFAs στον 

αρνητικό μάρτυρα και προσομοιάζοντας στη πλειοψηφία των περιπτώσεων τις παρατηρούμενες 

συγκεντρώσεις SCFAs στον θετικό μάρτυρα. Ως προς τη βιωσιμότητα των κυττάρων Caco-2, 

παρατηρήθηκε θετική επίδραση της ινουλίνης και των καρποφοριών και των δύο στελεχών στο 

κλασικό υπόστρωμα. Αντίθετα, μειώθηκε η βιωσιμότητα των επιθηλιακών κυττάρων μετά την 

επίδραση με το εκχύλισμα από τα μανιτάρια του G. lucidum LGAM 9720 στο εμπλουτισμένο με 

απόβλητα ελαιοτριβείου υπόστρωμα. Συμπεράσματα: Τα in vitro δεδομένα προτείνουν πιθανή 

πρεβιοτική δράση των υπό εξέταση μανιταριών, μυκηλίων και εκχυλισμάτων στον εντερικό 

μικροβιόκοσμο του ανθρώπου, η οποία εξαρτάται από τις καλλιεργητικές παραμέτρους κατά τη 

διαδικασία παραγωγής τους. 

 

Λέξεις-κλειδιά: Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum, πρεβιοτική δράση, SCFAs 
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Potential prebiotic effect of mushrooms and mycelia of Pleurotus ostreatus and Ganoderma 

lucidum strains on human gut microbiota 

 

Mitsou E.K.1, Kotsou M.1, Tsapatou A.1, Patsou M.1, Koutrotsios G.2, Zervakis G.I 2, 

Mountzouris K.C.2, Kyriacou, A.1 
1Harokopio University-Department of Nutrition and Dietetics, Athens, Greece 
2Agricultural University of Athens, Athens, Greece 

 

Aim: To investigate the effects of Basidiomycetes and their bioactive compounds in compositional 

and metabolic parameters of gut microbiota and to evaluate their safety and potential prebiotic effect. 

Materials-Methods: Pleurotus ostreatus IK 1123 and Ganoderma lucidum LGAM 9720 lyophilized 

mushrooms and mycelia, cultured both in different substrates (olive mill waste products, wheat straw, 

beech sawdust, 2% w/v), so as their β-glucan extracts (1% w/v), were evaluated in triplicate for their 

potential prebiotic effect based on an in vitro batch-culture fermentation model, using faecal inoculum 

(20% v/v) from healthy adults. Positive (inulin) and negative (no substrate) controls were also 

included. Gut microbiota parameters analysis [qPCR-based quantification of selected bacteria, 

measurement of Short chain Fatty Acids (SCFAs) ] were performed at baseline (0h) and after 24h of 

fermentation, 24h-prebiotic indexes were calculated, while supernatants from fermentation were 

evaluated for their in vitro cytotoxic effects based on a Caco-2 cells monolayer model. Results: In 

vitro fermentation models positively highlighted the following treatments, based on gut bacterial 

enumeration: P. ostreatus IK 1123 mushroom on standard culture medium, G. lucidum LGAM 9720 

mycellium and its extract on standard culture medium. Though at baseline (0h) total concentration of 

SCFAs was quite low (approximately 2-3 μmol/ml culture) in all cases, at the end of fermentation 

(24h) all substrates were characterised by significantly greater SCFAs concentration (p<0.05) 

compared to negative control, with the vast majority resembling the SCFAs levels observed in positive 

control. The viability of Caco-2 cells was  increased after treatment with inulin and the two 

mushrooms cultured on classic substrates, while it was decreased after treatment with extract form G. 

lucidum LGAM 9720 mushroom cultured on classic substrate enriched with olive oil mill waste.  

Conclusions: In vitro data highlighted the potential prebiotic effect of tested mushrooms, mycelia and 

their extracts on human gut microbiota. Prebiotic properties of these fungi probably depend on culture 

parameters. 

 

Keywords: Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum, prebiotic effect, SCFAs 
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Επίδραση των διαφορετικών συνθηκών οξίνισης της άλμης στην εξέλιξη της ποικιλότητας των 

ζυμών κατά την αυθόρμητη ζύμωση της φυσικής μαύρης ελιάς ποικιλίας «Καλαμών».  

 

Μπονάτσου Σ.1, Παραμυθιώτης Σ.2, Ηλιόπουλος Β.1, Νυχάς Γ.-Ι.E.1 και Πανάγου E.Z.1 
1Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και 

Διατροφής τους Ανθρώπου, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ιερά Οδός 75, Αθήνα, Ελλάδα, GR-

11855 
2Εργαστήριο Ποιοτικού Ελέγχου και Υγιεινής Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και Διατροφής 

τους Ανθρώπου, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ιερά Οδός 75, Αθήνα, Ελλάδα, GR-11855 

 

Σκοπός της εργασίας είναι η αξιολόγηση της εξέλιξης της ποικιλότητας των ζυμών κατά την  

αυθόρμητη ζύμωση φυσικής μαύρης ελιάς ποικιλίας «Καλαμών» μετά από διαφορετικές συνθήκες 

οξίνισης της μητρικής άλμης. Συγκεκριμένα, μελετήθηκαν δύο περιπτώσεις οξίνισης με (α) 0,5% (ο/ο) 

ξύδι και (β) 1‰ (ο/ο) γαλακτικό οξύ σε σύγκριση με ζύμωση χωρίς οξίνιση που χρησιμοποιήθηκε ως 

μάρτυρας. Κατά τη διάρκεια των 187 ημερών της ζύμωσης, πραγματοποιήθηκαν μικροβιολογικές 

αναλύσεις για την απαρίθμηση του πληθυσμού των οξυγαλακτικών βακτηρίων, των ζυμών και των 

εντεροβακτηρίων, ενώ παράλληλα μετρήθηκε η μεταβολή της τιμής του pH και της οξύτητας στην 

άλμη. Η ποικιλότητα των ζυμών σε επίπεδο είδους εκτιμήθηκε κατά την 4η, 34η, 90η, 140η και 187η 

ημέρα της ζύμωσης. Μεμονωμένες αποικίες επιλέχθηκαν τυχαία από κατάλληλο θρεπτικό υπόστρωμα 

για ταυτοποίηση. Ένα σύνολο 274 απομονώσεων ταυτοποιήθηκε σε επίπεδο στελέχους με 

γονιδιωματική αποτύπωση με rep-PCR με χρήση του εκκινητή (GTG)5. Τα προφίλ που προέκυψαν, 

αναλύθηκαν με χρήση του λογισμικού πακέτου BioNumerics. Ο χαρακτηρισμός των απομονώσεων 

των ζυμών σε επίπεδο είδους πραγματοποιήθηκε με αλληλούχιση της περιοχής D1⁄D2 του γονιδίου 

του ριβοσωμικού 26S rRNA. Οι αλληλουχίες ταυτοποιήθηκαν με χρήση βάσης δεδομένων ομοιότητας 

του λογισμικού BLAST στη συλλογή GENBANK. Οι μεταβολές στην τιμή του pH και της οξύτητας 

ήταν τυπικές για την συγκεκριμένη ποικιλία ελιάς και κυμάνθηκαν σε 4,2 και 0,4% αντίστοιχα στο 

τέλος της ζύμωσης. Τα αποτελέσματα της αλληλούχισης και ταυτοποίησης των απομονώσεων έδειξαν 

ότι στην αρχή της ζύμωσης το είδος που επικρατεί τόσο στο μάρτυρα όσο και στην οξίνιση με ξύδι 

είναι το Aureobasidium pullulans, ενώ στην οξίνιση με γαλακτικό οξύ επικρατεί το είδος Candida 

naeodendra. Σε όλους τους χειρισμούς, για το χρονικό διάστημα μεταξύ της 34ης και 140ης ημέρας, 

κυριάρχησαν τα είδηCandida boidinii, Candida molendinolei και Saccharomyces cerevisiae με 

διαφορές στο ποσοστό απομόνωσης μεταξύ των χειρισμών για τα διαφορετικά χρονικά σημεία της 

ζύμωσης. Στο τέλος της ζύμωσης, τα είδη που κυριάρχησαν ήταν Candida boidinii και Candida 

molendinolei, με το είδος Pichia manshurica να ακολουθεί και στους δύο χειρισμούς οξίνισης και την 

Pichia membranifaciens στο μάρτυρα.  
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Effect of different acidification treatments on the evolution of yeast biota of “Kalamata” natural 

black table olives during spontaneous fermentation. 

 

Bonatsou S.1, Paramithiotis S.2, Iliopoulos V.1, Nychas G.-J.E.1 and Panagou E.Z.1 
1Laboratory of Microbiology and Biotechnology of Foods, Department of Food Science and Human 

Nutrition, Agricultural University of Athens, Iera Odos 75, Athens, Greece, GR-11855 
2Laboratory of Food Quality Control and Hygiene, Department of Food Science and Human Nutrition, 

Agricultural University of Athens, Iera Odos 75, Athens, Greece, GR-11855 

 

The aim of the present study was to assess the evolution of yeast consortia during the spontaneous 

fermentation of natural black Kalamata olives subjected to different initial acidification treatments, 

namely (i) 0.5% (v/v) vinegar, and (ii) 1‰ (v/v) lactic acid, compared to control fermentation where 

no acidification was undertaken. Microbiological analyses were performed for the enumeration of the 

population of LAB, yeasts, and Enterobacteriaceae together with physicochemical analyses (pH, 

acidity) for an overall period of 187 days. Yeast species diversity was evaluated at days 4, 34, 90, 140, 

and 187. Single colonies from appropriate growth medium were randomly isolated for further 

identification. A total of 274 yeast isolates were characterized at sub-species level by rep-PCR 

genomic fingerprinting with the oligo-nucleotide primer (GTG)5. The resulting fingerprints were 

analyzed using the BioNumerics software package. The characterization of yeasts’ isolates at species 

level was performed by sequencing of the D1⁄D2 domain of 26S rRNA gene. The obtained sequences 

were identified by a database similarity search using the BLAST software in the GENBANK 

collection. The changes in pH and acidity were typical for this kind of processing with average values 

at ca. 4.2 for pH and 0.4% for acidity in the end of fermentation. Results obtained from the sequencing 

showed that the dominant species at the beginning of the fermentation were Aureobasidium pullulans 

for the control and the vinegar acidification, as well as Candida naeodendra for the lactic acid 

treatment. In all treatments the dominant species for the period between 34 and 140 days were 

Candida boidinii, Candida molendinolei and Saccharomyces cerevisiae with differences on the 

percentage of the isolations between the treatments during the days of the fermentation. In the end of 

fermentation for all the treatments, the species that dominated were Candida boidinii and Candida 

molendinolei followed by Pichia manshurica for lactic acid and vinegar treatment and Pichia 

membranifaciens for the control.  
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Επίδραση οσμωτικής προσαρμογής στη θανάτωση του Salmonella spp. σε προϊόντα τύπου 

brioche 

 

Νάζου Ε.1, Μακαρίτη Ι.1 , Καπετανάκου Α.1 , Σκανδάμης Π.1 
1Εργαστήριο Ποιοτικού Ελέγχου και Υγιεινής Τροφίμων, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Αθήνα, 

Ελλάδα 

 

Η ενεργότητα νερού (aw) αποτελεί φυσικό εμπόδιο για την ανάπτυξη των βακτηρίων στα προϊόντα 

ενδιάμεσης υγρασίας (aw=0.65-0.90). Ο Salmonella spp. είναι ικανός να επιβιώσει σε περιβάλλον 

με χαμηλή aw. Τα προϊόντα αρτοποιίας, όπως τα προϊόντα brioche έχουν aw=0.85, ανάλογα με 

την aw της γέμισης και το βαθμό ψησίματος και ενδεχομένως να δύνανται να υποστηρίξουν την 

επιβίωση του παθογόνου. 

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η περιγραφή της κινητικής απενεργοποίησης οσμωτικά 

προσαρμοσμένων ή μη Salmonella spp. σε α) τελικά προϊόντα τύπου brioche γεμιστά με κρέμα και β) α΄ 

ύλες - κρέμα γέμισης. 

Κρέμες γέμισης (α΄ ύλες) πραλίνας (aw=0.80) και μπισκότου (aw=0.82) καθώς και τελικά προϊόντα 

τύπου brioche γεμιστά με τις αντίστοιχες κρέμες (aw=0.85), εμβολιάσθηκαν με 6 log CFU/g μίγματος 

πέντε στελεχών Salmonella spp. (Typhimurium, Agona, Reading, Enteritidis) οσμωτικά 

προσαρμοσμένων ή μη και συντηρήθηκαν υπό αερόβιες συνθήκες (σε ουροσυλλέκτες-10g) στους 

15, 20 και 30οC. Η οσμωτική προσαρμογή πραγματοποιήθηκε σε κρέμες μπισκότου και πραλίνας με 

aw=0.88 (τροποποιημένη με προσθήκη νερού), στους 37οC για 1h. Η καταμέτρηση του παθογόνου 

πραγματοποιούταν σε τακτά χρονικά διαστήματα χρησιμοποιώντας τη μέθοδο thin layer agar 

(n=2x2). 

Τόσο η πρότερη οσμωτική προσαρμογή, όσο και η θερμοκρασία συντήρησης επηρέασαν την 

επιβίωση του παθογόνου στις κρέμες και τα brioche. Μειούμενης της θερμοκρασίας συντήρησης 

αυξανόταν ο ρυθμός επιβίωσης του Salmonella spp.. Χαρακτηριστικά, μετά από 30 ημέρες στους 

15οC και 20οC τα επίπεδα του Salmonella spp. ήταν έως 4.8 και 4.1 log CFU/g αντίστοιχα, σε αντίθεση 

με τους 30οC, όπου μετά από 20 ημέρες ο πλυθυσμός είχε φτάσει σε τιμές χαμηλότερες του ορίου 

καταμέτρησης. Ανεξαρτήτως θερμοκρασίας συντήρησης, ο παθογόνος παρουσίασε παρόμοιο ρυθμό 

απενεργοποίησης στην κρέμα και brioche-μπισκότο. Αντιθέτως, στην κρέμα πραλίνα εμφάνισε 

μεγαλύτερη ικανότητα επιβίωσης από ότι στο αντίστοιχο brioche όπου χρειάστηκαν 77 και 48 μέρες 

αντίστοιχα, ώστε ο πληθυσμός να φτάσει σε τιμές κάτω του ορίου καταμέτρησης στους 20oC. Τέλος, η 

οσμωτική προσαρμογή επηρέασε θετικά το ρυθμό επιβίωσης του μικροοργανισμού, με το φαινόμενο 

να εντείνεται στην κρέμα πραλίνα και brioche-μπισκότο όπου οι πληθυσμιακές διαφορές μεταξύ 

προσαρμοσμένων και μη κυττάρων έφτασαν τους 2 log CFU/g έπειτα από 30 ημέρες στους 20οC. 

Η μελέτη της επίδρασης της προσαρμογής του παθογόνου στη μετέπειτα επιβίωσή του σε προϊόντα 

τύπου brioche, δύναται να συμβάλει στην ανάπτυξη ακριβέστερων μοντέλων πρόβλεψης της 

μικροβιακής απόκρισης σε προϊόντα αρτοποιίας-ζαχαροπλαστικής 

 

Keywords: Salmonella, οσμωτική προσαρμογή, επιβίωση, προϊόντα ενδιάμεσης υγρασίας 
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Survival of osmotically adapted and non-adapted Salmonella spp. in filled brioche like products  
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Water activity (a
w
) is a main hurdle for bacterial growth in intermediate moisture foods (a

w
=0.65-

0.90). Nevertheless, Salmonella spp.is known to survive under low moisture conditions. Bakery 

products such as cream-filled brioche products acquire a water activity of approximately 0.85, 

depending on the a
w 

of the filling and the baking they receive, and hence, may support survival of the 

pathogen.  

The study aims to assess the survival of osmotically adapted and non-adapted Salmonella spp. in 

creams and cream-filled brioche-like products.  

Fillings (praline, biscuit) as well as whole brioche-like products (containing praline or biscuit 

filling), provided by the manufacturer, were inoculated with approximately 6 log CFU/g of 

osmotically adapted and non-adapted five-strain composite of Salmonella spp. (Typhimurium, Agona, 

Reading, Enteritidis) and stored aerobically (120mL screw-capped container) at 15, 20, and 30
o

C. 

Adaptation of Salmonella took place in creams (praline, biscuit) with a
w 

adjusted 0.88, by adding 

sterile water to the original filling (aw 0.80-0.82) and incubation at 37
o

C for 1 h. Survival of 

Salmonella was assessed at regular time intervals throughout storage using thin layer agar method 

(n=2x2)  

The lower the storage temperature the slower the inactivation of Salmonella spp., since the 

pathogen survived (4.0-4.5 log CFU/g) after 30 days at 15
o

C, while at 30
o

C Salmonella was reduced 

below the enumeration limit by the 20
th 

day. Salmonella performed the same way in biscuit cream and 

biscuit-filled brioche, while higher survival was observed in praline cream than in the praline-filled 

brioche at 20
o

C requiring 77 and 48 days respectively to reach enumeration limit. Adaptation of 

Salmonella resulted in higher survival rates compared to non-adapted cells, phenomenon more evident 

in praline cream and biscuit-filled brioche (reaching population differences up to 2 log CFU/g).  

Assessing the effect of previous adaptation of Salmonella spp. on its subsequent survival in 

brioche-like products and creams would contribute in development of more accurate predictive models 

regarding the behavior of the pathogen in bakery-confectionary products.  

 

Keywords: Salmonella, osmotic adaptation, survival, intermediate moisture foods 
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Χαρακτηρισμός της εντερικής μικροχλωρίδας και των προβιοτικών ιδιοτήτων της στο πεπτικό 

σύστημα του εδώδιμου χερσαίου σαλιγκαριού Cornu aspersum maxima 

 

Ντούσκου Ε.1, Ιωάννου Α.1, Στάικου Α.2, Γιάγκου Μ.1 
1Τομέας Γενετικής, Ανάπτυξης και Μοριακής Βιολογίας, Τμήμα Βιολογίας, Α.Π.Θ. 
2Τομέας Ζωολογίας, Τμήμα Βιολογίας, Α.Π.Θ. 

 

Η εντερική μικροχλωρίδα έχει αναδειχθεί ότι συμβάλλει στη διατήρηση της ομοιόστασης και 

συμμετέχει και σε άλλες λειτουργίες και παθογένειες στα ανώτερα θηλαστικά, όπως η μάθηση, η 

παχυσαρκία και η ανάπτυξη αυτοάνοσων νοσημάτων. Το γεγονός αυτό θέτει τον εντερικό 

μικροβιόκοσμο τόσο ως μέσο καλύτερης ανάπτυξης όσο και ως θεραπευτικό στόχο σε ζώα εκτροφής. 

Η τροποποίηση της σύστασής της εντερικής μικροχλωρίδας με τη χορήγηση προβιοτικών, ζωντανών 

μικροοργανισμών που όταν χορηγηθούν σε κατάλληλες ποσότητες προάγουν την υγεία του ξενιστή, 

αποτελεί στρατηγική θεραπείας και βελτιωμένης παραγωγής. Ωστόσο, υπάρχει περιορισμένη 

πληροφορία για το ρόλο της εντερικής μικροχλωρίδας στην ανάπτυξη-υγεία άλλων εκτρεφόμενων 

ειδών κατώτερων ζώων. Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η διερεύνηση των προβιοτικών 

ιδιοτήτων και των ομοιοστατικών μηχανισμών της εντερικής μικροχλωρίδας του Cornu aspersum 

maxima, του κυριότερου εκτρεφόμενου είδους σαλιγκαριού στην Ελλάδα. 

Απομονώθηκαν 40 στελέχη γαλακτοβακτηρίων από τον εντερικό βλεννογόνο και 8 στελέχη από 

τη γαστρική βλέννα του σαλιγκαριού (εκτροφείο DomaineVolvi,  Θεσσαλονίκη). Προκειμένου να 

διαπιστωθεί η ικανότητα τους να διέρχονται από τον γαστρεντερικού σωλήνα των σαλιγκαριών, 

πραγματοποιήθηκε ποιοτικός έλεγχος της ανάπτυξης τους παρουσία της γαστρικής και εξωτερικής 

βλέννας, των γαστρικών εκκρίσεων και του όξινου pH. Διερευνήθηκαν τα χαρακτηριστικά της 

κυτταρικής επιφάνειας (επιφανειακή υδροφοβία, ικανότητα αυτοσυσσωμάτωσης και σχηματισμού 

βιοϋμενίου) που σχετίζονται με τη δυνατότητα αποικισμού του εντερικού σωλήνα και την άσκηση της 

ευεργετικής τους δράσης. Επιλέχθηκαν 12 στελέχη τα οποία χορηγήθηκαν στο αιμόκοιλο των 

σαλιγκαριών και προσδιορίστηκε η ικανότητα τους να αυξάνουν τη χημειοτακτική και φαγοκυτταρική 

ικανότητα των κυττάρων της αιμολέμφου. Τα στελέχη που απομονώθηκαν από τον εντερικό σωλήνα 

και τη γαστρική βλέννα, επισημάνθηκαν με τις φθορίζουσες χρωστικές και, χορηγήθηκαν μέσω της 

τροφής για 10 ημέρες.  Προσδιορίστηκε η  ικανότητα προσκόλλησης με παρατήρηση σε τομές του 

πεπτικού σωλήνα με τη χρήση συνεστιακής μικροσκοπίας. Παρατηρήθηκε ειδίκευση ως προς τα 

σημεία προσκόλλησης κατά μήκος του γαστρεντερικού σωλήνα. Τα βακτηριακά στελέχη 

ταυτοποιήθηκαν ως Lactobacillus plantarum με τη χρήση του 16S RNA.     

Η κατανόηση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ των έμφυτων μηχανισμών άμυνας και της εντερικής 

μικροχλωρίδας παρέχει τη βάση για την ορθολογική χρήση των προβιοτικών στην πρόληψη και 

θεραπεία των μολυσματικών ασθενειών που πλήττουν τον τομέα της σαλιγκαροτροφίας.  
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Characterization of the gut microflora and its probiotic properties in the gastrointestinal tract of 

the edible land snail Cornu aspersum maxima 

 

Dushku E. 1, Ioannou A.1, Staikou A.2, Yiangou M.1 
1. Department of Genetics, Development and Molecular Biology, School of Biology, A.U.Th. 
2 Department of Zoology, School of Biology, A.U.Th. 

 

Gut microflora participates in maintaining homeostasis as well as in other functions and diseases in 

mammals, such as learning and obesity. Probiotics, are live microorganisms that after their 

administration in adequate amounts promote the health of the host and are increasingly used in 

commercial animal production operations to advantageously alter gastrointestinal flora, thereby 

improving animal health and productivity. The major outcomes from using probiotics (feed additive) 

in animal feeding include improvement in growth, reduction in mortality and improvement in feed 

conversion efficiency. However, there is little information concerning the application of probiotics in 

invertebrate farm animal feeding. The purpose of this study is to investigate the probiotic properties 

and homeostatic mechanisms of the intestinal microflora of the edible and widely farmed land snail 

Cornu aspersum maxima. 

Forty (40) strains of lactic acid bacteria were isolated from the intestinal tract and eight (8) 

strains from gastric mucus of the snail. Gastric maintenance of the bacteria in the intestinal tract was 

evaluated by determining their capacity to tolerate the presence of gastric and external mucus, gastric 

secretions and low pH, as well as exhibiting certain cell surface features such as biofilm, 

autoaggregation, and hydrophobicity. Twelve (12) strains were selected and injected in the hemocoel 

of snails in order to determine their capacity to enhance the chemotactic and phagocytic ability of 

hemolymph cells. The bacteria, isolated from the intestinal tract and the gastric mucus, were labeled 

with fluorescent dyes and were administered through the food for 10 days. Their ability to adhere to 

gastrointestinal epithelial cells was observed in sections of the digestive tract using confocal 

microscopy. Certain adhesion specificity was observed as far as the adhesion spots along the 

gastrointestinal tract were observed. The bacterial isolates were identified as Lactobacillus plantarum, 

using 16S RNA.  

The application of probiotics provides a potential alternative strategy to enhance snail’s 

growth and prevent infectious diseases that affect the heliciculture sector. 
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Μελέτη της έκφρασης πλανταρισινών κατά τη διάρκεια ελεγχόμενης ζύμωσης ριζών του φυτού 

Raphanus sativus στους 20 και 30 oC. 

 

Παρδάλη Ε.1, Παραμυθιώτης Σ.1, Παπαδέλλη Μ.2, Ματαράγκας Μ.1, Δροσινός Ε.1 
1Εργαστήριο Ποιοτικού Ελέγχου και Υγιεινής Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και Διατροφής 

του Ανθρώπου, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ιερά Οδός 75, 118 55, Αθήνα.  
2Τμήμα Τεχνολογίας Τροφίμων, Τεχνολογικό Εκπαιδευτικό Ίδρυμα Πελοποννήσου, 24 100 Καλαμάτα. 

 

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η παρακολούθηση της ελεγχόμενης ζύμωσης ριζών του φυτού 

Raphanus sativus σε άλμη, στους 20 και 30 oC, χρησιμοποιώντας ως καλλιέργεια εκκινητή το 

γαλακτικό βακτήριο Lactobacillus plantarum, καθώς και η μελέτη της έκφρασης γονιδίων που 

κωδικοποιούν την σύνθεση πλανταρισινών από το εν λόγω βακτήριο. Οι βολβοί ξεπλυθήκαν με νερό 

βρύσης, τεμαχίστηκαν, τοποθετήθηκαν σε διάλυμα άλμης (5% NaCl) και ενοφθαλμίστηκαν με το 

γαλακτικό βακτήριο Lb. plantarum LQC 740. Ακολούθησε ζύμωση στους 20 και 30 oC κατά τη 

διάρκεια της οποίας ανά τακτά χρονικά διαστήματα γινόταν μέτρηση του pH και της ολικής 

ογκομετρούμενης οξύτητας, καθώς και καταμέτρηση του πληθυσμού της ολικής μεσόφιλης 

μικροχλωρίδας, γαλακτικών βακτηρίων, ζυμών/μυκήτων, εντερόκοκκων, εντεροβακτηρίων και 

ψευδομονάδων. Η παρακολούθηση του Lb. plantarum LQC 740 κατά τη διάρκεια της ζύμωσης 

πραγματοποιήθηκε με rep-PCR. H έκφραση των γονιδίων plnD, plnE/F, plnG, plnI και plnN που 

κωδικοποιούν την σύνθεση πλανταρισινών μελετήθηκε με RT-qPCR. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε 

καλλιέργεια του εκκινητή σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα MRS μετά από επώαση στις ίδιες συνθήκες 

με αυτές της ζύμωσης. Και στις δύο θερμοκρασίες, ο εκκινητής Lb. plantarum LQC 740 επικράτησε 

από την αρχή της ζύμωσης. Για τα γονίδια plnG και plnD παρατηρήθηκε μια ρύθμιση αύξησης 

(upregulation) αμέσως μετά τον ενοφθαλμισμό στους 30 oC. Κατά τη διάρκεια της πρώτης ημέρας 

ζύμωσης παρατηρήθηκε ρύθμιση μείωσης (downregulation) των plnI, plnE/F και plnG γονιδίων και 

την δέκατη ημέρα μια ρύθμιση αύξησης του plnG γονιδίου. Στην περίπτωση της ζύμωσης στους 20 
oC, παρατηρήθηκε ρύθμιση μείωσης τόσο για τα γονίδια plnE/F και plnG κατά την πρώτη και δεύτερη 

ημέρα ζύμωσης, όσο και για το γονίδιο plnI, μόνο όμως κατά τη δεύτερη ημέρα ζύμωσης.  
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Plantaricins expression during controlled fermentation of Raphanus sativus roots at 20 and 30 oC  
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The aim of the present study was to assess plantaricins expression during controlled fermentation of 

Raphanus sativus roots at 20 and 30 oC. For that purpose, radish roots were thoroughly washed with 

tap water, cut in half, submerged in brine solution (5% NaCl) inoculated with Lactobacillus plantarum 

strain LQC 740 and placed at 20 and 30 oC for fermentation to occur. Fermentation was monitored by 

measuring pH and total titratable acidity (TTA) values as well as by quantitative assessment of the 

total aerobic mesophilic microbiota, lactic acid bacteria, yeasts/molds, enterococci, 

Enterobacteriaceae and pseudomonads. Monitoring of the Lb. plantarum strain LQC 740 dynamics 

during fermentation was performed by rep-PCR. The relative transcription of the plantaricin genes 

plnD, plnE/F, plnG, plnI and plnN was assessed by RT-qPCR throughout fermentation using growth in 

MRS broth under identical conditions as control. In both temperatures, Lb. plantarum strain LQC 740 

dominated the fermentation from the beginning. Enterococci population increased and formed a 

secondary microbiota while pseudomonads, Enterobacteriaceae and yeasts/molds populations were 

below enumeration limit already before the middle of fermentation. An upregulation of plnG and plnD 

was observed upon inoculation at 30 oC. Downregulation of plnI, plnE/F and plnG during the first day 

and upregulation of plnG during the 10th day were observed. Regarding the fermentation at 20 oC, 

downregulation of plnE/F and plnG during the first and second days of fermentation as well as plnI 

only during the second day of fermentation took place.  
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Μικροβιολογική κατάσταση τελικών προϊόντων κιμά προερχόμενα από Αθηναϊκή βιομηχανία 

επεξεργασίας κρέατος 

 

Παυλίδης Δ.Ε., Χονδροδήμου Ο., Ροπόδη Α., Πανάγου E. Z. και Νυχάς Γ.-Ι. 

Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης και Διατροφής του 

Ανθρώπου, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ελλάδα  

 

Ο έλεγχος της υγιεινής στη βιομηχανία επεξεργασίας κρέατος είναι ένα κρίσιμο στάδιο για την 

παρακολούθηση της ποιότητας/ασφάλειας των τελικών προϊόντων, όπως και τη συμμόρφωση με την 

Ευρωπαϊκή νομοθεσία. Ως εκ τούτου, η ήδη καθιερωμένη μέθοδος για την επίτευξη αυτού του 

σκοπού είναι η κλασσική μικροβιολογική ανάλυση. Σκοπός της μελέτης αυτής είναι (i) η αξιολόγηση 

του επιπέδου της υγιεινής των τελικών προϊόντων κιμά και (ii) να μελετηθεί η μικροβιακή συσχέτιση. 

Για το σκοπό αυτό, επισκόπηση δειγμάτων για δυο χρόνια έλαβε χώρα. Συνολικά 600 δείγματα κιμά, 

τα οποία αντιστοιχούν σε ίσο αριθμό μοσχαρίσιου, χοιρινού και ανάμικτου (80/20% O2/CO2) κρέατος 

συλλέχτηκαν. Όλα αναλύθηκαν μικροβιολογικά ως προς την Ολική Μεσόφιλη Χλωρίδα (ΟΜΧ), 

Pseudomonas spp., Brochothrix thermosphacta, οξυγαλακτικά και εντεροβακτήρια. Τα επίπεδα της 

ΟΜΧ κυμάνθηκαν από 3.60 έως 7.75 με μια μέση τιμή 6.18±0.85 log10CFU/g για τον μοσχαρίσιο, 

3.95-6.91 με μια μέση τιμή 5.70±0.57 log10CFU/g για τον χοιρινό και 3.78-7.62 με μια μέση τιμή 

6.08±0.75 log10CFU/g για τον ανάμικτο κιμά. Σύμφωνα με τον (ΕΚ) 2073/2005, το 33%, 50% και 

36% των δειγμάτων βρέθηκαν ικανοποιητικά (m≤5.7log10CFU/g), ενώ το 43%, 47% και 44.5% 

αποδεκτά για τον μοσχαρίσιο, χοιρινό και ανάμικτο κιμά αντίστοιχα. Μεταξύ των μελών των 

μικροβιακών ομάδων, οι Pseudomonas spp. βρέθηκαν σε υψηλούς πληθυσμούς, ακολουθούμενες από 

τον  B. thermosphactaκαι τα οξυγαλακτικά. Αξίζει να αναφερθεί ότι καταμετρήθηκαν υψηλοί 

πληθυσμοί εντεροβακτηρίων, τα οποία αποτελούν δείκτη υγιεινής, σε όλα τα είδη κρέατος με μέσο 

όρο 4.60±0.57 log10CFU/g. Τέλος, η εποχικότητα της δειγματοληψίας δεν έδειξε να έχει σημαντικές 

επιπτώσεις (p>0.05) στην ποιότητα των τελικών προϊόντων. Παρά το γεγονός ότι όλα τα δείγματα 

υποβλήθηκαν στις ίδιες συνθήκες επεξεργασίας πριν να καθιστούν τελικά προϊόντα, τα αποτελέσματα 

της παρούσας μελέτης έδειξαν μεγάλη μικροβιακή παραλλακτικότητα μεταξύ δειγμάτων. 

 

Λέξεις-Κλειδιά: βιομηχανία κρέατος, κιμάς, κρέας, αλλοίωση, υγιεινή, επισκόπηση, OMX 
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The microbiological condition of minced meat end-products from an Athenian meat processing 

plant 

 

Pavlidis D.E., Chondodimou O., Ropodi A., Panagou E.Z., Nychas G.J. 

 Laboratory of Microbiology and Biotechnology of Foods, Department of Food Science and human 

Nutrition, Agricultural University of Athens, Greece 

 

Quality control in meat processing plants is a crucial step for monitoring the quality/safety of end-

products and compliance with EU regulation. This critical task can be achieved with the use of 

conventional microbiological analysis. The aim of this study was to (i) evaluate the hygiene level of 

minced meat end-products and (ii) to monitor the microbial association. For this reason a two-year 

survey was taken place. In total 600 minced meat samples corresponding to equal number of beef, 

pork and mixed (80/20% O2/CO2) were collected.  All samples were analyzed microbiologically for 

Total Viable Counts (TVC), Pseudomonas spp., Brochothrix thermosphacta, lactic acid bacteria and 

Enterobacteriaceae. The levels of TVC ranged from 3.60 to 7.75 with a mean value of 6.18±0.85 

log10CFU/g for beef, 3.95 to 6.91 with a mean value of 5.70±0.57 log10CFU/g for pork and 3.78 to 

7.62 with an average 6.08±0.75log10CFU/g. According to the regulation 2073/2005 (EC), 33%, 50% 

and 36% of the samples were satisfactory (m≤5.7logCFU/g), while 43%, 47% and 44.5% were 

acceptable for beef, pork and mixed minced meat respectively. Among members of microbial 

association, Pseudomonas spp., were found to be in high numbers, followed by B. thermosphacta and 

lactic acid bacteria. It is worth mentioning, the high numbers of enterobacteria, an hygienic indicator 

during processing, that found in all meat samples in an average of 4.60 ±0.57 log10CFU/g. Sampling at 

different periods of the year, did not have any significant effects (p>0.05) on minced meat’s 

microbiological quality. Despite the fact that all the samples were subjected to the same treatment 

conditions prior to become final products, the founding’s of this study showed microbial diversity 

between samples. 

 

Keywords: meat processing plant, minced meat, survey, hygienic, spoilage, TVC 

  



123 
 

Αξιολόγηση γηγενών στελεχών Saccharomyces cerevisiae και μη-Saccharomyces για την 

βελτίωση της ποιότητας του Αγιωργίτικου οίνου Νεμέας 
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2Δημοκρίτειο Πανεπιστήμιο Θράκης, Σχολή Επιστημών Υγείας, Τμήμα Μοριακής Βιολογίας και 

Γενετικής, Αλεξανδρούπολη 
3Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων & Διατροφής του Ανθρώπου, Ιερά 

Οδός 75, Αθήνα 

 

Η χρήση επιλεγμένων γηγενών μη-Saccharomyces ζυμών στην οινοποίηση προτείνεται ως μια 

μέθοδος βελτίωσης της ποιότητας των οίνων που μπορεί να αποτελέσει ένα παράγοντα ανάδειξης της 

εντοπιότητας των οίνων. Στόχος της παρούσας μελέτης είναι η αξιολόγηση επιλεγμένων γηγενών μη-

Σακχαρομυκήτων σε μικτές ζυμώσεις με Saccharomyces cerevisiae από τη Νεμέα με σκοπό την 

παραγωγή οίνων με βελτιωμένο και διαφοροποιημένο οργανοληπτικό προφίλ. Το στέλεχος S. 

cerevisiae 27NW12 εμβολιάστηκε σε παστεριωμένο γλεύκος ποικιλίας «Αγιωργίτικο» ξεχωριστά 

(MONO) και σε συνδυασμό με τα στελέχη Lachancea thermotolerans 13NL1 ή Torulasora 

delbrueckii 14NL14. Δύο διαφορετικά πρωτόκολλα εξετάστηκαν στην περίπτωση του μικτού 

εμβολιασμού: (α) διαδοχικός εμβολιασμός των μη-Saccharomyces ακολουθούμενων από το S. 

cerevisiae (SEQ) και (β) ταυτόχρονος εμβολιασμός των δύο στελεχών (SIM). Ως συνθήκη αναφοράς 

χρησιμοποιήθηκε ο απλός εμβολιασμός με εμπορικό στέλεχος S. cerevisiae (COM). Η πορεία των 

ζυμώσεων και η κινητική των πληθυσμών παρακολουθούνταν καθημερινά. Η ολική και πτητική 

οξύτητα, το θειώδες και το pH των οίνων προσδιορίστηκαν σύμφωνα με τις επίσημες μεθόδους της 

ΕΕ. Η συγκέντρωση των σακχάρων, της γλυκερόλης, της αιθανόλης και των οργανικών οξέων 

προσδιορίστηκαν με HPLC, ενώ τα κύρια πτητικά συστατικά με GC-FID. Οι SEQ ζυμώσεις 

διήρκησαν τρεις ημέρες περισσότερο από τις υπόλοιπες, ενώ τα στελέχη των μη-Saccharomyces 

βρέθηκαν σε υψηλότερους πληθυσμούς από το S. cerevisiae. Οι ζυμώσεις με μίγμα γηγενών στελεχών 

επηρέασαν τα χαρακτηριστικά των οίνων. Μεγαλύτερη διαφοροποίηση παρατηρήθηκε στις ζυμώσεις 

SEQ σε σύγκριση με τις ζυμώσεις SIM. Στην περίπτωση του SEQ εμβολιασμού με το στέλεχος L. 

thermotolerans 13NL1 παρατηρήθηκε σημαντική μείωση στις συγκεντρώσεις του μηλικού και του 

ηλεκτρικού οξέος καθώς και της αιθανόλης παράλληλα με αύξηση του γαλακτικού οξέος συγκριτικά 

με τον COM εμβολιασμό. Η πτητική οξύτητα σε όλες τις ζυμώσεις κυμάνθηκε σε χαμηλά επίπεδα 

(<40 g/L). Η συγκέντρωση της 3-μέθυλο-1-βουτανόλης και στους δύο SEQ εμβολιασμούς μειώθηκε 

σημαντικά (~50%) σε σχέση με τις υπόλοιπες ζυμώσεις. Η ανάλυση PCA έδειξε  ότι οι ζυμώσεις με 

τα αυτόχθονα στελέχη διαχωρίζονται πλήρως από τον αυτές με COM εμβολιασμό. 

 

Λέξεις κλειδιά: αλκοολική ζύμωση, μη-Saccharomyces, άγριες ζύμες  

 

Ευχαριστίες: Η εργασία αυτή χρηματοδοτήθηκε από το 7ο Πρόγραμμα Πλαίσιο της ΕΕ (WILDWINE 

315065, FP7-SME-2012-2) (www.wildwine.eu). 
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Evaluation of indigenous Saccharomyces cerevisiae and non-Saccharomyces strains for quality 

improvement of Nemea Agiorgitiko wine 
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Τhe use of non-Saccharomyces yeasts in winemaking may improve the quality and increase the 

complexity of the wine. Moreover, indigenous yeast strains can be used as a tool to differentiate local 

wines. The aim of this study was to evaluate selected native Lachancea thermotolerans or 

Torulaspora delbrueckii strains in mixed fermentations with Saccharomyces cerevisiae isolated from 

the Nemea region for producing wines with improved and differentiated sensory profiles. S. cerevisiae 

strain 27NW12 was inoculated in pasteurized must cv. Agiorgitiko in mono-culture (MONO) or in 

mixed-culture along with L. thermotolerans strain 13NL1 or T. delbrueckii 14NL14. Two modes of 

inoculation were tested in mixed cultures: (a) sequential inoculation of non-Saccharomyces followed 

by S. cerevisiae (SEQ) and (b) simultaneous inoculation with both the above mentioned strains (SIM). 

A commercial S. cerevisiae was used in monoculture as reference (COM). The fermentation and 

population kinetics were monitored daily. Total and volatile acidities, total and free SO2 and pH were 

determined by official EU standard methods. Sugars, glycerol, ethanol and organic acids 

concentrations were determined with HPLC, while major volatile compounds with GC-FID. All 

fermentations were completed to dryness. The duration of SEQ fermentations was approximately three 

days longer compared to other treatments, while non-Saccharomyces populations were higher than S. 

cerevisiae populations. Wine phenotype was significantly influenced by the type of fermentation. In 

the SEQ inoculation with the L. thermotolerans strain 13NL1, significant reduction was observed in 

malic acid, succinic acid and ethanol concentrations alongside with a lactic acid increase as compared 

to the COM inoculation. Volatile acidity in all fermentations was maintained at low levels (<40 g/L). 

In both SEQ inoculations, the 3-methyl-1-butanol levels were considerably reduced (~50%). Principal 

Component Analysis showed that the fermentations inoculated with indigenous strains were clearly 

clustered close to each other but apart from the COM. 

 

Keywords: alcoholic fermentation, non-Saccharomyces yeasts, wild yeasts  
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Απομόνωση και αλληλούχιση του γονιδιώματος ενός ιού Ιογενούς Νευρικής Νέκρωσης 

υπεύθυνου για τη μαζική θνησιμότητα εκτρεφόμενων ιχθυδίων του είδους Sparus aurata στην 

Ισπανία 
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Αγρίνιο, Ελλάδα 

 

Ο κλάδος της υδατοκαλλιέργειας θεωρείται ο πιο ραγδαία αναπτυσσόμενος τομέας της ζωικής 

παραγωγής σε παγκόσμιο επίπεδο εξαιτίας της υψηλής ζήτησης των ιχθυδίων στην αγορά καθώς και 

της οικονομικής τους αξίας. Ωστόσο, η επέκταση και εντατικοποίηση των συστημάτων καλλιέργειας 

αύξησαν την απειλή μολύνσεων και την εκδήλωση ασθενειών, αρκετές από τις οποίες είναι ιογενούς 

προέλευσης. Μία συχνή νευροπαθολογική νόσος με ευρεία γεωγραφική αναφορά είναι η Ιογενής 

Νευρική Νέκρωση (VNN) η οποία παρουσιάζεται συνήθως στους εκκολαπτικούς σταθμούς. Η 

ασθένεια μεταδίδεται είτε οριζόντια μέσω του νερού, της τροφής ή των ζωικών φορέων είτε κάθετα 

κατά την αναπαραγωγή. Περισσότερα από 50 διαφορετικά είδη ιχθυδίων έχουν αναφερθεί μέχρι 

σήμερα με συμπτώματα της νόσου. Το νοσογόνο αίτιο της ασθένειας που αναφέρεται και ως ιογενής 

εγκεφαλοπάθεια και αμφιβληστροειδοπάθεια (VER) ή εγκεφαλίτιδα είναι ιοί του γένους 

Betanodavirus και της οικογένειας Nodaviridae. Πρόκειται για σωματίδια με διαμορφωμένο καψίδιο 

με γυμνό μονόκλωνο RNA γονιδίωμα (θετική έννοια), το οποίο αποτελείται από τα δύο τμήματα 

RNA1 (3.1 kb, κωδικοποιεί την RNA-εξαρτώμενη RNA πολυμεράση) και RNA2 (1.4 kb, κωδικοποιεί 

το πρωτεϊνικό περίβλημα-CP). Σύμφωνα με τη φυλογενετική ανάλυση της μεταβλητής περιοχής Τ4 

εντός του τμήματος RNA2 οι ιοί μπορούν να ταξινομηθούν σε 4 διαφορετικούς γονότυπους: «barfin 

flounder» ιοί νευρικής νέκρωσης (BFNNV), «red-spotted grouper» ιοί νευρικής νέκρωσης (RGNNV), 

«striped jack»  ιοί νευρικής νέκρωσης (SJNNV), και «tiger puffer» » ιοί νευρικής νέκρωσης 

(TPNNV). Στην παρούσα εργασία, συλλέχθηκαν προνύμφες Sparus aurata με εμφανή συμπτώματα 

VNN από σταθμό ιχθυοκαλλιέργειας στην Ισπανία. Έπειτα από τη μοριακή ανίχνευση του ιού 

ακολούθησε η αλληλούχιση σχεδόν ολόκληρης της κωδικής περιοχής όπου το τμήμα RNA1 εμφάνισε 

98 % ταυτοσημία με αλληλουχίες αναφοράς και ομαδοποιήθηκε στον RGNNV γονότυπο. Αντίθετα το 

τμήμα RNA2 ομαδοποιήθηκε στον SJNNV γονότυπο με ποσοστό ταυτοσημίας  98% με αλληλουχίες 

αναφοράς. Η κατασκευή φυλογενετικού  δέντρου ανέδειξε ότι το απομονωθέν στέλεχος προέρχεται 

από ετεροσυνδυασμό RGNNV-τύπου RNA1 και SJNNV-τύπου RNA2. O ακριβής ρόλος των 

φυσικών ετεροσυνδυασμών στον ιικό φαινότυπο και η επίδραση του στα βιολογικά και οικολογικά 

χαρακτηριστικά των ιών παραμένει έως σήμερα ανεξιχνίαστος.  

 

Λέξεις-κλειδιά: Ιογενής Νευρική Νέκρωση, Betanodavirus, Nodaviridae, RGNNV, SJNNV   
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Genome sequence of a fish Nervous Necrosis Virus isolated from a clinical disease outbreak in 

farm-reared bream Sparus aurata in Spain 
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30100 Agrinio, Greece 

 

The marine aquacultured fish production has increased rapidly during the last few years due to their 

high market demand and economic value. However, their rapid expansion and intensification has lead 

to several disease outbreaks. Among the infectious diseases, viral diseases are the most serious and 

cause severe losses to the sector. Viral nervous necrosis (VNN) is a disease observed in marine 

aquaculture hatcheries in various geographic areas all over the world. The disease transmission can 

occur both horizontally via water, feed or carrier animals and vertically via reproduction. Currently, 

more than 50 fish species have been reported to be affected by VNN. The causative agent of VNN, 

also known as the viral encephalopathy and retinopathy (VER) and fish encephalitis, is fish nodavirus, 

a non-enveloped, positive-strand RNA virus belongs to the genus Betanodavirus, family Nodaviridae. 

The genome of fish nodavirus is bipartite, comprising two molecules of single stranded, non-

polyadenylated, positive polarity RNA1 (3.1 kb encoding the RNA-dependent RNA polymerase) and 

RNA2 (1.4 kb encoding the coat protein-CP) protein precursor. Nodaviruses are categorized into 4 

different genotypes, based on a specific region (T4) of the CP sequence (427 bp), barfin flounder 

nervous necrosis virus (BFNNV), red-spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV), striped jack 

nervous necrosis virus (SJNNV), and tiger puffer nervous necrosis virus (TPNNV). In the present 

study, Sparus aurata larvae infected by VNN were collected from an aquaculture fish farm in Spain. 

Sampling was based on the clinical signs and molecular virus detection. Τhe almost full coding region 

of both genomic segments of the isolated betanodavirus strain was sequenced and the comparative 

analysis showed that RNA1 isolate sequence was 98% identical to other reference sequences and 

grouped with RGNNV genotype strains. In contrast with RNA2 isolate sequence that presented 98% 

homology with SJNNV genotype viruses. Phylogenetic tree analyses revealed that isolated strain is a 

reassortant, exhibiting a RGNNV-type RNA1 and a SJNNV-type RNA2. The role of genetic 

reassortment on viral phenotype and its effect on biological and ecological properties of the viruses is 

still unexplored. 

 

Keywords: Viral Nervous Necrosis, Betanodavirus, Nodaviridae, RGNNV, SJNNV   
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Κινητική καταστροφής των σπορίων του Alicyclobacillus acidoterrestris σε χυμό πορτοκάλι με 

την επίδραση της Υπερυψηλής Υδροστατικής Πίεσης  σε συνδυασμό με ή χωρίς την επίδραση 

θερμικής επεξεργασίας  

 

Σουρρή Π.1,2,  Τάσσου Χ.1, Νυχάς Γ.2  
1Ινστιτούτο Τεχνολογίας Αγροτικών Προϊόντων, Ελληνικός Γεωργικός Οργανισμός-ΔΗΜΗΤΡΑ Αθήνα, 

Ελλάδα 
2Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και  

Διατροφής του Ανθρώπου, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Βοτανικός, Αθήνα, Ελλάδα 

 

Τα οξυθερμοάντοχα βακτήρια, όπως ο Alicyclobacillus acidoterrestris, θεωρούνται ως ένας από τους 

σημαντικότερους μικροοργανισμούς στόχους στην ασφάλεια ποιότητας των θερμικά επεξεργασμένων 

όξινων τροφίμων. Ο Alicyclobacillus acidoterrestris μπορεί να προκαλέσει αλλοίωση λόγω της 

ικανότητας του να επιβιώνει κατά τη διάρκεια επεξεργασίας των χυμών φρούτων και της ικανότητας 

των σπορίων του να βλαστάνουν σε όξινα περιβάλλοντα όπως αυτό των χυμών φρούτων. Σκοπός 

αυτής της εργασίας ήταν η μελέτη της επίδρασης της Υπερυψηλής Υδροστατικής Πίεσης (ΥΥΠ) κατά 

των σπορίων του Alicyclobacillus σε χυμό φρούτων. Γι’ αυτό τον σκοπό σπόρια δύο διαφορετικών 

στελεχών του Alicyclobacillus acidoterrestris εμβολιάστηκαν σε χυμό πορτοκάλι και μελετήθηκε η 

κινητική καταστροφής των σπορίων σε συνδυασμό με ή χωρίς την επίδραση θερμικής επεξεργασίας. 

Ο πληθυσμός των σπορίων καταμετρήθηκε τόσο πριν όσο και μετά την επεξεργασία. Παρατηρήθηκε 

ότι ο πληθυσμός των σπορίων παρέμενε σταθερός, μειωνόταν ή ήταν κάτω από τα όρια ανίχνευσης 

της μεθόδου καταμέτρησης ανάλογα με το συνδυασμό της ΥΥΠ, της θερμοκρασίας και του χρόνου 

επεξεργασίας. Εκτιμήθηκαν οι παράμετροι   D και z και τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ο συνδυασμός 

της ΥΥΠ των 600 MPa και της θερμοκρασίας επεξεργασίας των 70o C ήταν η πιο αποτελεσματική και 

ότι έχει καλές προοπτικές εφαρμογής στη βιομηχανία τροφίμων.  
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Inactivation kinetics of Alicyclobacillus acidoterrestris spores in orange juice by high hydrostatic 

pressure in combination with or without heat treatment  
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Acidothermophilic bacteria, like Alicyclobacillus acidoterrestris, are considered to be one of the 

important target microorganisms in quality control of heat-processed acidic foods. Alicyclobacillus 

acidoterrestris can cause spoilage because of its ability to survive during fruit juice processing and of 

its spores ability to germinate in acidic environments like that of fruit juices. The objective of this 

work was to study the effect of high pressure processing (HPP) against Alicyclobacillus spores in fruit 

juice. For this purpose spores of two different strains of Alicyclobacillus acidoterrestris were 

inoculated in orange juice and the kinetics of inactivation of the spores was investigated in 

combination with or without heat treatment. The spore population was evaluated before and after the 

treatment. It was shown that the population of the spores remained stable, decreased or was below the 

detection limit of the enumeration method depending on the combination of the HPP, heat and time 

treatment. The D and z parameters have been estimated and the results demonstrated that the 

combination of HHP 600 MPa and heat treatment 70o C was the most effective and has a good 

potential to be applied in the food industry.  

  



129 
 

Μετατροπή του κεφίρ γάλακτος σε κεφίρ νερού : παρατηρούμενες αλλαγές στους μικροβιακούς 

πληθυσμούς και τα ζυμωτικά προϊόντα 
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Το αντικείμενο της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη των αλλαγών που επέρχονται στους 

μικροβιακούς πληθυσμούς που απαρτίζουν το κεφίρ γάλακτος, κατά την μετάβαση τους σε αμιγώς 

υδατανθρακικά υποστρώματα. 

Οι κόκκοι κεφίρ απαρτίζονται από πληθώρα μικροοργανισμών που μπορεί να διαφέρουν ως προς το 

είδος και την κατανομή τους ανάλογα με την προέλευσή τους. Προκειμένου για τον χαρακτηρισμό 

των κόκκων κεφίρ εκκίνησης πραγματοποιήθηκαν προκαταρτικά πειράματα ζύμωσης γάλακτος τρεις 

διαφορετικές θερμοκρασίας, δηλαδή στους 25οC, στους 20 οC και σε μεταβλητή θερμοκρασία 

περιβάλλοντος.. Στη συνέχεια έγινε σταδιακή μετάβαση του υποστρώματος ζύμωσης προς σακχαρόζη 

μέσω σταδιακής αντικατάστασης του ποσοστού γάλακτος. Η μετάβαση έγινε σταδιακά προκειμένου 

να υπάρξει δυνατότητα εγκλιματισμού των μικροοργανισμών στο νέο υπόστρωμα και να μην 

παρατηρηθεί κατάρρευση της καλλιέργειας που αναφέρεται συχνά στη βιβλιογραφία. Μετά την 

επιτυχή ζύμωση υποστρώματος 100% σακχαρόζης, πραγματοποιήθηκε περαιτέρω μετάβαση σε μικτό 

υδατανθρακικό υπόστρωμα, δηλαδή σε νέκταρ βύσσινο (μεγάλη περιεκτικότητα σε σακχαρόζη) 

φρουκτόζης – σακχαρόζης και τέλος σε φυσικό χυμό μήλου (μεγάλη περιεκτικότητα σε φρουκτόζη). 

Κατά την διάρκεια των ζυμώσεων πραγματοποιούνταν καταγραφή της αύξησης νωπού βάρους των 

κόκκων κεφίρ και του pH, παρακολούθηση της μεταβολής των ολικά αιωρούμενων στερεών και 

ανάλυση των μεταβολικών προϊόντων της ζύμωσης (γαλακτικό οξύ, πτητικά λιπαρά οξέα και 

αιθανόλη). Οι μεταβολές στους μικροβιακούς πληθυσμούς μελετήθηκαν επίσης ως προς το ολικό 

μικροβιακό φορτίο, τις ζύμες και τους λακτοβάκιλλους μετρώντας τον αριθμό αποικιών ανά μονάδα 

όγκου ζυμωτικού υγρού σε καλλιέργειες PCA, PDA και MRS αντίστοιχα.  
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Conversion of milk kefir to water kefir: observed changes in the microbial populations and the 

fermentation products 
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The aim of the present study was the study of changes observed in microbial population of kefir grans 

during their conversion from milk to water kefir. 

The kefir grains are composed of different microbial strains the distribution of which can be quite 

diverse according to their origin. In order to characterize the initial kefir grains preliminary 

experiments of milk fermentation were conducted at three different temperatures i.e. at 25 °C, at 20 °C 

and at variable ambient temperature. Subsequently, a gradual substitution of the substrate was 

performed by replacing milk from sucrose dilution. The transition from one substrate to the other took 

place gradually in order to allow acclimatization of the microorganisms and prevent possible collapse 

of the culture, a case that is frequently reported in the literature. After the successful fermentation of 

the sucrose substrate, the fermentation substrate was replaced by a mixed carbohydrates i.e. cherry 

nectar (which has high sucrose content and fructose) and finally natural apple juice (containing mainly 

fructose). 

During all experiments, the increase of total weight of the kefir granules, pH and total suspended 

solids were followed versus time, as well as the main metabolic products of the fermentation (lactic 

acid, volatile fatty acids and ethanol). Changes in the microbial populations were also studied by 

following the relative changes of total microbial load, yeasts and lactobacilli via the estimation of CPU 

of fermentation suspensions in PCA, PDA and MRS media.  
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Πολυφασματική απεικόνιση ως μη επεμβατική μέθοδος εκτίμησης της μόλυνσης και 

μικροβιακής χαρτογράφησης σε τρόφιμα: μελέτη της περίπτωσης του κρέατος 
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Η ποιότητα, ασφάλεια και γνησιότητα των τροφίμων αποτελούν σημαντικά προβλήματα/θέματα τόσο 

για τους καταναλωτές και τις κυβερνήσεις όσο και για την βιομηχανία τροφίμων. Η αλλοίωση των 

τροφίμων, μπορεί να οριστεί ως η διαδικασία ή αλλαγή η οποία καθιστά ένα προϊόν είτε μη επιθυμητό 

είτε ακατάλληλο για κατανάλωση. Η αποδοτική/αποτελεσματική παρακολούθηση της ψυκτικής 

αλυσίδας από την παραγωγή, την μεταφορά, την διανομή και τέλος την αποθήκευση στα σημεία 

πώλησης αλλά τα οικιακά ψυγεία, μπορεί να εξασφαλίσει την ασφάλεια και ποιότητα των τροφίμων 

και κρίνεται κρίσιμη. Ιδιαίτερη έμφαση έχει δοθεί στην καθιέρωση σχέσεων μεταξύ μικροβιακής 

ανάπτυξης και χημικών αλλαγών που έχουν παρατηρηθεί κατά την αποθήκευση των τροφίμων. 

Πρόσφατα, ο τομέας της οπτικής απεικόνισης (χημεία επιφανείας) σε συνδυασμό με την μηχανική 

όραση κερδίζει ιδιαίτερη προσοχή στους εμπλεκόμενους με τα τρόφιμα τομείς και ο λόγος είναι ότι 

θεωρούνται ως τα αναδυόμενα εκείνα εργαλεία για την εκτίμηση και παρακολούθηση/καταγραφή της 

ποιότητας και ασφάλειας τροφίμων καθ’ όλη την αλυσίδα παραγωγής, διανομής και αποθήκευσής 

τους. Στην παρούσα, γίνεται αξιολόγηση της πολυφασματικής απεικόνισης υπό όρους καταγραφής 

της αλλοίωσης φιλέτων βοδινού κρέατος σε αερόβια συσκευασία σε διαφορετικές θερμοκρασίες 

αποθήκευσης (2, 8, και 15 °C). Φασματικά δεδομένα αποκτήθηκαν από τις επιφάνειές τους ενώ 

ταυτόχρονα έγιναν και μικροβιολογικές αναλύσεις (log counts) της ολικής μικροβιακής χλωρίδας 

(TVCs) τόσο «αποστειρωμένων» όσο δειγμάτων μολυσμένων με φυσική/ενδογενή φυσική χλωρίδα. 

Για τον διαχωρισμό των δειγμάτων σε δύο μικροβιακές κατηγορίες, χρησιμοποιήθηκε μια ποιοτική 

ανάλυση όπου δείγματα με TVC < 3 log10 CFU/g θεωρούνται ως «αποστειρωμένα», ενώ δείγματα με 

TVC > 3 log10 CFU/g ως μολυσμένα. Επιπροσθέτως, αναπτύχθηκε ένα μοντέλο παλινδρόμησης 

διανυσμάτων υποστήριξης (Support Vector Regression) έτσι ώστε να παραχθούν και να αποδοθούν 

ποσοτικές εκτιμήσεις των μικροβιακών πληθυσμών κατά την διάρκεια αποθήκευσης. Τα 

αποτελέσματα επιδεικνύουν καλή επίδοση όσον αφορά την κατηγοριοποίηση δειγμάτων κρέατος με 

ποσοστό ταξινόμησης μεταξύ των δύο ποιοτικών κλάσεων που κυμαίνεται από 89.2% έως 80.8%. 

Σχετικά με την πρόβλεψη των μικροβιακών πληθυσμών, ο συντελεστής παλινδρόμησης (regression 

coefficient) μεταξύ των παρατηρούμενων και των προβλεπόμενων τιμών είναι 0.96 (ενδεικτική τιμή 

σχέσης 1 προς 1). Επιπλέον, χρησιμοποιώντας την αποκτηθείσα πληροφορία από τη ποιοτική αλλά 

και την ποσοτική ανάλυση, μπορούμε να χαρτογραφήσουμε και να απεικονίσουμε, τις περιοχές που 

παρουσιάζουν μικροβιακό φορτίο στην επιφάνεια του κάθε δείγματος. Η απεικόνιση αυτή μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί για άμεση οπτική πρόσβαση στα σημεία του δείγματος που παρουσιάζει αλλοίωση.  

 

* Η παρούσα μελέτη έχει δημοσιευθεί πρόσφατα: Tsakanikas et al. (2016), Talanta 161, 606. 
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Multispectral imaging for non-invasive contamination assessment and microbial mapping on 

food; meat a case study 
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Food quality, safety and authenticity are important issues for consumers, governments, as well as the 

food industry. In particular, food spoilage may be defined as a process or change, which renders a 

product undesirable or unacceptable for consumption. To ensure the safety and quality of foods, the 

effective monitoring of the chill chain through production, transportation, distribution and storage in 

retail cabinets and home refrigerators is essential. Emphasis has been given to establish relationship 

between microbial growth and chemical changes occurring during food storage. Recently, imaging 

(surface chemistry) in tandem with machine vision is gaining much attention to food stakeholders 

since are considered to be emerging tools with which food safety and quality can be monitored and 

assessed throughout the whole food chain. Herein, multispectral imaging has been evaluated in terms 

of monitoring aerobically packaged beef filet spoilage at different storage temperatures (2, 8, and 15 

°C). Spectral data acquired from the surface of meat samples while microbiological analysis (log 

counts) of total viable counts (TVCs) of sterile and naturally contaminated samples were also 

performed. Qualitative analysis was employed for the discrimination of meat samples in two 

microbiological quality classes based on the values of total viable counts, namely sterile class (TVC < 

3 log10 CFU/g), contaminated class (TVC > 3 log10 CFU/g). Furthermore, a Support Vector Regression 

model was developed to provide quantitative estimations of microbial counts during storage. Results 

exhibit good performance in classifying meat samples with overall correct classification rate for the 

two quality classes ranging from 89.2% to 80.8% for model validation. In the case of TVC prediction, 

the calculated regression coefficient between observed and predicted counts result in 0.96 (indicative 

of a one-to-one relationship). Moreover using the information extracted by qualitative and quantitative 

analysis, we are able to map and visualize the contaminated sites of each sample on its surface.  

This approach (visualization) may serve as a useful tool for direct visual access to the sites of 

microbial contamination/spoilage.  

 

* This study has been published recently by Tsakanikas et al. (2016); Talanta 161, 606. 
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Ο ρυθμός ανάπτυξης και η ικανότητα παραγωγής ωχρατοξίνης Α του Aspergillus carbonarius 

επηρεάζεται από τις διαφορετικές, συνθήκες καλλιέργειας και απομονώσεις του μύκητα  
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Διαφορετικά γένη μυκήτων απαρτίζουν τη μικροχλωρίδα των σταφυλιών και μπορούν να 

προκαλέσουν προ- και μετα- καλλιεργητικές ασθένειες. Μύκητες του Aspergillus carbonarius που 

έχουν απομονωθεί και ταυτοποιηθεί από σταφύλια, είναι δυνητικοί παθογόνοι, μπορούν να 

προκαλέσουν σήψη και να παράγουν τοξίνη. Επίσης είναι οι κύριοι μύκητες που παράγουν 

ωχρατοξίνη Α στα οινοποιήσιμα σταφύλια. Σε αυτή την εργασία χρησιμοποιήθηκαν, ένα στέλεχος 

αναφοράς A. carbonarius (F1), τρείς διαφορετικές απομονώσεις του είδους από σταφύλια (F2, F3, F4) 

και το μίγμα των παραπάνω μυκήτων, για να μελετηθεί η δυνατότητά τους να αναπτύσσονται σε 

διαφορετικές συνθήκες καλλιέργειας και να παράγουν ωχρατοξίνη Α. Οι μύκητες επωάστηκαν σε 

εύρος θερμοκρασίας 15-35°C και σε δύο μέσα ανάπτυξης, ένα συνθετικό Czapek Yeast Extract Agar 

(CYA) και ένα μέσο ανάπτυξης που προσομοιάζει με τρόφιμο, στερεοποιημένο χυμό σταφυλιού, 

Juice Agar. Διαφορετικά αποτελέσματα παρατηρήθηκαν μεταξύ των απομονώσεων και σημαντική 

ήταν η επίδραση των θρεπτικών συστατικών του JA στην ανάπτυξη των μυκήτων. Στους 25°C, που 

είναι η βέλτιστη θερμοκρασία καλλιέργειας, ο ρυθμός ανάπτυξης των μυκήτων για τους F1, F2, F3, 

F4, F ήταν, 10.93, 10.54, 9.07, 6.13, 6.47 και 12.88, 19.97, 39.62, 40.11, 34.61 (cm2/day) στο CYA 

και JA, αντίστοιχα. Επιπρόσθετα, ο F3 παρήγαγε την μέγιστη ποσότητα ωχρατοξίνης Α (7019 and 

1198 ng/g), ενώ o F1 την ελάχιστη (510 and 491 ng/g), αντίστοιχα σε αυτές τις συνθήκες. Το μίγμα 

των μυκήτων F είχε το μεγαλύτερο ρυθμό ανάπτυξης 9.74 cm2/day στο CYA στους 30 °C, και 

34.61cm2/day στους 25°C στο JA. Η θερμοκρασία επώασης των μυκήτων επηρέασε την παραγωγή 

ωχρατοξίνης Α. Η μεγαλύτερη ποσότητα ωχρατοξίνης Α από τον F παρήχθηκε στους 20°C στο CYA 

(14182 ng/g) και στους 30°C στο JA (1878 ng/g). Σημαντική διαφορά τόσο στην ανάπτυξη όσο και 

στην παραγωγή της τοξίνης παρατηρήθηκε στις περιπτώσεις που προσομοίαζαν περισσότερο στις 

πραγματικές συνθήκες σε σύγκριση με τις εργαστηριακές συνθήκες.  

 

Λέξεις κλειδιά: Aspergillus carbonarius, Ωχρατοξίνη A, σταφύλια. 
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Growth of Aspergillus carbonarius and Ochratoxin A production were affected by culture 

conditions and type of isolated fungi 
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Different fungi genera colonize the microflora of berries and are able to cause pre- and post harvest 

diseases. Toxigenic Aspergillus carbonarius isolates have been identified from grapes and are 

opportunistic pathogens able to cause rot on berries but are also the dominant and the main 

OchraToxin A –producing fungi having the major OTA potential production on wine grapes. One 

Reference strain of A. carbonarius (F1), three different isolates from grapes of the same species (F2, 

F3, F4) and the mix of all (F), used to study their behavior and OTA production ability under different 

growth conditions. A range of 15-35 oC culture temperatures and two different media, Czapek Yeast 

Extract Agar and a simulated food medium prepared from grapes, Juice Agar, were used. Different 

results were observed between the isolates and important was the effect of natural nutrition from JA on 

growth rate. At 25 °C, which is the optimum temperature, the growth rate for F1, F2, F3, F4, F were, 

10.93, 10.54, 9.07, 6.13, 6.47 and 12.88, 19.97, 39.62, 40.11, 34.61 (cm2/day) on CYA and JA, 

respectively. Additionally, F3 was the strongest (7019 and 1198 ng/g) and F1 the weakest (510 and 

491 ng/g) OTA producer at the above conditions. The mix culture F, shown the highest growth rate 

9.74 cm2/day on CYA at 30 °C, and 34.61 cm2/day at 25 °C on JA. OTA production was varied on 

temperature and the highest amount was produced at 20 °C on CYA (14182 ng/g), and at 30 °C on JA 

(1878 ng/g). Significant results were observed between the cases which were more similar to natural 

conditions (like as F mix culture of isolates and JA medium), than the others from the laboratory 

conditions (like as F1 reference strain and CYA medium) on growth rates and also on OTA 

production.  

 

Key words: Aspergillus carbonarius, Ochratoxin A, grapes.  
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Συγκριτική αξιολόγηση του αρωματικού προφίλ οίνων παραγόμενων από ελεύθερα ή 

ακινητοποιημένα γηγενή στελέχη Saccharomyces cerevisiae και Metschnikowia pulcherrima με 

μεθοδολογίες ταυτόχρονου ή διαφορικού εμβολιασμού του γλεύκους 

 

Φιλίππου Μ., Καραμπίκα Ε., Παραπούλη Μ., Στεργίου Π-Γ., Φούκης Α., Νουτσόπουλος Δ., 

Αφένδρα Α., Παπαμιχαήλ Ε.Μ., Χατζηλουκάς Ε. 

Ομάδα ενζυμικής βιοτεχνολογίας και γενετικής Μηχανικής, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, 451 10, Ελλάδα 

 

Η βιοσύνθεση των μεταβολιτών που καθορίζουν τη γεύση και το άρωμα του οίνου εξαρτάται από τα 

γένη, είδη και στελέχη ζυμών που συμμετέχουν στη ζύμωση. Αν και ο κυριότερος οργανισμός για τη 

βιομηχανία του οίνου είναι ο σακχαρομύκητας Saccharomyces cerevisiae, στελέχη του οποίου 

μπορούν να επιβιώσουν στην αυξανόμενη συγκέντρωση της αιθανόλης κατά τη διάρκεια της 

ζύμωσης, έχει αποδειχθεί ότι τα λιγότερο αλκοολοανθεκτικά στελέχη άλλων γενών, πλην του 

Saccharomyces, μπορούν να διαδραματίσουν  πολύ σημαντικό ρόλο στον καθορισμό του γευστικού 

και αρωματικού χαρακτήρα του οίνου. Τις τελευταίες δεκαετίες, διάφορες βιοτεχνολογικές 

προσεγγίσεις έχουν εφαρμοστεί για την παραγωγή οίνου  στις οινοποιητικές βιομηχανίες. Η 

ακινητοποίηση επιλεγμένων στελεχών ζυμών και η χρήση τους ως καλλιεργειών εκκίνησης, έχει 

επιτρέψει τον έλεγχο και τη μείωση του κόστους της διαδικασίας της ζύμωσης, καθώς και την 

βελτίωση του αρωματικού προφίλ του τελικού προϊόντος. 

Στην παρούσα μελέτη, δυο γηγενή στελέχη οινοποιητικών ζυμών, Saccharomyces cerevisiae 

(Z622) και Metschnikowia pulcherrima var. zitsae (ZY6), τα οποία απομονώθηκαν από γλεύκος της 

ποικιλίας αμπέλου Ντεμπίνα (Ζίτσα, Ήπειρος, Ελλάδα) και έχουν αποδειχθεί κατάλληλα για 

παραγωγή οίνου εξαιρετικής ποιότητας,  ακινητοποιήθηκαν σε απολιγνινομένη κυτταρίνη. Ελεύθερα 

και ακινητοποιημένα κύτταρα χρησιμοποιήθηκαν ως καλλιέργειες εκκίνησης σε ζυμώσεις με δύο 

τρόπους: (α) το γλεύκος εμβολιάστηκε με μίγμα των ανωτέρω  (ταυτόχρονη ζύμωση) και (β) το 

γλεύκος εμβολιάστηκε αρχικά με το στέλεχος ΖΥ6 (καλλιέργεια εκκίνησης) και στη συνέχεια με το 

στέλεχος Saccharomyces cerevisiae (καλλιέργεια ολοκλήρωσης, διαφορική ζύμωση). Τα επίπεδα 

παραγωγής των πτητικών μεταβολιτών στους παραγόμενους οίνους αξιολογήθηκαν μέσω αέριας 

χρωματογραφίας - φασματοσκοπίας μάζας (GC-MS). Τα αποτελέσματα έδειξαν το στέλεχος ZY6 

εμφάνισε μεγαλύτερα ποσοστά ακινητοποίησης στην κυτταρίνη σε σχέση με το Ζ622 ενώ τα δυο 

στελέχη παρέμειναν μεταβολικά ενεργά μετά την ακινητοποίησή τους. Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι η 

ακινητοποίηση και των δύο στελεχών οδήγησε σε ταχύτερο καταβολισμό των σακχάρων και σε 

συγκρίσιμη παραγωγή πτητικών και αρωματικών ενώσεων σε σχέση με τα ελεύθερα ανάλογα τους. 

Τέλος, οι ταυτόχρονες ζυμώσεις έδειξαν καλύτερα αποτελέσματα σε σχέση με τις διαφορικές 

ζυμώσεις, όσον αφορά την παραγωγή  επιθυμητών προϊόντων ζύμωσης, οδηγώντας στο συμπέρασμα 

ότι μπορούν να αποτελέσουν αποδοτικότερη και ταχύτερη εφαρμογή στην οινοποιητική βιομηχανία.    

 

Λέξεις Κλειδιά: αλκοολική ζύμωση γλεύκους, ακινητοποίηση, γηγενείς ζυμομύκητες, πτητικοί 

μεταβολίτες, αρωματικό προφίλ  
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Comparative evaluation of the flavor profiles of wines produced by indigenous free or 

immobilized yeast strains Saccharomyces cerevisiae and Metschnikowia pulcherrima, in 

sequential and mixed fermentation schemes. 
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Wine composition and flavor is greatly influenced by the species of Saccharomyces and non-

Saccharomyces yeasts present in must. Although, the final stages of wine fermentations are dominated 

by the alcohol-tolerant strains of Saccharomyces cerevisiae, non-Saccharomyces strains of different 

genera draw attention as they have been reported to play a substantial role in the determination of the 

sensorial character of wine.  Over the last few decades, different biotechnological approaches have 

been used in the winemaking industry. The immobilization of selected yeast strains has allowed more 

widespread use of inoculated fermentation, with subsequent improvements in the control of 

fermentation process, the aromatic profile and the final product cost. 

In the present study, two indigenous yeast strains of oenological importance, ZY6 and Z622 

classified as Metschnikowia pulcherrima var. zitsae and Sacharomyces cerevisiae respectively, 

isolated from Debina grape must (Zitsa, Epirus, Greece) were immobilized on delignified cellulose. 

Both strains were used as free or immobilized starter cultures in sequential and mixed fermentations. 

The levels of produced volatile metabolites in all fermentation schemes were measured by gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Our findings showed that both strains maintain their 

ability to ferment must after immobilization, while ZY6 exhibited a higher immobilization efficiency 

on delignified cellulose. Furthermore, it was observed that immobilized cells of both strains consumed 

sugars at a higher rate and produced volatile metabolites at comparable concentrations, to their 

counterparts employing planar cells. Inoculation with mixed cultures of ZY6 and Z622 achieved better 

results over sequential inoculation, in terms of desirable volatile metabolites production. In 

conclusion, mixed cultures provide a faster and more efficient application for vinifications.  

 

Keywords: wine fermentation, immobilization, indigenous saccharomyces and non-saccharomyces 

yeasts, volatile metabolites, aromatic bouquet 
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Models, databases and computational methods for analysis, synthesis and design of complex 

metabolic networks   
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Computational methods are indispensable for comprehending and analyzing the existing knowledge of 

biology and biochemistry, and for deepening our understanding of cell metabolism toward discovering 

novel knowledge on metabolic functions. 

We review here the latest advancements and contributions of the methods that we are developing in 

the last 15 years. We present and discuss the challenges and opportunities in the development of 

genome-scale metabolic models of microorganisms and their applications in microbiology, 

environmental biotechnology and health sciences. We present some of our approaches in addressing 

these challenges from our studies with Pseudomonas veronii and Plasmodimium falciparum. 

We also present and discuss the development of BNICE.ch and BridgIT, which have been used for 

exploiting the known and discovering novel biochemistry. BNICE.ch and BridgIT have been used for 

(i) the development of two databases of biochemical reactions, ATLAS I and II, (ii) the atom mapping 

of all known and novel reactions and pathways, and (iii) the gap-filling of metabolism in various 

organisms. 

Using BNICE.ch we reconstructed all the possible reactions, known and hypothetical, between all 

known metabolites in biological databases, and this study resulted in a network of more than 137’000 

known and novel reactions, each connecting two or more biological compounds. The results were 

organized into the ATLAS I of Biochemistry (http://lcsb-databases.epfl.ch/pathways/atlas/). However, 

through understanding of metabolism lags behind explaining the chemodiversity observed in living 

organisms. In ATLAS II, we applied our methods on millions of chemical compounds and discovered 

the enzyme reaction rules that can identify reactive sites on chemical compounds, act on them and 

connect them back to known metabolic precursors.  

To better characterize the generated hypothetical reactions and to associate them to the known 

enzymatic reactions, we developed a complementary tool to BNICE.ch, we called BridgIT. BridgIT is 

capable of identifying candidate enzymes among different organisms with potential similarity in their 

catalytic properties and it maps biochemistry to the open reading frames, in order to guide the choice 

of genes for protein engineering and design of enzymes for the biotransformation of the hypothetical 

reactions. Furthermore, we developed “iAM.NICE” (in silico Atom Mapped Network Integrated 

Computational Explorer) that uses the BNICE.ch methodology to generate atom mappings for all the 

generated reactions and pathways (known and novel). iAM.NICE creates in silico labelled metabolites 

as substrates, and transfers the labels from all the atoms in substrates, to the products according to 

known reaction mechanisms defined in the generalised reactions rules. 

We will further discuss the challenges and opportunities for the development of these and similar 

methods and for their application in a broad class of biotechnology problems from synthetic biology to 

drug and nutrition design. 

 

Key Words: metabolic network reconstruction, gap-filling, atom-mapping, synthetic biology 
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Η ποκιλομορφία των εσωνίων στα μιτοχονδριακά γονιδιώματα των μυκήτων 

 

Αυγερινού Ε., Κουβέλης Β. Ν.  

Τομέας Γενετικής και Βιοτεχνολογίας, Τμήμα Βιολογίας, ΕΚΠΑ, Πανεπιστημιούπολη 15701 Αθήνα, 

Ελλάδα 

 

Τα μιτοχονδριακά γονιδιώματα των μυκήτων, σε αντίθεση με τα αντίστοιχα γονιδιώματα των ζώων, 

είναι άφθονα σε εσώνια. Τα εσώνια συνεισφέρουν στη δομική δυναμική και τη συνταινικότητα των 

γονιδιωμάτων αυτών και σε κάποιες περιπτώσεις στην εισαγωγή νέων γονιδίων/ψευδογονιδίων μέσω 

οριζόντιας μεταφοράς. Έως τώρα έχουν περιγραφεί δύο τύποι εσωνίων, της ομάδας I και ομάδας II. Η 

διάκρισή τους γίνεται με βάση το μηχανισμό ματίσματος και τις RNA αλληλουχίες και δομές. 

Συνήθως περιέχουν ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης (ORFs), τα οποία κωδικοποιούν ενδονουκλεάσες και 

αντίστροφες μεταγραφάσες, αντίστοιχα, και εμπλέκονται στη μετάθεση των εσωνίων. Επιπροσθέτως, 

έχουν ταυτοποιηθεί κάποιες περιπτώσεις «διδύμων» εσωνίων (εσώνιο εντός εσωνίου), όπου η 

αποκοπή του εσωτερικού εσωνίου προηγείται της αποκοπής του εξωτερικού. Στην παρούσα εργασία 

εξετάσθηκε η ποικιλομορφία των εσωνίων στα μιτοχονδριακά γονιδιώματα των μυκήτων. Τα 

γονιδιώματα ανακτήθηκαν από δημόσιες βάσεις δεδομένων και τα εσώνια αναλύθηκαν με τη χρήση 

διαφορετικών προγραμμάτων και εργαλείων Βιοπληροφορικής. Η ανάλυση αφορά την ποικιλομορφία 

στον αριθμό, τον τύπο, το μήκος και τα ORFs των εσωνίων μεταξύ των μιτοχονδριακών γονιδίων 

στους μύκητες. Μελετήθηκε επίσης, η συντηρητικότητα στις θέσεις εισδοχής των εσωνίων στα 

γονίδια. Εξετάστηκαν συνολικά 129 μιτοχονδριακά γονιδιώματα από τα οποία 117 περιείχαν ένα 

τουλάχιστον εσώνιο στα 16 συντηρημένα γονίδια που μελετήθηκαν. Κάποια από αυτά τα γονίδια 

(όπως τα cox1, rnl και cob) συγκεντρώνουν μεγάλο αριθμό εσωνίων σε αντίθεση με άλλα (π.χ atp8 

και nad6) τα οποία δεν εμφανίζουν τέτοια τάση. Όπως προέκυψε από τα 1049 εσώνια που 

αναλύθηκαν, η συντριπτική πλειοψηφία ανήκει στην ομάδα I με πιο κοινές τις υποομάδες IB, IA και 

ID εντός των υπομονάδων της κυτοχρωμικής οξειδάσης (cox1-3), της rnl και του cob γονιδίου, 

αντίστοιχα. Το μέγεθος των εσωνίων ποικίλλει κατά μέσο όρο από 686 έως 1517 ζεύγη βάσεων και 

σχετίζεται με την ύπαρξη ή μη ανοιχτών πλαισίων ανάγνωσης. Βρέθηκε επίσης, ότι ίδιου τύπου 

εσώνια με παρόμοια ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης εδράζονται σε συντηρητικές γονιδιακές θέσεις στην 

πλειοψηφία των ειδών των μυκήτων. Η φυλογενετική ανάλυση επιλεγμένων πρωτεϊνικών 

αλληλουχιών της πιο κοινής ενδονουκλεάσης, δηλαδή της ενδονουκλεάσης τύπου LAGLI-DADG, 

έδειξε ομαδοποίηση με βάση τον τύπο του εσωνίου-ξενιστή και δευτερευόντως με βάση το γονίδιο-

ξενιστή. Επομένως, η μελέτη της ποικιλομορφίας των εσωνίων εντός του μιτοχονδριακού 

γονιδιώματος των μυκήτων μπορεί να δώσει στοιχεία σχετικά με τα διαφορετικά μονοπάτια που 

οδήγησαν στην εξέλιξη του μιτοχονδριακού γονιδιώματος. 

 

Λέξεις-κλειδιά: Μιτοχονδριακό γονιδίωμα μυκήτων, εσώνια, ORFs εσωνίων, LAGLI-DADG 

ενδονουκλεάση, φυλογένεση. 
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Introns diversity in fungal mitochondrial genomes 
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Fungal mt genomes, in contrast to the respective animal genomes, are abundant with introns. Introns 

contribute to the dynamical structure, synteny of the mt fungal genomes and in cases, to the 

introduction of new genes/pseudogenes with HGT (Horizontal Gene Transfer). In fungal mt genomes, 

two intron classes, group I and group II, have been described so far. These can be distinguished from 

each other by their splicing mechanism and RNA sequences and structures. They commonly contain 

open reading frames (ORFs) that are closely related within, encoding mainly for endonucleases and 

reverse transcriptases respectively, implicated both to intron mobility. Additionally, there are a few 

cases where twintrons (introns within introns) have been identified. In these cases, the splicing of the 

external intron follows the splicing of the internal. In this work, the diversity of introns in fungal 

mitochondrial genomes was examined. Genomes available in public databases were retrieved and 

introns were analyzed manually and by using different bioinformatics tools. The analysis concerns 

diversity in number, class, length and coding sequences among different taxa and genes. The existence 

of conservative insertion sites was also examined. Therefore, 129 mt genomes of different fungal 

species were examined, 117 species contained at least an intron in the 16 conserved mt genes located 

therein. Certain mt genes (like cox1, rnl and cob) showed preference in acquiring a large number of 

introns whereas others (e.g. atp8 and nad6) showed no such inclination. 1049 introns were analysed 

and it was found that the devastating majority belongs to group I. The most common introns belong to 

subgroups IB, IA and ID within gene subunits of Cytochrome Oxidase (cox1-3), the rnl and cob genes, 

respectively. Intron size ranged in average from 686 to 1517 bp and their sizes were correlated to the 

presence or absence of ORFs. The majority of the fungal species carried introns of the same subgroup 

with similar ORFs within conserved insertion sites of their respective mt genes. A phylogenetic 

analysis of selected protein data from the most commonly found endonuclease in introns, i.e., LAGLI-

DADG endonuclease, indicated that proteins clustered together based on the type of the host intron 

and secondarily on the host gene. Therefore, the study of the intron diversity within fungal 

mitochondrial genes may provide traces concerning the different pathways applied to the mt genome 

evolution. 

 

Keywords: Fungal mitochondrial genome, introns, intronic ORFs, LAGLI-DADG endonuclease, 

phylogeny.  
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Αναστόμωση (σύντηξη) υφών στον αφυλετικό φυτοπαθογόνο μύκητα Verticillium dahliae: το 

«έναυσμα» για την ετεροκαρύωση και τον παραφυλετικό κύκλο 
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Αν και η φυλετική διαδικασία αναπαραγωγής είναι εξαιρετικά διαδεδομένη σε όλο το φάσμα των 

ευκαρυωτικών οργανισμών, εντούτοις υπάρχουν επίσης πολυάριθμα παραδείγματα αφυλετικών 

ομάδων με σημαντική ικανότητα προσαρμογής και «αντοχής» στον εξελικτικό χρόνο. Πολλοί 

αντιπρόσωποι των ατελών (ή αφυλετικών) υφομυκήτων χαρακτηρίζονται από ιδιαίτερη οικολογική 

επιτυχία και μεγάλη οικονομική/βιοτεχνολογική σημασία, ωστόσο οι εξελικτικοί μηχανισμοί 

προσαρμογής και πληθυσμιακής δυναμικής αυτών των οργανισμών, απουσία φυλετικών διεργασιών, 

δεν είναι απόλυτα κατανοητοί. Ο μόνος γνωστός τρόπος ανταλλαγής και ανασυνδυασμού γενετικού 

υλικού μεταξύ στελεχών αυτών των μυκήτων είναι ο παραφυλετικός κύκλος, ο οποίος ξεκινά με την 

αναστόμωση (σύντηξη) μεταξύ υφών ή/και σπορίων διαφορετικών γονοτύπων. Στην παρούσα εργασία 

εφαρμόσαμε συμπληρωματικές προσεγγίσεις γενετικής και κυτταρικής βιολογίας για να 

διαλευκάνουμε και να τεκμηριώσουμε λεπτομερώς τη διαδικασία της αναστόμωσης στον σημαντικό 

φυτοπαθογόνο μύκητα Verticillium dahliae. Μελετήθηκε εκτενώς η επίδραση πολλαπλών 

περιβαλλοντικών και φυσιολογικών παραμέτρων στη συχνότητα και την έκταση του φαινομένου, 

συμπεριλαμβανομένων της ποικιλομορφίας μεταξύ στελεχών, της ηλικίας και πυκνότητας του 

βιολογικού υλικού, της διάρκειας επώασης, της σύνθεσης και των φυσικοχημικών χαρακτηριστικών 

του υλικού επώασης. Επιπλέον, με τη χρήση ειδικών αναστολέων και μεταλλαγών απώλειας 

λειτουργίας επιλεγμένων γονιδίων μελετήθηκε η συμμετοχή συστατικών του κυτταροσκελετού και 

μονοπατιών μεταγωγής σήματος στη διαδικασία της αναστόμωσης. Αποδείχθηκε η διέλευση 

κυτταροπλασματικού υλικού μέσω των αναστομώσεων, καθώς επίσης και οργανιδίων, μεταξύ των 

οποίων μιτοχονδρίων και πυρήνων. Για την άμεση παρατήρηση της δημιουργίας ετεροκαρύων ως 

αποτέλεσμα της αναστόμωσης και διέλευσης πυρήνων μεταξύ διαφορετικών στελεχών, εφαρμόσθηκε 

διαφορική σήμανση πυρήνων με φθορίζουσες πρωτεΐνες (σε σύντηξη με τη συνδετική ιστόνη Η1) και 

άμεση μικροσκοπική παρατήρηση ζωντανών κυττάρων (live-cell imaging), ο δε χρονισμός των 

γεγονότων του φαινομένου τεκμηριώθηκε μικροσκοπικά (time-lapse microscopy). Στην παρούσα 

εργασία πραγματοποιήθηκε αναλυτική περιγραφή της διαδικασίας της αναστόμωσης υφών στον 

μύκητα V. dahliae και αποδείχθηκε άμεσα η δημιουργία ετεροκαρύων ως αποτέλεσμα της 

αναστόμωσης. Η μελέτη αυτή θέτει τις βάσεις για τη λεπτομερή διερεύνηση και πληρέστερη 

κατανόηση των επόμενων σταδίων του παραφυλετικού κύκλου, μιας γενετικής πορείας με πιθανώς 

ιδιαίτερη σημασία για την πληθυσμιακή βιολογία και την εξέλιξη των αφυλετικών μυκήτων. 
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Although sexual reproduction is ubiquitous among eukaryotes and generally considered essential for 

their evolutionary longevity, there are several lineages that have dispensed with sex long ago and yet 

persisted for many millions of generations without meiotic recombination. Notably, many asexual 

filamentous fungi are characterized by significant adaptive capacity and ecological success, and they 

comprise several representatives of major economic/biotechnological importance. However, the 

mechanisms of adaptation on the evolutionary scale and the population dynamics of these organisms 

in the absence of sexual processes, remain poorly understood. Asexual fungi are known to exchange 

and recombine genetic material between strains only through the parasexual cycle, which commences 

with anastomosis (fusion) between hyphae and/or conidia of different genotypes. The aim of this study 

was to investigate anastomosis in the important plant-pathogenic fungus Verticillium dahliae. We 

tested the impact of a wide range of environmental and physiological parameters on the frequency and 

extent of anastomosis, including variability between strains, age and density of biological material, 

duration of co-incubation, composition and physicochemical properties of the incubation medium. In 

addition, we used specific inhibitors and generated loss-of-function deletion mutants of selected genes 

for the analysis of the roles of cytoskeletal elements and signal transduction pathways in the regulation 

of anastomosis. We proved that self and non-self anastomosis can be quite frequent under certain 

environmental conditions and that cytoplasm can migrate through fusion bridges, including nuclei, 

mitochondria and other organelles. For the direct analysis of nuclear migration and subsequent 

heterokaryon formation we followed a differential nuclear labeling approach (involving tagging of the 

linker histone H1 with different fluorescent proteins) and live-cell imaging. The timing and 

coordination of cellular events preceding and following anastomosis were monitored with time-lapse 

microscopy. In this study, we performed a detailed analysis of hyphal/conidial anastomosis in the 

important phytopathogenic ascomycete V. dahliae and documented heterokaryon formation as a result 

of anastomosis. This study lays the foundations for the investigation of the subsequent events that 

happen during the parasexual cycle, a genetic process of major importance for the population biology 

and evolution of asexual fungi. 
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Τα μιτοχονδριακά γονιδιώματα (mtDNAs) περιέχουν γονίδια, που είναι υπεύθυνα για τις 

συντηρημένες λειτουργίες τους, όπως η παραγωγή του ATP. Παρουσιάζουν μεγάλη ποικιλομορφία 

στη δομή και σύνθεσή τους (συνταινικότητα, εσώνια και διαγονιδιακές περιοχές) στα διαφορετικά 

είδη μυκήτων.  Επιπλέον, λίγα είναι γνωστά για την αντιγραφή και μεταγραφή του μιτοχονδριακού 

γονιδιώματος στους μύκητες, με εξαίρεση τις ζύμες και άλλους πρότυπους οργανισμούς, όπως η 

Neurospora crassa. Στην παρούσα εργασία, πραγματοποιήθηκε ο σχεδιασμός ενός αλγορίθμου σε 

γλώσσα προγραμματισμού PERL, ο οποίος προβλέπει τη δυνητική θέση ενός υποκινητή σε ένα 

οποιοδήποτε μιτοχονδριακό γονιδίωμα, προκειμένου να κατανοηθεί η διαδικασία της μεταγραφής του 

mtDNA και σε άλλα είδη μυκήτων πλην των προαναφερθέντων. Ο αλγόριθμος εκπαιδεύτηκε με 56 

μυκητιακά mtDNAs και δοκιμάστηκε σε 27 γονιδιώματα, που ανήκουν σε είδη από το υπόφυλο 

Pezizomycotina. Αποτέλεσμα ήταν η ταυτοποίηση των πιθανών μιτοχονδριακών υποκινητών. 

Διαπιστώθηκαν πιθανές θέσεις έναρξης της μεταγραφής, όπως στην ανιούσα περιοχή των γονιδίων 

rns, rnl, cox1, cob, που έχουν αναφερθεί στην βιβλιογραφία, αλλά και νέες πιθανές θέσεις όπως αυτές 

στην ανιούσα θέση των γονιδίων nad1, nad4, nad6, atp9, cox3. Ο παραπάνω αλγόριθμος μπορεί να 

αποτελέσει ένα χρήσιμο εργαλείο που θα οδηγήσει σε αποδοτικότερα πειραματικά δεδομένα που θα 

επιβεβαιώσουν τις in silico προβλέψεις. Επιπρόσθετα, πραγματοποιήθηκαν in vitro πειράματα, με τα 

οποία γίνεται προσπάθεια ανίχνευσης των υποκινητών των μιτοχονδριακών πολυσιστρονικών 

μεταγράφων σε μυκητιακά στελέχη, με βάση την in silico πρόβλεψη. Σημαντικά πυρηνικά γονίδια που 

εμπλέκονται στην αντιγραφή και μεταγραφή, όπως, η DNA πολυμεράση γ (Mip1p) και η RNA 

πολυμεράση (Rpo41p), συλλέχθηκαν και μελετήθηκαν από διαθέσιμες αλληλουχίες μιτοχονδριακών 

γονιδιωμάτων εντός των Ασκομυκήτων. Ακολούθησε φυλογενετική ανάλυση, για να μελετηθούν 

πιθανές εξελικτικές σχέσεις και εντοπίστηκαν συντηρητικές περιοχές. Συμπερασματικά, τέθηκαν οι 

βάσεις για την ευρύτερη λειτουργική μελέτη των γονιδίων αυτών. Οι φυλογενετικές αναλύσεις 

ανέδειξαν την εξελικτική σχέση των γονιδίων αυτών, η οποία δεν ταυτίζεται πάντα με τη 

φυλογενετική θέση των οργανισμών που τα φέρουν. Αυτό κατέστη ακόμη πιο εμφανές όταν 

πραγματοποιήθηκε σύγκριση των φυλογενετικών δένδρων με αυτό που προέκυψε από την 

συνενωμένη αμινοξική μήτρα των 14 γονιδίων που κωδικοποιούν τις βασικές μιτοχονδριακές 

πρωτεΐνες. Επομένως, η παρούσα εργασία αποτελεί ένα σημείο εκκίνησης για τη μελέτη της 

αντιγραφής και μεταγραφής των μυκητιακών μιτοχονδριακών γονιδιωμάτων. 

 

Λέξεις-κλειδιά: Μιτοχονδριακό DNA, Mιτοχονδριακή μεταγραφή, Υποκινητές, DNA πολυμεράση γ, 

mtRNA πολυμεράση, Φυλογένεση μυκήτων, Οργάνωση mtDNA. 
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Mitochondrial genomes (mtDNAs) contain genes responsible for conserved functions, like the 

production of ATP, but also present an extreme divergence in structure and composition (gene order, 

introns and intergenic regions) in different species of fungi. Until now, little is known about the 

replication and transcription of the mt genome of fungal species, with the exception of yeasts and 

other model organisms, like Neurospora crassa. In this work, an algorithm (written in the 

programming language PERL) was developed for the prediction of promoter sequences in any mt 

genome, in order to understand the process of mt DNA transcription in other fungal species. The 

algorithm was designed based on 56 fungal genomes, while it was tested on 27 genomes belonging to 

species from the Subphylum Pezizomycotina and several possible promoter sites were identified. 

These putative promoters were located upstream of the rns, rnl, cox1, cob genes, in agreement to 

previously reported data in literature, as well as upstream of genes nad1, nad4, nad6, atp9 and cox3. 

This algorithm could be a useful tool that would simplify experiments needed to verify the in silico 

predictions. As a result of this in silico analysis, in vitro experiments were used to identify promoters 

of the mitochondrial polysistronic transcripts from 14 fungal species. Furthermore, essential nuclear 

genes implicated in these mechanisms, i.e., DNA Polymerase Gamma (Mip1p) and RNA polymerase 

(Rpo41p) were identified from fully sequenced and available genomes within Ascomycota. A 

phylogenetic analysis was performed to establish their evolutionary relationships and to identify 

conserved regions. In conclusion, the first steps towards a detailed functional study of these genes 

were taken. The phylogenetic analyses revealed the evolution of these genes within Ascomycota, and 

it was shown that gene evolution does not always coincide to the phylogenetic relationships of the 

organisms carrying them. This becomes apparent when the phylogenetic trees are compared to the 

phylogeny based on the concatenated dataset of the 14 protein-encoded genes of the fungal mt 

genomes. Consequently, the present work constitutes a starting point in the study of replication and 

transcription of the fungal mitochondrial genomes. 

 

Keywords: Mitochondrial DNA organization; Transcription; mt-promoters; mtDNA Polymerase γ, 

mtRNA Polymerase; evolution. 
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Ζεύγη γονιδίων γνωστά ως συστήματα τοξίνης-αντιτοξίνης εντοπίζονται συχνά σε πλασμίδια, φάγους 

και χρωμοσώματα βακτηρίων. Κατά τη διάρκεια φυσιολογικών συνθηκών ανάπτυξης, η ενεργότητα 

της τοξίνης ή η μετάφρασή της εξουδετερώνεται από τη δράση της αντιτοξίνης. Σε διάφορες συνθήκες 

καταπόνησης, ωστόσο, η τοξίνη μπορεί να ενεργοποιηθεί και στοχεύοντας βασικές κυτταρικές 

διεργασίες επιτρέπει στα κύτταρα να εισέλθουν σε μια παροδική μεταβολικά λανθάνουσα κατάσταση 

μέχρι να απομακρυνθεί η καταπόνηση. Πρωτεΐνες με Fic δομικές περιοχές, οι οποίες καταλύουν την 

προσθήκη φωσφορικών ενώσεων σε πρωτεϊνικά υποστρώματα τροποποιώντας τη λειτουργία τους, 

εντοπίζονται ευρέως και είναι περισσότερο διαδεδομένες μεταξύ των προκαρυωτικών οργανισμών. 

Πολλές πρωτεΐνες με Fic δομικές περιοχές ανήκουν σε συστήματα τοξίνης-αντιτοξίνης. Στην παρούσα 

μελέτη, περιγράφουμε μια βακτηριοστατική αναστολή της ανάπτυξης κατά την υπερέκφραση της Fic 

τοξίνης του E. coli, η οποία δεν μπορεί να αντισταθμιστεί από την συνέκφραση της YhfG αντιτοξίνης, 

υποδεικνύοντας έναν πιθανό άτυπο μηχανισμό ρύθμισης της δράσης της Fic. Πάντως, η YhfG 

σχηματίζει ένα σταθερό πρωτεϊνικό σύμπλοκο με την Fic, ο σχηματισμός του οποίου βελτιώνει τη 

διαλυτότητα της Fic. Έχοντας ως στόχο την κατανόηση του φυσιολογικού ρόλου της Fic, δείχνουμε 

ότι η υπερέκφραση της Fic παρεμβαίνει στην τοξικότητα διαφορετικών αντιβιοτικών με έναν τρόπο ο 

οποίος εξαρτάται από τον τύπο του αντιβιοτικού και τη συγκέντρωσή του. Περαιτέρω, ως ένα πρώτο 

βήμα προς την κατανόηση του μηχανισμού δράσης της Fic, επιδιώκουμε τον εντοπισμό πρωτεϊνών οι 

οποίες μπορούν να αλληλεπιδράσουν με την Fic. Μια πρώτη ένδειξη της συμμετοχής της Fic στην 

απόκριση σε συνθήκες καταπόνησης προέρχεται από την αλληλεπίδρασή της με την Dps πρωτεΐνη η 

οποία ενισχύει την επιβίωση των βακτηρίων κατά τη διάρκεια διάφορων συνθηκών καταπόνησης. 
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Gene pairs known as toxin-antitoxin systems are common and highly abundant on bacterial plasmids, 

phages and chromosomes. During physiological growth conditions, the activity of the toxin or its 

translation is neutralized by the antitoxin. Under various stress conditions, however, the toxin can be 

activated and then it targets essential cellular processes enabling cells to enter a transient metabolically 

dormant state until the stress is removed. Proteins with Fic domains, which catalyze the addition of 

phosphate containing compounds into protein substrates modifying their function, are present in all 

domains of life and are mostly widespread among prokaryotes. Many Fic domain proteins are part of 

toxin-antitoxin systems. In the present study, we identify a bacteriostatic inhibition of growth upon 

overexpression of Escherichia coli Fic toxin, which cannot be counterbalanced by the YhfG antitoxin 

co-expression, indicating a possible atypical mechanism of Fic regulation. Nevertheless, YhfG forms a 

stable protein complex with Fic which moreover improves Fic solubility. Aiming to understand the 

physiological role of Fic, we demonstrate that Fic overexpression interferes with the toxicity of 

different antibiotics in a way that depends on the type of antibiotic and its concentration. Furthermore, 

as a first step towards the understanding of the Fic mechanism of action, we sought to identify proteins 

that are able to interact with Fic. A first indication of the involvement of Fic in a stress response 

pathway comes from its interaction with the DNA protection during starvation Dps protein which 

enhances bacterial survival during various stress conditions. 
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Το μιτοχονδριακό γονιδίωμα (mtDNA) των μυκήτων κωδικοποιεί διάφορα γονίδια, ένα εκ των οποίων 

είναι η ριβοσωμική πρωτεΐνη S3 (rps3 – Ribosomal protein S3). Η πρωτεΐνη του γονιδίου αυτού 

εμπλέκεται στη συγκρότηση της μικρής ριβοσωμικής υπομονάδας του μιτοχονδριακού ριβοσώματος. 

Το γονίδιο παρουσιάζει ποικιλομορφία τόσο στην τοπολογία του στα γονιδιώματα του βασιλείου των 

μυκήτων όσο και στην αλληλουχία του. Συγκεκριμένα, το γονίδιο της rps3 εδράζεται είτε στο 

μιτοχόνδριο είτε στον πυρήνα. Όταν το γονίδιο βρίσκεται στο mtDNA εντοπίζεται σε εσώνιο του 

γονιδίου που κωδικοποιεί τη μεγάλη rRNA ριβοσωμική υπομονάδα (rnl) ή ελεύθερο στο mtDNA. 

Ομόλογες Rps3 πρωτεΐνες με τις Rps3 των μυκήτων έχουν βρεθεί στα γονιδιώματα των αρχαίων, των 

βακτηρίων καθώς επίσης στο πυρηνικό γονιδίωμα των μεταζώων και φυτών και στο μιτοχονδριακό 

και χλωροπλαστικό γονιδίωμα των φυτών. Η πρωτεΐνη Rps3 στους παραπάνω οργανισμούς έχει 

εμπλακεί σε πολλές λειτουργίες όπως στη συγκρότηση του ριβοσώματος και στην επιδιόρθωση 

βλαβών στο mtDNA. Πραγματοποιήθηκε φυλογενετική ανάλυση η οποία βασίστηκε σε τρεις 

μεθοδολογίες: την Μέθοδο του Πλησιέστερου Γείτονα (NJ), της Μέγιστης Φειδωλότητας (MP) και 

της Μπαεσιανής Ανάλυσης (ΒΙ) και οι τοπολογίες του δέντρου επαληθεύτηκαν με NJ-, MP- bootstrap 

και με Μεταγενέστερες Πιθανότητες. Τα συμπεράσματα που προκύπτουν από την στοίχιση των 

αμινοξικών αλληλουχιών των μυκητιακών mtRps3 είναι η σαφής εξελικτική διαφοροποίηση των 

πρωτεϊνών που προκύπτουν από τα γονίδια που εδράζονται εντός των εσωνίων έναντι των 

αντίστοιχων που είναι ελεύθερα. Από το δεύτερο φυλογενετικό δέντρο όπου χρησιμοποιήθηκαν οι 

αμινοξικές αλληλουχίες συμπεριλαμβανομένων και αντιπροσώπων από οργανισμούς που ανήκουν 

στις άλλες επικράτειες πλέον των μυκήτων, προκύπτει ότι οι αλληλουχίες των αρχαίων έρχονται στην 

βάση του φυλογενετικού δέντρου και δείχνουν μεγάλη εξελικτική συγγένεια με τις πυρηνικές 

πρωτεΐνες των μυκήτων, μεταζώων και φυτών. Ενώ, οι αλληλουχίες των α-πρωτεοβακτηρίων καθώς 

και άλλων βακτηρίων δείχνουν μεγάλη εξελικτική συγγένεια με αυτές των μιτοχονδρίων και των 

χλωροπλαστών των φυτών και με τις μιτοχονδριακές αλληλουχίες των μυκήτων. Η ανάλυση μας 

έρχεται σε συμφωνία με την θεωρία της ενδοσυμβίωσης που υποστηρίζει ότι τα μιτοχόνδρια 

προήλθαν από την ενδοσυμβίωση ενός πρόγονου αρχαίου με πρόγονο των α-πρωτεοβακτηρίων και 

την εμπλουτίζει, επεξηγώντας την ποικιλομορφία στην τοπολογία, τη μετακίνηση του γονιδίου προς 

τον πυρήνα ή την εξάλειψη του καθώς και την εμπλοκή του σε άλλες λειτουργίες επιπλέον της 

συγκρότησης του ριβοσώματος. 
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Several genes are encoded by the fungal mitochondrial (mt) genome but only the ribosomal protein S3 

(rps3) is involved in the assembly of the mt small ribosomal subunit of the mt ribosome. This protein 

is encoded by a gene which is located either in the fungal mt genome or in the nuclear genome. When 

this gene is located in a fungal mt genome, it may be found as a free-standing gene, or as an intronic 

ORF in an intron of the rnl gene (which encodes the mt large rRNA ribosomal subunit). Rps3 

homologue proteins with the respective fungal mtRps3 are identified in the archaeal and bacterial 

genomes, as well as in the nuclear genomes of metazoan and the nuclear (nc), chloroplast (cp) and 

mitochondrial (mt) genomes of plants. The Rps3 protein in the above organisms is involved in several 

different functions, like the assembly of the ribosomes, mtDNA repair mechanisms and gene 

regulation. Phylogenetic analysis was based on three different methodologies, i.e., Neigbour-Joining 

(NJ), Maximum Parsimony (MP) and Bayesian Inference (BI) and tree topologies were verified with 

NJ-, MP- bootstrap support and Posterior Probabilities. The result of the amino acid alignment of the 

fungal mtRps3 sequences was the different clustering of the proteins encoded from intronic ORFs 

from those encoded from free-standing genes. Furthermore, a second amino acid alignment including 

sequences from representative organisms belonging to all known domains, demonstrates that the 

archaeal sequences are basal to the tree and they are phylogenetically closely related to the nc proteins 

of the fungi, metazoan and plants. Moreover, the sequences of α-proteobacteria and those of other 

phyla of bacteria are closely related to the mt and cp sequences of plants as well as the fungal mt 

proteins. Our analysis is in accordance with the endosymbiotic theory which supports that the 

mitochondrion is of bacterial ancestry hosted to an archaeal ancestor cell, originating from the 

bacterial phylum α-proteobacteria. Thus, an enrichment of the endosymbiotic theory is achieved by 

this work and more specifically, with the understanding of the variability in the rps3 topology and its 

functional diversity beyond its implication to the ribosome assembly. 
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Οι εξελίξεις στην τεχνολογία αλληλούχισης έχουν συντελέσει στη συσσώρευση ενός πρωτοφανούς 

όγκου μοριακής πληροφορίας. Ειδικά για τις μικροβιακές κοινότητες, περισσότερα από 100 χιλιάδες 

δείγματα έχουν το  προφίλ  τους, βασισμένο σε αμπλικόνια της υπομονάδας 16 του ριβοσωμικού 

RNA, διαθέσιμα μέσω γενετικών βάσεων δεδομένων όπως η SRA. Για την άμεση πρόσβαση και 

αξιοποίηση αυτής της πληροφορίας χτίσαμε το σύστημα IMNGS (https://www.imngs.org), ενα 

διαδικτυακό εργαλείο που αυτόματα συλλέγει και επεξεργάζεται διαθέσιμες μικροβιακές αλληλουχίες 

και τις προσφέρει μέσω ενός φιλικού περιβάλλοντος στους χρήστες.  Το σύστημα δίνει επίσης την 

δυνατότητα για επεξεργασία νέων δεδομένων που σε συνδιασμό με προγράμματα όπως η Rhea 

(https://lagkouvardos.github.io/Rhea/) προσφερεί μια πλήρη πλατφόρμα για την ανάλυση 

μικροβιακών κοινοτήτων. Ανάμεσα στις δεκάδες δυνάτες εφαρμογές της πλατφόρμας IMNGS, 

ξεχωρίζουν η δυνατότητα να προσδιοριστεί το φυσικό οικοσύστημα κάθε γνωστού βακτηρίου και η 

εκτίμηση της παγκόσμιας βακτηριδιακής βιοποικιλότητας βασιζόμενη στις συσσωρευμένες μοριακές 

αλληλουχίες. Η εκτίμηση του ποσοστού των γνωστών βακτηριών ανά περιβάλλον και ο 

προσδιορισμός βακτηρίων στόχων προς απομόνωση και μελέτη είναι επίσης δυνατή μέσω της χρήσης 

των δεδομένων του συστήματος. Συνολικά, το IMNGS, οποτελεί ένα μοναδικό εργαλείο που 

πολλαπλασιάζει την αξία της συσσωρευμένης γνώσης επιτρέποντας μια ολιστική επισκόπιση του 

μικροβιακού κόσμου. 

  

https://www.imngs.org/
https://lagkouvardos.github.io/Rhea/
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The advances in sequencing technology have contributed in the amassing of an unprecedented amount 

of molecular information. Especially for microbial communities, more than 100 thousands of samples 

have their profiles, based on 16S ribosomal RNA amplicons, available through sequence database 

repositories like SRA. For the direct access and utilization of this information we build the IMNGS 

system (https://www.imngs.org), a web tool that automatically retrieve and process available microbial 

sequences and offers them over a user-friendly environment. The system, also gives the option to 

process users own data that in combination with programs like Rhea 

(https://lagkouvardos.github.io/Rhea/) make a complete platform for the analysis of microbial 

communities. Between dozens of possible applications of IMNGS, distinguishable are the capacity to 

determine the natural ecosystem of every known bacterium and to estimate the global bacterial 

biodiversity, based on the accumulated molecular sequences. The estimation of the known bacteria 

ratio over each environment and the identification of bacterial targets for isolation and study is also 

possible through the usage of the system data. Overall, IMNGS is a unique tool that multiplies the 

value of accumulated knowledge allowing for a global overview of microbial world. 

 

  

https://www.imngs.org/
https://lagkouvardos.github.io/Rhea/


151 
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Η σημασία των προφίλ αμπλικονίων του γονιδίου 16S rRNA (αμπλικόνια)  για την κατανόηση της 

δράσης τον μικροβίων σε μια πληθώρα περιβαλλόντων όπως τα μικροβιώματα των θηλαστικών, σε 

συνδιασμό με τη δραστική μείωση του κόστους αλληλούχισης, οδήγησε σε μια αύξηση των 

ερευνητικών δράσεων μικροβιακής αλληλούχισης. Η ταχεία διάδοση των τεχνολογιών αλληλούχισης 

νέας γενιάς είναι σε πλήρη αντίθεση με τη βραδεία μεταφορά τεχνογνωσίας μεταξύ των ερευνητών 

που οδηγούν τις εξελίξεις στον τομέα αυτό και του μεγάλου αριθμού των εργαστηρίων που απλά 

ενδιαφέρονται στη χρήση αυτών των τεχνολογιών. Μεταξύ των διαθέσιμων επιλογών για ανάλυση 

δεδομένων αμπλικονίων η γλώσσα προγραμματισμού και στατιστικής ανάλυσης R ξεχωρίζει για την 

ευελιξία, τις δυνατότητες της και την ικανότητα να εφαρμόζει τις καλύτερες τεχνικές και να 

προσαρμόζεται στις ιδιαιτερότητες κάθε προβλήματος.  Εδώ παρουσιάζουμε την Rhea, μια λίστα από 

προγράμματα στη γλώσσα  R που ενσωματώνουν μια σειρά τεκμηριωμένων επιλογών για την 

ανάλυση πινάκων Λειτουργικών Ταξινομικών Μονάδων (OTUs), περιλαμβανομένης της 

ομαλοποίησης των δεδομένων, του υπολογισμόυ της άλφα και βήτα ποικιλομορφίας, της στατιστικής 

σύγκρισης της μικροβιακής σύνθεσης  και υπολογισμού συσχετίσεων. Το πρόγραμα Rhea μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ταυτόχρονα σαν αφετηρία για νέους και σαν πρόπλασμα για έμπειρους χρήστες, οι 

οποίοι μπορούν εύκολα να το προσαρμόσουν και να το επεκτείνουν. Όπως τα πρότυπα στην 

επιστημονική κοινότητα εξελίσσονται, έτσι και το πρόγραμα Rhea θα προσαρμόζεται ώστε να 

αντανακλά πάντα την αιχμή των πρακτικών στην ανάλυση μικροβιακών προφίλ με τον διαφανή και 

εμπεριστατωμένο τρόπο που επιτρεπεί η γλώσσα R. Το πρόγραμα Rhea και λεπτομερείς εγχειρίδια 

χρήσης είναι ελεύθερα προσβάσιμα στην διεύθυνση https://lagkouvardos.github.io/Rhea/. 

  

https://lagkouvardos.github.io/Rhea/
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The importance of 16S rRNA amplicon profiles in understanding the influence of microbes in a 

variety of environments, including mammalian-associated microbiomes, coupled with the steep 

reduction in sequencing costs led to a surge of microbial sequencing projects. The rapid popularization 

of next generation technologies for microbiome sequencing is in stark contrast to the slow transfer of 

knowledge between the laboratories driving further developments in the field and a high number of 

laboratories simply interested in using these technologies. Among available pipeline options for high-

throughput 16S rRNA gene analysis, the R programming environment for statistical computing stands 

out for its power and increased flexibility, and the possibility to adhere to most recent best practices 

and to adjust to individual project needs. Here, we present the Rhea pipeline, a set of R scripts that 

encode a series of well-documented choices for the downstream analysis of Operational Taxonomic 

Unit (OTU) tables, including normalization steps, alpha- and beta-diversity analysis, statistical 

comparison of composition data, and calculation of correlations. Rhea is both a straightforward 

starting point for beginners and a framework for advanced users who can modify and expand the tool. 

As the community standards evolve, Rhea will adapt to always represent the current state-of-the-art in 

microbial profile analysis in the clear and comprehensive way allowed by the R language. Rhea scripts 

and detailed documentation are freely available at https://lagkouvardos.github.io/Rhea/. 

  

https://lagkouvardos.github.io/Rhea/
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Βάσεις δεδομένων αλληλούχισης όπως η SRA (Sequence Read Archive) δρούν ως ο κύριος 

αποθηκευτικός χώρος για έναν πρωτοφανή όγκο δεδομένων προερχόμενων από της νέας γενιάς 

τεχνολογίες αλληλούχισης.  Αυτές οι βάσεις έως τώρα φιλοξενούν πάνω από 100 000 μικροβιακά 

προφίλ βασισμένα σε αμπλικόνια του γονιδίου 16S rRNA από διάφορα περιβάλλοντα. Ο αριθμός 

αυτός είναι συνεχόμενα αυξανόμενος και υπάρχει επιτακτικά ανάγκη για αξιοποίηση αυτής της 

συσσωρευμένης  πληροφορίας. Για το λόγο αυτό, αναπτύξαμε το  IMNGS (Integrated Microbial Next 

Generation Sequencing), μια καινοτόμο πλατφόρμα που ομοιόμορφα και συστηματικά αναγνωρίζει, 

εξάγει, επεξεργάζεται και αναλύει όλα τα προκαρυωτικά δεδομένα στην SRA που βασίζονται σε 

αμπλικόνια και τα χρησιμοποιεί για την παραγωγή βάσεων δεδομένων αλληλουχιών ανά δείγμα και 

προφίλ βασισμένα σε OTU. Χρησιμοποιώντας ένα διαδυκτιακό ιστότοπο, αυτή η εκτενής 

ενοποιημένη πηγή αλληλουχιών μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την  απάντηση ενός ευρέος φάσματος 

ερωτημάτων της μικροβιακής οικολογίας και εφαρμοσμένης μικροβιολογίας. Παρουσιάζουμε 

παραδείγματα του πώς αυτή η διαδικασία επιτρέπει την αξιολόγηση της οικολογικής σπουδαιότητας 

συγκεκριμένων μικροοργανισμών σε διάφορους ξενιστες ή οικοσυστήματα, και στην πραγματοποίηση 

εκτίμησης βιοποικιλοτητας για στοχευμένες ταξινομικές ομάδες. Η πλατφόρμα προσφέρει επίσης μια 

ολοκληρωμένη ροή εργασιών για την de novo ανάλυση δεδομένων αμπλικονίων των χρηστών  για την 

ευκολότερη σύγκριση με τα υπάρχοντα δεδομένα. Συνολικά, το IMNGS ειναι ένα πρωτοποριακό 

εργαλείο που παρέχεται ελεύθερα στην επιστημονική κοινότητα για την μεγάλης κλίμακας ανάλυση 

της βακτηριακής βιοποικιλότητας. Αυτό το εργαλείο μπορεί να γίνει προσβάσιμο στη διεύθυνση: 

www.imngs.org. 
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Sequence databases such as the SRA (Sequence Read Archive) serve as primary depositories for 

massive amounts of data obtained by Next Generation Sequencing. Databases currently host >100,000 

16S rRNA amplicon-based microbial profiles originating from various host habitats and 

environmental sources. This number is increasing rapidly and there is a dire need to utilize this 

accumulating pool of knowledge. Therefore, we developed IMNGS (Integrated Microbial Next 

Generation Sequencing), an innovative platform that uniformly and systematically screens for, 

retrieves, processes, and analyzes all prokaryotic 16S rRNA amplicon datasets available in SRA and 

uses them to build sample-specific sequence databases and OTU-based profiles. Using a web interface, 

this massively integrated sequence resource can be queried and used to address a broad range of 

questions of relevance in microbial ecology and applied microbiology. We show examples of how the 

approach allows testing the ecological importance of specific microorganisms in different hosts or 

ecosystems, and performing targeted diversity studies for selected taxonomic groups. The platform 

also offers a complete workflow for de novo analysis of users’ own raw 16S rRNA amplicon datasets 

for the sake of comparison with existing data. In summary, IMNGS is a pioneering tool provided as 

free resource to the scientific community for large-scale analysis of bacterial diversity. This new 

resource can be accessed at www.imngs.org. 

  



155 
 

Συγκριτική μελέτη μικροβιακής ανθεκτικότητας έναντι της τιγεκυκλίνης και άλλων 

αντιβιοτικών έναντι κλινικών στελεχών Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium και 

Enterococcus spp. 
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4 Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης, Ιατρική Σχολή, Θεσσαλονίκη, Ελλάδα. 
5 Νοσοκομείο  du Jura, Προάστιο de Porrentruy, Τμήμα Γηριατρικής Aigue,2900-Porrentruy, Ελβετία. 

 

Η τιγεκυκλίνη είναι ένα αντιβιοτικό που ανήκει στην οικογένεια των γλυκοκυκλινών και σαν 

μηχανισμό δράσης έχει την αναστολή της βακτηριακής πρωτεινοσύνθεσης. Εγκρίθηκε από τον FDA 

το 2005, κυρίως για δερματικές και γαστροοισοφαγικές μολύνσεις. 

Σε αυτή την μελέτη, η τιγεκυκλίνη δοκιμάστηκε έναντι στελεχών S.aureus, Enterococcus faecium και 

Enterococcus spp.και τα αποτελέσματα συγκρίθηκαν με αυτά άλλων 11 αντιβιοτικών χαμηλών και 

υψηλών συγκεντρώσεων αντίστοιχα. 

Όσο αφορά τα αποτελέσματα, στελέχη Enterococccus faecium επέδειξαν υψηλή ευαισθησία στην 

τιγεκυλίνη (0.03μg/mL) στο σύνολό τους και ακολούθησαν 4 άλλα αντιβιοτικά που παρουσίασαν 

τιμές  MIC της τάξης 0.12μg/mL (αμοξικιλλίνη, λεβοφλοξασίνη, κεφτριαξόνη και αμπικιλλίνη). 

Τα στελέχη του Staphylococcus aureus επέδειξαν υψηλή ευαισθησία πρωτίστως στην τιγεκυκλίνη, στη 

λεβοφλοξασίνη και στη μεροπενέμη (0.12 μg/mL) και δευτερευόντως στη μινοκυκλίνη (0.25 μg/mL). 

Παρά την ισχυρή αντιμικροβιακή δράση κάποιων από τα σχετικά νεότερα αντιβιοτικά, η 

συνεχιζόμενη εμφάνιση όλο και περισσότερων ανθεκτικών ή  πολύ-ανθεκτικών στελεχών προκαλεί 

τις περισσότερες ανησυχίες στην προσπάθεια καταπολέμησης των λοιμώξεων.  

 

Λέξεις κλειδιά: Αντιβιοτικά, κλινικά παθογόνα, αντιβιοαντοχή 
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Tigecycline is an antibiotic which belongs to the family of glycocyclines and as a mechanism of action 

has the inhibition of bacterial proteinosynthesis. It was approved by FDA on 2005, mainly for skin and 

gastrointestinal infections.  

In this study, tigecycline was tested against S. aureus, Enterococcus faecium and Enterococcus spp. 

strains and their results were compared to those of 11 other antibiotics of low and high concentrations 

respectively. 

As far as the results are concerned, isolates of Enterococccus faecium exhibited high susceptibility to 

tigecycline (0.03μg/mL) in their total followed by a number of four other antibiotics which showed 

MIC value 0.12μg/mL (amoxicillin, levofloxacin, ceftriaxone and ampicillin). 

Staphylococcus aureus strains showed high susceptibility primarily to tigecycline, levofloxacin and 

meropenem (0.12 μg/mL) and secondarily to minocycline (0.25 μg/mL). 

Despite the effectiveness of some relatively new synthesized antimicrobial agents against pathogens, 

the continuous appearance of resistant and multi resistant strains is of the main concerns fighting 

microbial infections.  

 

Keywords: Antibiotics, clinical pathogens, susceptibility   
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Zymomonas mobilis NCIB 11163 
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Τμήμα Βιολογικών Εφαρμογών και Τεχνολογιών, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων 

 

Το Zymomonas mobilis παρουσιάζει έντονο βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον, χάρη στην ικανότητα του να 

παράγει βιοαιθανόλη σε συγκρίσιμα μεγέθη με οργανισμούς καθιερωμένους στη βιομηχανία όπως ο S. 

cerevisiae. Τα στελέχη του διαθέτουν συνήθως πλασμίδια, τα οποία αξιοποιούνται στην κατασκευή 

φορέων κλωνοποίησης και έκφρασης ετερόλογων γονιδίων στο Z. mobilis, αλλά και στην παροχή 

χρήσιμων πληροφοριών για την προέλευση, την εξέλιξή του και τη διασπορά γενετικών πληροφοριών 

από αυτό. Το στέλεχος Z. mobilis NCIB 11163 συγκεντρώνει τα παραπάνω πλεονεκτήματα, ενώ 

διαθέτει πλούσιο πλασμιδιακό προφίλ. Στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη των γονιδίων 

που θεωρητικά απαρτίζουν την περιοχή κινητοποίησης του πλασμιδίου pZA1003 (4551 bp) του 

NCIMB 11163. Πρόκειται για δύο αναγνωστικά πλαίσια που κωδικοποιούν δυνητικά τη ριλαξάση και 

μία βοηθητική προς αυτή πρωτεΐνη, και μαζί με την ανοδική τους περιοχή όπου εδράζεται πιθανόν το 

oriT έχουν κλωνοποιηθεί στο φορέα pUCBM21. Η μεταφορά του προκύπτοντος πλασμιδίου 

pUCMB21ZMOB έχει αποδειχθεί σε πειράματα επιβοηθούμενης σύζευξης μεταξύ κυττάρων E. coli 

μέσω του πλασμιδίου pRK2013 (IncP). Στην παρούσα εργασία εδραιώθηκε καλύτερο σύστημα 

επιβοηθούμενης σύζευξης μέσω του πλασμιδίου pDB126 (IncP) με το οποίο μελετήθηκε η 

επιβοηθούμενη μεταφορά του pUCMB21ZMOB καθώς και του παραγώγου του pUCBM21ZMOBdel 

από το οποίο έχει αφαιρεθεί άνω του ¼ της καθοδικής περιοχής του πλαισίου που κωδικοποιεί τη 

δυνητική ριλαξάση. Παρατηρήθηκε ότι  και τα δύο ανασυνδυασμένα πλασμίδια κινητοποιήθηκαν με 

την ίδια συχνότητα, γεγονός που οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η λειτουργική περιοχή του γονιδιακού 

προϊόντος δεν εκτείνεται στο καρβοξυτελικό άκρο της πιθανής ριλαξάσης. 

Το γονίδιο της υποθετικής βοηθητικής πρωτεΐνης παρουσιάζει μεταγραφικό προϊόν όπως κατέδειξαν 

πειράματα RT-PCR, ενώ επί του παρόντος διερευνάται τυχόν συμμεταγραφή του με το δυνητικό 

γονίδιο mob, καθώς και ο ρόλος του στην επιβοηθούμενη κινητοποίηση του πλασμίδιου pZA1003. 

 

Λέξεις κλειδιά: Zymomonas mobilis, πλασμίδιο, κινητοποίηση   



158 
 

Study of the genes involved in the mobilization of pZA1003 plasmid from Zymomonas mobilis 

NCIMB 11163 

 

Mitsopoulos M., Antonopoulos P., Afendra A.-S. 

Department of Biological Applications and Technologies, University of Ioannina 

 

Zymomonas mobilis is a bacterium that arouses intense biotechnological interest, due to its ability to 

produce bioethanol in comparable sizes to established organisms in the industry such as S. cerevisiae. 

The strains of the aforementioned bacterium possess plasmids that can be utilized for the construction 

of vectors used in cloning and expression of heterologous genes in Z. mobilis, but also in the provision 

of useful information regarding the origin, evolution and dispersion of genetic information from the 

bacterium. The strain Z. mobilis NCIMB 11163 gathers the above mentioned benefits, while it exhibits 

a rich plasmid profile. The goal of the present project was the study of the genes that theoretically 

compose the mobilization region of the plasmid pZA1003 (4551 bp) of NCIMB 11163. The region 

consists of two reading frames which potentially encode a relaxase and an auxiliary protein of it, as 

well as their upstream region, in which there is a possibility that their oriT is located, were cloned into 

the vector pUCBM21. The transfer of the resulting plasmid pUCBM21ZMOB has been proved in 

experiments of assisted conjugation among E. coli cells through the pRK2013 plasmid (IncP). In the 

present project a better system of assisted conjugation was established using the plasmid pDB126 

(IncP), with which the assisted transfer of pUCBM21ZMOB was studied as well as its derivative 

pUCBM21ZMOBdel, from which  more than the ¼ of the downstream region of the frame that 

encodes the potential relaxase has been removed. It was observed that both the recombinant plasmids 

mobilized with the same frequency, a fact leading to the conclusion that the functional domain of the 

gene product does not expand to the carboxy terminal end of the potential relaxase. 

The gene of the hypothetical auxiliary protein exhibits transcriptional product as RT-PCR experiments 

demonstrated, while for the time being a possible co-transcription with the potential mob gene is 

investigated, as well as its role in the assisted transfer of plasmid pZA1003.  

 

Keywords: Zymomonas mobilis, plasmid, mobilization 
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Εκτεταμένος παραφυλετικός ανασυνδυασμός στον αφυλετικό μύκητα Verticillium dahliae 

 

Παπαϊωάννου Ι.Α.1,2, Βάγγαλης Β.1, Τύπας Μ.Α.1 
1Τομέας Γενετικής & Βιοτεχνολογίας, Τμήμα Βιολογίας, Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο 

Αθηνών, Αθήνα 
2Zentrum für Molekulare Biologie der Universität Heidelberg (ZMBH), University of Heidelberg,  

Heidelberg, Germany (present address) 

 

Η πορεία του παραφυλετικού κύκλου – ως εναλλακτική των φυλετικών διεργασιών προς ανταλλαγή 

και ανασυνδυασμό γενετικού υλικού – έχει τεκμηριωθεί σε πολυάριθμους υφομύκητες και έχει 

αξιοποιηθεί για τη γενετική ανάλυση αφυλετικών αντιπροσώπων αυτών. Παρότι αποτελεί τη 

μοναδική πορεία ανταλλαγής γενετικού υλικού για πολλούς μύκητες μεγάλης οικολογικής και 

οικονομικής σημασίας, η κατανόηση τόσο των μηχανιστικών λεπτομερειών διαφόρων σταδίων του, 

όσο και της σημασίας του στην εξέλιξη των οργανισμών αυτών, παραμένει ελλιπής και 

αποσπασματική. Ένας παράγοντας που έχει συμβάλει σε αυτά τα κενά είναι η παραδοσιακή υπόθεση 

πως τα συστήματα βλαστητικής ασυμβατότητας που λειτουργούν στους φυσικούς πληθυσμούς των 

μυκήτων (θεωρητικά αποτρέποντας την ετεροκαρύωση στους περισσότερους δυνατούς συνδυασμούς 

στελεχών) ουσιαστικά παρεμποδίζουν τον παραφυλετικό κύκλο στη φύση και τον υποβιβάζουν σε 

ένα, υποτίθεται, εργαστηριακό εργαλείο αμφίβολης βιολογικής σημασίας. Στην παρούσα εργασία 

εφαρμόσαμε έναν συνδυασμό προσεγγίσεων γενετικής, γονιδιωματικής, κυτταρικής και μοριακής 

βιολογίας για να διαλευκάνουμε τις λεπτομέρειες του παραφυλετικού κύκλου στον αφυλετικό 

φυτοπαθογόνο μύκητα Verticillium dahliae και να χρησιμοποιήσουμε αυτό το είδος ως ιδανικό 

σύστημα για τον έλεγχο της ορθότητας της παραπάνω υπόθεσης. Αντιπροσωπευτικά στελέχη των 

γνωστών ομάδων βλαστητικής συμβατότητας (VCGs) του είδους σημάνθηκαν με πολλαπλούς 

συμπληρωματικούς δείκτες αυξοτροφίας, ανθεκτικότητας σε παρεμποδιστές αύξησης και φθορίζοντες 

δείκτες και χρησιμοποιήθηκαν σε δοκιμασίες ετεροκαρύωσης υπό πολυάριθμες συνθήκες. Η 

αναστόμωση (σύντηξη) μεταξύ υφών/σπορίων, η δημιουργία ετεροκαρύων, ο σχηματισμός 

διπλοειδών πυρήνων και η πορεία του απλοειδισμού (διέλευση μέσω διαδοχικών καταστάσεων 

ανευπλοειδίας λόγω άτυπων μιτωτικών διαιρέσεων, με συχνούς μιτωτικούς επιχιασμούς) 

παρατηρήθηκαν άμεσα μικροσκοπικά, τεκμηριώθηκαν γενετικά (αναλύσεις κονιδίων, FACS) και 

χαρακτηρίσθηκαν με γονιδιωματικές αναλύσεις. Η δημιουργία ετεροκαρύων βρέθηκε να είναι 

ιδιαίτερα συχνή υπό κατάλληλες συνθήκες, τόσο μεταξύ «συμβατών» όσο και, υποτίθεται, 

«ασύμβατων» συνδυασμών στελεχών. Επιπλέον, η δημιουργία διπλοειδών πυρήνων και ο 

διαχωρισμός αυτών σε νέους ανασυνδυασμένους γονοτύπους επίσης αποδείχθηκαν τόσο σε 

«συμβατούς» όσο και «ασύμβατους» συνδυασμούς. Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν πως ο 

παραφυλετικός κύκλος δεν υπόκειται κατ’ ανάγκην στους παραδοσιακά υποτιθέμενους περιορισμούς 

της βλαστητικής ασυμβατότητας και, συνεπώς, έχει πιθανώς μεγαλύτερη σημασία στη φύση από ό, τι 

εθεωρείτο μέχρι σήμερα. Η εργασία αυτή αναδεικνύει τον μύκητα V. dahliae ως ένα καλά 

τεκμηριωμένο σύστημα, ιδιαίτερα κατάλληλο για τη μελέτη των παραφυλετικών φαινομένων, και 

θέτει τα θεμέλια για την πληρέστερη κατανόηση της σημασίας του παραφυλετικού κύκλου στην 

εξέλιξη και την πληθυσμιακή βιολογία των μυκήτων. 
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Extensive parasexual recombination in the asexual fungus Verticillium dahliae 

 

Papaioannou I.A.1,2, Vangalis V.1, Typas M.A.1 
1Department of Genetics & Biotechnology, Faculty of Biology, National and Kapodistrian University 

of Athens, Athens, Greece 
2Zentrum für Molekulare Biologie der Universität Heidelberg (ZMBH), University of Heidelberg,  

Heidelberg, Germany (present address) 

 

The parasexual cycle, established in various filamentous fungi, permits genetic exchange and 

recombination in the absence of sex. Although it has been predicted to transfuse benefits of sexual 

reproduction, i.e. the formation of new combinations of alleles, in asexual species of great ecological 

and economic importance, its significance in their evolution remains controversial. This is largely 

attributed to the traditional hypothesis that the vegetative compatibility systems that operate in natural 

populations of fungi (predicted to prevent the establishment of viable heterokaryons in most 

combinations of strains) hamper the occurrence of the parasexual cycle in nature and render it a 

supposedly laboratory tool of limited biological relevance. In this study, we combined genetics, 

genomics, cell and molecular biology analyses to achieve a better understanding of the mechanisms 

involved in the parasexual cycle of the asexual plant-pathogenic fungus Verticillium dahliae. We then 

challenged the aforementioned hypothesis by comparing the parasexual process between combinations 

of vegetatively “compatible” and “incompatible” strains of the fungus. Representative strains of the 

Vegetative Compatibility Groups (VCGs) of V. dahliae were labeled with complementary 

auxotrophic, inhibitor-resistant and fluorescent markers and used in heterokaryon tests. Hyphal 

anastomosis (fusion), establishment of heterokaryons, the formation of diploid nuclei and their 

haploidization (i.e. transition through consecutive aneuploidy states due to chromosomal loss during 

atypical nuclear divisions) were directly observed with time-lapse microscopy, documented 

genetically (conidial analysis, FACS) and characterized through genomic analyses. Heterokaryon 

formation was very frequent under appropriate conditions, not only in “compatible”, but also in 

supposedly “incompatible” combinations of strains. Most importantly, diploid formation and 

generation of novel, recombinant genotypes were also possible in both “compatible” and 

“incompatible” combinations under proper selective pressure. These findings underline that the 

parasexual cycle is not necessarily subject to the traditionally assumed limitations imposed by 

vegetative incompatibility, and therefore it can presumed to play a far more important role in evolution 

and population dynamics of asexual fungi than previously considered. This study establishes V. 

dahliae as a well-documented system, suitable for the analysis of parasexuality, and welcomes future 

investigations of the importance of the parasexual cycle in nature. 
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Κλωνοποίηση και υπερέκφραση ενός νέου γονιδίου lipSm του βακτηρίου  Stenotrophomonas 

maltophilia Psi-1, απομόνωση και χαρακτηρισμός της αντίστοιχης λιπάσης (LipSm), το πρώτο 

μέλος μιας νέας οικογένειας XVIII. 

 

Παραπούλη Μ., Φούκης Α., Στεργίου Π.Γ., Κουκουριτάκη Μ., Μαγκλάρας Π., Γκίνη Ο.Α, 

Παπαμιχαήλ Ε., Αφένδρα Α., Χατζηλουκάς Ε. 
Ομάδα Ενζυμικής Βιοτεχνολογίας και Γενετικής Μηχανικής, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, Ιωάννινα, 

Ελλάδα 

 

Οι λιπάσες (E.C. 3.1.1.3) είναι ένζυμα, των οποίων η βασική καταλυτική δράση συνίσταται  στην 

υδρόλυση τριγλυκεριδίων με την ταυτόχρονη απελευθέρωση διγλυκεριδίων ή μονογλυκεριδίων, 

λιπαρών οξέων και γλυκερόλης. Ωστόσο, σε συστήματα χαμηλής περιεκτικότητας σε νερό, 

καταλύουν και τις αντίστροφες αντιδράσεις όπως είναι η εστεροποίηση και η μετεστεροποίηση. Οι 

λιπάσες είναι ένζυμα τα οποία απαντώνται ευρέως στη φύση, δεδομένου ότι βιοσυντίθενται τόσο από 

ανώτερους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, όσο και από μικροοργανισμούς. Τα μικροβιακά ένζυμα 

συγκεντρώνουν μεγαλύτερο βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον, σε σχέση με τα  ένζυμα φυτικής ή ζωικής 

προέλευσης, λόγω του ότι η παραγωγή τους είναι ταχύτερη και φθηνότερη, η γενετική τροποποίηση 

τους είναι ευχερέστερη ενώ τα επίπεδα της δραστικότητάς τους παραμένουν σταθερά εντός ευρέος 

φάσματος διαφορετικών εφαρμογών. Το γεγονός αυτό έχει οδηγήσει σε ένα αυξημένο ενδιαφέρον 

στην απομόνωση νέων λιπασών με συγκεκριμένες βιοτεχνολογικές ιδιότητες, ώστε να αξιοποιηθούν 

ως βιοκαταλύτες σε διάφορες βιομηχανικές διεργασίες (π.χ. παραγωγή τροφίμων, απορρυπαντικών, 

βιοκαυσίμων κ.ά.). 

‘Ένα νέο γονίδιο (το lipSm) του βακτηρίου Stenotrophomonas maltophilia Psi-1, απομονωμένου από 

δείγμα λυματολάσπης (Ψυττάλεια), κλωνοποιήθηκε και προσδιορίστηκε η νουκλεοτιδική του 

αλληλουχία. Ακολούθως, το lipSm υπερεκφράστηκε στο σύστημα E. coli BL21 (DE3) /pET29c και η 

πρωτεΐνη LipSm απομονώθηκε και χαρακτηρίστηκε βιοχημικά. 

Η βιοπληροφορική ανάλυση της προβλεπόμενης πρωτεΐνης απέδειξε ότι ταξινομικά σχετίζεται με 

αρκετές μη χαρακτηρισμένες λιπάσες από διαφορετικά γένη, κυρίως Ακτινοβακτηρίων, ενώ δε 

συντάσσεται φυλογενετικά με καμία από τις υπάρχουσες οικογένειες βακτηριακών λιπασών. Συνεπώς, 

προτείνεται η σύσταση νέας οικογένειας λιπασών, της XVIII. Οι πρωτεΐνες αυτές, 

συμπεριλαμβανομένης της LipSm, εμφανίζουν συντηρημένες περιοχές οι οποίες περιλαμβάνουν το 

χαρακτηριστικό ενεργό κέντρο (S, D, H) ενώ διαθέτουν μια ασυνήθιστη, μεταξύ βακτηριακών 

λιπασών, οπή οξυανιόντος, τύπου-Υ. Επιπλέον, η τριδιάστατη δομή της LipSm αποκάλυψε μια δομή 

στην περιοχή του καλύμματος (lid), η οποία της επιτρέπει να δρα σε μικρά υποστρώματα χωρίς 

διεπιφανειακή ενεργοποίηση όπως απεδείχθη και πειραματικά από τη δραστικότητα του 

υπερπαραχθέντος ενζύμου, απουσία διεπιφανεικού ενεργοποιητή (Triton X-100). Επίσης η in silico 

της LipSm ανάλυση αποκάλυψε την ύπαρξη 9 επαναλήψεων του μοτίβο AXXXA, ένδειξη 

θερμοσταθερότητας, γεγονός που επιβεβαιώθηκε από τη βιοχημική ανάλυση που κατέδειξε τη 

σταθερότητα του ενζύμου στους 70 οC επί τουλάχιστον για 30 min. 

 

Λέξεις-κλειδιά: Λιπάση, Stenotrophomonas maltophilia, βακτηριακή οικογένεια λιπασών XVIII, 

βιοχημικός χαρακτηρισμός 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



162 
 

Cloning and overexpression of a new lipSm gene from Stenotrophomonas maltophilia Psi-1, 

purification and characterization of the encoded lipase (LipSm), the first member of a new 

family, XVIII.   
 

Parapouli M., Foukis A., Stergiou P.Y., Koukouritaki M., Magklaras P., Gkini O.A., 

Papamichael E.M., Afendra A.S., Hatziloukas E. 

Enzyme Biotechnology and Genetic Engineering Group, University of Ioannina, Ioannina, Greece 

 

Lipases (E.C. 3.1.1.3) are enzymes, which hydrolyze triacylglycerols and release di- and/or 

monoglycerides, fatty acids and glycerol. However, in low water content systems, they can also 

catalyze the reverse reactions i.e. esterification or transesterification. Lipases are produced by both 

higher eucaryotes (plants and animals) and various microorganisms including fungi, yeasts and 

bacteria. Microbial lipases are reported to be advantageous when compared to enzymes of animal or 

plant origin, since they have a low cost high production capacity, ease for genetic manipulation and 

are more stable in terms of activity. Due to these unique properties, microbial lipases are enzymes of 

considerable biotechnological interest and find use in a broad spectrum of applications, including food 

technology, detergents and biofuels production, etc. 

A novel lipase gene (lipSm) from a new environmental Stenotrophomonas maltophilia strain, Psi-1, 

originating from a sludge sample from Psittaleia (Greece), was successfully cloned and sequenced. 

lipSm was further overexpressed in a E. coli BL21(DE3)/pET29c system and the recombinant enzyme 

LipSm was purified and characterized biochemically. 

Computational analysis of the deduced protein revealed that LipSm is taxonomically related to several 

uncharacterized lipases from different genera, mostly actinobacterial, none of which could be assigned 

to any previously described bacterial lipase family. Therefore, the establishment of a new bacterial 

family (XVIII) is proposed. All proteins of this family displayed consensus sequence motifs including 

the catalytic triad (S, D, H), and an unusual, amongst bacterial lipases, Y-type oxyanion hole. 3D 

modeling revealed a lid domain structure, which allows LipSm to act on small substrates without 

interfacial activation, as verified in biochemical reactions lacking an interfacial activator (Triton X-

100).  Furthermore, the occurrence of the AXXXA motif 9 times in the mature protein suggests that it 

is a thermostable lipase, a feature verified experimentally since the enzyme was still active after 

heating at 70 ˚C for at least 30 min. 

 

Keywords: Lipase, Stenotrophomonas maltophilia, Bacterial lipase family XVIII, Biochemical 

characterization 
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Μελέτη λιπιδικών βιοδεικτών των προκαρυωτικών κοινοτήτων που εμπλέκονται στην ΑΟΜ και 

στην μεθανογένεση στο πεδίο ηφαιστείων ιλύος Olimpi, Ανατολική Μεσόγειο 

 

Παράσχου Φ.1,2, Μιχαλόπουλος Π.1, Ρουσάκης Γ.1, Ρουσσελάκη Ε.1, Χατζηανέστης Ι.1, Καμπέρη 

Ε.1, Παυλίδου Α.1 και Γώγου Α.1 

1 Ελληνικό Κέντρο Θαλασσίων Ερευνών, Ινστιτούτο Ωκεανογραφίας, Ανάβυσσος, Ελλάδα 
2 Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Τμήμα Χημείας, Αθήνα, Ελλάδα 

 

Tα ηφαίστεια ιλύος αποτελούν σημαντικές δομές στην Ανατολική Μεσόγειο οι οποίες σχετίζονται με 

υψηλές υποθαλάσσιες ροές μεθανίου. Σε αυτές τις περιοχές οι συγκεντρώσεις θειικών και μεθανίου 

μπορεί να είναι υψηλές και συχνά κυριαρχούν μοναδικά οικοσυστήματα που σχετίζονται με 

χημειοσυνθετικές διεργασίες. Το πεδίο ηφαιστείων ιλύος Olimpi, που βρίσκεται στο πρίσμα 

προσαύξησης της Μεσογειακής ράχης, διερευνήθηκε κατά τη διάρκεια της αποστολής LEVECO 

(Mάρτιος-Απρίλιος 2016, R/V AEGAEO), στο πλαίσιο της διεπιστημονικής έρευνας ‘Μελέτη του 

θαλάσσιου και υποθαλάσσιου περιβάλλοντος και των οικοσυστημάτων στην Ανατολική Μεσόγειο, 

νότια της Κρήτης’, δίνοντας έμφαση στη δυναμική ανάμεσα στις χημειοσυνθετικές κοινότητες και τις 

κυρίαρχες βιογεωχημικές διεργασίες. Πραγματοποιήθηκε ακουστική έρευνα (ηχοβολιστική 

βαθυμετρία, προφίλ σεισμικών ανακλάσεων) της περιοχής, ενώ ταυτόχρονα έγινε συλλογή πυρήνων 

ιζήματος σε επιλεγμένες περιοχές των ηφαιστειακών δόμων και ροών ιλύος. Οι πυρήνες συλλέχθηκαν 

από τέσσερα σχετικά ανεξερεύνητα ηφαίστεια (Gelendzhik, Moscow, Milano και από μία περιοχή που 

δεν έχει καταγραφεί στο παρελθόν). Οι λιπιδικοί βιοδείκτες χρησιμοποιούνται ως εργαλεία με στόχο 

τον καθορισμό των πηγών και δεξαμενών της οργανικής ύλης, των διεργασιών ανοργανοποίησης και 

αποθήκευσης αλλά και για τον χαρακτηρισμό των εμπλεκομένων προκαρυωτικών κοινοτήτων. 

Διαγνωστικές κατηγορίες λιπιδίων των Αρχαίων και βακτηρίων ανιχνεύτηκαν και συμπεριλαμβάνουν 

ισοπρενοειδείς υδρογονάνθρακες (πενταμέθυλο-εικοσένιο (PMI), τετραμέθυλο-δεκαεξάνιο 

(crocetane), ισοπρενοειδείς γλυκερο-διαιθέρες (DGDs) (αρχαιόλη, υδροξυαρχαιόλη) και λιπαρά οξέα. 

Η υψηλή παρουσία βιοδεικτών από βακτήρια και Αρχαία στην ζώνη μετάβασης θειικών-μεθανίου 

υποδεικνύει αυξημένη προκαρυωτική παρουσία με αποτέλεσμα την αναερόβια οξείδωση του 

μεθανίου (ΑΟΜ). Η διεργασία αυτή παρατηρείται σε τέτοια περιβάλλοντα και είναι αποτέλεσμα της 

συμβιωτικής σχέσης των θειιοαναγωγικών βακτηρίων και των αναερόβιων μεθανότροφων αρχαίων τα 

οποία και την επιτελούν. Με βάση τον λόγο sn-2- υδροξυαρχαιόλη/αρχαιόλη τα Αρχαία 

κατηγοριοποιούνται ως ΑΝΜΕ-1 σε όλους τους πυρήνες. Από τις μελετημένες περιοχές το 

Gelendzhik αποτελεί την πιο ‘ενεργή’ τοποθεσία, επιδεικνύοντας μεγαλύτερες συγκεντρώσεις 

μεθανίου και βιοδεικτών. Οι μελέτες που βρίσκονται σε εξέλιξη για την ισοτοπική σύσταση άνθρακα 

του μεθανίου, τον διαλυτό ανόργανο/οργανικό άνθρακα στα νερά των πόρων καθώς και για τους 

φυλογενετικούς χαρακτηρισμούς θα βοηθήσουν στη διερεύνηση των πηγών του μεθανίου, των 

κυρίαρχων διεργασιών μεθανογένεσης ή κατανάλωσης μεθανίου και των οργανισμών που 

εμπλέκονται σε αυτές. 

 

Λέξεις κλειδιά: Πεδίο ηφαιστείων ιλύος Olimpi, Λιπιδικοί βιοδείκτες, ΑΟΜ, Προκαρυωτικές 

κοινότητες 
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A lipid biomarker study of the prokaryotic communities involved in ΑΟΜ and methanogenesis 

at the Olimpi mud volcano field, Eastern Mediterranean 

 

Paraschos F.1,2, Michalopoulos P.1, Rousakis G.1, Rousselaki E.1, Hatzianestis I.1, Kaberi E.1, 

Pavlidou A.1 and Gogou A.1 
1Hellenic Centre for Marine Research, Institute of Oceanography, Anavyssos, Greece 
2National and Kapodistrian University of Athens, Department of Chemistry, Athens, Greece 

 

Mud volcanoes are important structures associated with high seafloor methane fluxes. In these settings 

sulfide and methane concentrations can be high and unique ecosystems of chemosynthetically based 

life often dominate. The Olimpi mud volcano field, located in the Mediterranean Ridge accretionary 

prism, south of Crete, was surveyed during the LEVECO cruise (March-April 2016, R/V AEGAEO), 

in the framework of the multi-disciplinary project ‘Study of the marine and submarine environment 

and ecosystem of the Eastern Mediterranean, south of Crete Isl.’, with emphasis on the dynamics 

between the chemosynthetic communities and the dominant biogeochemical processes. An acoustic 

investigation (swath bathymetry and deep seismic-reflection profiling) of the area along with sediment 

coring at selected locations on the occurring domes and mudflows was undertaken. Cores were taken 

from four relatively unexplored mud volcanoes (Gelendzhik, Moscow, Milano and a previously 

undocumented location). Lipid biomarkers are used as tools in order to determine organic matter’s 

sources and sinks along with mineralization processes and storage, and to characterize the prokaryotic 

communities involved. Major diagnostic archaeal and bacterial lipid classes were detected including 

irregular isoprenoid hydrocarbons (such as PMI and crocetane), isoprenoidaldialkyl glycerol diethers 

(DGDs) (archaeol and hydroxyarchaeol) and fatty acids. The high abundance of both bacterial and 

archaeal biomarkers in the sulfate-methane transition zone (SMTZ) indicates increased prokaryotic 

activity resulting in anaerobic oxidation of methane (AOM). This is commonly observed in such 

environments and is the result of the symbiotic relationship of sulfate reducing bacteria (SRB) and 

anaerobic methanotrophs (ANME) which mediate the AOM process. Based on the sn -2-

hydroxyarchaeol/archaeol ratio the Archaea were classified as ANME-1 in all cores. Out of the 

selected areas studied, Gelendzhik was by far the most ‘active’ location, exhibiting higher 

concentrations of methane as well as archaeal and bacterial biomarkers. Ongoing studies on stable 

carbon isotopic composition of methane, dissolved inorganic/organic carbon in pore waters and 

phylogenetic characterization will help elucidate the source of methane, the dominant methanogenic 

and/or methanotrophic processes and the organisms involved in AOM and potentially methanogenesis.  

 

Keywords: Olimpi mud volcano field; Lipid biomarkers; AOM; Prokaryotic communities 
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Ενδείξεις για συμμετοχή του καταστολέα LexA στη ρύθμιση των γονιδίων recA και lexA του 

Zymomonas mobilis 

 

Πουλής Π., Σαββάκης Ι., Σκρέκας Χ. & Παππά Κ. Μ. 

Τομέας Γενετικής & Βιοτεχνολογίας, Τμήμα Βιολογίας, ΕΚΠΑ, Αθήνα, Ελλάδα 

 

Η SOS απόκριση στα βακτήρια είναι μηχανισμός επαγόμενος σε συνθήκες στρες και εμπλέκει γονίδια 

επιδιόρθωσης DNA, αναστολής του κυτταρικού κύκλου και ανακριβούς αντιγραφής του DNA, υπό τη 

ρύθμιση των πρωτεϊνών RecA και LexA. Σε φυσιολογικές συνθήκες, η LexA προσδένεται σε 

ρυθμιστικές περιοχές DNA, τους SOS χειριστές ανοδικά των SOS-εξαρτώμενων γονιδίων, 

διατηρώντας τα τελευταία μεταγραφικά ανενεργά. Σε συνθήκες στρες, η RecA καταλύει την 

αυτοπρωτεόλυση της LexA, η οποία έτσι αποδεσμεύεται από τους χειριστές και αποκαταστέλλει τα 

SOS γονίδια. Ένα τυπικό μοτίβο SOS χειριστή αποτελείται από δυο τρι- ή τετρανουκλεοτιδικές 

επαναλήψεις σε συγκεκριμένη απόσταση και είναι ταξινομικά χαρακτηριστικό στα βακτήρια. Στα α-

πρωτεοβακτήρια, το συναινετικό SOS μοτίβο είναι G(TT/AA)CN7G(TT/AA)C. 

Το Zymomonas mobilis είναι α-πρωτεοβακτήριο που ενδιαφέρει για παραγωγή βιοαιθανόλης. 

Υπολογιστική ανάλυση του γονιδιώματος του Ζ. mobilis αποκάλυψε την ύπαρξη τυπικών SOS 

μοτίβων ανοδικά αναμενόμενων SOS γονιδίων, όπως τα recA και lexA, ή λιγότερο αναμενόμενων, 

υποδηλώνοντας την ύπαρξη εκτεταμένου SOS συστήματος στον οργανισμό. Ανοδικά των recA και 

lexA εντοπίστηκαν αλληλοεπικαλυπτόμενα SOS μοτίβα, αποτελούμενα από τρεις GTTC επαναλήψεις. 

Τα σύνθετα αυτά μοτίβα πιθανόν υποδεικνύουν μη τυπική αλληλεπίδραση LexA – χειριστών. Για να 

διερευνηθεί αυτό, όπως και να επιβεβαιωθεί η ενεργότητα της LexA στους χειριστές, 

κατασκευάστηκαν lacZ-μεταφραστικές συντήξεις των recA και lexA γονιδίων καθώς και φορείς 

υπερέκφρασης της LexA του Ζ. mobilis. Στη συνέχεια, επιχειρήθηκε να μετρηθεί η ενεργότητα των 

υποκινητών PrecA και PlexA στα Zymomonas mobilis, Agrobacterium tumefaciens και Escherichia 

coli, κατόπιν εισαγωγής των παραπάνω κατασκευών, η οποία υπήρξε επιτυχής μόνο για τα δύο 

δεύτερα. Η συνολική ενεργότητα των υποκινητών ήταν μεγαλύτερη στο A. tumefaciens, ενώ ο PrecA 

ήταν πιο ενεργός από τον PlexA και στους δυο ξενιστές. Στο E. coli, η in-trans παραγωγή της LexA 

μείωσε την ενεργότητα του PrecA κατά 60% υπό συγκεκριμένες συνθήκες ανάπτυξης, 

επιβεβαιώνοντας την επιτυχή ανασύσταση του ετερόλογου συστήματος καταστολής. Αντιθέτως, ο 

PlexA ενεργοποιήθηκε παρά κατεστάλη, υποδηλώνοντας εναλλακτικό τρόπο ρύθμισης στον 

υποκινητή αυτόν. Στο Α. tumefaciens επιχειρήθηκε να αξιοποιηθεί η δράση της ενδογενούς LexA 

στους υποκινητές και υπήρξε ισχνή αλλά ορατή αποκαταστολή σε συνθήκες SOS επαγωγής, γεγονός 

που ενθαρρύνει επόμενες μελέτες ανασύστασης καταστολέα – χειριστών. 

 

Οι ΚΠ και ΙΣ ευχαριστούν για τα Προγράμματα ΄Συνεργασία΄ ΕΣΠΑ 11ΣΥΝ-7-1579 και Αριστεία 

IKY/Siemens, και ο ΠΠ το Πρόγραμμα Υποτροφιών Ιδρύματος Ωνάση.  
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Evidence for LexA-dependent regulation of the Zymomonas mobilis recA and lexA genes  

  

Poulis P., Savvakis I., Skrekas C. & Pappas K. M. 

Department of Genetics & Biotechnology, Faculty of Biology, NKUA, Athens, Greece 

 

The SOS response in bacteria is a stress-inducible mechanism that engages genes acting in DNA 

repair, cell-cycle arrest and error-prone replication, and is governed by the RecA/LexA proteins. 

Normally, the LexA repressor binds to specific operator regions, the SOS boxes located upstream from 

SOS-dependent genes, maintaining them transcriptionally repressed. Upon mutagenic stress, RecA is 

activated and facilitates the auto-cleavage of LexA. Removal of LexA from bound operators 

concurrently leads to SOS gene derepression. A typical SOS-box motif consists of two tri- or tetra-

nucleotide repeats separated by a fixed-length spacer and is class-specific in bacteria. In α-

proteobacteria, the consensus SOS motif is G(TT/ΑA)CN7G(TT/ΑΑ)C.  

Zymomonas mobilis is an α-proteobacterium involved in bioethanol production. In 

computational searches, typical α-proteobacterial SOS motifs are found in Z. mobilis prior to common 

SOS genes such as recA and lexA, or less common ones, indicating the presence of a widespread SOS 

regulon. Preceding recA and lexA, overlapping motifs are found consisting of three GTTC tetra-

nucleotide repeats. The role of these composite motifs is of interest, since they plausibly indicate 

atypical LexA-operator interactions. To study this and verify LexA activity in these boxes, we created 

lacZ-translational fusions for the recA and lexA genes and also made use of trans-expressing LexA 

constructs. We then pursued to measure PrecA and PlexA promoter activity in Zymomonas mobilis, 

Agrobacterium tumefaciens and Escherichia coli. The lacZ-fusion constructs failed to transform Z. 

mobilis, while A. tumefaciens and E. coli were successfully transformed. Overall promoter activity 

was higher in A. tumefaciens, while PrecA was several-fold more active than PlexA in both hosts. In E. 

coli, the in-trans presence of the Z. mobilis LexA led to 60% decrease in PrecA activity at certain 

growth conditions, indicating success in heterologous reconstitution of repression. However, PlexA 

was slightly activated rather than repressed in presence of LexA, which suggests an alternative mode 

of regulation on that promoter. In A. tumefaciens, efforts to utilize the cognate agrobacterial LexA as 

repressor led to feeble yet detectable promoter derepression under SOS induction, which welcomes 

further studies in repressor-operator reconstitution. 

 

Keywords: transcriptional regulation, SOS response, LexA, RecA, Zymomonas mobilis 
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Ο ρόλος του ριβοδιακόπτη glyS T-box στη γονιδιακή έκφραση του σταφυλόκοκκου S. aureus και 

η ρύθμισή του από αντιβιοτικά 
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#Ισότιμη συμβολή 

 

Οι ριβοδιακόπτες αποτελούν νέους μοριακούς στόχους για την καταπολέμηση των παθογόνων 

μικροοργανισμών. Σε πρόσφατες μελέτες έχει δειχθεί ότι οι ριβοδιακόπτες, παρουσία αντιβιοτικών, 

επάγουν την μεταγραφή γονιδίων που προσδίδουν αντίσταση στα αντιβιοτικά. Τα δεδομένα που 

υπάρχουν μέχρι σήμερα για την επίδραση των αντιβιοτικών σε ριβοδιακόπτες T-box, οι οποίοι 

βρίσκονται σε όλα τα gram-θετικά παθογόνα βακτήρια και ελέγχουν την μεταγραφή μέσω δέσμευσης 

μορίων tRNA, είναι ελάχιστα. Στον σταφυλόκοκκο S. aureus υπάρχει ένας μόνο ριβοδιακόπτης glyS 

T-box με ειδο-ειδικά δομικά χαρακτηριστικά που ρυθμίζει την μεταγραφή της μοναδικής αμινοάκυλο-

tRNA συνθετάσης της γλυκίνης. Η συνθετάση αυτή αμινοακυλιώνει tRNAGly τα οποία παρέχουν 

γλυκίνη στο ριβόσωμα και στο κυτταρικό τοίχωμα. Δεδομένου του σημαντικού ρυθμιστικού ρόλου 

αυτού του ριβοδιακόπτη, μελετήσαμε την επίδραση γνωστών αναστολέων της πρωτεϊνικής σύνθεσης 

σε αυτόν. Ενδιαφέρον παρουσίασε το γεγονός ότι σε δοκιμασίες in vitro read-through και παρουσία 

αντιβιοτικών, όπως νεομυκίνη και τιγεκυκλίνη, παρατηρήσαμε σημαντική επαγωγή της μεταγραφής, 

ενώ παρουσία άλλων όπως η λινεζολίδη αναστολή της μεταγραφής. Ενζυμική και χημική ανάλυση 

αποτυπώματος, καθώς επίσης μοριακή μοντελοποίηση ολόκληρου του ριβοδιακόπτη T-box 

αποκάλυψε πως η νεομυκίνη και η τιγεκυκλίνη μπορούν και επάγουν την μεταγραφή μέσω 

σταθεροποίησης των αλληλεπιδράσεων του ειδο-ειδικού στελέχους του ριβοδιακόπτη T-box, Sa και 

του tRNA προσδέτη, σε αντίθεση με την λινεζολίδη που δεσμεύεται στην προεξοχή AG του 

ριβοδιακόπτη T-box. Επιπλέον, οι παρατηρήσεις μας επιβεβαιώθηκαν με in vivo πειράματα, 

χρησιμοποιώντας ένα σύστημα ελεγχόμενης από τον ριβοδιακόπτη T-box μεταγραφής της β-

γαλακτοσιδάσης, η οποία ενισχύεται παρουσία της τιγεκυκλίνης. Τα αποτελέσματά μας δείχνουν για 

πρώτη φορά πως η T-box-διαμεσολαβούμενη μεταγραφή μπορεί άμεσα να επηρεαστεί από 

αναστολείς της πρωτεϊνοσύνθεσης, μια παρατήρηση που συνάδει με την παρούσα άποψη ότι πολλά 

αντιβιοτικά επιδρούν στην ρυθμιζόμενη μέσω ριβοδιακοπτών γονιδιακή έκφραση στα παθογόνα 

βακτήρια και γεννά ερωτήματα για πιθανές επιπτώσεις in vivo. 
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The role of the glyS T-box riboswitch on the Staphylococcus aureus gene expression and its 

regulation by antibiotics 
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Riboswitches represent novel targets in the battle against pathogens, however recent studies suggest 

that they stimulate transcription of antibiotic resistance genes, in the presence of antibiotics. Very 

limited information exists on the effect of antibiotics on T-box riboswitches, which in all gram-

positive pathogens control transcription upon tRNA binding. In S. aureus a glyS T-box with species-

specific structural features, controls transcription of a sole glycyl-tRNA synthetase which in turn, 

aminoacylates tRNAGly as carrier of glycine to the ribosome and the cell wall. Given its essential 

regulatory role, we tested whether mainstream protein synthesis inhibitors could affect this T-box. 

Interestingly, in the presence of antibiotics like neomycin and tigecycline we observed a significant 

stimulation of transcription during in vitro read-through assays, while others like linezolid could 

effectively inhibit it. Subsequent enzymatic and chemical probing, as well as molecular modelling of 

the whole T-box revealed that neomycin and tigecycline can induce transcription antitermination by 

stabilizing the T-box:tRNA interactions mainly through binding on the staphylococcal-specific stem 

Sa of the antiterminator, in contrast to linezolid which prefers binding to the T-box bulge. Moreover, 

our observations were verified in vivo using a T-box controlled β-galactosidase transcription assay, 

which is stimulated in the presence of tigecycline. Our data suggest for the first time that the T-box 

riboswitch-mediated transcription can be directly affected by protein synthesis inhibitors, an 

observation which coincides with the current notion that many antibiotics affect riboswitch-controlled 

gene expression in pathogens and raises questions on possible in vivo implications. 
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Κατευθυνόμενη εξέλιξη της συμβατότητας του ColE1 πλασμιδίου 

 

Stamou, P.-E.1 and Pinheiro, V. B.1, 2* 
1 University College London, Gower Street, London, WC1E 6BT. 2 Institute of Structural and 

Molecular Biology, Birkbeck College, University of London, Malet Street, WC1E 7HX. 

(*corresponding author: v.pinheiro@ucl.ac.uk) 

 

Η αντιγραφή πλασμιδίων της οικογένειας ColE1 ρυθμίζεται από την αλληλεπίδραση δύο μορίων RNA 

τα οποία κωδικοποιούνται από δύο αλληλοεπικαλυπτόμενα γονίδια: RNAI και RNAII. To RNAII 

είναι ένα μετάγραφο 550 βάσεων υπεύθυνο για την έναρξη της αντιγραφής, η οποία ρυθμίζεται από 

την αλληλεπίδραση με το RNAI. Απουσία επιλογής πλασμιδιακού φορέα, δύο πλασμίδια με το ίδιο 

ColE1 ρεπλικόνιο δεν μπορούν να συντηρηθούν – η αλληλεπίδραση των RNAI και RNAII μεταξύ 

των ρεπλικονίων καθώς και o μη ρυθμιζόμενος διαχωρισμός κυττάρων θα οδηγήσει σταθερά στον 

χαμό του ενός πλασμιδίου (ασυμβατότητα ρεπλικονίων).Με έναν συνδυασμό ορθολογικού 

σχεδιασμού και κατευθυνόμενης εξέλιξης, δείξαμε ότι η αλληλουχία που γειτνιάζει με την ColE1 

θέση έναρξης της αντιγραφής (από το πλασμιδιο pET29) περιλαμβάνει άλλα βιώσιμα ρεπλικόνια 

κάποια από τα οποία είναι συμβατά με τα άγριου τύπου ρεπλικόνια. Αυτή είναι η πρώτη επιτυχής 

ένδειξη ότι είναι δυνατός ο σχεδιασμός της πλασμιδιακής συμβατότητας. Τώρα εξερευνούμε γενετικά 

κυκλώματα ως εν δυνάμει, υψηλής απόδοσης εργαλεία, για τον χαρακτηρισμό νέων ρεπλικονίων 

μεμονωμένα, και την χαρτογράφηση, της μεταξύ τους συμβατότητας.    
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Directed evolution of ColE1 plasmid compatibility 
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ColE1-family plasmid replication is regulated by the interplay of two RNA molecules encoded by 

overlapping genes: RNAI and RNAII. RNAII is a 550-base transcript responsible for the initiation of 

replication and it is regulated by interaction with RNAI, a 150-base transcript anti-sense to RNAI. In 

the absence of selection, two plasmids with the same ColE1 origin cannot be stably maintained – the 

interplay of RNAI and RNAII between origins as well as unregulated segregation invariably lead to 

one of the plasmids being lost (incompatibility). Through a combination of rational design and 

directed evolution, we show that the sequence neighbourhood of the ColE1 origin of replication (from 

pET29) is populated with other viable origins and that at least some of those are compatible with the 

wild-type origin. This is the first successful demonstration that it is possible to engineer plasmid 

compatibility. We are now exploring potential biological circuits as a high-throughput tool to 

characterise the novel isolated origins of replication individually, and to map their inter-compatibility. 
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Tοξικότητα της α-συνουκλεΐνης στον Saccharomyces cerevisiae υπό υψηλή ωσμωτικότητα και 

έλλειψη γονιδίων βιοσύνθεσης τρεχαλόζης 
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Η α-συνουκλεΐνη κωδικοποιείται από το γονίδιο SNCA, εκφράζεται άφθονα στο προσυναπτικό άκρο 

των νευρώνων των σπονδυλωτών και εμπλέκεται κυρίως στην νόσο του Parkinson, οπότε σχηματίζει 

κυτταροπλασματικά έγκλειστα (Lewy Bodies) με τοξικές συνέπειες για τα κύτταρα. Σε προηγούμενη 

εργασία, γονίδια της α-συνουκλεΐνης υπό τον έλεγχο υβριδικού υποκινητή μεταφέρθηκαν στον 

Saccharomyces cerevisiae και μελετήθηκαν σε συνθήκες υψηλής εξωτερικής ωσμωτικότητας, η οποία 

αυξάνει την διάρκεια ζωής των κυττάρων ζύμης. H παρουσία της α-συνουκλεΐνης στον ζυμομύκητα 

επέφερε σημαντική πτώση της βιωσιμότητας σε συνθήκες χρονολογικής γήρανσης. Στην 

παθογενετική πορεία παραγωγής της α-συνουκλεΐνης ο νευρώνας αξιοποιεί τους μηχανισμούς του 

πρωτεασώματος και της αυτοφαγίας με σκοπό να αναστρέψει την νέκρωσή του. Η τρεχαλόζη 

αποτελεί επαγωγέα της αυτοφαγίας και άμεσο διαμεσολαβητή της πρωτεϊνικής αποδιοργάνωσης των 

εγκλείστων, ενώ η βιοσύνθεσή της στον S.cerevisiae αυξάνεται σε συνθήκες στρες αλλά και υψηλής 

ωσμωτικότητας. Στην παρούσα εργασία διερευνήθηκε με qPCR η μεταβολή της έκφρασης του SNCA 

σε συνδυασμό με γονίδια που εμπλέκονται στην παραγωγή τρεχαλόζης (TPS1, TPS2 και TSL1), στην 

αυτοφαγία (ATG8) και στην αίσθηση θρεπτικών συστατικών (TOR1) τόσο σε κύτταρα αγρίου τύπου 

όσο και στα μεταλλαγμένα στελέχη tps1Δ και tsl1Δ σε τέσσερις διαφορετικές φάσεις ανάπτυξης. Στα 

γηρασμένα κύτταρα αγρίου τύπου παρουσία α-συνουκλεΐνης παρατηρήθηκε άνοδος στην έκφραση 

του ρυθμιστικού γονιδίου βιοσύνθεσης της τρεχαλόζης TSL1, σημαντική καταστολή της μεταγραφής 

αμφότερων των βιοσυνθετικών γονιδίων TPS1 και TPS2, ενώ παράλληλα μειώθηκε και η αυτοφαγία 

(ATG8). Επιπλέον, το επίπεδο έκφρασης του TOR1 στην εκθετική φάση ανάπτυξης, όπου η 

λειτουργία του είναι κρίσιμη, ήταν ελαττωμένο, γεγονός που υποδηλώνει την κατασταλτική επίδραση 

της α-συνουκλεΐνης. Στο στέλεχος tps1Δ η γήρανση των κυττάρων επήλθε σε μικρότερο χρονικό 

διάστημα από εκείνο των αγρίου τύπου. Σε μελέτες qPCR, η εντυπωσιακή άνοδος του μεταγραφικού 

επιπέδου των TPS2, TSL1 και ATG8 στην εκθετική φάση υποδηλώνει τοξικά φαινόμενα. Επίσης, η 

έκφραση του TOR1 αποτυπώνεται αποδιοργανωμένη σε όλες τις φάσεις ανάπτυξης, ενώ η έκφραση 

του ATG8 εκμηδενίζεται στην φάση γήρανσης των κυττάρων. Τέλος, στο στέλεχος tsl1Δ η διάρκεια 

βιωσιμότητας των κυττάρων κυμάνθηκε στο ίδιο επίπεδο με του αγρίου τύπου. Στη μελέτη qPCR 

παρουσία του SNCA παρατηρήθηκε ήπια μεταβολή στην έκφραση όλων των παραπάνω γονιδίων, 

γεγονός που δεν στοιχειοθετεί κατ’ ανάγκη άμεση εμπλοκή της α-συνουκλεΐνης στα αντίστοιχα 

μονοπάτια. 
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Toxicity of α-synuclein in Saccharomyces cerevisiae under high external osmolarity and absence 

of genes related to trehalose’s biosynthesis 

 

Sfikas E., Zolder S., Afendra A.-S. 

Department of Biological Applications and Technologies, University of Ioannina, Ioannina, 

Greece 

 

Α-synuclein, encoded by the gene SNCA, is abundantly expressed in the presynaptic terminal of the 

neurons in vertebrates and involved especially in Parkinson Disease, where it forms cytoplasmic 

inclusions (Lewy Bodies) with toxic consequences for the cells. In a previous work, α-synuclein genes 

under the control of a hybrid promoter were transferred in Saccharomyces cerevisiae and studied 

under conditions of high external osmolarity, which extends yeast cell’s lifespan. The presence of α-

synuclein in the yeast cells caused a significant drop to cell viability under chronological ageing. To 

this pathogenic pathway, the neuron uses the defense mechanisms of the proteasome and the 

autophagy in order to reverse its necrosis. Trehalose acts as an inductor of autophagy as well as a 

direct mediator of inclusions’ protein degradation and its biosynthesis is upregulated under stress 

response and high external osmolarity. In the present work, we studied via qPCR the alterations in 

SNCA’s expression in combination with genes responsible for the production of trehalose (TPS1, TPS2 

and TSL1), the autophagy (ATG8) and nutrient sensing (TOR1) to both wild type yeast cells and 

mutants tps1Δ and tsl1Δ in four different growth phases. In aged yeast cells expressing α-synuclein we 

observed an upregulation of trehalose stimulating gene (TSL1), as well as a significant downregulation 

in the transcription of both biosynthetic genes TPS1 and TPS2, while the autophagy (ATG8) was also 

reduced. Moreover, TOR1’s expression level was downregulated in the exponential phase, where its 

function is crucial, proposing an impairment under SNCA’s effect. In tps1Δ strain, yeast cell 

chronological ageing was exhibited in smaller amount of time than this of wild type cells. In qPCR 

studies the impressive upregulation of TPS2, TSL1 and ATG8 in the exponential phase indicate toxic 

phenomena. In addition to this, TOR1’s expression was observed inconsequent to all growth phases, 

while ATG8’s expression was found extinguished in the phase of cell ageing. Finally, in tsl1Δ strain 

the lifespan of yeast cells was similar to this of wild type cells. In qPCR studies under presence of 

SNCA we observed mild alterations in the expression of the above genes, a fact that does not indicate 

necessarily a direct involvement of α-synuclein to the respective pathways. 
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Βιοχημική και φαινοτυπική μελέτη πρωτεϊνών NopD του εκκριτικού συστήματος τύπου III του 

Bradyrhizobiym japonicum USDA 110 

 

Φωτιάδης Χ. and Ταμπακάκη Α.* 
Τμήμα Επιστήμης Φυτικής Παραγωγής, Εργ. Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας, Γεωπονικό 

Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ιερά Οδός 75, 11855, Αθήνα 

* tampakaki@aua.gr 

 

Το Bradyrhizobium japonicum USDA 110 είναι ένα αγρονομικά-σημαντικό αζωτοδεσμευτικό 

βακτήριο που δημιουργεί συμβιωτική σχέση με τη σόγια καθώς και με άλλα καλλιεργούμενα και 

άγρια ψυχανθή. Πολλές μελέτες έχουν δείξει ότι το εκκριτικό σύστημα τύπου III (T3ΕΣ) επηρεάζει τη 

συμβιωτική ικανότητα του B. japonicum με τρόπο εξαρτώμενο από τον ξενιστή, όπως συμβαίνει και 

με άλλα ριζόβια που διαθέτουν Τ3ΕΣ. Παρόμοια με τα παθογόνα, το εκκριτικό σύστημα τύπου III των 

ριζοβίων μεταφέρει πρωτεΐνες (effectors, Τ3Ε) οι οποίες διαταράσσουν τις κυτταρικές λειτουργίες του 

ξενιστή, με αποτέλεσμα την επιτυχή αποίκιση του φυτού από το βακτήριο. Πολλοί Τ3Ε των ριζοβίων 

έχουν ομόλογα σε φυτικά και ζωικά παθογόνα βακτήρια, ενώ άλλοι απαντούν μόνο στα ριζόβια ή 

υπάρχουν μόνο σε ορισμένα ριζοβιακά στελέχη. Μέχρι σήμερα τέσσερις οικογένειες  συντηρημένων 

Τ3Ε έχουν αναγνωριστεί στα ριζόβια: YopJ, YopT/AvrPphB, IpaH/YopM και C48/SUMO (Small 

Ubiquitin-like Modifier). 

Τα μέλη της οικογένειας C48/SUMO είναι οι πιο συχνά απαντώμενες συντηρημένες πρωτεΐνες του 

Τ3ΕΣ στα ριζόβια, αναφερόμενες ως NopD και απαντούν στα Bradyrhizobium, Mesorhizobium, 

Sinorhizobium  και Rhizobium. Μέλη της οικογένειας αυτής στα φυτοπαθογόνα βακτήρια έχει  δειχτεί 

ότι είναι SUMO πρωτεάσες, ενώ μέχρι σήμερα δεν έχει αναφερθεί ενεργότητα για τα ομόλογα τους  

στα ριζόβια. Το B. japonicum φέρει τρία γονίδια που πιθανά κωδικοποιούν πρωτεΐνες της οικογένειας 

C48/SUMO των Τ3Ε. Η πρωτεΐνη NopD1-1 (Bll8244) που έχει πειραματικά αποδειχθεί ότι είναι 

αντιδρώσα πρωτεϊνη (Τ3Ε) του T3ΕΣ, η και η NopD1-2 (Blr1693) και η NopD2 (Blr1705), που μέχρι 

σήμεραδεν έχουν αποδειχτεί ότι είναι εκκρινόμενες πρωτεΐνες του T3ΕΣ). Στην παρούσα εργασία 

εξετάστηκε αν η πρωτεΐνη Blr1705 μπορεί να μεταφέρεται σε φυτικά κύτταρα μέσω του Τ3ΕΣ, 

χρησιμοποιώντας το ετερόλογο σύστημα Ψευδομονάδας-καπνού.  Η βιοχημική ανάλυση έδειξε ότι οι 

πρωτεΐνες NopD είναι πράγματι SUMO πρωτεάσες με εξειδίκευση ως προς τα υποστρώματα SUMO.  

 

Λέξεις-Κλειδιά: Bradyrhizobium japonicum, εκκριτικό σύστημα τύπου III, NopD, πρωτεάσες 

C48/SUMO  
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Biochemical and phenotypic study of NopD proteins of type III secretion system from 

Bradyrhizobiym japonicum USDA 110  

 

Fotiadis C. and Tampakaki A.* 
Department of Crop Science, Laboratory of General and Agricultural Microbiology, Agricultural 

University of Athens, Iera Odos 75, Votanikos, 11855, Athens 

* tampakaki@aua.gr 

 

Bradyrhizobium japonicum USDA 110 is an agriculturally-important plant symbiotic bacterium which 

establishes nitrogen-fixing symbiosis with soybean and other cultivated or wild legumes. Many studies 

have shown that the type III secretion system (T3SS) affects symbiotic ability of B. japonicum on 

host-dependent manner, similarly as in other T3SS-containing rhizobia. Similarly to the 

phytopathogens, the type III secretion system of rhizobia translocate proteins (effectors), which 

specifically interfere with host cell signal transduction pathways and other cellular processes, resulting 

in successful colonization of the plant by the bacterium. Many effectors of rhizobia have homologs in 

plant and animal pathogenic bacteria, while few of them appear to be unique in rhizobia or even in a 

particular rhizobial species. So far, four conserved type III effector families have been identified in 

rhizobia : YopJ, YopT / AvrPphB, IPAH / YopM and C48 / SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier). 

C48/SUMO family members are the most frequently distributed conserved T3Es in rhizobia, 

designated as NopD. Homologs are present in species of Bradyrhizobium, Mesorhizobium, 

Sinorhizobium and Rhizobium. Members of this family in phytopathogenic bacteria are SUMO 

proteases, whereas no enzymatic activity has yet been reported for their homologs in rhizobia. B. 

japonicum carries three genes encoding putative proteins of C48/SUMO family of T3E. NopD1-1 

(Bll8244) has been proven as being T3E, NopD1-2 (Blr1693) and NopD2 (Blr1705), which so far 

have not been demonstrated as translocated proteins of T3SS. In this study, we examined, if Blr1705 

can be translocated into plant cells using the heterologous Pseudomonas-tobacco system. Biochemical 

analysis showed that the NopD proteins are indeed SUMO proteases with specificity toward SUMO 

substrates. 

 

Keywords: Bradyrhizobium japonicum, type III secretion system, type III effector, NopD, 

C48/SUMO proteases 
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Ecosystem responses to natural iron fertilization of the Southern Ocean: Can we establish links 

between biodiversity and carbon fluxes? 
  

Christaki Urania 

University of Littoral, LOG Laboratory for Oceanology and Geosciences – CNRS UMR-8187 – 

Wimereux, France. 

 

The Austral Ocean contributes to half the world’s oceanic absorption of anthropically produced CO2. 

Improving our knowledge on the functioning of the Southern Ocean’s ecosystems is not only of high 

priority, but a great scientific challenge. In this context, the exploration of biodiversity is essential for 

a better understanding its functioning. This talk will present results ranging from ecosystem responses 

to large-scale natural iron fertilization of the Southern Ocean; in addition to showing the further 

challenges of modeling and predicting ecological change by linking taxonomic data to biogeochemical 

cycles. Our observations in the Southern Ocean (KEOPS projects) have revealed high variability in the 

carbon fluxes of the photosynthetically-fixed carbon associated with distinct plankton communities - 

ranging from prokaryotes to zooplankton. One major scientific challenge now is to study existing links 

between the biological carbon pump and food web structures. To address this issue, the forthcoming 

MOBYDICK project in the Southern Ocean, plans a novel approach by considering the entire food 

web from microbes to top predators. It also intends to investigate the hitherto poorly studied 

relationships between biogeochemical fluxes and biodiversity by looking at two contrasting 

ecosystems of 'Low' and 'High' Biomass off Kerguelen Island (Southern Ocean). 
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Παραγωγή βιοαιθανόλης από αραβόσιτο, γλυκό σόργο και απόβλητα από φλούδες πατάτας 

 

Αράπογλου Δ.1, Βαρζάκας Θ.2, Σουρρή Π.1 και Ηλιόπουλος Χρ.1 
1Ινστιτούτο Τεχνολογίας Αγροτικών Προϊόντων ΕΛΓΟ-ΔΗΜΗΤΡΑ, Σοφ. Βενιζέλου 1, Λυκόβρυση 

14123, Αθήνα E-mail: dimarap@yahoo.com 
2ΤΕΙ Πελοποννήσου, Τμήμα τεχνολογίας Τροφίμων, Αντικάλαμος 24100, Καλαμάτα.  

 

Με την αναπόφευκτη εξάντληση των ενεργειακών φυσικών πόρων, έχει αναπτυχθεί ένα παγκόσμιο 

αυξανόμενο ενδιαφέρον για εναλλακτικές πηγές ενέργειας. Τα τελευταία χρόνια, οι προσπάθειες 

έρευνας και ανάπτυξης που κατευθύνονται προς την εμπορική παραγωγή αιθανόλης, το πλέον 

υποσχόμενο βιοκαύσιμο, από ανανεώσιμες πηγές έχουν αυξηθεί. Σε πολλές χώρες της Ευρώπης 

συνιστάται, η χρήση της βιοαιθανόλης ως εναλλακτικό καύσιμο ή σαν συμπλήρωμα βενζίνης σε 

ποσότητες έως και 15%. 

Με συνολική κατανάλωση που έφτασε περίπου 7 δισεκατομμύρια λίτρα το 2015, η Ευρωπαϊκή 

Ένωση (ΕΕ) είναι η τέταρτη μεγαλύτερη αγορά για αιθανόλη στον κόσμο. Παρά το γεγονός ότι η 

αγορά βιοκαυσίμων της ΕΕ κυριαρχείται από το βιοντίζελ (80 τοις εκατό), η κατανάλωση αιθανόλης 

αυξήθηκε ταχύτερα από ό, τι σε άλλα βιοκαύσιμα, τα τελευταία χρόνια. 

Η Ευρωπαϊκή Επιτροπή πρότεινε να περιορίσει τα βιοκαύσιμα που παράγονται από καλλιέργειες που 

ανταγωνίζονται τις "καλλιέργειες τροφίμων", στο 7% της χρήσης ενέργειας στον τομέα των 

μεταφορών, λόγω των ανησυχιών σχετικά με τις τιμές των τροφίμων και επιπτώσεις στις χρήσεις γης. 

Η αιθανόλη μπορεί να παραχθεί από ένα ευρύτερο φάσμα πρώτων υλών, συμπεριλαμβανομένων των 

γεωργικών υπολειμμάτων, ξυλώδης πρώτες ύλες ή ενεργειακές καλλιέργειες που δεν ανταγωνίζονται 

άμεσα με τις καλλιέργειες τροφίμων για τη χρήση της γης. Αυτό απαιτεί μια πιο περίπλοκη διαδικασία 

παραγωγής. 

Η εργασία αυτή ασχολείται με την παραγωγή βιοαιθανόλης από τρεις πρώτες ύλες, όπως το 

καλαμπόκι (χρησιμοποιείται κυρίως ως πρώτη ύλη στη Βόρεια Αμερική και την Ευρώπη), το γλυκό 

σόργο (ενεργειακές καλλιέργειες) και τα απόβλητα φλούδες πατάτας (αγροτικά υπολείμματα). 

Πραγματοποιήθηκαν πειράματα ζύμωσης με Saccharomyces cereviciae var. bayanus με σκοπό να 

προσδιοριστεί η απόδοση της ζύμωσης και η παραγωγή αιθανόλης, 

Η ποσότητηα αιθανόλη που επιτεύχθηκε ήταν 8,78 gL-1 για το καλαμπόκι, 6,97 gL-1 για πατάτας 

απόβλητα φλοιού και 7 gL-1 και 10 gL-1 αιθανόλης από τη ζύμωση χυμού και του στελέχους γλυκού 

σόργου. 
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Bioethanol production from corn, sweet sorghum and potato peel wastes 
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With the inevitable depletion of the world’s energy supply, there has been an increasing worldwide 

interest in alternative energy sources. In recent years, research and development efforts directed 

toward commercial production of ethanol as the most promising biofuel from renewable resources 

have increased. In many countries in Europe the use of bioethanol as an alternative fuel or a gasoline 

supplement in amounts up to 15% is highly recommended.  

With total consumption that reached approximately 7 billion litters in 2015, the European Union (EU) 

is the fourth largest market for ethanol in the world. Although the EU biofuels market is dominated by 

biodiesel (80 percent), ethanol consumption has increased more rapidly than other biofuels in the last 

years. 

The EC has proposed to limit biofuel produced from "food crops" at 7% of energy use in transport, 

due to concerns about food price and land use impacts. 

Ethanol can be produced from a wider range of feedstocks, including agricultural residues, woody raw 

materials or energy crops that do not compete directly with food crops for land use. This requires a 

more complex production process. 

This paper deals with the bioethanol production from three feedstocks such as corn (the mainly 

feedstock in North America and Europe), sweet sorghum (energy crops) and potato peel waste 

(agricultural residues). A number of the batches where fermented with Saccharomyces cereviciae var. 

bayanus to determine fermentability and ethanol production,  

The highest ethanol produced achieved was 8.78 gL‾1 for corn, 6.97 gL‾1 for Potato peel waste and 7 

gL-1 and 10 gL-1 ethanol from the fermentation of juice and whole stalks of sweet sorghum 

respectively.  
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Αναγνώριση πιθανών γεγονότων οριζόντιας μεταφοράς γονιδίων ανάμεσα σε βακτήρια του 

γένους Wolbachia και του οργανισμού ξενιστή τους, της μύγας του πεπονιού Zeugodacus 

cucurbitae.  

 

Ασημάκης Η.1, Γούβη Γ.1, Αυγουστίνος Α.1, Khan M.2, Τσιάμης Γ.1 

 
1Τμήμα Διαχείρισης Περιβάλλοντος και Φυσικών Πόρων, Πανεπιστήμιο Πατρών, Αγρίνιο, Ελλάδα. 
2Επιτροπή Ατομικής Ενέργειας Μπανγκλαντές (BAEC), E-12/A, Agargaon, sher-e-Bangla Nagar, 

Ντάκα, Μπανγκλαντές. 

 

Το γένος Zeugodacus περιλαμβάνει 192 είδη μυγών μέχρι σήμερα. Το είδος Z. Cucurbitae προέρχεται 

από την Κεντρική και Νοτιοανατολική Ασία αλλά έχει εξαπλωθεί και σε άλλα σημεία του πλανήτη, 

συμπεριλαμβανομένης της Ιαπωνίας, της Κίνας, της Ωκεανίας, της Αφρικής αλλά και σε νησιά του 

Ινδικού και του Ειρηνικού Ωκεανού. Η μύγα του πεπονιού Z. cucurbitae αποτελεί γεωργικό παράσιτο 

που προσβάλει ένα ευρύ φάσμα από πιθανούς ξενιστές το οποίο καλύπτει 45 είδη φυτών που ανήκουν 

σε 9 οικογένειες, τα περισσότερα από τα οποία είναι μέλη της οικογένειας Cucurbitaceae. Το 

ιστορικό της κατανομής της περιλαμβάνει εξαπλώσεις σε νέες περιοχές, προσπάθειες για την 

εξάλειψη των πληθυσμών της και επανεισαγωγή της στις περιοχές από όπου είχε εξαληφθεί. Εξαιτίας 

του εύρους κατανομής και της σημασίας της στην αγροτική παραγωγή, έχουν χρησιμοποιηθεί πολλές 

μέθοδοι με στόχο τον έλεγχο των πληθυσμών της. Τέτοιες μέθοδοι περιλαμβάνουν τη χρήση χημικών 

εντομοκτόνων, παγίδων ή εντομοαποθητικών και την απελευθέρωση στείρων (ακτινοβολημένων) 

αρσενικών ατόμων στο φυσικό περιβάλλον. Η ολοένα και αυξανόμενη ανάγκη για τεχνικές φιλικές 

προς το περιβάλλον οδήγησαν στη χρησιμοποίηση συμβιωτικών βακτηρίων που απαντούν φυσικά στο 

εσωτερικό των οργανισμών-ξενιστών και μπορούν να επηρεάσουν τις αναπαραγωγικές τους ιδιότητες. 

Ορισμένα από αυτά τα συμβιωτικά βακτήρια ανήκουν στο γένος Wolbachia. Στο πλαίσιο της 

συγκεκριμένης μελέτης επιχειρούμε να αναγνωρίσουμε πιθανή ενσωμάτωση γενωμικού DNA από τα 

αναπαραγωγικά βακτήρια του γένους Wolbachia στο γονιδίωμα της μύγας. Η αναζήτηση για 

συμβάντα οριζόντιας μεταφοράς γονιδίων διεξήχθη με την αντιστοίχιση μικρών αλληλουχιών που 

προέρχονται από προγράμματα Αλληλούχισης Ολόκληρου Γονιδιώματος της Z. cucurbitae, τα οποία 

προέκυψαν με τη χρήση μεθόδων αλληλούχισης νέας γενιάς, ενάντια σε γενωμικές αλληλουχίες 

Wolbachia. Οι μικρές αλληλουχίες που αντιστοιχήθηκαν με επιτυχία, συνενώθηκαν de novo και τα 

contigs που προέκυψαν, υποβλήθηκαν σε BLASTn ενάντια σε νουκλεοτιδικές αλληλουχίες 

Wolbachia. Τα χιμαιρικά contigs που βρέθηκαν να περιέχουν τμήματα τόσο Wolbachia όσο και Z. 

cucurbitae χρησιμοποιήθηκαν σαν πρότυπα για το σχεδιασμό εκκινητών για PCR. Τα προϊόντα της 

PCR που προέκυψαν από τον έλεγχο 

δειγμάτων DNA Z. cucurbitae υποβλήθηκαν σε αλληλούχιση και βρέθηκαν να περιέχουν μικρά 

τμήματα Wolbachia μέσα σε μεγαλύτερα κομμάτια Z. cucurbitae, γεγονός που υποδηλώνει συμβάν 

ενσωμάτωσης. Η πιθανή ταυτοποίηση επιπρόσθετων γεγονότων μεταφοράς γονιδίων 

πραγματοποιήθηκε με περαιτέρω αναζήτηση μεγαλύτερων τμημάτων Wolbachia μέσα στα χιμαιρικά 

contigs.  
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Identification of putative horizontal gene transfer events between the bacteria of the genus 

Wolbachia and their host organism, the melon fly Zeugodacus cucurbitae. 

 

Asimakis E.1, Gouvi G.1, Augoustinos A.1, Khan M.2, Tsiamis G.1 
1Department of Environmental and Natural Resources Management, University of Patras, Agrinio, 

Greece. 
2Bangladesh Atomic Energy Commission (BAEC), E-12/A, Agargaon, sher-e-Bangla Nagar, Dhaka, 

Bangladesh. 

 

The genus Zeugodacus includes 192 species of flies up to date. The species Z. cucurbitae originates 

from Central and Southeast Asia but has been introduced to other parts of the world, including Japan, 

China, Oceania, Africa and islands in the Indian and Pacific Ocean.The melon fly Z. cucurbitae is an 

agricultural pest with a broad range of possible hosts which covers 45 plant species that belong to 9 

families, most of them members of the Cucurbitaceae. The history of its distribution includes 

introductions to new regions, eradication attempts and subsequent re-introductions. Due to its wide 

distribution range and its importance in agricultural production many methods have been employed 

with the aim of controlling its populations. Such methods include the use of chemical insecticides, 

traps or repellents and the release of sterile (irradiated) male flies in the environment. The ever 

increasing need for environmental friendly techniques lead to the use of symbiotic bacteria that occur 

naturally inside the host organisms and can influence their reproductive qualities. Such symbiotic 

bacteria belong to the genus Wolbachia. In this study we attempt to identify putative incorporation of 

genomic DNA from the reproductive microbes of the genus Wolbachia to the genome of the melon 

fly. The search for horizontal gene transfer events was carried out by mapping short genomic reads 

from Whole Genome Sequencing projects of Z. cucurbitae that derived from Next Generation 

Sequencing methods, against Wolbachia genomic sequences. The short reads that were successfully 

mapped were de novo assembled 

and the resulting contigs were submitted to BLASTn against Wolbachia nucleotide sequences. 

Chimeric contigs that were found to contain both Wolbachia and Z. cucurbitae parts in their sequence 

were used as template for designing PCR primers. The PCR amplicons that derived from screening 

DNA samples of Z. cucurbitae flies were sequenced and were found to contain small sequences of 

Wolbachia within larger fragments of Z. cucurbitae, suggesting an incorporation event. The possible 

identification of additional gene transfer events was carried out by further screening for larger 

fragments of Wolbachia within the chimeric contigs. 

 

Keywords: Horizontal gene transfer, Wolbachia, Z. cucurbitae. 
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Η μύγα του πεπονιού Z. cucurbitae ανήκει σε ένα γένος μυγών που εμφανίζει ιδιαίτερη ποικιλότητα 

και περιλαμβάνει 192 είδη μέχρι σήμερα. Η κύρια περιοχή κατανομής του αποτελείται από τμήματα 

της κεντρικής και Νοτιοανατολικής Ασίας αλλά έχει επίσης εισαχθεί σε άλλες περιοχές του πλανήτη 

συμπεριλαμβανομένης της Ιαπωνίας, της Κίνας, της Ωκεανίας, της Ανατολικής και Δυτικής Αφρικής 

και σε νησιά του Ινδικού και του Ειρηνικού Ωκεανού. Θεωρείται σημαντικό γεωργικό παράσιτο 

καθώς επηρεάζει τουλάχιστον 45 καλλιεργήσιμα είδη φυτών που ανήκουν σε 9 διαφορετικές 

οικογένειες με την Cucurbitaceae να είναι η επικρατούσα. Εξαιτίας της ευρείας κατανομής και της 

σημασίας της στην αγροτική παραγωγή, οι τοπικές κοινότητες έχουν κατά καιρούς χρησιμοποιήσει 

ποικιλία μεθόδων για 

τον περιορισμό των πληθυσμών της. Ο βαθμός αποτελεσματικότητας και τοξικότητας ποικίλει μεταξύ 

των διαφορετικών μεθόδων. Τα χημικά εντομοκτόνα για παράδειγμα είναι τα πιο αποτελεσματικά 

αλλά συγχρόνως και τα πιο τοξικά. Μια πιο φιλική προς το περιβάλλον προσέγγιση αποτελεί η 

Τεχνική του Στείρου Εντόμου (SIT) κατά την οποία χρησιμοποιούνται μικρές δόσεις ακτινοβολίας 

έτσι ώστε να προκληθεί στειρότητα σε μύγες, οι οποίες κατόπιν απελευθερώνονται σε φυσικούς 

πληθυσμούς. Η παρούσα μελέτη ερευνά τις αλλαγές στο μικροβίωμα μυγών Z. cucurbitae που 

προκαλούνται από την επίδραση της ακτινοβολίας. Η βακτηριακή ποικιλότητα των μυγών εξετάστηκε 

με τη χρήση τεχνολογιών Αλληλούχισης Νέας Γενιάς και ειδικότερα με την τεχνική που αναπτύχθηκε 

από την Illumina. Η διαδικάσία περιελάμβανε την ενίσχυση της περιοχής V3-V4 του γονιδίου του 16S 

rRNA με τη χρήση του ζεύγους παγκόσμιων εκκινητών U341F-805R. Τα δείγματα DNA που 

ενισχύθηκαν ανήκαν σε μύγες Z. cucurbitae που είτε είχαν ακτινοβοληθεί είτε όχι. Εκτός από την 

επίδραση της ακτινοβολίας, τα δείγματα ελέγχθησαν και για την επίδραση της τροφής και του φύλου 

στο μικροβίωμά τους. Αρσενικά και θηλυκά άτομα που είχαν ακτινοβοληθεί ή όχι, υποβλήθηκαν 

επίσης σε δύο διακριτές δίαιτες, μία βασισμένη σε πίτουρο και μία σε γλυκιά κολοκύθα. Οι 

αλληλουχίες που προέκυψαν μετά την αλληλούχιση με Illumina συνενώθηκαν σε contigs με το 

πρόγραμμα PANDAseq και αναλύθηκαν με το πακέτο λογισμικού Qiime v.1.9.1. Στο τέλος της 

διαδικασίας, παρατηρήθηκαν διαφορές στην βακτηριακή ποικιλότητα και αφθονία μεταξύ μυγών που 

εμφάνιζαν διαφορετικά χαρακτηριστικά.  

 

Λέξεις-κλειδιά: Z. cucurbitae, Αλληλούχιση Νέας Γενιάς, 16S rRNA, ακτινοβολία, στείρες, γόνιμες. 
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The melon fly Z. cucurbitae belongs to a diverse genus of flies that contains 192 species up to date. Its 

main area of distribution contains parts of central and Southeast Asia but it has also been introduced to 

other parts of the world including Japan, China, Oceania, East and West Africa and islands in the 

Indian and Pacific Ocean. It is considered an important agricultural pest as it affects at least 45 

cultivated plant species that belong to 9 different families with the Cucurbitaceae being the prevalent 

one. Due to its wide distribution range and its importance in agricultural production, local 

communities have used a variety of methods in order to control its populations. The degree of 

effectiveness and toxicity varies among the different methods. Chemical pesticides for example are the 

most effective but toxic at the same time. A more environmental friendly approach is Sterile Insect 

Technique (SIT) that makes use of low doses of radiation in order to induce sterility to flies, which are 

subsequently introduced to natural populations. The present study investigates the changes in the 

microbiome of the Z. cucurbitae flies that are induced by the effect of radiation. The bacterial diversity 

of the flies was examined with the use of Next Generation Sequencing technologies and specifically 

the technique developed by Illumina. The process involved amplification of the V3-V4 region of the 

16S rRNA gene with the use of the universal primer pair U341F-805R. The DNA samples that were 

amplified belonged to Z. cucurbitae flies that had been either treated with radiation or not. Apart from 

the radiation effect, the samples were also tested for the effect of feed and gender on the microbiome. 

Male and female individuals from both the irradiated and nonirradiated flies were also submitted to 

two distinct diets, one based on bran and one on sweet gourd. The resulting reads from the Illumina 

sequencing run were assembled with PANDAseq and analyzed with the software package Qiime 

v.1.9.1. At the end of the procedure, differences were observed in the bacterial diversity and 

abundance between flies with different attributes. 

 

Keywords: Z. cucurbitae, NGS, 16S rRNA, irradiated, sterile, fertile. 
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Τα εντομοκτόνα είναι πολύπλοκες χημικές ενώσεις που χρησιμοποιούνται εδώ και δεκαετίες για τον 

έλεγχο παρασιτικών οργανισμών στις αγροτικές, βιομηχανικές και κατοικημένες περιοχές. Παρά τις 

ευεργετικές τους επιδράσεις στην αύξηση της αγροτικής παραγωγής και στη βελτίωση των συνθηκών 

διαβίωσης είναι υπεύθυνα για την πρόκληση σημαντικής περιβαλλοντικής ρύπανσης και τοξικά για 

τους ζωντανούς οργανισμούς, διαταράσσοντας την κανονική δομή και λειτουργία των κοινοτήτων 

τους. Η αντοχή τους στα φυσικά οικοσυστήματα εξαρτάται από την κύρια χημική ένωση και μπορεί 

να ποικίλει από μερικές μέρες έως λίγα χρόνια. Τα περισσότερα εντομοκτόνα μπορούν να 

αποικοδομηθούν με διάφορους τρόπους που περιλαμβάνουν φυσικές, χημικές και μικροβιακές 

διεργασίες ή συνδυασμούς των ανωτέρω. Μικροοργανισμοί που είναι ικανοί να διασπούν 

εντομοκτόνα 

είναι ιδιαίτερα χρήσιμοι καθώς μπορούν να αξιοποιηθούν σαν εργαλεία για την αποκατάσταση 

περιοχών με έντονη ρύπανση. Η ταυτοποίηση τέτοιων μικροβίων σε δείγματα εδάφους μπορεί να μας 

παρέχει πληροφορίες για τους τύπους των εντομοκτόνων που μπορούν να αποδομηθούν στην 

ευρύτερη περιοχή από την οποία ελήφθησαν τα δείγματα. Σε αυτή τη μελέτη περιγράφουμε την 

ανάπτυξη του PestiChip, μιας μικροσυστοιχίας DNA που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την εκτίμηση 

της ικανότητας των εδαφών να αποικοδομούν αντιπροσώπους πέντε μεγάλων ομάδων εντομοκτόνων 

(καρβαμιδικά, οργανοφωσφορικά, φαινυλουρίες, τριαζίνες και φαινόξυ-αλκανοϊκά οξέα). Οι 50μερείς 

ανιχνευτές του PestiChip μπορούν να αναγνωρίσουν βακτηριακά γονίδια που ανήκουν σε είκοσι 

διαφορετικές γονιδιακές οικογένειες και συμμετέχουν σε μεταβολικές οδούς που σχετίζονται με την 

εξουδετέρωση σύνθετων τοξικών εντομοκτόνων σε απλές αβλαβείς ενώσεις. Για την ανάπτυξη των 

ανιχνευτών ακολουθήθηκαν μέθοδοι βιοπληροφορικής. Το πρώτο στάδιο της διαδικασίας 

περιελάμβανε μια εκτεταμένη αναζήτηση σε βακτηριακά γονιδιώματα και μεταγονιδιώματα για 

σχετικές αλληλουχίες. Οι 26.318 αλληλουχίες που προέκυψαν διαχωρίστηκαν σε 50μερή τα οποία 

υποβλήθηκαν σε μια σειρά από δοκιμές αξιολόγησης in silico για να εξασφαλιστεί ότι 

χαρακτηρίζονταν όλα από επιθυμητές ιδιότητες (π.χ. περιεχόμενο σε GC, θερμοκρασία αποδιάταξης). 

Οι 9.486 ανιχνευτές που επιλέχθηκαν μετά τη διαδικασία αξιολόγησης συνέθεσαν την μικροσυστοιχία 

DNA η οποία ελέγχθηκε πειραματικά με τη χρήση γενωμικών και μεταγενωμικών δειγμάτων DNA.  

 

Λέξεις-κλειδιά: Εντομοκτόνο, μικροσυστοιχία, PestiChip, αποικοδόμηση, αποκατάσταση. 
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Pesticides are chemical compounds that have been used for decades for the control of pests in 

agricultural, industrial and household areas. Despite their beneficial effects in increasing agricultural 

production and improving living conditions they have also been responsible for serious environmental 

pollution and acute toxicity to living organisms, disrupting the normal structure and function of their 

communities. Their persistence in natural ecosystems depends on their main chemical substance and 

varies from days to a few years. Most pesticides can be degraded in a variety of manners that include 

physical, chemical and microbial procedures or combinations of the above. Microbes capable of 

degrading pesticides are notably useful since they can be used as tools in the bioremediation of 

contaminated areas. The identification of such microbes in soil samples can provide us with 

information on the types of pesticides that can be degraded in the wider area from which the samples 

were retrieved. In this study we describe the development of the PestiChip, an oligonucleotide 

microarray that can be used to assess the ability of soils to degrade representatives from five major 

groups of pesticides (carbamates, orgahophosphates, phenylureas, triazines and phenoxyalkanoic 

acids). The 50mer probes on the PestiChip can identify bacterial genes that belong to twenty different 

gene families and take part in metabolic pathways that are related to the neutralization of complex 

toxic pesticides to simpler harmless compounds. For the development of the probes a bioinformatics 

pipeline was followed. The first stage consisted of an extensive search in bacterial genomes and 

metagenomes for related sequences. The 26,318 resulting sequences were cut into 50mer probes that 

were submitted to a series of in silico validation tests in order to ensure that they all shared desirable 

attributes (e.g. GC content, melting temperature). The 9,486 probes that were selected after the 

evaluation process composed the microarray which was tested experimentally with the use of genomic 

and metagenomic DNA samples. 

 

Keywords: Pesticide, microarray, PestiChip, biodegradation, bioremediation.  
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Καταβολισμός διαφόρων αρωματικών ενώσεων από το στέλεχος Arthrobacter 

phenanthrenivorans Sphe3: μεταγραφική και μεταβολωμική ανάλυση 
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Τομέας Οργανικής Χημείας και Βιοχημείας, Τμήμα Χημείας, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, Ελλάδα  

 

Οι αρωματικοί υδρογονάνθρακες είναι ευρέως διαδεδομένοι και δομικά ποικιλόμορφοι, κοινοί 

περιβαλλοντικοί ρυπαντές προερχόμενοι από φυσικές διεργασίες (αποπολυμερισμός λιγνίνης), αλλά 

και από ανθρωπογενείς δραστηριότητες (παράγωγα πετρελαίου). Χαρακτηρίζονται ως επίμονοι 

ρυπαντές εξαιτίας της υψηλής θερμοδυναμικής σταθερότητας του βενζοϊκού δακτυλίου που 

περιέχουν. Ωστόσο, τα βακτήρια δια μέσου πολύπλοκων μεταβολικών διεργασιών επιτυγχάνουν την 

πλήρη εξάλειψη των αρωματικών ρυπαντών με οικονομικό τρόπο κι έτσι κατέχουν εξέχουσας 

σημασίας ρόλο στην εξυγίανση του περιβάλλοντος μέσω της διεργασίας της βιοαποδόμησης. Το 

στέλεχος Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 έχει την ιδιότητα να καταβολίζει αρωματικές 

ενώσεις όπως φαινανθρένιο, βενζοϊκό, φθαλικό, πρωτοκατεχοϊκό οξύ, καθώς και υψηλού μοριακού 

βάρους πολυκυκλικούς αρωματικούς υδρογονάνθρακες μέσω συμμεταβολισμού ως μοναδικές πηγές 

άνθρακα και ενέργειας. Μελέτες in silico έχουν δείξει την παρουσία καταβολικών γονιδίων 

αρωματικών ενώσεων τόσο στα δυο καταβολικά πλασμίδια όσο και στο χρωμόσωμα του Sphe3. Με 

σκοπό τη διερεύνηση των διαφορετικών καταβολικών πορειών που χρησιμοποιούται από το Sphe3 

παρουσία διαφορετικών αρωματικών ενώσεων η μελέτη σε μεταγραφικό επίπεδο διαφόρων γονιδίων 

διοξυγονασών πραγματοποιήθηκε με qRT-PCR πραγματικού χρόνου, σε κύτταρα που αναπτύχθηκαν 

σε MM Μ9 παρουσία φαινανθρενίου, φθαλικού, πρωτοκατεχοϊκού, βενζοϊκού και γεντισικού ως 

μοναδικές πηγές άνθρακα. Μελετήθηκαν επίσης τα μεταβολικά προφίλ των κυττάρων στα διάφορα 

αρωματικά υποστρώματα, με UHPLC-MS/MS σε φασματοφωτόμετρο μάζας Hybrid Ion Trap-

Orbitrap. Παρουσία φαινανθρενίου και των ενδιάμεσων μεταβολιτών του (φθαλικό και 

πρωτοκατεχοϊκό οξύ) φαίνεται να ακολουθείται η πορεία του ο-φθαλικού και στη συνέχεια η πορεία 

4,5-σχάσης του πρωτοκατεχοϊκού οξέος, ενώ η πορεία 3,4-σχάσης του πρωτοκατεχοϊκού φαίνεται να 

ευνοείται σε υπόστρωμα βενζοϊκού οξέος. Παρουσία βενζοϊκού και γεντισικού οξέος φαίνεται πως το 

Sphe3 χρησιμοποιεί διαφορετικές καταβολικές πορείες, εφόσον ευνοείται η μεταγραφή των 

διοξυγονασών της κατεχόλης και του γεντισικού. Το προφίλ μεταβολιτών δείχνει την πιθανή χρήση 

εναλλακτικών κατώτερων καταβολικών πορειών από το Sphe3 παρουσία των διαφορετικών 

αρωματικών υποστρωμάτων. Επιπρόσθετα, η ανάλυση έδειξε μια πιθανή νέα μεταβολική πορεία για 

τον καταβολισμό του φαινανθρενίου που δεν έχει προηγουμένως αναφερθεί για το στελέχη του γένους 

Arthrobacter, ρίχνοντας έτσι φως στις καταβολικές διεργασίες που ενεργοποιούνται στο στέλεχος 

Sphe3 παρουσία διαφορετικών αρωματικών ενώσεων. 
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Aromatic compounds are abundant and structurally diverse, common environmental pollutants 

deriving from natural processes (lignin depolymerization) and anthropogenic activities (petroleum 

derivatives) and are relatively persistent in the environment due to the high thermodynamic stability of 

the benzene moiety. Nevertheless, bacteria through diverse metabolic processes can achieve complete 

elimination of the aromatic pollutants in a cost-effective manner, thus playing an important role in 

environmental cleanup through bioremediation. Arthrobacter phenanthrenivorans Sphe3 is capable of 

utilizing several aromatic compounds such as phenanthrene, benzoate, phthalate, protocatechuate, as 

well as, high molecular weight PAHs in co-metabolism as the sole sources of carbon and energy. In 

silico studies have led to the identification of genes involved in aromatic hydrocarbon degradation 

both on the catabolic plasmids and the chromosome of Sphe3. 

In order to investigate the different catabolic pathways in Sphe3 in relation to various aromatic growth 

substrates the transcription of various dioxygenase genes was studied by real-time qRT-PCR, in cells 

grown in MM M9 containing phenanthrene, phthalate, protocatechuate, benzoate and gentisate as sole 

carbon sources.  Complex metabolic response profiles were also analyzed by UHPLC-MS/MS using a 

Hybrid Ion Trap-Orbitrap Mass Spectrometer for cells grown on the different aromatic substrates. 

In the presence of phenanthrene and its intermediate metabolites (phthalate and protocatechuate), the 

catabolic pathway seems to proceed through the o-phthalate pathway and further 4,5-dioxygenation of 

protocatechuate, whereas, 3,4-dioxygenation of protocatechuate seems to be favored when benzoate is 

used as a substrate. In the presence of benzoate and gentisate different catabolic pathways seem to be 

used by strain Sphe3 since the expression of catechol and gentisate dioxygenase is favored.  

Metabolite profiling revealed possible alternative lower catabolic pathways depending on the different 

aromatic substrates used. More interestingly the analysis revealed a possible novel pathway for 

phenanthrene degradation not previously mentioned for Arthobacter species, thus shedding light in the 

catabolic processes strain Sphe3 undergoes in the presence of different aromatic compounds. 
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Η Μύγα της Μεσογείου, Ceratitis capitata, είναι έντομο σημαντικής οικονομικής σημασίας της 

οικογένειας Tephritidae που παρασιτεί σε πλήθος φρούτων. Θεωρείται ως μοντέλο της φιλικής προς 

το περιβάλλον μεθόδου αντιμετώπισης επιβλαβών εντόμων που ορίζεται ως Τεχνική Στείρου 

Εντόμου. Η μέθοδος περιλαμβάνει την καλλιέργεια και απελευθέρωση στο περιβάλλον μεγάλου 

αριθμού στείρων μυγών, με σκοπό το ζευγάρωμα με τις μύγες του φυσικού πληθυσμού, την πρόκληση 

μη γόνιμων διασταυρώσεων και την επακόλουθη μείωση του πληθυσμού. Συνεπώς, η παραγωγή 

ικανού αριθμού ανταγωνιστικών ατόμων είναι κρίσιμη για την επιτυχία της μεθόδου.  

Η προσαρμογή σε εργαστηριακές συνθήκες  συνοδεύεται από δραστικές αλλαγές λόγω του συνήθως 

μικρού δραστικού μεγέθους πληθυσμού, της επιλογικής πίεσης που ασκούν οι ‘ακραίες’ συνθήκες της 

εργαστηριακής εκτροφής και τα επακόλουθα φαινόμενα στενωπού και τυχαίας (ή όχι) γενετικής 

εκτροπής. Οι δυνάμεις αυτές επηρεάζουν τη γενετική δομή των πληθυσμών, όμως η δράση τους στις 

συμβιωτικές μικροβιακές κοινότητες δεν έχει αναλυθεί επαρκώς. Η σύγκριση διαφορετικών μελετών 

δείχνει ότι, σε αναλογία με τα φαινόμενα στενωπού, οι συμβιωτικές κοινότητες των εργαστηριακών 

πληθυσμών είναι λιγότερο ποικίλες από αυτές των φυσικών πληθυσμών. Η κατανόηση της 

εργαστηριακής προσαρμογής σε συμβιωτικό επίπεδο είναι δυσκολότερη από αυτής σε γενετικό 

επίπεδο, λόγω της ύπαρξης ωφέλιμων σχέσεων στη φύση που ίσως δεν είναι αναγκαίες στο 

εργαστήριο, της πιθανής υπερεκτίμησης τυχαίων και ευκαιριακών σχέσεις ξενιστή-συμβιωτικών, της 

δυναμικής φύση των κοινοτήτων αυτών και της περιορισμένης ποικιλότητας σε συμβιωτικούς 

οργανισμούς των υποστρωμάτων τεχνητής εκτροφής. 

Στην παρούσα μελέτη μελετήθηκαν οι συμβιωτικές κοινότητες του εντέρου ενός φυσικού πληθυσμού 

Ceratitis capitata κατά τις δέκα πρώτες γενιές της εργαστηριακής εκτροφής. Ο χαρακτηρισμός έγινε 

με αλληλούχιση τύπου Illumina DNA βιβλιοθηκών του 16S rRNA γονιδίου. Τα αποτελέσματά μας 

δείχνουν τη σημασία παραγόντων όπως ο βαθμός αποικοιοποίησης, οι πρακτικές εργαστηριακής 

εκτροφής, το αναπτυξιακό στάδιο και η ηλικία του εντόμου στη διαφοροποίηση των μικροβιακών 

κοινοτήτων. Περαιτέρω συγκριτικές μελέτες αναμένεται να καθορίσουν τον πιθανό αντίκτυπο των 

αλλαγών αυτών στην αποδοτικότητα της Τεχνικής Στείρου Εντόμου. 

 

Λέξεις κλειδιά: Αλληλούχιση Illumina, 16S rRNA 
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Monitoring of the laboratory adaptation of Ceratitis capitata reveals a variety of factors 

influencing the structure of the gut symbiotic communities 
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K.2  
1Department of Biology, University of Patras, Patras, Greece; 

 2Insect Pest Control Laboratory, Joint FAO/IAEA Programme of Nuclear Techniques in Food and 

Agriculture, Seibersdorf, Vienna, Austria; 
3Laboratory of Entomology and Agricultural Zoology, Department of Agriculture Crop Production 

and Rural Environment, University of Thessaly, N. Ionia Magnisia, Greece; 

 4Department of Environmental and Natural Resources Management, University of Patras, Agrinio, 

Greece;  

*present address 

 

The Mediterranean fruit fly, Ceratitis capitata, is a major crop pest belonging to Tephritidae. It is a 

model species for Sterile Insect Technique (SIT) applications that involve the rearing and release of 

sterile flies in the field. Such releases aim to suppress natural populations by mating of the mass reared 

sterile males with the fertile females of the natural populations, leading to infertile crosses and 

population decrease. Therefore, the production of adequate numbers of flies that are competitive in the 

field is crucial. 

Laboratory domestication involves drastic changes, due to forces such as small effective population 

size, selective pressure of the artificial rearing and associated bottleneck, genetic hitchhiking and 

genetic drift effects. These forces may have an impact on the genetic structure of laboratory 

populations; however, their impact on the structure of symbiotic communities is not well 

characterized. Comparison of data from different studies suggest that, like genetic bottlenecks, 

symbiotic communities of laboratory populations are probably less diverse than those of the natural 

populations. Understanding the laboratory adaptation in symbiotic level is more complicated, since 

these communities are dynamic, beneficial relationships developed in nature may be no longer 

important in the lab, opportunistic or random host/symbiont acquaintances may have been 

overestimated and artificial rearing is a rather limited source of symbionts. 

In this study, we monitored the structure of the gut symbiotic communities of a natural Ceratitis 

capitata population during the first ten generations of laboratory adaptation. Characterization of 

bacterial diversity was performed through Illumina sequencing of 16S rRNA gene libraries. Our results 

indicate that parameters such as the degree of domestication, the rearing practices, the developmental 

stage and the age of the flies contribute to the structuring of these communities. Further comparative 

studies will determine the impact of the alteration of gut symbiotic communities on the efficiency of 

SIT. 
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Εξετάζοντας το δυναμικό τριών στελεχών μικροφυκών από την ανατολική Μεσόγειο για τη 

βιοεξυγείανση υδάτινων σωμάτων, ρυπασμένων με άζωτο 

 

Βαρκιτζή Ιωάννα 1*, Πολίτη Ντορίτα 2 και Δημητρίου Ηλίας 2 

1Ινστιτούτο Ωκεανογραφίας, ΕΛΚΕΘΕ Ελληνικό Κέντρο Θαλασσίων Ερευνών, Τ.Θ. 713, Ανάβυσσος, 

19013, Ελλάδα. 
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*Επικοινωνία: Ιωάννα Βαρκιτζή, ηλεκτρονικό ταχυδρομείο: ioanna@hcmr.gr 

 

Τα μικροφύκη προσελκύουν το επιστημονικό ενδιαφέρον ως μέσα για τη βιοεξυγείανση ρυπασμένων 

υδάτινων σωμάτων. Η παρούσα εργασία αξιολογεί το δυναμικό τριών στελεχών μικροφυκών να 

απομακρύνουν το άζωτο από μια λιμνοθάλασσα, η οποία δέχεται ακατέργαστα γεωργικά και 

βιομηχανικά υγρά απόβλητα. Τα στελέχη Nannochloropsis sp., Pleurochrysis sp. και Chlorella sp. 

απομονώθηκαν από τη λιμνοθάλασσα Κουμουνδούρου στην Αττική, Ελλάδα, ανατολική Μεσόγειος. 

Αυτή η λιμνοθάλασσα είναι ένα περιβάλλον με αντιθέσεις αλλά και μεγάλο περιβαλλοντικό 

ενδιαφέρον, καθώς χαρακτηρίζεται από υψηλή βιοποικιλότητα, π.χ. κατοικείται από μεταναστευτικά 

πουλιά και σπάνια ψάρια, παρά το γεγονός ότι βρίσκεται μέσα σε μια βιομηχανική ζώνη και δέχεται 

απορροές από γεωργικές εκτάσεις καθώς και ακατέργαστα υγρά απόβλητα από βιομηχανίες, 

κτηνοτροφικές μονάδες, αστικά λύματα κλπ. Τα στελέχη των μικροφυκών αναπτύχθηκαν σε 

καλλιέργειες με κατεργασμένο φυσικό νερό από τη λιμνοθάλασσα, κάτω από τρεις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις αζώτου (5, 10 και 25 mg N-NO3
-/L). Μελετήθηκαν η παραγωγή βιομάζας, οι 

συγκεντρώσεις των θρεπτικών ανόργανου αζώτου και φωσφόρου καθώς και ο ρυθμός απομάκρυνσής 

τους. Επίσης μελετήθηκαν οι μεταβολές του pH και του διαλυμένου οξυγόνου. Οι ρυθμοί 

απομάκρυνσης των N-NO3
- κυμάνθηκαν από 0.492 έως 1.757 mg/L/ημέρα. Το είδος Chlorella sp. 

εξάντλησε το διαθέσιμο άζωτο σε μόλις 7-14 ημέρες. Η Pleurochrysis sp. παρήγαγε την υψηλότερη 

ξηρή βιομάζα, φθάνοντας σχεδόν 1 g/L. Συμπερασματικά, το είδος Chlorella sp. επέδειξε υψηλό 

δυναμικό για την ταχεία εξυγείανση φορτίων αζώτου σε ένα φυσικό υδάτινο σώμα. Επίσης, το είδος 

Pleurochrysis sp. επέδειξε υψηλό δυναμικό για την υψηλή παραγωγή βιομάζας. Η βιομάζα που 

παρήγαγαν τα μικροφύκη στη διάρκεια αυτών των πειραμάτων θα μπορούσε να συλλεχθεί και να 

αξιοποιηθεί περαιτέρω.    

 

Λέξεις κλειδιά: Μικροφύκη, απομάκρυνση αζώτου και φωσφόρου, βιοεξυγείανση, αντιμετώπιση, 

λιμνοθάλασσα. 

  

mailto:ioanna@hcmr.gr


190 
 

Screening the potential of three eastern Mediterranean microalgae strains for the 

bioremediation of nitrogen polluted urban water bodies 
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Microalgae attract scientific interest for their use as means of bioremediation for polluted water 

bodies. The present study evaluates the potential of three microalgae strains to remove nitrogen from a 

lagoon, which receives untreated agricultural and industrial wastewater. Nannochloropsis sp., 

Pleurochrysis sp. and Chlorella sp. were isolated from the lagoon Koumoundourou in Attica, Greece, 

eastern Mediterranean. This lagoon is a contradicting environment of high environmental interest 

because it is characterized with high biodiversity, e.g. it is inhabited by migrating birds and rare fish, 

despite the fact that it is situated inside an industrial zone and receives agricultural runoffs and 

untreated wastewater from industries, animal breeding, urban sewage etc. The microalgae strains were 

grown in cultures with treated natural lagoon water, under three different nitrogen concentrations (5, 

10 and 25 mg N-NO3
-/L). The biomass production, inorganic nitrogen and phosphorus nutrient 

concentrations and removal rates were studied. Moreover, changes in pH and dissolved oxygen were 

monitored. Removal rates of N-NO3
- ranged from 0.492 to 1.757 mg/L/day. Chlorella sp. depleted 

nitrogen in only 7-14 days. Pleurochrysis sp. produced the highest dry biomass, reaching almost 1 g/L. 

In conclusion, Chlorella sp. showed high potential for the fast remediation of nitrogen loads in a 

natural water body. Moreover, Pleurochrysis sp. showed high potential for high biomass production. 

The biomass produced from the microlalgae during these experiments could be harvested and further 

exploited.  

 

Keywords: Microalgae, nitrogen and phosphorus removal, bioremediation, mitigation, lagoon. 
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Επίδραση ιόντων αργύρου στις μικροβιακές κοινότητες εννέα εδαφών 

 

Vasileiadis S1, Brunetti G1, Marzouk E1,2, Wakelin S3, Kowalchuk GA4, Lombi E1, Donner E 1 
1 Future Industries Institute, University of South Australia, Mawson Lakes, Australia 
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3 AgResearch Ltd, Christchurch, New Zealand 
4 Institute of Environmental Biology, Utrecht University, Utrecht, the Netherlands  

 

Η επιλεκτική πίεση σε φυσικά μικροβιακά οικοσυστήματα λόγω του αργύρου (Ag) έχει προκαλέσει το 

κοινό ενδιαφέρον, τόσο λόγω της αύξησης των Ag-νανο-λειτουργικών υλικών, όσο και λόγω της 

έλλειψης οικοτοξικολογικής γνώσης. Προκειμένου να καλύψουμε σχετικά κενά, εξετάσαμε τις 

αλλαγές που προκαλεί ο Ag+ στις μικροβιακές λειτουργίες, την ποικιλότητα και τη δομή μικροβιακών 

κοινοτήτων σε σειρά φυσικοχημικά ποικίλων εδαφών. Μεταχειριστήκαμε 9 εδάφη με 0-2000 mg kg-1 

Ag, που οδήγησε σε λήψη 243 συνολικά δειγμάτων. Μελετήσαμε τη μικροβιακή αναπνοή 

(MicroResp), 9 ενζυμικές δράσεις (μετρήσεις σημασμένων υποστρωμάτων σε μικροπλάκες) καθώς 

και την αφθονία (qPCR) και ποικιλότητα (Illumina MiSeq) φυλογενετικών μοριακών δεικτών 

βακτηρίων και μυκήτων. Μοντέλα των μικροβιακών λειτουργειών και της αφθονίας των 

φυλλογενετικών δεικτών έδωσαν εύρος τιμών Ag EC50, 3-500 mg kg -1. Οι τιμές EC50 έδειξαν 

χαμηλότερη τοξικότητα έναντι των βακτηρίων σε εδάφη με υψηλότερα pH, EC, Na, και Ca, ενώ 

έδειξαν πιθανή πρόκληση ανθεκτικότητας κοινοτήτων μυκήτων προερχόμενων από εδάφη με 

υψηλότερες φυσικά υπάρχουσες τιμές μετάλλων(-ειδών) (Cu, Zn, As, Cd, Pb). Η ποικιλότητα των 

βακτηρίων είτε αυξήθηκε είτε παρέμεινε αμετάβλητη κατά την αύξηση του Ag+, ενώ για τους μύκητες 

έδειξε αύξηση σε μέσες μεταχειρίσεις, ακολουθούμενη από μείωση σε υψηλές μεταχειρίσεις Ag+. 

Στατιστικές canonical αναλύσεις έδειξαν απόκριση των δομών των βακτηριακών κοινοτήτων σε όλα 

τα εδάφη (6.7-43.9 % shared variance of total - SVoT), ενώ η απόκριση των μυκήτων ήταν πιο 

περιορισμένη (4/9 εδάφη, 6.9-23.3% SVoT). Οι Bacilli και τα Actinobacteria αυξήθηκαν σε σχετική 

αφθονία, τα Acidobacteria ελαττώθηκαν, ενώ τα Proteobacteria ακολούθησαν καμπή αύξησης-

ελάττωσης στο αυξανόμενο στρες Ag. Σημαντικές μεταβολές σχετικής αφθονίας των ταξινομικών 

μονάδων παρατηρήθηκαν ακόμη και σε χαμηλές/μέσες μεταχειρίσεις Ag+ (1-50 mg.kg-1). Συσχετίσεις, 

ανάλυση γραμμικής παλινδρόμησης και ανάλυση δικτύου των μικροβιακών δράσεων και των 

διορθωμένων σχετικών αφθονιών των φυλλογενετικών δεικτών ήταν ενδεικτικές του καταμερισμού 

των μικροβιακών λειτουργιών in situ καθώς και της σημασίας των μικροβιακών ομάδων για τις 

λειτουργίες των μικροβιακών κοινοτήτων. Συμπερασματικά, ο άργυρος μπορεί να επιδρά στη 

σύνθεση και τη λειτουργία των εδαφικών μικροβιακών κοινοτήτων σε σχετικά χαμηλές 

συγκεντρώσεις ανάλογα με τις φυσικοχημικές ιδιότητες των εδαφών. 
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Community-wide functional and structural microbial responses to silver in nine soils 
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Silver (Ag) selective pressure on natural soil ecosystems is of interest due to the increase in 

environmental release of silver from nano-functionalised consumer products, and because significant 

knowledge gaps about the effects of Ag on soil microbial communities remain. We have therefore 

examined microbial activity and community structure responses to Ag stress in soils with a wide range 

of properties. We treated 9 different soils with 0-2000 mg kg-1 Ag, resulting in the screening of 243 

samples. Monitoring included microbial respiration, 9 soil enzyme activities, bacterial 16S-rRNA 

(SSU) gene and fungal intergenic spacer (ITS) counts, and bacterial and fungal diversity (~6 million 

Illumina MiSeq 2x300bp PCR-amplicon reads). Respiration and enzyme activity modelling, and SSU 

and ITS counts gave Ag EC50 values ranging from 3-500 mg kg -1. SSU-based EC50’s showed toxicity 

was lower in soils with higher pH, EC, Na, and Ca, while ITS EC50 values showed a potential priming 

effect, i.e. lower toxicity in soils with greater background metal(loid) contents (Cu, Zn, As, Cd, Pb). 

Bacterial richness and diversity indices increased or remained stable with increasing Ag concentration, 

while fungal richness showed a hump-shaped response. Canonical analysis showed bacterial 

community structure response to Ag in all soils (6.7-43.9 % shared variance of total - SVoT) whereas 

fungal responses were more limited (4/9 soils, 6.9-23.3% SVoT). Bacilli and Actinobacteria increased, 

Acidobacteria decreased, and Proteobacteria had a hump-shaped response to increasing Ag stress. 

Changes in differential abundance of OTUs were observed even at doses of 1-50 mg.kg-1, indicating 

strong microbial responses at low Ag concentrations. Correlations, regression and networking analysis 

between the measured microbial activities and the qPCR weighted relative taxon abundances, 

provided insights about fundamental activity-taxon associations and community stability linked 

keystone microbial groups. Overall, soil microbial functions, diversity and community structures can 

be affected at environmentally relevant Ag concentrations at intensities correlated with the soil 

physical/chemical properties.   
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Εκτομυκορριζικοί μύκητες του γένους Inocybe που σχετίζονται με φυτά ειδών Pinus και Cistus 

σε επιλεγμένα παραθαλάσσια αμμοθινικά οικοσυστήματα της Ελλάδας 

 

Δασκαλόπουλος Β.1, Πολέμης Η.1, Φρυσούλη Β.1, Κόττης Λ.2 και Ζερβάκης Γ.Ι.1,* 

1Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Εργαστήριο Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας, Ιερά Οδός 75, 
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Τα παραθαλάσσια αμμοθινικά οικοσυστήματα απαντώνται σε διάφορες θέσεις της εκτεταμένης 

Ελληνικής ακτογραμμής. Τα περιβάλλοντα αυτά κρίνονται ως οριακά λόγω της επικράτησης 

περιοριστικών παραγόντων όπως η υψηλή αλατότητα και η χαμηλή γονιμότητα των εδαφών τους. 

Σημαντικός παράγοντας σταθερότητας των συγκεκριμένων ενδιαιτημάτων είναι και οι συμβιωτικές 

(εκτομυκορριζικές, ECM) σχέσεις που αναπτύσσουν ορισμένα φυτά με διάφορα είδη μυκήτων, όπως 

π.χ. τα πολυετή φυτά των γενών Pinus και Cistus με είδη του γένους Inocybe (φύλο Basidiomycota). 

Το γένος Inocybe έχει παγκόσμια εξάπλωση, διεθέτει ένα μεγάλο εύρος φυτών-συμβιωτών και 

αποτελεί ένα από τα μεγαλύτερα ως προς τον αριθμό ειδών εκτομυκορριζικά γένη. 

Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας διερευνήθηκε η ποικιλότητα μυκήτων του γένους 

Inocybe σε παραθαλάσσια αμμοθινικά οικοσυστήματα με είδη Pinus και Cistus μέσω της μελέτης 

υπόγειων εκτομυκορριζικών σχηματισμών (εποικισμένα από τους μύκητες ακροριζίδια φυτών) και 

υπέργειων αναπαραγωγικών οργάνων (βασιδιώματα). Οι δειγματοληψίες πραγματοποιήθηκαν από την 

εγγύτερη προς την θάλασσα ζώνη βλάστησης, σε περιοχές της νήσου Πάρου και του Σχινιά Αττικής 

και αφορούσαν στην παραλαβή δειγμάτων εδάφους κοντά στα φυτά-συμβιωτές ή κάτω από 

βασιδιώματα ειδών Inocybe, ενώ παράλληλα συλλέχθηκαν και βασιδιώματα (όπου αυτό κατέστη 

δυνατό). Η εξέταση των βασιδιωμάτων και εποικισμένων από τους μύκητες ακροριζιδίων έγινε τόσο 

με χρήση μακρομορφολογικών και μικροανατομικών χαρακτηριστικών όσο και με μοριακές (ITS-

5.8S rDNA) μεθόδους. Τα έως σήμερα αποτελέσματα της έρευνας απέδωσαν τρία πλήρως 

προσδιορισμένα είδη Inocybe, δηλαδή τα Inocybe pseudodestricta σε είδη Pinus, Inocybe agardhii σε 

Cistus creticus (αμφότερα καταγράφονται για πρώτη φορά στην Ελλάδα) και Inocybe rufuloides σε 

είδη Pinus και Cistus. 

 

Λέξεις-κλειδιά: εκτομυκόρριζες (ΕCM), μανιτάρια, ποικιλότητα μυκήτων, συμβίωση, αμμοθίνες, 

παραθαλάσσια οικοσυστήματα, Inocybe, Pinus, Cistus. 
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Ectomycorrhizal fungi of the genus Inocybe associated with plants of the genera Pinus and Cistus 

in selected sand dune ecosystems of Greece 
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Sand dune ecosystems occur quite often along the extended coastline of Greece. These environments 

are considered to be marginal because of the predominance of limiting conditions such as low soil 

fertility and high salinity. A significant stability factor in these habitats is the presence of symbiotic 

(ectomycorrhizal, ECM) relationships developed among plants and certain fungi, e.g. perennial plants 

of the genera Pinus and Cistus with various species of the genus Inocybe (phylum Basidiomycota). 

This genus constitutes one of the largest in respect to number of species, presents a global distribution, 

and features a large host range of plant-symbionts.  

In the frame of the present work, the diversity of the genus Inocybe was assessed at seaside 

sand dunes ecosystems by studying underground formations (plant root tips colonized by the fungus) 

and above ground fungal reproductive structures (basidiomes). Samplings took place along the closest 

to the sea vegetation zone in Paros island and in Shinias (Attica). Samples of soil containing plant 

roots were obtained in the vicinity of Pinus and Cistus spp. or close to Inocybe basidiomes (the latter 

were also collected when present). Examination of plant root tips and basidiomes followed through 

macromorphological, microanatomical and molecular (ITS-5.8S rDNA) approaches. Initial results 

revealed the existence of three fully characterized Inocybe species, i.e., Inocybe pseudodestricta on 

Pinus spp., Inocybe agardhii on Cistus creticus (both recorded for the first time in Greece) and 

Inocybe rufuloides on Pinus spp. and Cistus spp. 

 

Keywords: Ectomycorrhiza (ΕCM), mushroom, fungal diversity, symbiosis, sand dunes, seaside 

ecosystems, Inocybe, Pinus, Cistus. 
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Επίδραση της χλωρίωσης στο μικροβιακό πληθυσμό της εκροής συστημάτων επεξεργασίας 

υγρών αποβλήτων 

 

Ζέρβα Ι.1,2, Κάγκαλου Ι.2 και Ντούγιας Σ.1 
1 Εργαστήριο Διαχείρισης και Τεχνολογίας Υγρών Αποβλήτων, Τμήμα Μηχανικών Περιβάλλοντος, 

Δημοκρίτειο Πανεπιστήμιο Θράκης, Βασ. Σοφίας 12, 67100 Ξάνθη, Ελλάδα (sntougia@env.duth.gr) 
2 Εργαστήριο Υδρολογίας και Υδραυλικών Έργων, Τμήμα Πολιτικών Μηχανικών, Δημοκρίτειο  

Πανεπιστήμιο Θράκης, Βασ. Σοφίας 12, 67100 Ξάνθη, Ελλάδα 

 

Οι μονάδες επεξεργασίες αστικών υγρών αποβλήτων είναι πιθανό να αποτελούν πηγές μετάδοσης 

δυνητικά παθογόνων και επιβλαβών για τη δημόσια υγεία μικροοργανισμών. Η εφαρμογή τεχνικών 

αλληλούχισης τελευταίας γενιάς, όπως είναι η αλληλούχιση Illumina, είναι ικανή να παρουσιάσει μια 

ιδιαιτέρως λεπτομερή καταγραφή των βακτηρίων που είτε ανθίστανται στην προσθήκη χλωρίου, είτε 

παρόλο που ο πληθυσμός τους μειώνεται σημαντικά, εντούτοις καταφέρνουν να επιβιώσουν στην 

έξοδο των μονάδων επεξεργασίας και τελικά να εισέλθουν στους υδάτινους αποδέκτες. Έτσι, στην 

παρούσα εργασία διερευνήθηκε η ποικιλομορφία βακτηρίων στην εκροή ενός βιολογικού καθαρισμού 

με την εφαρμογή Illumina αλληλούχισης. Σε ανώτερο ταξινομικό επίπεδο, καταγράφηκε η κυριαρχία 

του φύλου Proteobacteria, όπου η σχετική αφθονία αυτού προσέγγισε το 47%, το οποίο 

ακολουθήθηκε από στελέχη των φύλων Bacteroidetes και Firmicutes. Σημαντικό ποσοστό επίσης 

παρουσίασαν στελέχη των φύλων Actinobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes και Verrucomicrobia. 

Η ανάλυση των αλληλουχιών σε επίπεδο γένους αποκάλυψε την επικράτηση βακτηρίων του γένους 

Bacteroides (σχετική αφθονία 11%), ακολουθούμενα από μέλη των γενών Arcobacter, Clostridium, 

Thiococcus, Sphingobacterium, Curvibacter και Flavobacterium (3.5 έως 5%, έκαστο γένος). Στελέχη 

που ανθίστατο στη χλωρίωση ήταν απονιτροποιητές των γενών Acidovorax, Pseudomonas και 

Thauera, βακτήρια που προκαλούν αναγωγή υπερχλωρικών και χλωρικών ιόντων, π.χ. 

Dechloromonas spp., καθώς και γένη βακτηρίων που ανιχνεύονται στο γαστρεντερικό σωλήνα, όπως 

Bacteroides και Clostridium spp. Η παρουσία δυνητικά παθογόνων βακτηρίων ήταν εξαιρετικά 

περιορισμένη και δεν ανιχνεύτηκε αλληλουχία που να σχετίζεται με στελέχη του γένους Escherichia. 

Τέλος, διαπιστώθηκε, αν και σε μικρό ποσοστό (0.1% σχετική αφθονία), η ύπαρξη στελεχών 

κυανοβακτηρίων που μπορούν υπό προϋποθέσεις να παράγουν τοξίνες σε ευαίσθητους αποδέκτες, 

όπως είναι στελέχη των γενών Anabaena, Leptolyngbya και Microcystis.   

 

Λέξεις-κλειδιά: Bacteroides, Dechloromonas, απονιτροποιητές, κυανοβακτήρια. 
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Effect of chlorination on the microbiological effluent quality of a municipal wastewater 
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Wastewater treatment plants (WWTP) are common sources of transmission of potentially pathogenic 

microorganisms to the environment and chlorination is among the tertiary methods used to face such 

health risk. The application of high throughput sequencing techniques, such as Illumina sequencing, is 

able to provide a detailed record of bacteria either resistant to chlorination, or even though, 

significantly reduced. In the present study, the bacterial diversity in the effluent of a municipal 

wastewater treatment plant was investigated by applying next-generation sequencing techniques. 

Based on Illumina sequencing, Proteobacteria was the dominant bacterial phylum (47% of the total 

reads), followed by members of Bacteroidetes and Firmicutes. Moreover, the presence of 

Actinobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes and Verrucomicrobia was also verified. At genus level, 

Bacteroides represented 11% of the total relative abundance, followed by the genera Arcobacter, 

Clostridium, Thiococcus, Sphingobacterium, Curvibacter and Flavobacterium, which covered 3.5-5% 

of the total reads. Bacterial taxa that resisted chlorination were denitrifiers of the genera Acidovorax, 

Pseudomonas and Thauera, bacteria capable of reducing perchlorate/chlorate, like Dechloromonas 

spp., as well as bacteria commonly found in the gastrointestinal tract, such as Bacteroides and 

Clostridium spp. In addition, a negligible presence of potentially pathogenic bacteria was identified. 

Indeed, no reads associated with genus Escherichia were detected. Lastly, the existence of 

cyanobacterial taxa Anabaena, Microcystis and Leptolyngbya at low relative abundance, which are 

capable of producing toxins under specific circumstances, was also confirmed. 

 

Keywords: Bacteroides; Dechloromonas; denitrifiers; cyanobacteria. 
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Ανίχνευση ασυνήθιστων ζωονοτικών ανθεκτικών στελεχών Salmonellae σε σκύλους  
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2Τμήμα Κτηνιατρικής, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Καρδίτσα  
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Δημήτρης Μόσιαλος: mosial@bio.uth.gr 

 

Τα στελέχη των Salmonellae spp. αποτελούν τη δεύτερη συχνότερη αιτία γαστρεντερίτιδας στην 

Ευρώπη και προκαλούν σοβαρές επιδημίες, ενώ ο ρόλος των σκύλων ως πιθανή δεξαμενή του 

παθογόνου αυτού δεν έχει ερευνηθεί εκτεταμένα. Στην παρούσα εργασία, στόχος ήταν να μελετηθεί  ο 

ρόλος των σκύλων ως ασυμπτωματικών φορέων στελεχών Salmonella, να συσχετιστεί η απέκκριση 

τους με τη διατροφή των σκύλων, και να διερευνηθεί η ανθεκτικότητά τους στα αντιβιοτικά καθώς 

και τα γονίδια που προκαλούν την ανθεκτικότητα αυτή. Για το σκοπό αυτό, συλλέχθηκαν με 

βαμβακοφόρους στειλεούς, 240 δείγματα κοπράνων και σιέλου, τα οποία εξετάστηκαν σύμφωνα με το 

ISO 6579 (ISO 2002 – Annex D). Η βιοχημική ταυτοποίηση των στελεχών έγινε με API: Microgen 

TM GNA+GNB – ID, ενώ η περαιτέρω οροταυτοποίηση έγινε στα Εθνικά Εργαστήρια Αναφοράς για 

τη Salmonella. Τα στελέχη εξετάστηκαν με αντιβιόγραμμα, έναντι 11 αντιβιοτικών και 

χρησιμοποιήθηκε PCR ώστε να ανιχνευτούν συγκεκριμένα γονίδια ανθεκτικότητας. Στελέχη 

Salmonella απομονώθηκαν από 11 σκύλους και στη συνέχεια, τα 9 από αυτά οροταυτοποιήθηκαν στα 

Εργαστήρια Αναφοράς. Σε αυτά περιλαμβάνονται σπάνια ζωονοτικά στελέχη. Επίσης, βρέθηκε ότι οι 

σκύλοι που διατρέφονται με ωμό κρέας έχουν στατιστικά σημαντικώς μεγαλύτερες πιθανότητες να 

εκκρίνουν Salmonella. Ακόμη, βρέθηκαν ανθεκτικά στα αντιβιοτικά στελέχη, συμπεριλαμβανομένου 

ενός πολυανθεκτικού στελέχους και συγκεκριμένα γονίδια ανθεκτικότητας με τη χρήση της PCR. O 

αριθμός και η ποικιλία των ζωονοτικών ανθεκτικών στελεχών που απομονώθηκαν σε αυτή τη μελέτη, 

υποδεικνύει ότι οι υγιείς σκύλοι είναι πιθανή δεξαμενή του παθογόνου αυτού και η ωμή διατροφή 

αποτελεί παράγοντα κινδύνου. 

 

Λέξεις-κλειδιά: Salmonellae, σκύλος, ζωονόσος, ανθεκτικότητα 
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Detection of uncommon zoonotic antibiotic resistant Salmonellae serovars in dogs  
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Salmonella spp. still represent the second most frequently reported gastrointestinal pathogens in 

Europe. Re-emerging zoonotic Salmonella serovars continue to cause severe outbreaks whereas the 

role of dogs as a possible reservoir has not been thoroughly investigated.  

Aims of this study were a) to investigate dogs as carriers of Salmonella spp. serovars b) to identify 

possible links of Salmonella shedding and raw diet in dogs c) to detect antibiotic resistance of these 

serovars and the associated resistance genes.  

In total 240 feacal and buccal swab samples were collected from 120 dogs in Greece during 2015. 

Samples were analyzed according to ISO 6579 (ISO 2002 – Annex D) for Salmonellae isolation. 

Salmonella spp. isolates were confirmed by using API: Microgen TM GNA+GNB – ID and then they 

were further serotyped at the Greek National Reference Laboratory for Salmonella species (GNRLS). 

Salmonella spp. isolates were tested against 11 antimicrobials using disk diffusion method. An 

established PCR method was carried out to identify specific antibiotic resistance genes. Salmonella 

spp were isolated from 11 dogs and 9 of them were serotyped including uncommon zoonotic serovars. 

Dogs fed with raw food had significantly higher odds to be Salmonella positive.  Resistant strains 

were found including one multidrug resistant and specific resistance genes were detected using PCR. 

The number and the variety of uncommon zoonotic resistant serovars isolated in this study indicate 

healthy dogs as an unrecognized reservoir of Salmonella spp. and raw feeding as a risk factor. 

 

Key words: Salmonellae, dog, zoonosis, antibiotic resistance 
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Μελέτη της τοξικότητας των γεωργικών φαρμάκων στους μικροοργανισμούς του εδάφους σε 

πειράματα εργαστηρίου και αγρού 
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1 Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Τμήμα Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας, Λάρισα  
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3AEIFORIA, Piacenza, Italy 
4 INRA, AgroÉcologie, Dijon, France 
5 Πανεπιστήμιο Πατρών, Τμήμα Διαχείρισης Περιβάλλοντος και Φυσικών Πόρων, Αγρίνιο 

 

Η τοξικότητα των γεωργικών φαρμάκων στους μικροοργανισμούς του εδάφους αποτελεί ένα από τα 

σημεία της αξιολόγησης επικινδυνότητας των γεωργικών φαρμάκων στην Ευρωπαϊκή Κοινότητα που 

θα πρέπει να επανεξεταστεί. Στην παρούσα μελέτη εφαρμόσαμε ένα πειραματικό σχέδιο που 

περιελάμβανε πειράματα εργαστηρίου και αγρού για την αξιολόγηση της τοξικότητας τριών 

γεωργικών φαρμάκων (Isoproturon, tebuconazole, chlorpyrifos) στους μικροοργανισμούς του 

εδάφους. Αρχικά στο πείραμα εργαστηρίου τα γεωργικά φάρμακα εφαρμόστηκαν στο έδαφος σε 

δόσεις x0, x1, x2, x10 της συνιστώμενης (Tier I, χείριστο σενάριο έκθεσης), ενώ στο πείραμα αγρού 

(Piacenza, Italy, χειμερινό σιτάρι) τα γεωργικά φάρμακα εφαρμόστηκαν σε δόσεις x0, x1, x2, x5 της 

συνιστώμενης (Tier II ρεαλιστικό σενάριο έκθεσης). Δείγματα εδάφους συλλέχθηκαν από όλες τις 

μεταχειρίσεις σε τακτά χρονικά διαστήματα και έγινε προσδιορισμός της αποδόμησης των γεωργικών 

φαρμάκων καθώς και πιθανών επιδράσεων των γεωργικών φαρμάκων στην αφθονία (q-PCR, 11 

μικροβιακές ομάδες) και λειτουργία της μικροβιακής κοινότητας (q-PCR of amoA, nirK/S, nosZ, 

narG, catA, pcaH, soxB, ενζυμική δραστικότητα). Τα δεδομένα κανονικοποιήθηκαν ως προς τον 

μάρτυρα και αναλύθηκαν με μεθόδους πολυμεταβλητότητας. Στο εργαστήριο το chlorpyrifos είχε 

αρνητική επίδραση στην αφθονία των  νιτρωδοποητικών βακτηρίων (AOB) και αρχαίων (AOA), ενώ 

στον αγρό το chlorpyrifos και το κύριο μεταβολικό προϊόν TCP επηρέασαν αρνητικά την αφθονία των 

γονιδίων nosZ, narG,  που εμπλέκονται στην απονιτροποίηση, καθώς και των ΑΟΑ. Τόσο σε επίπεδο 

εργαστηρίου όσο και σε επίπεδο αγρού, το isoproturon δεν εμφάνισε επιδράσεις στην μικροβιακή 

κοινότητα σε αντίθεση με τους κύριους μεταβολίτες του MDIPU και DDIPU που περιόρισαν την 

δραστικότητα των ενζύμων leucine aminopeptidase, acid και alkaline phosphatase (εργαστήριο) και 

την αφθονία των γονιδίων nosZ narG (MDIPU, πείραμα αγρού). Το tebuconazole δεν εμφάνισε 

αρνητικές επιδράσεις στην μικροβιακή κοινότητα του εδάφους. Συνολικά οι μικροοργανισμοί του 

εδάφους που εμπλέκονται στο κύκλο του Ν (πχ. νιτρωδοποιητές) έδειξαν υψηλότερη ευαισθησία στα 

γεωργικά φάρμακα (πχ chlorpyrifos), ενώ και κάποια από τους μεταβολίτες του isoproturon 

εμφάνισαν αρνητική δράση επί των απονιτροποιητικών βακτηρίων και ενζύμων που εμπλέκονται 

στους κύκλους Ν και S.  

 

Λέξεις-κλειδιά: Isoproturon, tebuconazole, chlorpyrifos, γεωργικά φάρμακα, τοξικότητα, 

μικροοργανισμοί εδάφους 
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The toxicity of pesticides on soil microorganisms has been identified as a key aspect of EU pesticide 

regulation which needs revision. We developed a lab-to-field tiered approach to study the toxicity of 

three pesticides commonly applied in EU (Isoproturon, tebuconazole, chlorpyrifos). Thus, (a) a 

microcosm laboratory experiment was employed where pesticides were applied at x0, x1, x2, and x10 

the recommended dose (Tier I, worst-case exposure scenario) followed by (b) a field experiment in 

site in Piacenza, Italy cultivated with winter wheat where the pesticides were applied at x0, x1, x2 and 

x5 the recommended dose (Tier II, realistic exposure scenario). Subsamples were collected at regular 

intervals after pesticide application and used for the determination of pesticide dissipation/metabolism 

and for the detection of possible effects on soil microbial abundance (q-PCR of 11 microbial taxa) and 

functions (q-PCR of amoA, nirK/S, nosZ, narG, catA, pcaH, soxB and high-throughput enzymatic 

activities). Data we normalized relatively the control (x0) and analyzed by multivariate analysis and 

correlation testing. In the lab chlorpyrifos had a negative effect on the abundance of ammonia-

oxidizing bacteria (AOB) and Archaea (AOA), whereas in the field study chlorpyrifos and its main 

derivative TCP negatively affected the abundance of the denitrifying genes nosZ, narG, and AOA. In 

both lab and field study isoproturon showed no effects on the soil microbial community. However its 

metabolites mono- (MDIPU) and di-demethylated isoproturon (DDIPU) had a negative effect on the 

activity of leucine aminopeptidase, acid and alkaline phosphatase (lab) and a slight negative effect on 

the abundance of nosZ narG (by MDIPU) (field study). Tebuconazole showed no negative effects on 

the soil microbial community. Overall, microorganisms involved in N cycling (i.e. ammonia-

oxidizers) were the most sensitive to pesticides, primarily chlorpyrifos. However effects by the 

metabolites of isoproturon on denitrifiers and on the activity of enzymes involved in N and P cycling 

were also seen.  

 

Keywords: Isoproturon, tebuconazole, chlorpyrifos, pesticides, ecotoxicity, soil microorganism 
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Τα πλαστικά είναι πολυμερικά μόρια μακριάς αλυσίδας που παρασκευάζονται από πετρελαϊκούς 

υδρογονάνθρακες και παράγονται σε τεράστιες ποσότητες παγκοσμίως. Ένα μέρος αυτών, που αγγίζει 

τα εκατομμύρια τόνους ετησίως, καταλήγει στους ωκεανούς. Παρά το γεγονός ότι θεωρούνται πολύ 

ανθεκτικά στην βιοαποικοδόμηση, μετά από έντονη γήρανση (κυρίως λόγω υπεριώδους 

ακτινοβολίας), γίνονται ευπαθή σε μικροβιακές επιθέσεις. Αυτή η εργασία εξετάζει τις προοπτικές 

βακτηριακής διάσπασης φυσικά γηρασμένου πολυαιθυλενίου, μέσω ενός πειράματος μικρόκοσμου 

δύο φάσεων.  

Φυσικά γηρασμένα κομμάτια πολυαιθυλενίου υψηλής και χαμηλής πυκνότητας (HDPE, LDPE) 

συλλέχθησαν από αμμώδεις παραλίες των Χανίων. Κατά την πρώτη φάση του πειράματος, 

επωάστηκαν για 6 μήνες με αυτόχθονες κοινότητες από την παραλία του Αγίου Ονουφρίου, αλλά και 

στελέχη από καλλιέργειες εμπλουτισμού που αναπτύχθηκαν με PE σαν μοναδική πηγή άνθρακα. Στο 

τέλος της πρώτης φάσης, το βιοφίλμ που είχε αναπτυχθεί συλλέχθηκε και η επίδρασή του στα 

κομμάτια του πολυαιθυλενίου διερευνήθηκε μέσω της μείωσης βάρους και των αλλαγών στο 

ανάγλυφο των πλαστικών. Στη συνέχεια, οι προσκολλημένοι πληθυσμοί επανατροφοδοτήθηκαν με 

φιλμ πολυαιθυλενίου, για την εξέταση των προκολλημένων κοινοτήτων σε συνδυασμό με την 

επίδρασή τους στα φιλμ. 

Παρατηρήθηκε ότι βακτήρια και από τις δυο φάσεις εγκαταστάθηκαν επιτυχώς στην επιφάνεια του 

πολυαιθυλενίου και οι κοινότητες στο βιοφίλμ αναπτύχθηκαν συναρτήσει του χρόνου. Ακόμα, 

παρατηρήθηκε σύγκλιση των κοινοτήτων από όλες τις μεθόδους επεξεργασίας προς ένα 

αποτελεσματικό δίκτυο αποδόμησης του πολυαιθυλενίου. Οι εγκλιματισμένες ομάδες 

μικροοργανισμών πέτυχαν αποτελεσματικότερη μείωση βάρους των φίλμ πολυαιθυλενίου σε σχέση 

με τις μη-εγκλιματισμένες. Εικόνες από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης (Scanning electron 

microscopy, SEM) αποκάλυψαν την ύπαρξη ενός πυκνού και συμπαγούς στρώματος βιοφίλμ και 

σημάδια βιο-διάβρωσης στην επιφάνεια των φίλμ. 

Λαμβάνοντας υπόψιν τα αποτελέσματα αυτά, θεωρούμε ότι ειδικά προσαρμοσμένες αυτόχθονες 

πελαγικές κοινότητες αποτελούν μια αποτελεσματική και φιλική προς το περιβάλλον μέθοδο 

αποδόμησης γηρασμένων πλαστικών από πολυαιθυλένιο. 

 

Λέξεις κλειδιά: πολυαιθυλένιο, θαλάσσια κοινότητα, βιοαποικοδόμηση 
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Biodegradation of weathered polyethylene (PE) films in the marine environment 
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Corvini P.F.3, Fava F.2, Kalogerakis N.1 
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3School of Life Sciences, FHNW, Switzerland, 4Mineral Resources Engineering, Technical University 

of Crete, Greece 

 

Plastics are long chain polymeric molecules that are manufactured from petroleum hydrocarbons and 

are produced in huge amounts worldwide. A fraction of them that reaches million metric tons, ends up 

in the oceans annually. Although they are considered very resistant to biodegradation following 

significant weathering (mainly UV irradiation) they become susceptible to microbial attack. This study 

investigated the potential of bacterial-mediated degradation of naturally weathered polyethylene in a 

two-phase microcosm experiment.  

Naturally weathered PE pieces (HDPE and LDPE) were collected from sandy beaches in Chania. 

During the first phase, Agios Onoufrios indigenous marine community alone and inoculated with 

strains stemming from enrichment cultures where polyethylene (PE) was the only carbon source was 

incubated for 6 months in the presence of PE films. At the end of the first phase the developed biofilm 

was harvested and the impact on PE pieces was investigated in terms of weight reduction and changes 

on surface topography. Next, the adhered populations were re-inoculated with the PE films. The 

colonization ability and the succession of the biofilm communities was monitored together with the 

impact on the PE films. 

It was observed that bacteria from both treatments were able to establish an active population on the 

PE surfaces and the biofilm community developed in a time dependent way. Moreover, a convergence 

in the communities from all treatments was observed towards an efficient PE degrading microbial 

network. The acclimated consortia reduced more efficiently the weight of PE films in comparison to 

non-acclimated bacteria. The SEM images revealed a dense and compact biofilm layer and signs of 

bio-erosion on the surface of the films.  

Taking into account the obtained results, we can suggest that tailored indigenous marine community 

represents an efficient eco-friendly consortium for degrading weathered PE plastics. 

 

Keywords: polyethylene, marine community, biodegradation 
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H ποικιλότητα των επίφυτων Κρεναρχαίων και μυκήτων σε ένα μεσογειακό οικοσύστημα: Η 

επίδραση της εποχής και του φυτού-ξενιστή.  

 

Κατσούλα Α1, Καραγκιόζη Ε1, Καραμανώλη Κ2, Βώκου Δ3, Καρπούζας ΔΓ1 
1Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Τμήμα Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας, Λάρισα 
2Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης, Σχολή Γεωπονίας  
3Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης, Τμήμα Βιολογίας, Τομέας Οικολογίας.  

 

Η φυλλόσφαιρα είναι ένα μικρο-οικοσύστημα στη σύνθεση του οποίου έχουν βρεθεί να συμμετέχουν 

βακτήρια, μύκητες και αρχαία. Οι περισσότερες μελέτες μέχρι σήμερα έχουν εστιάσει στην μελέτη 

των επίφυτων βακτηρίων ενώ ελάχιστα είναι γνωστά για την ποικιλότητα και λειτουργία των 

επίφυτων μυκήτων και Κρεναρχαίων. Έτσι οι κύριοι στόχοι της παρούσας μελέτης ήταν (α) η 

διερεύνηση της ποικιλότητας των επίφυτων μυκήτων και Κρεναρχαίων στην φυλλόσφαιρα 8 

διαφορετικών φυτών σε ένα Μεσογειακό οικοσύστημα της Χαλκιδικής και (β) η διευκρίνηση της 

επίδρασης της εποχής (καλοκαίρι - χειμώνας) και του φυτού-ξενιστή στην ποικιλότητα των 

συγκεκριμένων μικροβιακών ομάδων. Η μικροβιακή ποικιλότητα αναλύθηκε με PCR-DGGE και 

βιβλιοθήκες κλώνων. Τα αποτελέσματα έδειξαν μία πλούσια κοινότητα επίφυτων μυκήτων  σε 

αντίθεση με την σχετικά απλή και φτωχή σε ποικιλότητα μικροβιακή κοινότητα των Κρεναρχαίων. Η 

σύσταση της κοινότητας των Κρεναρχαίων στη φυλλόσφαιρα των φυτών Phillyrea latifolia, Pistacia 

lentiscus & Melissa officinalis δεν επηρεάστηκε από την εποχή δειγματοληψίας, ενώ στα υπόλοιπα 

δείγματα παρατηρήθηκαν περιορισμένου εύρους εποχικές μεταβολές. Οι βιβλιοθήκες κλώνων έδειξαν 

ότι η επίφυτη κοινότητα των Κρεναρχαίων αποτελείται από μεθανιογόνα και νιτρωδοποιητικά 

Κρεναρχαία ενώ κυρίαρχα ήταν Κρεναρχαία της τάξης Thermoprotei. Η συγκεκριμένη τάξη 

περιλαμβάνει πλήθος υπερθερμόφιλων,  οξεόφιλων και ανθεκτικών στην ακτινοβολία Κρεναρχαίων, 

τα οποία παίζουν σημαντικό ρόλο στον κύκλο του S σε ακραία περιβάλλοντα. Η σύσταση της 

κοινότητας των μυκήτων εμφάνισε έντονη εποχικότητα με μοναδική εξαίρεση το φυτό Melissa 

οfficinalis. Τα αποτελέσματα από τη βιβλιοθήκη κλώνων έδειξαν ότι η επίφυτη κοινότητα των 

μυκήτων περιλαμβάνει κυρίως σαπροφυτικά και φυτοπαθογόνα στελέχη με κυρίαρχα μέλη του γένους 

Cladosporium και του είδους Botrytis cinerea αντίστοιχα.  Εκτός των παραπάνω ανιχνεύθηκαν και 

ζύμες των γενών Cryptococcus και Malassezia (Βασιδιομύκητες) που έχουν αναφερθεί ως ανθρώπινα 

παθογόνα. Με περαιτέρω μελέτες θα διερευνηθούν σε βάθος η ποικιλότητα και η λειτουργία της 

επίφυτης μικροβιακής κοινότητας χρησιμοποιώντας εργαλεία αλληλούχισης νέας γενεάς.  

 

Η εργασία υποστηρίχθηκε (α) από το έργο 'ESEPIMENT' το οποίο χρηματοδοτήθηκε στο πλαίσιο της 

Δράσης 'ΑΡΙΣΤΕΙΑ' από το Πρόγραμμα Εκπαίδευσης και Δια βίου Μάθησης και 

συγχρηματοδοτήθηκε από το Ευρωπαϊκό Κοινοτικό Ταμείο και Εθνικούς Πόρους και (β) από 

συμψηφιστικά κονδύλια της ΓΓΕΤ για το ερευνητικό έργο IAPP-FP7-MC ''LOVE-TO-HATE'' 
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The diversity of phyllospheric Crenarchea and fungi in a Mediterranean ecosystem: the impact 

of season and plant hosts.  

 

Katsoula A1, Karagkiozi E1, Karamanoli K2, Vokou D3, Karpouzas DG1 

1University of Thessaly, Department of Biochemistry and Biotechnology, Larissa  

 2Aristotle University of Thessaloniki, School of Agriculture 

 3Aristotle University of Thessaloniki, School of Biology, Department of Ecology. 

 

The phyllosphere is a micro-ecosystem inhabited by a variety of microorganisms including bacteria, 

fungi and Crenarchea. So far, most studies have focused on the diversity of the bacterial community 

while little is known about the diversity and function of epiphytic fungi and Crenarchea. Thus, the aim 

of our study was (a) to investigate the diversity of epiphytic fungi and Crenarchea in the phyllosphere 

of 8 different plants of a Mediterranean ecosystem in Halkidiki, Greece and (b) to identify the impact 

of season and plant host on the diversity of these microbial groups.  Microbial diversity was analyzed 

by PCR-DGGE and cloning. The results showed the presence of a complex epiphytic fungal 

community but a rather simple community of Crenarchea. The composition of the Crenarcheal 

epiphytic community on the plants Phillyrea latifolia, Pistacia lentiscus & Melissa officinalis was 

similar in the two seasons, while slight seasonal effects were evident in the other plants. Clone 

libraries showed that the epiphytic community of Crenarchea was composed of methanogens and 

nitrifiers but it was dominated by members of the class Thermoprotei. Members of this class are 

extremophiles, resistant to UV and play a key role in sulfur cycle in extreme environments.  Regarding 

the fungal community, a seasonal effect was observed with the only exception of Melissa οfficinalis. 

Clone libraries showed that the epiphytic community of fungi was composed of saprophytic and plant 

pathogenic fungi with the most dominant ones belonging to Cladosporium and Botrytis cinerea 

respectively. In addition, yeasts belonging to Cryptococcus and Malassezia (Basidiomycetes) were 

also common in the phyllosphere of the studied plants. Members of these genera have been identified 

as human pathogens. The diversity and the function of the epiphytic microbial community will be 

further investigated via next generation sequencing. 

 

This work was supported by (a) the project “ESEPMINENT” implemented under the "ARISTEIA" 

Action of the "OPERATIONAL PROGRAMME EDUCATION AND LIFELONG LEARNING" and 

is co-funded by the European Social Fund (ESF) and National Resources and (b) matching funds of 

the IAPP-FP7-MC project LOVE-TO-HATE provided by the General Secretariat of Research and 

Technology 
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Αξιολόγηση της ανταγωνιστικής ικανότητας βακτηρίων που απομονώθηκαν από κόμποστ 

πράσινων απορριμμάτων εναντίον φυτοπαθογόνων μυκήτων 

 

Κεφαλογιάννη Η., Π. Μαρτίνου, Β. Φρυσούλη, Π. Κατινάκης και Ι. Χατζηπαυλίδης  

Εργαστήριο Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Αθήνα, Ελλάδα 

 

Το κόμποστ συμβάλλει στην ανακύκλωση των αποβλήτων και εφαρμόζεται στα γεωργικά εδάφη σαν 

εδαφοβελτιωτικό.  Υπάρχουν αναφορές ότι προάγει την γονιμότητα του εδάφους και την ανάπτυξη 

των καλλιεργειών, κυρίως μέσω της ενίσχυσης των φυσικοχημικών ιδιοτήτων του εδάφους και της 

βελτίωσης των βιολογικών χαρακτηριστικών του, συμβάλλοντας επιπλέον στον αποτελεσματικό 

έλεγχο των ασθενειών του εδάφους. Η εισαγωγή του μικροβιακού πληθυσμού του κόμποστ στο 

έδαφος μπορεί να οδηγήσει στην αύξηση της γονιμότητας του εδάφους, στη βελτιωμένη δομική 

σταθερότητα, στη σύνθεση και απέκκριση ορμονών, στην προσθήκη χηλικών παραγόντων και 

θρεπτικών στοιχείων και στην καταστολή των εδαφογενών ασθενειών. Βακτήρια και μύκητες 

αποικίζουν τις επιφάνειες και το εσωτερικό των φυτικών ιστών (επίφυτα και ενδόφυτα αντίστοιχα). 

Επομένως, αναμένεται ότι οι επιφυτικές και ενδοφυτικές μικροβιακές κοινότητες από την πρώτη ύλη 

θα αντιπροσωπεύονται στο κόμποστ που προέρχεται από πράσινα απορρίμματα. 

Στην παρούσα μελέτη, 94 βακτηριακά στελέχη απομονώθηκαν από ένα σωρό κόμποστ που προήλθε 

από τα πράσινα απορρίμματα του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών και δοκιμάστηκαν με τη 

μέθοδο της διπλής καλλιέργειας ως προς την ανταγωνιστική δράση τους κατά των φυτοπαθογόνων 

Verticillium dahliae και Fusarium oxysporum f. sp. melonis. Μεταξύ αυτών, 30 στελέχη ήταν 

ανταγωνιστικά και στους δύο μύκητες, 25 ήταν αποτελεσματικά κατά του Verticillium dahliae, ενώ 4 

έδρασαν κατά του Fusarium oxysporum f. sp. melonis. Τα 30 στελέχη που ήταν ανταγωνιστικά και 

στους δύο μύκητες, αξιολογήθηκαν ως προς την ικανότητά τους να παράγουν λυτικά ένζυμα (ικανά 

να διασπούν βιοχημικές ουσίες  όπως η χιτίνη και η κυτταρίνη), καθώς και δραστικές ενώσεις όπως 

παρεμποδιστικά πτητικά και HCN. Πέντε από αυτά τα στελέχη χαρακτηρίστηκαν μοριακά 

χρησιμοποιώντας την αλληλουχία του γονιδίου 16S rRNA και μετά από τη φυλογενετική ανάλυση 

ταυτοποιήθηκαν ως μέλη των γενών Stenotrophomonas, Pseudomonas, Serratia και Bacillus. 

Στην παρούσα φάση, μελετώνται κάποια από τα χαρακτηριστικά των ανωτέρω στελεχών τα οποία 

προάγουν την ανάπτυξη του φυτού, όπως η παραγωγή ΙΑΑ και σιδηροφόρων, η διαλυτοποίηση των 

φωσφορικών και η ικανότητα για ομαδική κίνηση. 

 

Λέξεις-κλειδιά: κόμποστ, πράσινα απορρίμματα, ενδόφυτα, επίφυτα, βιολογικός έλεγχος 
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Evaluation of competitive ability of bacteria isolated from green waste compost against 

phytopathogenic fungi. 

 

Kefalogianni I., Martinou P., Frisouli V., Chatzipavlidis I. and Katinakis P. 

Laboratory of General and Agricultural Microbiology, Agricultural University of Athens, Athens, 

Greece 

 

Compost contributes to recycling wastes and as a soil amendment applied to agricultural soils. It has 

been reported to improve soil fertility and crop growth, mainly by enhancing soil physical and 

chemical properties, or by improving soil biological characteristics and even by providing an effective 

control of soil-borne diseases. The incorporation of the compost microbial populations into the soil 

could result in increased soil fertility, improved structural stability, synthesis and excretion of 

hormones, addition of chelators and nutrients and suppression of soil-borne diseases. Bacteria and 

fungi colonize plant surfaces and internal plant tissues (epiphytes and endophytes respectively). 

Therefore, it is expected that epiphytic and endophytic microbial communities from the raw material 

would represented in the green compost.  

In the present study, 94 bacterial strains have been isolated from a compost originated from the green 

wastes of the Agricultural University of Athens and tested, using the dual culture method, for their 

antagonistic activity towards the plant pathogens Verticillium dahliae and Fusarium oxysporum f. sp. 

melonis. Among them, 30 strains were antagonistic to both fungi, 25 were effective against 

Verticillium dahlia, while 4 were effective against Fusarium oxysporum f. sp. melonis. The 30 strains 

that were antagonistic to both fungi, were evaluated for their production of lytic enzymes (able to 

break biochemical substances such as chitin and cellulose), as well as active compounds like 

inhibitory volatiles and HCN. Five of these strains were molecular characterized using 16S rRNA 

gene sequencing and phylogenetic analysis and they were characterized as members of the genera 

Stenotrophomonas, Pseudomonas, Serratia, and Bacillus.  

Currently, the plant growth promoting traits (IAA and siderophores production, phosphates 

solubilization, swarming ability) of the above strains are evaluated. 

 

Keywords: green compost, endophytes, epiphytes, biological control 
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Ανάπτυξη βακτηριακών κοινότητων για την επεξεργασία αποβλήτων κλωστοϋφαντουργίας 

 

Λακιωτάκη Α., Συρανίδου Ε., Καλογεράκης Ν. 

Τμήμα Μηχανικών Περιβάλλοντος, Πολυτεχνείο Κρήτης 

 

Οι περισσότερες βιομηχανίες κλωστοϋφαντουργίας παράγουν μεγάλες ποσότητες αποβλήτων, καθώς 

χρησιμοποιούν μεγάλη ποσότητα συνθετικών χρωμάτων. Στο στάδιο της βαφής, το περίπου 50% του 

χρησιμοποιούμενου χρώματος παραμένει στη δεξαμενή και υφίσταται υδρόλυση. Ως επακόλουθο, 

μειώνεται η συνοχή τους με το ύφασμα και δε μπορεί να επαναχρησιμοποιηθεί. Οι συνήθεις μέθοδοι 

επεξεργασίας των αποβλήτων κλωστοϋφαντουργίας περιλαμβάνουν βιολογικές μεθόδους, καθίζηση, 

κροκίδωση, φωτοκατάλυση, επίπλευση, χημική οξείδωση και προσρόφηση. Από όλες αυτές, η 

βιοαποδόμηση έχει το μεγαλύτερο πλεονέκτημα εξαιτίας του χαμηλού κόστους, μικρότερης 

παραγωγής λάσπης και φιλικό προς τους πολίτες και το περιβάλλον.  

Τα απόβλητα των βιομηχανιών κλωστοϋφαντουργίας περιλαμβάνουν βαφές που είναι ανθεκτικές στη 

βιοαποδόμηση. Η παρούσα εργασία έχει στόχο να ερευνήσει την ικανότητα διαφορετικών 

μικροβιακών κοινοτήτων να αποχρωματίζουν διάφορες βαφές από τέτοιου είδους απόβλητα με υψηλή 

αλατότητα, με τελικό στόχο να εμβολιαστούν σε έναν αντιδραστήρα αιωρούμενου βιοφιλμ. Για το 

σκοπό αυτό, μικροβιακές κοινότητες απομονώθηκαν από διάφορα θαλάσσια περιβαλλοντικά δείγματα 

και από δεξαμενές ρυπασμένες με απόβλητα κλωστοϋφαντουργίας. Κατά τη διάρκεια των πειραμάτων 

εμπλουτισμού, οι κοινότητες καλλιεργήθηκαν σε συνθετικό απόβλητο μαζί με διάφορες βαφές. Στο 

τελικό στάδιο, η ικανότητα αυτών των κοινοτήτων να αναπτύξουν βιοφιλμ πάνω στην επιφάνεια του 

πληρωτικού υλικού ερευνήθηκε όπως επίσης και οι ρυθμοί αποδόμησης των βαφών. Το BOD του 

αποβλήτου ήταν πολύ χαμηλό, ο λόγος COD/BOD ήταν ιδιαίτερα υψηλός όπως και η αγωγιμότητα 

υποδεικνύοντας υψηλή αλατότητα. Οι διαφορετικές μικροβιακές κοινότητες βρέθηκαν ικανές να 

αναπτύσσονται στο συνθετικό απόβλητο παρουσία των βαφών, ενώ η ικανότητα διάσπασής τους 

βρέθηκε να εξαρτάται από τον τύπο της βαφής. Η κοινότητα που σημείωσε την υψηλότερη απόδοση 

εμβολιάστηκε στον αντιδραστήρα αιωρούμενου βιοφιλμ. Το στάδιο αερισμού περιλάμβανε τον 

αερισμό με οξυγόνο εμπλουτισμένο με nanobubbles και σχεδιάστηκε για συνεχόμενη λειτουργία 

αποχρωματισμού του αποβλήτου. Στον αντιδραστήρα προστέθηκε και ένα στάδιο διαχωρισμού των 

στερεών χρησιμοποιώντας πηκτικά και κροκιδωτικά μέσα όπως επίσης και μία δεξαμενή επίπλευσης 

με διαλυμένο αέρα. 

 

Λέξεις-κλειδιά: απόβλητα κλωστοϋφαντουργίας, βιοαποδόμηση 
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Development of microbial consortia for degradation of textile dyes 

 

Lakiotaki A., Syranidou E., Kalogerakis N. 

School of Environmental Engineering, Technical University of Crete, Chania, Greece 

 

Most of the textile industries generate large amount of wastewaters, which come from the synthetic 

dyes used. During the dyeing process, about 50% of the dye remains with the spent dye bath effluent, 

in its hydrolyzed form, which loses its affinity towards the fabric and hence, it cannot be re-used in the 

dyeing process. The most widely used treatment methods for textile wastewater include biological 

treatment, precipitation, coagulation-flocculation, photo-catalysis, flotation, chemical oxidation and 

adsorption. Among them, biodegradation is more favorable over physical and chemical treatments due 

to its cost effectiveness, lower sludge production, and ecological sociability. 

Textile industry effluents contain a variety of dyes, which are normally resistant to biodegradation. 

The present study aims to explore the potential ability of different consortia to decolorize a variety of 

dyes from textile effluents with high salinity in order to be further inoculated in a two-stage anaerobic 

/ aerobic MBBR (moving bed biofilm reactor). The consortia were isolated from marine 

environmental samples and from textile contaminated tanks. During the enrichment process, they were 

cultivated in a simulated synthetic effluent with the dyes. At the last step, the ability of the consortia to 

develop dense biofilm on the substrate of the MBBR together with its impact on the removal rates 

were tested. The BOD of the effluent is sufficiently reduced, the ratio of COD/BOD seems to be 

unusually high and the conductivity is very high indicating high salinity. The different consortia were 

found able to grow in the simulated textile effluent supplemented with the dyes while their removal 

ability varied depending on the dye. The consortium exhibiting the highest removal score was 

inoculated in an aerobic MBBR (moving bed biofilm reactor). The aerobic stage was aerated by 

oxygen enriched nanobubbles and it was designed for continuous decolorization of the effluent. A 

solids separation stage has also been introduced using a coagulants - flocculants addition and a 

Dissolved Air flotation unit.  

 

Keywords: Textile dyes, biodegradation 
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Μικτοτροφία στα νανομαστιγωτά στην Ανατολική Μεσόγειο.  

 

Λιβανού Ε.1,2, Λαγαρία Α.2, Λύκα Κ.1, και Ψαρρά Σ2 
1 Τμήμα Βιολογίας, Πανεπιστήμιο Κρήτης, Ηράκλειο  
2 Ελληνικό Κέντρο Θαλασσίων Ερευνών, Ινστιτούτο Ωκεανογραφίας, Ηράκλειο  

 

Η μικτοτροφία, δηλαδή ο συνδυασμός αυτοτροφίας και ετεροτροφίας σε έναν μονοκύτταρο 

οργανισμό, φαίνεται να διαδραματίζει πολύ σημαντικότερο ρόλο στις ροές ενέργειας και στη 

λειτουργία των τροφικών πλεγμάτων απ’ ότι υποθέταμε μέχρι τώρα, ιδιαίτερα στα ολιγοτροφικά 

συστήματα. Ανεξάρτητες μελέτες, στα ολιγοτροφικά οικοσυστήματα έχουν δείξει ότι τα μικτότροφα 

νανομαστιγωτά, και κυρίως αυτά με μέγεθος κυττάρου < 5 μm, ευθύνονται για πάνω από το 50% της 

συνολικής θήρευσης των βακτηρίων. Στόχος της παρούσας εργασίας ήταν να αξιολογηθεί η παρουσία 

και η σημασία των μικτότροφων νανομαστιγωτών (<10 μm) ως προς την αφθονία και την θήρευση 

των βακτηρίων στην ολιγοτροφική Λεβαντινή θάλασσα (ανατολική Μεσόγειος). Τα πειράματα 

πραγματοποιήθηκαν κατά την ωκεανογραφική αποστολή LEVECO που έλαβε χώρα τον Απρίλιο 2016 

με το Ω/Κ Κ ΑΙΓΑΙΟ, στο πλαίσιο του διεπιστημονικού ερευνητικού έργου "Διεπιστημονική 

ωκεανογραφική έρευνα του Λιβυκού Πελάγους νοτίως του Ελληνικού Τόξου: Θαλάσσιο περιβάλλον, 

ευαίσθητα/ακραία οικοσυστήματα και υποθαλάσσιοι ενεργειακοί πόροι". Τα πειράματα έγιναν σε δύο 

βάθη, ένα στο επιφανειακό στρώμα (5 m) και ένα κοντά στο βαθυμέγιστο της χλωροφύλλης (DCM, 

75 m) σε 4 σταθμούς, κατά μήκος μιας οριζόντιας διατομής νοτίως της Κρήτης και βασίστηκαν στη 

μεθοδολογική προσέγγιση των φθοριζόντων σεσημασμένων βακτηρίων (Fluorescently Labelled 

Bacteria, FLB). Η μεθοδολογία αυτή περιλαμβάνει την επώαση για 40 λεπτά του φυσικού πληθυσμού 

με προσθήκη FLB και τη φαγοκύτωση των FLB από τα μικρά νανομαστιγωτά κάτω από in situ 

συνθήκες ηλιακής ακτινοβολίας και θερμοκρασίας. Τα πρώτα αποτελέσματα δείχνουν ότι: (α) Η 

αφθονία των μικτότροφων νανομαστιγωτών ήταν χαμηλότερη στον πιο ανατολικό σταθμό, ο οποίος 

επηρεάζεται από τον αντικυκλώνα της Ιεράπετρας, όπου παράλληλα καταγράφηκαν και οι 

υψηλότερες συγκεντρώσεις ανόργανων θρεπτικών. Η αφθονία των ετερότροφων νανομαστιγωτών δεν 

φάνηκε να ποικίλει με το βάθος ενώ τα νανομαστιγωτά που έφεραν χλωροπλάστες ήταν εν γένει πιο 

άφθονα στα βαθύτερα στρώματα (75 m). (β) Αναφορικά με τη θήρευση των βακτηρίων και το 

μέγεθος, τα μικρότερα νανομαστιγωτά (< 5 μm) είχαν γενικότερα μεγαλύτερο αντίκτυπο στη 

βακτηριακή κοινότητα σε σύγκριση με τα μεγαλύτερα νανομαστιγωτά (5-10 μm), καθώς τα πρώτα 

υπερίσχυαν σε αφθονία. Σχετικά με τη διακύμανση με το βάθος της θήρευσης στη βακτηριακή 

κοινότητα, η επίδραση της θήρευσης από τα μικτότροφα νανομαστιγωτά ήταν σημαντικότερη στα 75 

m σε σχέση με την επιφάνεια (5 m) ενώ το αντίθετο παρατηρήθηκε για τα ετερότροφα 

νανομαστιγωτά. (γ) Η εκδήλωση της μικτοτροφίας πιθανότατα σχετιζόταν με την κατανομή μεγεθών 

της φυτοπλαγκτονικής κοινότητας. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι ο λόγος των μικτότροφων προς το 

σύνολο των φυτοπλαγκτονικών κυττάρων μειώθηκε όταν η αφθονία της κλάσης μεγέθους 2-3 μm 

αυξήθηκε.  

 

Λέξεις κλειδιά: μικτοτροφία, νανομαστιγωτά, Ανατολική Μεσόγειος, φυτοπλαγκτό 
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Mixotrophic nanoflagellates in the Eastern Mediterranean Sea 
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Mixotrophy, i.e. the combination of autotrophy and heterotrophy in a single organism, is considered to 

be a major nutritional mode among the planktonic group of flagellates in the marine environment. 

Small flagellate cells are among the most abundant phytoplankton groups in the oligotrophic 

Mediterranean Sea throughout the year. Independent studies in oligotrophic marine systems have 

shown that mixotrophic flagellates, especially those of < 5 μm cell size, were responsible for over 50% 

of total bacterivory. The aim of this study was to assess the occurrence and the importance of 

mixotrophic nanoflagellates (<10 μm) in terms of biomass and bacterivory in the ultra-oligotrophic 

Levantine Sea (Eastern Mediterranean). Experiments were performed during the LEVECO cruise that 

took place in April 2016 on board the R/V Aegaeo, in the framework of the multi-disciplinary project 

"Study of the marine and submarine environment and ecosystem of the Eastern Mediterranean, south 

of Crete Isl.". Experiments were performed at two depth layers, one at the surface (5 m) and one close 

to the Deep Chlorophyll Maximum (75 m) at 4 sampling stations, along a longitudinal transect south 

of Crete. The FLB (Fluorescently Labelled Bacteria) methodological approach was applied, that 

involved the ingestion of FLB by small flagellates during a 40-min incubation under simulated in situ 

light intensity and temperature conditions. Preliminary results suggest that: (a) Abundance of 

mixotrophic cells was lower at the easternmost sampling station, affected by the Ierapetra Gyre, where 

highest nutrient concentrations were recorded. The abundance of heterotrophic nanoflagellates did not 

vary with depth whereas phototrophic nanoflagellates were generally more abundant at the deeper 

layer (75 m). (b) Looking at activity and size, small nanoflagellates (<5 μm) had an overall higher 

grazing effect on bacterial community than larger nanoflagellates (5- 10 μm), due to their numerical 

predominance. Regarding activity allocation with depth, grazing effect by mixotrophs was 

significantly higher in 75 m than at the surface whereas the opposite pattern was observed for 

heterotrophic nanoflagellates. (c) The occurrence of mixotrophy was most probably related to the size 

structure of phytoplankton community. Results showed that the ratio of mixotrophs over the total 

phototrophic cells decreased when the abundance of the 2-3 μm size cells increased. 

 

Keywords: mixotrophy, nanoflagellates, Eastern Mediterranean, phytoplankton 
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Direct measurement and sampling of pristine environments, such as subglacial lakes, without 

introducing contaminating microorganisms and biomolecules from the surface, represents a significant 

engineering and microbiological challenge. In this study, we compare methods for decontamination of 

titanium grade 5 surfaces, the material extensively used to construct a custom-made probe for 

reaching, measuring and sampling subglacial Lake Ellsworth in West Antarctica. Coupons of titanium 

were artificially contaminated with Pseudomonas fluorescens bacteria and then exposed to a number 

of decontamination procedures. The most effective sterilants were (i) hydrogen peroxide vapour, and 

(ii) Biocleanse™, a commercially available, detergent-based biocidal solution. After each 

decontamination procedure the bacteria were incapable of proliferation, and showed no evidence of 

metabolic activity based on the generation of adenosine triphosphate (ATP). The use of ultraviolet 

irradiation or ethyl alcohol solution was comparatively ineffective for sterilisation. Hydrogen peroxide 

vapour and ultraviolet irradiation, which directly damage nucleic acids, were the most effective 

methods for removing detectable DNA, which was measured using 16S rRNA gene copy number and 

fluorescence-based total DNA quantification. Our results have not only been used to tailor the 

Ellsworth probe decontamination process, but also hold value for subsequent engineering projects, 

where high standards of decontamination are required. 

 

Keywords: Subglacial Lakes, Antarctica, Ellsworth, Sterility, Decontamination, Hydrogen Peroxide 

Vapour, UV radiation, Chemical Sterilants   
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Μελέτη της επίδρασης των μεταποιημένων ζωικών πρωτεϊνών (ΜΖΠ)-μη μηρυκαστικών 

αγροτικών ζώων στην γαστρεντερική ποικιλότητα ιχθυδίων τσιπούρας (Sparus aurata) 

 

Μεζίτη Α., Νικούλη Ε., Καραπαναγιωτίδης Ι.Θ., Κορμάς Κ.Α. 

Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Τμήμα Γεωπονίας Ιχθυολογίας & Υδάτινου Περιβάλλοντος, Βόλος, Ελλάδα 

Email: nikouli.eleni@gmail.com   

 

Η στασιμότητατης διαθεσιμότητας τωνιχθυαλεύρων, σε αντίθεση με τη συνεχώς αυξανόμενη ζήτηση 

και παραγωγή προϊόντωνιχθυοκαλλιέργειας,οδήγησε στην ανάγκη για εύρεση 

εναλλακτικώνπρωτεϊνικών πηγών για χρήση στην παραγωγή των ιχθυοτροφών. Με επιτυχία έχουν 

δοκιμαστεί πρωτεΐνες φυτικής προέλευσης για την αντικατάσταση του ιχθυαλεύρου. Ωστόσο, σε 

μερικές περιπτώσεις φαίνεται να μειώνουν την ανάπτυξη και την υγεία των εκτρεφόμενων ιχθύων. Η 

επανα-εισαγωγή των μεταποιημένων ζωικών πρωτεϊνών(ΜΖΠ)-μη μηρυκαστικών αγροτικών ζώων 

στις ιχθυοτροφές, έπειτα από κανονισμό που εξέδωσε η Ε.Ε. (ΕΕ 56/2013) συνεισφέρει στην ανωτέρω 

προσπάθεια οδηγώντας ωστόσο στην ανάγκη για διερεύνηση της επίδρασης τους στα εκτρεφόμενα 

είδη. Στην παρούσα εργασία, τρεις ομάδες ιχθυδίων τσιπούρας διατράφηκανγια διάστημα 100 

ημερώνμεισοενεργειακά και ισοπρωτεϊνικά σιτηρέσια, τα οποία περιείχαν πρωτεΐνη διαφορετικής 

προέλευσης. Η ομάδα μάρτυρας περιείχε 100% ιχθυάλευρο (FM) ως αποκλειστική διαιτητική πηγή 

ζωικής πρωτεΐνης,ενώ στις άλλες δύο ομάδες(PM50, FeM50) πραγματοποιήθηκε αντικατάστασή της 

πρωτεΐνης του ιχθυαλεύρου από ΜΖΠ-μη μηρυκαστικών (50% αντικατάσταση από πρωτεΐνη 

πτηναλεύρουκαι υδρολυμένουπτεραλεύρου, αντίστοιχα). Η εκτροφή πραγματοποιήθηκε σε γυάλινα 

ενυδρεία (125L) κλειστού κυκλώματος θαλασσινού νερού, με σίτιση 2 φορές την ημέρα σε επίπεδο 

κορεσμού. Στόχος της συγκεκριμένης εργασίαςήτανη μελέτη της επίδρασης των ΜΖΠστη 

μικροοργανισμική ποικιλότητα του πεπτικού σωλήνα ιχθυδίων τσιπούρας και ο εντοπισμός ειδών με 

πιθανή προσφορά στην καλύτερη πέψη των τροφών. Για τον προσδιορισμό της 

μικροοργανισμικήςποικιλότητας πραγματοποιήθηκεαπομόνωση DNA από έντερα τσιπούρας (n=2-4) 

όλων των ομάδων διατροφής (n=3), πυροαλληλούχιση του 16S rRNA γονιδίου (περιοχή V3-V4), 

ομαδοποίηση των αλληλουχιών σε Λειτουργικές Ταξινομικές Ομάδες (OTUs) σε επίπεδο ομοιότητας 

97% και στατιστική επεξεργασία. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, παρατηρήθηκε στατιστικώς 

σημαντική (p<0.05) μείωση του βάρους σώματος και εντέρου στις ομάδες PM50 και 

FeM50.Μεγαλύτερη βακτηριακή ποικιλότητα παρουσίασαν τα δείγματα από την ομάδα FeM50, σε 

αντίθεση με την ομάδα που αποτέλεσε τον μάρτυρα (FM) η οποίαπαρουσίασε την μικρότερη 

βακτηριακή ποικιλότητα. Όσον αφορά τη σύνθεση των βακτηριακών κοινοτήτων ανιχνεύθηκαν 

τυπικά είδη για το έντερο της τσιπούρας αλλά και άλλων ιχθύων. Υπήρχε επικράτηση διαφορετικών 

κλάσεων χωρίς ωστόσο εξειδίκευση στο είδος διατροφής. Η υψηλή ποικιλότητα στα δείγματα FeM50 

πιθανότατα συνδέεται με την έλλειψη εξειδίκευσης στη διάσπαση των συγκεκριμένων πρωτεϊνών.  
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microbiome of gilthead seabream juveniles (Sparus aurata). 

 

Meziti A., Nikouli. E., Karapanagiotidis I.T, Kormas K.A. 

University of Thessaly, Department of Ichthyology and Aquatic Environment, Volos, Greece 

Email: nikouli.eleni@gmail.com   

 

Low fishmeal availability, the stagnation of fishmeal production and the continuous growth of 

aquaculture production, emerged the need for finding new protein recourses for the aquafeed industry. 

Plant protein sources have been tested and partial or very high level of replacement of fishmeal is 

feasible, although it may reduce fish growth and health. Τhe approved reintroduction of Processed 

Animal Proteins (PAPs) in the aquafeed chain of European Union (EC 56/2013), contributes to this 

effort. However, it becomes a necessity to evaluate their effect on farmed fish species. For the present 

study, gilthead seabream juveniles were distributed in glass aquariums (125L) within a closed 

recirculation system. Fish were fed to satiety, two times a day for a period of 100 days, three 

isoenergetic and isonitrogenous diets. Control diet was 100% fishmeal (FM), while in the other two 

fishmeal protein was replaced by either poultry meal protein (PM50) or hydrolyzed feather meal 

protein (FeM50) at 50%. The aim of this study was to assess the effect of fishmeal replacement by 

Non-ruminant Processed Animal Proteins, in the gut microbiome of gilthead seabream (S. aurata) and 

to identify bacterial species that may improve digestion. We analyzed the 16S rRNA gene diversity of 

gut Bacteria, targeting the V3-V4 region by using 454 pyrosequencing. All sequences were binned 

into operational taxonomic units (OTUs) and were clustered at 97% sequence identity. Statistical 

analyses showed that fish fed with FeM50 and PM50 diet had significantly lower total body and gut 

weight (p<0.05) at the end of the trial. Higher bacterial diversity observed in group FeM50, while the 

lowest observed in FM. Regarding the composition of the bacterial communities, typical species for 

the gut microbiome of seabream and of other fish species were present. The high bacterial diversity in 

the samples FeM50 was probably related to the inability of these bacteria to process the specific 

proteins contained in the substituted diets. 

 

 

 

  

mailto:nikouli.eleni@gmail.com


214 
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Ο ποταμός Καλαμάς (~ 115χλμ.) πηγάζει από τη Βορειοδυτική Ήπειρο και εκβάλλει στο Ιόνιο 

πέλαγος, περνώντας από περιοχές, όπου εντοπίζονται αγροκτηνοτροφικές μονάδες αλλά και περιοχές 

οικολογικής αξίας. Περίπου 80 χλμ. πριν τις εκβολές, ο Καλαμάς ενώνεται με την έξοδο της τάφρου 

της Λαψίστας όπου διοχετεύονται όλα τα επεξεργασμένα και μη, λύματα από την πόλη και την 

ευρυτερη βιομηχανική και αγροκτηνοτροφική ζώνη των Ιωαννίνων. Στόχος αυτής της μελέτης ήταν 

παρακολούθηση των βακτηριακών κοινοτήτων κατα μήκος του ποταμού αλλά και μέσα στην τάφρο 

της Λαψίστας, σε μια χρονική περίοδο δύο ετών. Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε με αλληλούχιση 

ολικού γονιδιώματος, την οποία ακολούθησε μεταγενωμική ανάλυση αλλά και ανάλυση πλυθυσμών 

μετά από τη σύνθεση γονιδιωμάτων (genome binning). Η μεταγενωμική ανάλυση έδειξε έντονη 

εποχική ποικιλότητα, τόσο από την άποψη της ταξινομικής όσο και της λειτουργικής ποικιλότητας, 

επιδεικνύοντας ένα ιδιαίτερα δυναμικό οικοσύστημα. Η σύγκριση σε ταξινομικό και λειτουργικό 

επίπεδο με άλλα ενδιαιτήματα έδειξε ότι μόνο τα δείγματα του χειμώνα (πιο έντονη ροή), 

παρουσίασαν ομοιότητες με άλλα συστήματα γλυκού νερού, ενώ στις υπόλοιπες εποχές εντοπίστηκαν 

κυρίως μικροοργανισμοί χερσαίας και ανθρωπογενούς προέλευσης (Meziti et al., Env. Microbiol. 

2016). Φάνηκε έτσι η σημαντικότητα αλλόχθονων εισροών στη διαμόρφωση των βακτηριακών 

κοινοτήτων σε ρέοντα ύδατα. Για την αναλυτικότερη παρακολούθση των βακτηριακών κοινοτήτων, 

πέρα από το επίπεδο των OTUs, χρησιμοποιήθηκαν πληθυσμοί διακριτών αλληλουχιών. Αυτοί 

ορίστηκαν χρησιμοποιώντας μέση ομοιότητα νουκλεοτιδίων (Average Nucleotide Identity, ANI) 

>95% με το γονιδίωμα προς μελέτη, το οποίο θεωρείται και το κατώφλι για τον καθορισμό του είδους. 

Η συγκέκριμένη ανάλυση βοήθησε στη αναγνώριση των μικροοργανισμών που προέρχονται  από τα 

ανάντι του ποταμού ή από την τάφρο της Λαψίστας. Οι δεύτεροι εντοπίστηκαν σποραδικά σε μεγάλες 

αφθονίες και με μικρή ενδοπληθυσμιακή ποικιλότητα σημάδι της αλλόχθονης προέλευσης τους, ενώ 

οι πρώτοι εμφάνισαν υψηλότερη ενδοπληθυσμιακή και γονιδιακή ποικιλότητα και μικρότερη 

διακύμανση αφθονίας, σημάδι του αυτόχθονου χαρακτήρα τους και της μεγαλύτερης γενετικής 

ευελίξίας τους. Συνολικά από αυτή τη μελέτη αναδείχθηκε η δυνατότητα των μεταγενωμικών 

αναλύσεων για την ανίχνευση της προέλευσης των μικροοργανισμών, πέρα από τους περιορισμούς 

των συμβατικών τεχνικών (καλλιέργειες, 16S αναλύσεις). 
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Kalamas River (~115 km in length) runs through agricultural and natural protected areas in Northwest 

Greece before discharging to the Ionian Sea, Approximately 80 km upstream of its estuaries, Kalamas 

receives water from the Lapsista ditch that receives the overflow of Lake Pamvotis of Ioannina as well 

as treated and untreated sewage from municipal and industrial activities. This study aimed to monitor 

bacterial communities along the Kalamas River and Lapsista ditch over a 22 month period in order to 

assess the effects on anthropogenic activities on indigenous microbes. Our analysis was performed 

using whole genome sequencing, followed by metagenomic analysis and population binning. 

Metagenomic analysis showed extensive taxonomic and functional diversity, with only a couple 16S-

based OTUs being shared in all temporal samples, revealing a highly dynamic habitat. Comparisons 

with other habitats revealed that only winter samples (highest water flow) were more similar to 

freshwater ecosystems, while the rest of the samples were mostly characterized by sewage and soil 

related microorganisms. These results highlighted the effect of allochthonous inputs on the 

composition of river bacterial communities (Meziti et al., Env. Microbiol. 2016). To obtain higher 

resolution than what is provided by 16S OTUs, sequence-discrete populations, defined typically by 

>95% genome-aggregate Average Nucleotide sequence Identity (ANI) within the population, were 

identified and tracked in the metagenomic datasets. This analysis identified specific populations that 

originated upstream the Lapsista ditch, in a more pristine site, or from within the Lapsista ditch. The 

latter populations were typically found to reoccur sporadically in very high abundances, were 

characterized by low intra-population diversity, indicative of their allochthonous origin. The former 

populations usually showed high intra-population and gene-content diversity, exhibited lower variance 

of abundance over time, indicative of their ecologic versatility and autochthonous origin. These results 

highlighted, among other things, the potential of metagenomic for source tracking, beyond the 

limitations of current culture-based methods and 16S-based approaches.  
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Ο ρόλος της εδαφικής μικροβιακής κοινότητας-ιδρυτή και του χημικού φορτίου στην ανέλιξη 

της μικροβιακής κοινότητας 

 

Μονοκρούσος Ν.1, Παπαδόπουλος Δ.2, Στάμου Γ.Π.3, Παπαθεοδώρου Ε.M.2 
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3Διεθνές Πανεπιστήμιο Ελλάδος 

 

Η υπόθεση εργασίας μας είναι ότι διαφορετικής σύνθεσης μικροβιακές κοινότητες εδαφών που 

εμφανίζουν διαφορές στα φυσικοχημικά τους χαρακτηριστικά, όταν αναπτυχθούν σε αποστειρωμένο 

έδαφος προερχόμενο από διαφορετικά εδάφη, και επωαστούν υπό τις ίδιες περιβαλλοντικές συνθήκες, 

αναμένεται να δώσουν παρόμοιας δομικής σύνθεσης μικροβιακές κοινότητες, ενώ ο ρόλος της 

μικροβιακής κοινότητας-ιδρυτή αναμένεται αμελητέος. Εδαφικά δείγματα συλλέχθηκαν από δυο 

περιοχές της Χαλκιδικής, ένα φυλλοβόλο δάσος πλούσιο σε οργανικό υλικό (Ταξιάρχης), καθώς και 

από μια περιοχή που καλύπτεται από αείφυλλη σκληρόφυλλη βλάστηση και είναι φτωχότερη σε 

οργανικό υλικό και θρεπτικά στοιχεία (Ελαιοχώρια). Όλα τα εδαφικά δείγματα αποστειρώθηκαν και 

στη συνέχεια εμβολιάστηκαν με επιμολυντικό προερχόμενο είτε από έδαφος του δάσους, είτε από 

αυτό του αείφυλλου σκληρόφυλλου συστήματος ή με μεικτό επιμολυντικό και από τις δυο περιοχές. 

The soil microbial community structure was recorded at two sampling occasions, three and eight 

weeks after inoculation (PLFA method). Το προφίλ των εδαφικών μικροβιακών κοινοτήτων 

καταγράφηκε σε διάστημα τριών και οκτώ εβδομάδων μετά την επιμόλυνση, με τη μέθοδο των 

φωσφολιπιδίων των λιπαρών οξέων. Τρεις εβδομάδες μετά την έναρξη του πειράματος, ο τύπος του 

επιμολυντικού δεν επηρέασε τη δομή της μικροβιακής κοινότητας σε αποστειρωμένο υπόστρωμα 

προερχόμενο από τον Ταξιάρχη. Το ίδιο ίσχυσε και στην περίπτωση των Ελαιοχωρίων. Εντούτοις, 

σαφής διαφοροποίηση καταγράφηκε στη δομή της κοινότητας μεταξύ των μικρόκοσμων που 

αναπτύχθηκαν σε υπόστρωμα από Ταξιάρχη και Ελαιοχώρια, ανεξάρτητα προέλευσης επιμολυντικού. 
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The hypothesis that was explored in this study is that different microbial communities grown in 

sterilized soil samples from two locations that differ in physicochemical attributes, and incubated 

under the same environmental conditions, they are expected to exhibit similar microbial community 

structure; moreover, the role of the community-founder is expected to be insignificant. Soil samples 

were collected from two different locations of Chalkidiki: a deciduous beech forest rich in organic 

matter and an area covered by evergreen sclerophyllous vegetation exhibiting low amounts of organic 

matter and nutrients. The sterilized samples were inoculated with different types of inoculums, either 

from the forest soil, or from the evergreen sclerophyllous site, or with mixed inoculums from both 

areas. Three weeks after inoculation, regardless of the origin of the microbial inoculum, the microbial 

community structure in all sterilized soil samples from Taxiarchis presented a similar structure. The 

same results were recorded in Eleochoria sterilized soil samples. However, the microbial community 

structure between the two microcosms differed significantly, no matter the origin of the inoculum. In 

Eleochoria soil samples this similarity was maintained until the end of the experiment, while in 

Taxiarchis samples each inoculum led to a different community structure, after eight weeks of 

incubation. The soil from Taxiarhis is most abundant in nutrients and as a result can support larger 

microbial biomass and gives more chances to each inoculum to be developed. The effect of the soil 

chemical load is more pronounced than that induced by the community-founder in relation to the 

development of the microbial community structure. 

  



218 
 

Πρωτεϊνική μηχανική μιας πολυφαινολοξειδάσης από τον μύκητα Myceliophthora thermophila 

με στόχο την αύξηση της δράσης μονοφαινολάσης 

 

Νικολάιβιτς Ε., Χαλιμά Α., Δημαρόγκωνα Μ. και Τόπακας Ε. 

Εθνικό Μετσόβιο Πολυτεχνείο, Αθήνα 15780, Ελλάδα 

 

Οι πολυφαινολοξειδάσες (polyphenol oxidases-PPOs) ανήκουν στην οικογένεια των πρωτεϊνών 

χαλκού τύπου ΙΙΙ μαζί με της αιμοκυανίνες, οι οποίες δεν παρουσιάζουν ενζυμική ενεργότητα και 

δρουν μόνο ως μεταφορείς οξυγόνου. Το ενεργό κέντρο τύπου ΙΙΙ αποτελείται από δύο ιόντα χαλκού 

που το καθένα συμπλοκοποιείται από τρία κατάλοιπα ιστιδίνης. Οι πολυφαινολοξειδάσες 

περιλαμβάνουν τρεις ενζυμικές ενεργότητες: τυροσινάσης (EC 1.14.18.1), κάτεχολοξειδάσης (EC 

1.10.3.1) και λακκάσης (EC 1.10.3.2), οι οποίες ανάγουν μοριακό οξυγόνο σε νερό παράλληλα με την 

οξείδωση ενός μεγάλου φάσματος υποκατεστημένων φαινολικών ενώσεων. 

Τα τελευταία χρόνια έχουν γίνει πολλές μελέτες σχετιζόμενες με αυτά τα ένζυμα, με σκοπό τη 

διαλεύκανση του τρόπου δράσης τους αναφορικά με την εκλεκτικότητά τους σε διάφορα 

υποστρώματα. Μέχρι πρόσφατα υπήρχε η πεποίθηση ότι η διάκριση μεταξύ τυροσινασών και 

κατεχολοξειδασών έγκειτο στη δυνατότητα υδροξυλίωσης φαινολικών ουσιών στην ορθο-θέση 

(δράση μονοφαινολάσης), όμως τελευταίες μελέτες στο αντικείμενο έχουν δείξει ότι η δράση 

μονοφαινολάσης δεν πρέπει να σχετίζεται με τα φυσικά υποστρώματα των τυροσινασών (τυροσίνη, 

τυραμίνη), αλλά είναι μία γενική λειτουργία των PPOs. 

Τα ένζυμα αυτά μπορούν να εντοπιστούν σε όλους τους τομείς της ζωής, από τα βακτήρια μέχρι και 

τον άνθρωπο και ο κύριος ρόλος τους είναι ο σχηματισμός μελανινών και άλλων φαινολικών 

πολυμερών, κυρίως για προστατευτικούς σκοπούς. Στα φυτά και τους βασιδιομύκητες, οι PPOs έχουν 

μελετηθεί πολύ λόγω του ανεπιθύμητου ενζυμικού μαυρίσματος που υφίστανται έπειτα από τη 

συγκομιδή τους, το οποίο υποβαθμίζει την αξία των προϊόντων αυτών. Παρότι στους βασιδιομύκητες 

ο μηχανισμός για την παραγωγή μελανίνης είναι παρόμοιος με των ζώων, η μελανογένεση στους 

ασκομύκητες σχετίζεται με συγκεκριμένα στάδια ανάπτυξης και λαμβάνει χώρα στο κυτταρικό 

τοίχωμα. Στις περισσότερες περιπτώσεις οι πρόδρομοι της μελανίνης (υδροξυλιωμένα παράγωγα 

ναφθαλενίου και όχι τυροσίνη) εκκρίνονται από τον ασκομύκητα και οξειδώνονται εξωκυτταρικά. 

Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκαν σημειακές μεταλλάξεις σε μία πολυφαινολοξειδάση από 

το θερμόφιλο ασκομύκητα Myceliophthora thermophila οι οποίες εκφράστηκαν ετερόλογα στο 

σύστημα έκφρασης της Pichia pastoris. Πραγματοποιήθηκε χαρακτηρισμός των διαφορετικών 

μεταλλαγμένων ενζύμων (βέλτιστες συνθήκες δράσης, θερμοσταθερότητα, εκλεκτικότητα σε 

υποστρώματα), με σκοπό την εύρεση κάποιου με αυξημένη δράση υδροξυλίωσης υποκατεστημένων 

μονοφαινολικών υποστρωμάτων σε σχέση με το αρχικό ένζυμο. 

 

Λέξεις-κλειδιά: πολυφαινολοξειδάση, τυροσινάση, μεταλλαξιγένεση, πρωτεϊνική μηχανική 
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Polyphenol oxidases (PPOs) belong to the type-III copper family along with hemocyanins, which 

display no enzymatic activity and just act as oxygen carriers. Type-III copper center consists of two 

copper ions coordinated by three histidine residues each. Polyphenol oxidases include three enzymatic 

activities: tyrosinase (EC 1.14.18.1), catechol oxidase (EC 1.10.3.1) and laccase (EC 1.10.3.2), which 

reduce molecular oxygen to water in order to oxidize a wide range of substituted phenols. 

During the past years, many studies have taken place in order to elucidate the function of this enzymes 

and the factors affecting their substrate specificity. The distinction between tyrosinases and catechol 

oxidases was thought to exist in their ability to hydroxylate phenols in the ortho position 

(monophenolase; cresolase activity), but recent advances in the field show that the hydroxylase 

activity should not be correlated with the natural substrates of tyrosinases (tyrosine, tyramine) and that 

it is a general function of PPOs. 

PPOs are found in all domains of life, distributed from bacteria to humans and their main role is the 

formation of melanins and other phenolic polymers, mainly for protective purposes. In plants and 

basidiomycetes, PPOs have been well studied, due to the undesirable post-harvest browning they 

cause, which downgrades the value of these products. While basidiomycetes’ path for melanin 

production is more similar to animals, ascomycetes’ melanogenesis is correlated with specific 

developmental stages and it is located in the cell wall. In most cases, melanin precursors (hydroxylated 

naphthalene derivatives-not tyrosine) are secreted by the ascomycete and then oxidized extracellularly. 

In the present study, we report the site-directed mutagenesis of a polyphenoloxidase from the 

thermophilic ascomycete Myceliophthora thermophila expressed in Pichia pastoris expression system. 

Mutated enzymes were characterized (optimal activity conditions, thermostability, substrate 

specificity) in search of a mutant with increased hydroxylase activity of substituted monophenols 

compared to the wild-type enzyme. 

 

Keywords: polyphenoloxidase, tyrosinase, mutagenesis, protein engineering 
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Η Θαλάσσια Βιοτεχνολογία παραμένει ένας αναδυόμενος τομέας που περιλαμβάνει την ανακάλυψη 

και την εφαρμογή προϊόντων και διαδικασιών που προέρχονται από θαλάσσιους οργανισμούς. Αυτοί 

οι οργανισμοί πρέπει να προσαρμοστούν σε ακραίες τιμές θερμοκρασίας, πίεσης και φωτός. Μέσω 

της εξέλιξης, αυτό το περιβαλλοντικό στρες έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη μοναδικών ιδιοτήτων. 

Πολλές από αυτές τις ιδιότητες μπορούν να αξιοποιηθούν χρησιμοποιώντας τα εργαλεία και τις 

στρατηγικές της Θαλάσσιας Βιοτεχνολογίας με στόχο τη μετατροπή βιομορίων σε ενώσεις υψηλής 

προστιθέμενης αξίας βιομηχανικού ενδιαφέροντος. Η μεσόφωτη θαλάσσια ζώνη είναι μία περιοχή η 

οποία έχει διερευνηθεί ελάχιστα, καθώς είναι βαθύτερα από την κλασική αυτόνομη κατάδυση και 

αποτελεί το περιβάλλον όπου αναπτύσσονται και ζουν ασπόνδυλοι οργανισμοί (π.χ. σπόγγοι, μαλακά 

κοράλλια) και οι συμβιώτες τους (βακτήρια, μύκητες ή μονοκύτταρα άλγη). Οι περιορισμένες έρευνες 

που έχουν ήδη γίνει σε μεσόφωτα κοραλλιογενή οικοσυστήματα έχουν αναδείξει την ύπαρξη 

καινοτόμων ειδών σε αυτά τα ενδιαιτήματα, διαφορετικά από αυτά που υπάρχουν σε ρηχότερα νερά. 

Βιοαποικοδόμηση είναι η χρήση μικροοργανισμών ή των ενζύμων τους για την μείωση οργανικών ή 

ανόργανων ρύπων από μολυσμένα μέσα. Όσον αφορά τους οργανικούς ρύπους, η βιοαποικοδόμηση 

είναι μια πολλών σταδίων διεργασία που περιλαμβάνει διάφορα ένζυμα και οδηγεί, ιδανικά, στην 

απόλυτη ανοργανοποίηση του ρύπου. Στη διαδικασία της βιοαποικοδόμησης υπάρχουν δύο βασικοί 

περιορισμοί: η εισχώρηση του ρύπου στο μικροβιακό κύτταρο (μέσω των κυτταρικών τοιχωμάτων και 

μεμβρανών) και η τοξικότητα που παρουσιάζει ο ρύπος για τους μικροοργανισμούς που 

χρησιμοποιούνται. Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η ανακάλυψη καινοτόμων συμβιωτικών 

μικροοργανισμών από θαλάσσια μεσοφωτικά οικοσυστήματα, οι οποίοι έχουν τη δυνατότητα να 

βιομετατρέπουν μία ειδική κατηγορία ρυπαντών, τους έμμονους οργανικούς ρύπους (POPs). 

Συγκεκριμένα μελετήθηκε η δυνατότητα 44 νηματοειδών μυκήτων έναντι στην 1,4-διχλωροφαινόλη 

που χρησιμοποιήθηκε ως ρύπος-μοντέλο και το PCB No 29 (2,4,5-τριχλωροδιφαινύλιο). Η μέθοδος 

που εφαρμόστηκε είναι αυτή των «κυττάρων σε ηρεμία» (resting cells), με 10% (w/v) νωπά κύτταρα 

σε αναλογία με το διάλυμα ρύπου. Στη συνέχεια επίσης μελετήθηκαν με φασματομετρία μάζας τα 

προϊόντα αποδόμησης του ρύπου. 

 

Λέξεις κλειδιά: έμμονοι οργανικοί ρύποι, συμβιώτες, βιοεξυγίανση  
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Marine Biotechnology remains an emerging field involving the discovery and application of products 

and processes derived from marine organisms. These organisms have to adapt to extremes of 

temperature, pressure and light. Through evolution, this environmental stress has led to the 

development of unique properties. Many of these properties can be exploited using the tools and 

strategies of Marine Biotechnology to convert biomolecules in high added value compounds with 

industrial interest. The mesophotic sea zone is an area that has been underexplored, because it is 

deeper than the conventional diving zone and is the environment where invertebrates (e.g., sponges, 

soft corals) and their symbiotes (bacteria, fungi or algal cells) grow and live. The limited studies that 

have been done on mesophotic coral ecosystems have highlighted the existence of novel species in 

these habitats, different from those found in more shallow waters. Biodegradation is the use of 

microorganisms or their enzymes to reduce organic and inorganic pollutants from contaminated 

media. Regarding organic pollutants, biodegradation is a multistep process involving several enzymes 

and leads ideally to complete mineralization of the pollutant. In the biodegradation process there are 

two main constraints: The insertion of pollutant into the microbial cell (through the cell walls and 

membranes) and toxicity of the pollutant for the microorganisms used. The purpose of this study is the 

discovery of novel symbiotic microorganisms from mesophotic marine ecosystems, which are able to 

biotransform a particular class of pollutants, persistent organic pollutants (POPs). The potential of 44 

filamentous fungi to transform 1,4-dichlorophenol (which was used as pollutant-model) and PCB No 

29 (2,4,5-trichlorobiphenyl). The method applied is that of resting cells, with 10% (w/v) fungal 

biomass in proportion to the pollutant solution. In addition, the pollutant degradation products were 

determined by mass spectrometry. 

 

Keywords: persistent organic pollutants, symbiotes, bioremediation 
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Το έδαφος είναι ένας μη ανανεώσιμο μέσο που συνιστά ένα μοναδικό και σύνθετο ενδιαίτημα για μια 

μεγάλη ποικιλία μικροοργανισμών που με τη σειρά τους συμμετέχουν σε πολλές λειτουργίες του 

εδαφικού οικοσυστήματος και συμβάλλουν στην πραγματοποίηση πολύπλοκων διεργασιών με 

επιπτώσεις σε παγκόσμια κλίμακα. Η αξιολόγηση των τοξικολογικών επιπτώσεων των 

φυτοφαρμάκων στους μικροοργανισμούς του εδάφους παραμένει δύσκολη. Οι επιπτώσεις που έχουν 

το οργανοφωσφορικό εντομοκτόνο (chlorpyrifos), το ζιζανιοκτόνο φαινυλουρίας (isoproturon) και το 

διασυστημικό μυκητοκτόνο (tebuconazole) είναι μεγάλης σημασίας, δεδομένου ότι συναντώνται 

παντού στο περιβάλλον, παγκόσμια και κυκλοφορούν στην αγορά για 51, 41 και 18 χρόνια 

αντίστοιχα. Σκοπός αυτής της παρούσας μελέτης είναι η εκτίμηση των αλλαγών στην ποικιλότητα των 

μυκήτων του εδάφους χρησιμοποιώντας νέες τεχνολογίες αλληλούχισης σε ένα πείραμα εργαστηρίου. 

Για τον σκοπό αυτό συλλέχθηκαν δείγματα από την επιφάνεια του εδάφους, 

ομογενοποιήθηκαν, ξηράθηκαν μερικώς, κοσκινίστηκαν στα 2 mm και αποθηκεύτηκαν στους 4οC για 

μια βδομάδα πριν την εφαρμογή των φυτοφαρμάκων. Τα τελευταία εφαρμόστηκαν σε συγκεντρώσεις 

0x, 1x, 2x, 10x φορές τη προτεινόμενη δόση. Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση 

συλλέχθηκαν ανά τακτά χρονικά διαστήματα μέχρι και 125 ημέρες. Η μικροβιακή ποικιλότητα 

χαρακτηρίστηκε με την τεχνολογία Illumina χρησιμοποιώντας τους  εκκινητές ITS3F και ITS4R 

προκειμένου να ενισχυθεί  η περιοχή  ITS2. Η ανάλυση των δεδομένων έγινε με τα βιοπληροφορικά 

πακέτα Qiime, R και Past 3. 

Τα αποτελέσματα έδειξαν μια ισχυρή επίδραση των φυτοφαρμάκων και του χρόνου, αλλά όχι 

της δόσης των φυτοφαρμάκων. Κυρίαρχα φύλα βρέθηκαν να είναι αυτά των Ascomycota, 

Basidiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota και Zygomycota. Παροδική μείωση στην αφθονία 

και την ποικιλότητα των μυκήτων παρατηρήθηκε 42 ημέρες μετά την εφαρμογή των φυτοφαρμάκων 

που όμως ανακτάται αμέσως μετά. Η πολυμεταβλητή ανάλυση χαρακτήρισε τις ταξινομικές μονάδες 

των μυκήτων που επηρεάζονται ανά φυτοφάρμακο και τα δεδομένα αυτά σε συνδυασμό με την 

ανάλυση κανονικής συσχέτισης (CCA) θα παρουσιαστούν με περισσότερες λεπτομέρειες. 

 

Λέξεις Κλειδιά: ITS2, ποικιλότητα μυκήτων, τεχνολογία αλληλούχισης επόμενης γενιάς, 

οικοτοξικολογία 
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Environmental Biotechnology, Larisa, Greece 
4INRA, Dijon, France 

 

Soil is a non-renewable resource providing a unique and complex habitat for a wide range of 

microorganisms supporting soil ecosystem functions and contributing to complex processes with 

impact at a global scale.  The evaluation of ecotoxicological effects of pesticides on soil 

microorganisms remains difficult. Effects of the organophosphate insecticide chlorpyrifos (CHL), the 

phenyl-urea herbicide isoproturon (IPU) and the triazole fungicide tebuconazole (TCZ) are of interest 

since they are widely present in the environment worldwide, with a presence in the market for 51, 41 

and 28 years respectively. It is known that their affect on soil microorganisms are only reviewed based 

on the sole estimation of their impact on carbon and nitrogen mineralization by soil microorganisms. 

The aim of this study was to access changes in the fungal diversity using an amplicon next-generation 

sequencing approach in a laboratory experiment.   

For the laboratory experiment top soil samples were collected, the soil was manually 

homogenized, partially air-dried, sieved (2mm) and stored at 4oC for approx. 1 week before the final 

application of pesticides. The pesticides were applied at four dose levels, x0, x1, x2, and x10 the 

recommended dose, establishing a worst-case exposure scenario. Subsamples were collected at regular 

intervals up to 125 days. Fungal communities were characterized by Illumina amplicon sequencing. 

Primers ITS3F and ITS4R were used in order to amplify the highly variable ITS2 region.  Sequencing 

data were analyzed using the bioinformatics tools QIIME, R and Past3. Illumina MiSeq analysis 

demonstrated a strong effect of the pesticides and time, but not for the dosage of pesticides. Fungal 

diversity was dominated by members of Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, 

Glomeromycota and Zygomycota. Temporary suppression on fungal richness and diversity was 

observed 42 days after treatment of pesticides which recovered immediately after. Multivariable 

analysis identified fungal taxa that are affected per pesticide, and these data coupled with CCA 

analysis will be presented in more detail. 

 

Keywords: ITS2, fungal diversity, next-generation sequencing, ecotoxicology 
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Μελέτη της αυθόρμητης ζύμωσης ριζών του φυτού Raphanus sativus 

 

Παρδάλη Ε.1, Παραμυθιώτης Σ.1, Παπαδέλλη Μ.2, Ματαράγκας Μ.1, Δροσινός Ε.Χ.1 
1Εργαστήριο Ποιοτικού Ελέγχου και Υγιεινής Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και Διατροφής 

του Ανθρώπου, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Ιερά Οδός 75, 118 55, Αθήνα.  
2Τμήμα Τεχνολογίας Τροφίμων, Τεχνολογικό Εκπαιδευτικό Ίδρυμα Πελοποννήσου, 24 100 Καλαμάτα. 

  

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη του μικροβιακού οικοσυστήματος και της δυναμικής 

των μικροβιακών πληθυσμών που αναπτύσσονται κατά την αυθόρμητη ζύμωση ριζών του φυτού 

Raphanus sativus σε άλμη. Οι βολβοί ξεπλυθήκαν με νερό βρύσης, τεμαχίστηκαν και τοποθετήθηκαν 

σε διάλυμα άλμης (5% NaCl). Ακολούθησε αυθόρμητη ζύμωση στους 20 και 30 oC κατά τη διάρκεια 

της οποίας ανά τακτά χρονικά διαστήματα γινόταν μέτρηση του pH και της ολικής ογκομετρούμενης 

οξύτητας, καθώς και καταμέτρηση του πληθυσμού της ολικής μεσόφιλης μικροχλωρίδας, γαλακτικών 

βακτηρίων, ζυμών/μυκήτων, εντερόκοκκων, εντεροβακτηρίων και ψευδομονάδων. Η ταυτοποίηση της 

επικρατούσας μικροχλωρίδας πραγματοποιήθηκε αρχικά με ομαδοποίηση με RAPD-PCR και rep-

PCR και στη συνέχεια με αλληλούχιση του 16S ριβοσωμικού DNA αντιπροσωπευτικού αριθμού 

στελεχών. Τα γαλακτικά βακτήρια επικράτησαν και στις δυο θερμοκρασίες. Οι εντερόκοκκοι 

εξελίχθηκαν ως δευτερεύουσα μικροχλωρίδα. Το είδος Pediococcus pentosaceus επικράτησε κατά τις 

πρώτες ημέρες της ζύμωσης. Στη συνέχεια επικράτησε το Lactobacillus plantarum μέχρι το τέλος της 

ζύμωσης, όποτε και εμφανίστηκε και το είδος Lb. brevis. Αυτή η διαδοχή σε επίπεδο είδους 

συνοδεύτηκε από αντίστοιχη σε επίπεδο υποείδους. Η θερμοκρασία ζύμωσης επηρέασε την ταχύτητα 

της ζύμωσης, όχι όμως και την σύνθεση του μικροβιακού οικοσυστήματος.  
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Microbial population dynamics during spontaneous fermentation of Raphanus sativus roots 

 

Pardali E.1, Paramithiotis S.1, Papadelli M.2, Mataragas M.1, Drosinos E.H.1 
1Laboratory of Food Quality Control and Hygiene, Department of Food Science and Human 

Nutrition, Agricultural University of Athens, Iera Odos 75, 118 55 Athens, Greece. 
2Department of Food Technology, Technological Educational Institute of Peloponnese, 24 100 

Kalamata, Greece. 

 

The aim of the present study was to assess the microecosystem development and the dynamics of the 

microbial populations during spontaneous fermentation of Raphanus sativus roots, in brine. Radish 

roots were thoroughly washed with tap water, cut in half, submerged in brine solution (5% NaCl) and 

placed at 20 and 30 oC for fermentation to occur. Fermentation was monitored by measuring pH and 

total titratable acidity (TTA) values as well as by quantitative assessment of the total aerobic 

mesophilic microbiota, lactic acid bacteria, yeasts/molds, enterococci, Enterobacteriaceae and 

pseudomonads. Clustering of the dominating microbiota was performed by RAPD-PCR and rep-PCR 

followed by identification based on the sequencing of the 16S-rRNA gene. In both temperatures, lactic 

acid bacteria prevailed the fermentation. Enterococci population increased and formed a secondary 

microbiota while pseudomonads, Enterobacteriaceae and yeasts/molds populations were below 

enumeration limit already before the middle of fermentation. Pediococcus pentosaceus dominated 

during the first days, followed by Lactobacillus plantarum that prevailed the fermentation until the 

end. Lb. brevis was also detected during the final days of fermentation. A succession at sub-species 

level was also revealed by the combination of RAPD-PCR and rep-PCR analysis. Fermentation 

temperature affected the speed of fermentation but not the microecosystem composition.  
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Χαρακτηρισμός της ικανότητας μια μικροβιακής κοινοπραξίας να αποδομεί, ανοργανοποιεί και 

αποτοξικοποιεί το μυκητοκτόνο thiabendazole 

 

Perruchon C.1, Παντολέων A. 1,  Βερούτης Δ. 1, Gallego-Blanco S. 2, Martin-Laurent F. 2, 

Λιαδάκη K. 1,  Καρπούζας Δ.Γ. 1 
1 Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Τμήμα Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας, 41500 Λάρισα.  
2 INRA, UMR 1347 Agroécologie, 17 Rue Sully, BP 86 510, 21065 Dijon, Cedex, France. 

 

To thiabendazole (TBZ) είναι ένα μυκητοκτόνο που χρησιμοποιείται στην μετασυλλεκτική 

μεταχείριση φρούτων. Τα υγρά απόβλητα που παράγονται από την χρήση του αποτελούν ένα 

σημαντικό περιβαλλοντικό πρόβλημα δεδομένης της υψηλής υπολειμματικότητας και τοξικότητας του 

ΤΒΖ. Η βιολογική επεξεργασία αποτελεί μια οικονομική και αποτελεσματική λύση για την 

επεξεργασία των συγκεκριμένων αποβλήτων. Πρόσφατες μελέτες της ερευνητικής ομάδας οδήγησαν 

στην απομόνωση των πρώτων μικροοργανισμών, μιας βακτηριακής κοινοπραξίας, που αποδομούσε 

ταχύτατα το TBZ. H κοινοπραξία αποτελούνταν από α-, β- και γ- πρωτεοβακτήρια. Μεταξύ αυτών 

ένα Sphingomonas βρέθηκε ότι ήταν υπεύθυνο για τον μεταβολισμό του ΤΒΖ. Η παρούσα μελέτη είχε 

ως κύριο στόχο να χαρακτηρίσει την αποδομητική ικανότητα της συγκεκριμένης βακτηριακής 

κοινοπραξίας ώστε να εξετάσει την προοπτική περαιτέρω χρήσεις της σε περιβαλλοντικές εφαρμογές.  

Στο πλαίσιο αυτό αξιολογήσαμε την επίδραση παραγόντων όπως το pH, η θερμοκρασία, η 

συγκέντρωση του ΤΒΖ και η παρουσία άλλων γεωργικών φαρμάκων (ortho-phenylphenol-OPP and 

diphenylamine-DPA) με τα οποία εφαρμόζονται ταυτόχρονα στην αποδομητική ικανότητα της 

κοινοπραξίας.  Η κοινοπραξία αποδόμηση ως και 750 mg L-1 TBZ σε υγρές καλλιέργειες και ως 500 

mg kg-1 TBZ σε τεχνητά ρυπασμένο έδαφος. Η κοινοπραξία διατήρησε την αποδομητική της 

ικανότητα σε εύρος τιμών pH (4.5-7.5) και θερμοκρασιών (15-37oC) και παρουσία των ortho-

phenylphenol και diphenylamine. Δοκιμές με την χρήση 14C-TBZ (ομοιογενώς σημασμένου στο 

βενζολικό δακτύλιο) έδειξαν την πλήρη ανοργανοποίηση του βενζολικού δακτυλίου του TBZ με την 

παράλληλη συσσώρευση του μεταβολίτη thiazole-4-carboxamidine που φέρει τον σταθερό θειαζολικό 

δακτύλιο. Δοκιμές τοξικότητας με σειρές καρκινικών κυττάρων συκωτιού (HepG2) έδειξαν ότι η 

αποδόμηση του ΤΒΖ οδηγούσε σε σταδιακή μείωση της τοξικότητας του ΤΒΖ επιβεβαιώνοντας ότι η 

μικροβιακή αποδόμηση του ΤΒΖ από τη συγκεκριμένη βακτηριακή κοινοπραξία οδηγεί σε 

αποτοξικοποίηση.  

 

Λέξεις-κλειδιά: thiabendazole, υγρά απόβλητα, βακτηριακή κοινοπραξία, ανοργανοποίηση, 

αποτοξικοποίηση 
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Characterization of the degradation, mineralization and detoxification capacity of a bacterial 

consortium able to degrade the fungicide thiabendazole 
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Thiabendazole (TBZ) is a fungicide used in the post-harvest treatment of fruits. The agro-industrial 

effluents produced by this process constitute a major environmental concern considering the high 

environmental persistence and toxicity of TBZ. Biological treatment systems seem a promising 

method for the cheap and effective depuration of these wastewater. Recent studies by our group 

reported the isolation of the first microorganisms, a bacterial consortium, able to rapidly degrade TBZ. 

The consortium was stabilized upon prolonged enrichment and it was composed of α- (Bosea, 

Shinella, Oligotropha, Sphingomonas), β- (Methylobacillus, Methilibium), and γ-proteobacteria 

(Pseudomonas) with the Sphingomonas member identified as the key degrader of the fungicide. In the 

present study we aimed to characterize the degrading ability of the isolated consortium in order to 

assess its possible application in real-world conditions. Within this frame we considered different 

factors which could affect the degrading ability, such as variations in pH, temperature, pesticide 

concentration or co-presence of other pesticides (ortho-phenylphenol-OPP and diphenylamine-DPA) 

commonly co-used in the fruit-packaging industries. The bioaugmentation potential in artificially 

contaminated soil was also assessed, together with the mineralization and detoxification capacity of 

the consortium. The consortium degraded 750 mg L-1 TBZ in liquid culture and 500 mg kg-1 TBZ in 

artificially contaminated soil. Moreover, degradation was maintained in a wide range of pH (4.5-7.5) 

and temperatures (15-37oC) and in the presence of ortho-phenylphenol and diphenylamine. Studies 

with 14C-TBZ (uniformly labelled in the benzoyl moiety) suggested the complete mineralization of the 

benzoyl ring of TBZ with the parallel accumulation of thiazole-4-carboxamidine. Toxicity studies with 

human liver cancer cells line (HepG2) indicated a progressive decrease in cytotoxicity during TBZ 

degradation verifying the detoxification capacity of the isolated consortium.  

 

Keywords: thiabendazole; wastewater, bacterial consortium; pesticide biodegradation; mineralization; 

detoxification 
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Εκτομυκορριζικοί μακρομύκητες σε βιοτόπους της Ελλάδας που χαρακτηρίζονται από την 

παρουσία αριάς (Quercus ilex) 
 

Πολέμης, Η.1, Καουνάς, Β.2, Φρυσούλη, B.1, Δασκαλόπουλος, Β.1 και Ζερβάκης, Γ.Ι.1,* 
1Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Εργαστήριο Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας, Ιερά Οδός 75, 

11855 Αθήνα (*e-mail: zervakis@aua.gr) 
2Σωκράτους 40, 19016 Αρτέμιδα 

 

Τα δάση αριάς (Quercus ilex) αποτελούν ένα μοναδικό παγκοσμίως οικοσύστημα το οποίο απαντάται 

μόνο στην ευρύτερη περιοχή της Μεσογείου, θεωρείται δε οικότοπος κοινοτικής προτεραιότητας που 

χρήζει προστασίας και διατήρησης. Τα τελευταία 15-20 χρόνια έχουν γίνει εστιασμένες έρευνες στην 

Ιβηρική Χερσόνησο, στη Γαλλία και στην Ιταλία που έδειξαν ότι στα δάση αριάς υπάρχει μια 

εξαιρετικά σημαντική ποικιλότητα μακρομυκήτων. Μεγάλο ποσοστό της αφορά εκτομυκορριζικά 

είδη, ενώ αρκετά εξ αυτών απαντώνται μόνο στα συγκεκριμένα ενδιαιτήματα. Στην Ελλάδα, η 

μυκητιακή ποικιλότητα σε συστάδες και δάση αριάς παραμένει ακόμη πλημμελώς μελετημένη. 

Η παρούσα έρευνα, με διάρκεια μεγαλύτερη της δεκαετίας, έχει εστιάσει σε επιλεγμένες 

περιοχές με κυριάρχο είδος το Q. ilex, δηλαδή σε υπολειμματικές συστάδες του είδους στην Άνδρο, 

στο δάσος «Ράντη» της Ικαρίας (το μεγαλύτερο σε έκταση δάσος αριάς στην ανατολική Μεσόγειo), 

καθώς και σε διάφορες θέσεις στα ανατολικά του όρους Πάρνηθα της Αττικής. Οι δειγματοληψίες που 

έγιναν συμπεριέλαβαν τόσο υπέργεια όσο και υπόγεια αναπαραγωγικά όργανα (ασκώματα και 

βασιδιώματα) εκτομυκορριζικών ασκομυκήτων και βασιδιομυκήτων. 

Έως σήμερα, με χρήση κλασσικών και (όπου απαιτήθηκε) μοριακών μεθόδων, έχουν 

ταυτοποιηθεί 88 είδη εκτομυκορριζικών μακρομυκήτων, τα περισσότερα από τα οποία αναφέρονται 

για πρώτη φορά στο συγκεκριμένο ενδιαίτημα στην Ελλάδα. Εξ αυτών τα Hymenogaster 

lycoperdineus, Russula messapica, Sebacina epigaea και Xerocomellus redeuhilii αποτελούν πρώτες 

καταγραφές για τη χώρα, ενώ τα Hebeloma sarcophylllum και Xerocomellus cisalpinus 

καταγράφονται για δεύτερη φορά.. Άξια αναφοράς είναι η παρουσία πρόσφατα καταγραφέντων και 

σπάνιων Mεσογειακών υπόγειων ειδών όπως τα Calongea prieguensis, Genea brunneocarpa, G. 

pinicola και Hydnangium aurantiacum αλλά και των σπάνιων θερμόφιλων βωλιτών Rubroboletus 

lupinus και Suillellus pulchrotinctus. Επιπλέον, συχνή ήταν η παρουσία ειδών που θεωρούνται 

χαρακτηριστικά αυτού του τύπου οικοτόπου, όπως τα Hygrophorus russula, Lactarius atlanticus, L. 

chrysorrheus, Lactifluus rugatus, Leccinellum lepidum και Tuber rufum. Τέλος, καταγράφηκε και η 

ύπαρξη ειδών μανιταριών με υψηλή γαστρονομική και εμπορική αξία όπως τα Boletus aereus, 

Hydnum repandum, Tricholoma caligatum και Tuber borchii. 

 

Λέξεις-κλειδιά: αειθαλής βελανιδιά, αριά, βιοποικιλότητα, ποικιλότητα μακρομυκήτων, μανιτάρια, 

εκτομυκορριζικοί μύκητες, Μεσογειακά ενδιαιτήματα 

 

  



229 
 

Ectomycorrhizal macrofungi from habitats characterized by the presence of Holm oak (Quercus 

ilex) in Greece 

 

Polemis, E.1, Kaounas, V.2, Fryssouli, V.1, Daskalopoulos, V.1 and Zervakis, G.I.1,* 

1Agricultural University of Athens, Laboratory of General and Agricultural Microbiology, Iera Odos 

75, 11855 Athens, Greece (*e-mail: zervakis@aua.gr) 
2Sokratous 40, 19016 Artemida 

 

Holm oak (Quercus ilex) forests constitute a globally unique biotope, which is only found in the wider 

Mediterranean region, and is perceived as an EU priority habitat in need of protection and 

conservation. During the last 15-20 years, various Q. ilex forests in the Iberian Peninsula, France and 

Italy have been investigated, and were shown to harbour a high diversity of macrofungi. A large 

number of those are ectomycorrhizal symbionts of the Holm oak, while many such species are only 

reported from this particular habitat. Fungal diversity in Q. ilex stands and forests of Greece is still 

poorly known. 

This work, which lasts more than 10 years, focuses on selected areas where Q. ilex is the 

dominant tree species, particularly in the relict tree-stands of Andros island, in the “Randi” forest of 

Ikaria island (which is the largest Q. ilex forest in east Mediterranean), as well as in various sites of 

Mt. Parnitha in Attica. Sampling included both epigeous and hypogeous fungal reproductive structures 

of ectomycorrhizal ascomycetes and basidiomycetes (ascomes and basidiomes, respectively). 

To date, through the use of traditional and (where necessary) molecular methods, 88 species of 

ectomycorrhizal macrofungi have been identified, most of them being first reports from such habitats 

in Greece. Among them, Hymenogaster lycoperdineus, Russula messapica, Sebacina epigaea and 

Xerocomellus redeuhilii constitute first national records, while Hebeloma sarcophyllum and 

Xerocomellus cisalpinus are recorded for the second time. Moreover, the recently reported and rare 

hypogeous Mediterranean species Calongea prieguensis, Genea brunneocarpa, G. pinicola and 

Hydnangium aurantiacum were also recorded, as well as the equally rare thermophilous bolets 

Rubroboletus lupinus and Suillellus pulchrotinctus. Other species known to occur in such forests, e.g. 

Hygrophorus russula, Lactarius atlanticus, L. chrysorrheus, Lactifluus rugatus, Leccinellum lepidum 

and Tuber rufum were also found to be quite common at the investigated sites. Finally, the presence of 

mushroom species with high culinary and market value was also recorded, i.e., Boletus aereus, 

Hydnum repandum, Tricholoma caligatum και Tuber borchii. 

 

Keywords: evergreen-oak, Holm oak, biodiversity, fungal diversity, mushroom, ectomycorrhizal 

fungi, Mediterranean habitat 
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Προκαταρκτική διερεύνηση παραγωγής μεθανίου με πρώτη ύλη περιττώματα χελιών  

 

Ρέντα Χ. 1, Κορμάς Κ.Α.2, Μεντέ Ε.2, Καραγιάννη Ή. 1  
1Τμήμα Βιολογικών Εφαρμογών και Τεχνολογιών, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, 45110 Ιωάννινα, Ελλάδα  
2Τμήμα Ιχθυολογίας & Υδάτινου Περιβάλλοντος, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, 38446 Βόλος, Ελλάδα 

  

Το μεθάνιο αποτελεί αέριο ιδιαίτερα ελκυστικό όσον αφορά την χρήση του ως εναλλακτική μορφή 

καυσίμου. Το γεγονός αυτό σε συνδυασμό με την διαδικασία παραγωγής του από μεθανιογόνα 

Archaea που εντοπίζονται, μεταξύ άλλων αναερόβιων ενδιατημάτων και στην πεπτική οδό ζώων, δίνει 

έναυσμα για τον έλεγχο παραγωγής του από περιττώματα αυτών, με ιδιαίτερη σημασία για εφαρμογές 

«κυκλικής οικονομίας». Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια να ελεγχθεί αν οι μικροοργανισμοί 

που υπάρχουν στα περιττώματα χελιών είναι ικανοί να καταναλώσουν το διαθέσιμο οξυγόνο ώστε να 

δημιουργηθούν οι κατάλληλες συνθήκες για τη μετέπειτα παραγωγή του μεθανίου. Για το σκοπό αυτό 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα σε μικρόκοσμους κατά τα οποία περιττώματα που συλλέχθηκαν από 

μονάδα παραγωγής χελιών επωάστηκαν μαζί με νερό από τις ίδιες δεξαμενές στους 24oC, στο 

σκοτάδι, για διάστημα 48 ημερών. Η μέτρηση του οξυγόνου για τον έλεγχο της κατανάλωσής του 

έγινε με την φασματοφωτομετρική μέθοδο Winkler και οι μετρήσεις διεξάγονταν περίπου μια φορά 

την εβδομάδα. Τα αποτελέσματα δείξανε ότι σε όλους τους μικρόκοσμους υπήρξε μείωση της 

συγκέντρωσης του διαλυμένου οξυγόνου υποδεικνύοντας κατανάλωση αυτού με βιολογικές και μη 

βιολογικές διεργασίες. Ωστόσο, στους μικρόκοσμους με μη αποστειρωμένο ίζημα (περιττώματα) 

παρατηρήθηκε μακροσκοπικά (αύξηση της εσωτερικής πίεσης, χαρακτηριστική οσμή υδρόθειου) η 

παραγωγή αερίων προερχόμενων πιθανόν από αναερόβια μικροοργανισμική δραστηριότητα. Παρά το 

γεγονός ότι με τα συγκεκριμένα πειράματα δεν παρατηρήθηκε άμεση παραγωγή μεθανίου, η 

κατανάλωση του διαλυμένου οξυγόνου και κυρίως η παραγωγή αερίων υπό αναερόβιες συνθήκες 

δείχνουν ότι τα περιττώματα χελιών θα μπορούσαν δυνητικά να αποτελέσουν πηγή μεθανίου εφόσον 

έχουν δημιουργηθεί πρώτα οι κατάλληλες (ανοξικές) συνθήκες.  

 

Λέξεις-κλειδιά: μεθάνιο, διαλυμένο οξυγόνο, περιττώματα χελιών, πειράματα μικρόκοσμων  
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Preliminary investigation of methane production using eel faeces as raw material  

 

Renta C.1, Kormas K.A.2, Mente E.2, Karayanni H. 1  
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Methane is a chemical compound which, in its gaseous state, is considered an attractive alternative 

form of fuel. The production of this gas depends on methanogenic Archaea which are commonly 

found in anaerobic habitats such as the digestive tract of animals. Both of the above facts generate the 

need for research on the production of methane by animal faeces with special importance for "circular 

economy" applications. The present study aimed to determine whether the microorganisms present in 

eel faeces are able to consume the available oxygen in order to create the right conditions for the 

subsequent production of methane. To achieve this goal experiments in microcosms were conducted 

which included the collection of faeces and water samples from an eel farm and their incubation at 

24oC, in the dark for 48 days. Measurements of oxygen consumption were performed once a week 

using the Winkler method. The results demonstrated that, in all the microcosms, a reduction of the 

concentration of dissolved oxygen occurred suggesting its consumption by both biological and non-

biological processes. However, in the microcosms that contained unsterilized sediment (faeces) there 

was a macroscopic observation (an increase in internal pressure and a characteristic odor of hydrogen 

sulphide) of gas production, possibly deriving from the activity of anaerobic microorganisms. These 

results suggest that despite the lack of direct methane production, the consumption of dissolved 

oxygen and production of gas under anaerobic conditions show that eel faeces could potentially be a 

source of methane as long as the appropriate conditions (anaerobic) were created. 

 

Keywords: methane, dissolved oxygen, eel faeces, microcosm experiments  
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Η μικροβιακή αποδόμηση του καρβαμαδικού νηματωδοκτόνου oxamyl: Διασπορά και 

λειτουργία των γονίδιων cehA και mcd που εμπλέκονται στην υδρόλυση καρβαμιδικών 

γεωργικών φαρμάκων σε εδάφη 

 

Ρουσίδου Κ.1, Καραίσκος Κ.1, Μυτή Δ.1, Καρανάσιος Ε.2, Καράς Π.1, Τουρνά Μ.1, 

Τζωρτζακάκης Ε.3, Gallego-Blanco S.4, Martin-Laurent F4, Καρπούζας Δ.Γ.1 
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2Μπενάκειο Φυτοπαθολογικό Ινστιτούτο, Αθήνα, Ελλάδα 
3Ινστιτούρο Ελιάς, Υποτροπικών Φυτών, και Αμπέλου, ΕΘ.Ι.ΑΓ.Ε, Ελληνικός Γεωργικός Οργανισμός 

(ΕΛΓΟ) ΔΗΜΗΤΡΑ, Κρήτη, Ελλάδα 
4INRA, UMR 1347 Agroécologie, Dijon, France 

 

Τα συνθετικά καρβαμιδικά εντομοκτόνα αποτελούν μια σημαντική ομάδα γεωργικών φαρμάκων με το 

oxamyl να αποτελεί σήμερα το πιο γνωστό νηματωδοκτόνο στην αγορά. Η αποδόμηση του oxamyl 

στο έδαφος είναι κυρίως μικροβιακή. Προηγούμενες μας μελέτες οδήγησαν στην απομόνωση 

τεσσάρων Pseudomοnas που είχαν την ικανότητα να υδρολύουν το oxamyl προς oxamyl oxime και 

carbamic acid. Το τελευταίο ανοργανοποιήθηκε πλήρως όπως αποδείχθηκε από δοκιμές με 14C-

oxamyl. Το γονίδιο cehA που κωδικοποιεί μια υδρολάση των καρβαμαδικών ανιχνεύθηκε στα 

παραπάνω στελέχη και ήταν υπεύθυνο για την υδρόλυση του oxamyl. Μέχρι σήμερα η συμμετοχή των 

γονιδίων που κωδικοποιούν υδρολάσες των καρβαμιδικών (cehA, mcd, cahA) στην βιοαποδόμηση 

τους έχει επιβεβαιωθεί μόνο σε in vitro μελέτες με αξενικές καλλιέργειες των βακτηρίων. Αντίθετα 

δεν γνωρίζουμε τίποτα για την διασπορά τους και λειτουργία τους στην βιοαποδόμηση των 

καρβαμιδικών in situ στο έδαφος. Στο πλαίσιο αυτό μελετήσαμε την διάσπαση του oxamyl σε 16 

εδάφη από περιοχή μονοκαλλιέργειας πατάτας στην Ελλάδα όπου το oxamyl χρησιμοποιείται συχνά. 

Το oxamyl παρουσίασε μικρή υπολειμματικότητα στο έδαφος (DT50 2.4-26.7 ημέρες). Ανάλυση q-

PCR ανίχνευσε τα γονίδια cehA και mcd σε 10 και 3 εδάφη, αντίστοιχα. Η αφθονία του γονιδίου cehA 

εμφάνισε θετική συσχέτιση με το pH ενώ και η αφθονία του cehA και το pH είχαν αρνητική 

συσχέτιση με το DT50 του oxamyl. Μεταξύ των καρβαμιδικών που έχουν χρησιμοποιηθεί στην 

περιοχή, η εφαρμογή του oxamyl αύξησε την αφθονία και την έκφραση μόνο του cehA, ενώ το 

carbofuran προκάλεσε αύξηση της αφθονίας και της έκφρασης και των δύο γονιδίων. Το γονίδιο cehA 

επίσης ανιχνεύτηκε σε παρθένα εδάφη μετά από επαναλαμβανόμενες εφαρμογές με oxamyl και 

carbofuran και μόνο σε εδάφη με pH≥7.2, όπου και παρατηρήθηκε η πιο γρήγορη διάσπαση του 

oxamyl. Τα παραπάνω αποτελέσματα προσφέρουν νέα στοιχεία για τη διατήρηση και εξέλιξη των 

γονιδίων που υδρολύουν καρβαμιδικά σε εδάφη και έχουν πρακτικές προεκτάσεις για την 

αποτελεσματικότητα των καρβαμιδικών που εμφανίζει προβλήματα σε εδάφη με υψηλή αφθονία των 

παραπάνω γονιδίων. 

 

Λέξεις-κλειδιά: oxamyl, cehA, mcd, carbofuran, pH εδάφους, βιοαποδόμηση γεωργικών φαρμάκων 
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Microbial degradation of the carbamate nematicide oxamyl: distribution and function of 
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Synthetic carbamates constitute a significant pesticide group with oxamyl being a leading compound 

in the nematicide market. Oxamyl degradation in soil is mainly microbially mediated. Previous study 

by our group resulted in the isolation of 4 Pseudomonas strains which were able to hydrolyse oxamyl 

to oxamyl oxime and carbamic acid. The latter was further mineralized as suggested by studies with 
14C-oxamyl. The carbamate hydrolase gene cehA found in these strains was driving the hydrolysis of 

oxamyl. To date the involvement of carbamate hydrolase genes (cehA, mcd, cahA) in the 

biodegradation of carbamates has been verified by in vitro studies with axenic bacterial cultures. 

However, their distribution and function in soils exhibiting rapid biodegradation of carbamates is not 

yet clear. We studied oxamyl degradation in 16 soils from a potato monoculture area in Greece where 

oxamyl is regularly used. Oxamyl showed low persistence (DT50 2.4–26.7 days). q-PCR detected the 

cehA and mcd genes in 10 and 3 soils, respectively. The abundance of the cehA gene was positively 

correlated with pH, while both cehA abundance and pH were negatively correlated with oxamyl DT50. 

Amongst the carbamates used in the study region, oxamyl stimulated the abundance and expression 

only of the cehA gene, while carbofuran stimulated the abundance and expression of both genes. The 

cehA gene was also detected in pristine soils upon repeated treatments with oxamyl and carbofuran 

and only in soils with pH ≥7.2, where the most rapid degradation of oxamyl was observed. These 

results provides novel insights into the maintenance of carbamate hydrolase genes in soils and the 

evolution of the cehA gene and have practical implications regarding the agricultural use and 

biological efficiency of carbamates which is compromised in soils carrying specific carbamate 

hydrolase genes.  

 

Keywords: oxamyl, cehA gene, mcd gene, carbofuran, soil pH, pesticides biodegradation 
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Βακτηριακή ποικιλότητα του γαστρικού υγρού των γαλακτοπαραγωγών προβάτων Φριζάρτα 
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Οδός 75, 11855, Αθήνα 

  

Τα μηρυκαστικά εξαρτώνται σε μεγάλο βαθμό από μικροβιακές κοινότητες για την πέψη των τροφών 

και κατ' επέκταση για την επιβίωσή τους. Τα βακτήρια του εντέρου συνιστούν ένα αποτελεσματικό 

σύστημα μετατροπής της τροφής σε μικροβιακές πρωτεΐνες και πτητικά λιπαρά οξέα, επομένως η 

συσχέτιση της σύστασης και της πυκνότητας των βακτηριακών πληθυσμών του εντέρου και των 

βιολογικών διεργασιών του ξενιστή είναι προφανής. Στην παρούσα μελέτη, χρησιμοποιήθηκε η 

τεχνολογία αλληλούχισης νέας γενιάς προκειμένου να γίνει χαρακτηρισμός της βακτηριακής 

ποικιλότητας του γαστρικού υγρού των γαλακτοπαραγωγών προβάτων της φυλής Φριζάρτα, με 

απώτερο στόχο να συσχετιστεί το επίπεδο της γαλακτοπαραγωγής με το μικροβιακό προφίλ του 

εντέρου των ζώων αυτών. Στην παρούσα μελέτη έγινε αλληλούχιση της υπερμεταβλητής περιοχής 

V3-V4 του 16S rRNA από 16 δείγματα προβάτων με χρήση της τεχνολογίας αλληλούχισης 

amplicons. Κάθε δείγμα DNA ενισχύθηκε και αλληλουχήθηκε σε τρεις ανεξάρτητες επαναλήψεις. Η 

ανάλυση και ο έλεγχος της ποιότητας των δεδομένων έγινε κυρίως με τις πλατφόρμες 

βιοπληροφορικής QIIME, R και bioperl. Η ταξονομική ανάλυση των αποτελεσμάτων αποκάλυψε ότι 

το φύλο Bacteroidetes είναι το πλέον συχνά απαντώμενο και  στη συνέχεια έπονται τα φύλα 

Firmicutes, Proteobacteria και Fibrobacteres. Η ταξονομική κατανομή της βακτηριακής ποικιλότητας 

του γαστρικού υγρού των προβάτων Φριζάρτα θα παρουσιαστεί αναλυτικά. 

 

Λέξεις κλειδιά: 16S rRNA, next-generation sequencing, ποικιλότητα 
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Rumen bacterial diversity of the Frizarta dairy sheep 
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Ruminants are completely dependent on their microbiota for feed digestion and consequently, their 

viability. The gut microbiota functions as an effective system for conversion of dietary feed to 

microbial proteins and volatile fatty acids. It is therefore tempting to hypothesize a correlation between 

the composition and abundance of resident rumen bacterial taxa and the physiological parameters of 

the host. In the present study, an amplicon sequencing approach was used in order to characterise the 

rumen bacterial diversity of the Frizarta dairy sheep and identify putative links between milk 

production and rumen microbiota. Amplicon analysis involved sequencing of the V3-V4 hypervariable 

region of 16S rRNA from sixteen sheep. Each sample was amplified and sequenced in triplicate. Data 

quality control and analyses were mostly performed using the QIIME pipeline, R and bioperl scripts. 

Taxonomic analysis revealed that Bacteroidetes was the most abundant phylum followed by 

Firmicutes, Proteobacteria and Fibrobacteres. Taxonomic distribution of the rumen bacterial diversity 

will be presented in detail. 

 

Keywords: 16S rRNA, amplicon sequencing, diversity 
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Επιπτώσεις της  κλιματικής αλλαγής στην μοριακή και λειτουργική ποικιλότητα των 

πλαγκτικών μικροευκαρυωτών του Θερμαϊκού Κόλπου σε πείραμα μεσοκόσμων 
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Εξετάστηκαν οι επιπτώσεις της αύξησης της θερμοκρασίας σε συνδυασμό με την αυξομείωση  της 

αλατότητας στη βιοποικιλότητα των θαλάσσιων πλαγκτικών μικροευκαρυωτών με πείραμα 

μεσοκόσμων ανοιχτού χώρου. Η βιοκοινότητα των πλαγκτικών μικροευκαρυωτών προήλθε με 

δειγματοληψία νερού από το Θερμαϊκό Κόλπο. Με μικροσκοπική ανάλυση εξετάστηκαν οι 

επιπτώσεις στην βιοποικιλότητα του φυτοπλαγκτού και με πυροαλληλούχιση (illumina sequensing) 

του 18S rRNA γονιδίου στην βιοποικιλότητα του συνόλου των μικροευκαρυωτών. Η ενεργότητα 

εξετάστηκε με πυροαλληλούχιση του 18S rRNA. Με την αύξηση της θερμοκρασίας ο αριθμός ειδών 

του φυτοπλαγκτού μειώθηκε από 30 σε 26 και μεγάλα διάτομα (Rhizosolenia pungens, Guinardia 

delicatula) δεν ανιχνεύθηκαν μετά την θερμοκρασιακή καταπόνηση. Η βιομάζα του φυτοπλαγκτού 

παρέμεινε σχεδόν σταθερή (μειώθηκε από 2.6 mg L-1 σε 2.3 mg L-1). Ο αριθμός των μοριακών 

φυλοτύπων του φυτοπλαγκτού μειώθηκε επίσης από 221 σε 111 και η ενεργότητα τους βρέθηκε 

μειωμένη μετά την θερμοκρασιακή καταπόνηση. Αντίθετα, αύξηση καταγράφηκε στον αριθμό των 

μοριακών φυλοτύπων των παρασίτων (από 17 σε 36 ) και των μυκήτων-αποικοδομητών (24 σε 29) 

καθώς και της ενεργότητα τους. Με τις αλλαγές στην αλατότητα καταγράφηκε και πάλι μείωση της 

βιοποικιλότητας του φυτοπλαγκτού. Στους μεσόκοσμους όπου η αλατότητα διατηρήθηκε ίδια με 

αυτήν του περιβάλλοντος καταγράφηκε ο υψηλότερος αριθμός ειδών, φυλοτύπων και βιομάζας 

φυτοπλαγκτού, ενώ o χαμηλότερος αριθμός ειδών, φυλοτύπων και βιομάζας φυτοπλαγκτού 

καταγράφηκαν στους μεσόκοσμους με την μειωμένη αλατότητα. Ο συνδυασμός θερμοκρασιακής 

καταπόνησης και μειωμένης αλατότητας οδήγησε στην χαμηλότερη βιοποικιλότητα και βιομάζα 

φυτοπλαγκτού.  
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Outdoor mesocosms were used to study the effects of global warming combined with high/low salinity 

on a natural plankton microeukaryotes community from Thermaikos Gulf. Phytoplankton was 

analyzed microscopically and the whole mikroeukaryotes community was analyzed with molecular 

tools (Next Genereration Sequensing of 18S rRNA gene). 18S rRNA sequencing was used to examine 

the relative activity of mikroeukaryotes.  Phytoplankton species decreased from 30 to 26 with 

warming, and large diatoms (Rhizosolenia pungens, Guinardia delicatula) were not detected after the 

heat shock. Phytoplankton biomass remained almost unchanged (decreased from 2.6 to 2.3 mg L-1). 

Phytoplankton molecular phylotypes decreased from 221 to 111 and their relative activity was reduced 

also. In contrast, parasite related phylotypes (from 17 to 36), decomposers/fungi related phylotypes 

(from 24 to 29) and their relative activity all increased after the heat shock. Salinity changes resulted 

also in phytoplankton biodiversity loss. Among the treatments, the ones with ambient salinity were 

found to exhibit the highest number of phytoplankton species and phylotypes and the highest 

phytoplankton biomass. On the other hand, the lowest number of species and phylotypes and the 

lowest phytoplankton biomass were recorded in low salinity mesocosms. The combination of warming 

and decreased salinity resulted in the lowest phytoplankton biodiversity and biomass.  
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Μελέτη της επίδρασης της αύξησης της θερμοκρασίας των υδάτων στην αναπνοή του 

ετερότροφου βακτηριοπλαγκτού 
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1Τμήμα Βιολογικών Εφαρμογών και Τεχνολογιών, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, 451 10, Ιωάννινα 

 

Η παγκόσμια αύξηση της θερμοκρασίας των υδάτων αποτελεί ένα μείζον περιβαλλοντικό πρόβλημα 

της σύγχρονης εποχής με πολλές επιπτώσεις στα οικοσυστήματα και τους υδρόβιους οργανισμούς. Οι 

προκαρυωτικοί οργανισμοί αποτελούν σημαντικό ποσοστό της βιοτικής συνιστώσας των 

οικοσυστημάτων αυτών. Για τον λόγο αυτό, πιθανές επιδράσεις της αύξησης της θερμοκρασίας των 

υδάτων σε αυτούς θα έχει ενδεχομένως σημαντικές επιπτώσεις σε ολόκληρο το οικοσύστημα. Η 

παρούσα εργασία έχει στόχο να μελετήσει την επίδραση της αύξησης της θερμοκρασίας στο 

μεταβολισμό (αναπνοή) του ετερότροφου βακτηριοπλαγκτού. Για το σκοπό αυτό, 

πραγματοποιήθηκαν πειράματα σε μικρόκοσμους κατά τα οποία το βακτηριοπλαγκτό από δύο λιμναία 

οικοσυστήματα επωάστηκε σε in situ θερμοκρασία και σε θερμοκρασία μεγαλύτερη κατά 2°C, για μία 

περίοδο δυο εβδομάδων περίπου. Οι δειγματοληψίες πραγματοποιήθηκαν στην εύτροφη λίμνη 

Παμβώτιδα και στην χαμηλών ανθρωπογενών πιέσεων λίμνη Ζήρου την περίοδο Ιούνιος-Ιούλιος 2016 

οπότε η θερμοκρασία κυμάνθηκε από 21,7°C έως 27.9°C. Η μέτρηση της συγκέντρωσης του 

διαλυμένου οξυγόνου στους μικρόκοσμους έγινε σύμφωνα με την μέθοδο Winkler. Η μεγαλύτερη 

μείωση του διαλυμένου οξυγόνου παρατηρήθηκε στις εύτροφες συνθήκες της λίμνης Παμβώτιδας, 

όπου η συγκέντρωση του σχεδόν μηδενίστηκε μετά την επώαση δύο εβδομάδων στην υψηλή 

θερμοκρασία. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η αύξηση της θερμοκρασίας μπορεί να οδηγήσει σε 

ανοξικές συνθήκες. Οι επιπτώσεις ωστόσο εξαρτώνται από την τροφική κατάσταση του 

οικοσυστήματος.  

 

Λέξεις κλειδιά: Βακτηριακή αναπνοή, λιμναία οικοσυστήματα, υπερθέρμανση, ευτροφισμός, 

μέθοδος Winkler.  
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Τhe effect of lake water temperature rise on heterotrophic bacterioplankton respiration 

 

Tolis V1., Matsingo H.S.1, Karayanni H.1 
1Dept. of Biological Applications and Technology, University of Ioannina, 45 110 Ioannina, Greece 

 

The global warming in aquatic ecosystems is a major environmental threat. Heterotrophic 

prokaryoplankton represents a significant component of these ecosystems. So, any disturbance of their 

communities due to a temperature increase may influence ecosystem’s functioning. The aim of this 

study is to investigate the effect of temperature increase on heterotrophic bacterioplankton respiration. 

For this, heterotrophic bacteria were incubated at in situ temperature and at temperature increased by 

2, during microcosm experiments performed at the laboratory. Sampling was performed at the 

eutrophic Pamvotis Lake and at the low human impacted Lake Ziros in June-July 2016, when 

temperature ranged between 21.7°C and 27.9°C. The concentration of dissolved oxygen was measured 

using spectrophotometric Winkler method. The higher decrease of dissolved oxygen was measured at 

Pamvotis Lake eutrophic conditions, where negligible values were recorded after two weeks. Overall, 

the results show that rising temperatures my lead to anoxic conditions. However, the effect of 

temperature increase seems to depend on the trophic status of the ecosystem. 

 

Keywords: Bacterial respiration, aquatic ecosystems, global warming, eutrophication, Winkler 

method.  
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Μορφολογικός και μοριακός χαρακτηρισμός ειδών του γένους Tricholomopsis (Basidiomycota, 

Agaricales) στην Ελλάδα 

 

Τριανταφύλλου Μ., Πυρρή Ι., Παρμακέλης Α., Γκόνου-Ζάγκου Ζ. 

Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Τμήμα Βιολογίας, Τομέας Οικολογίας και 

Ταξινομικής, Πανεπιστημιούπολη 157 84, Αθήνα, Ελλάδα  

 

Το γένος Tricholomopsis Singer (Basidiomycota, Agaricales) αντιπροσωπεύεται στη Ευρώπη από 

μικρό αριθμό ειδών. Στη βιβλιογραφία υπάρχουν διαφορετικές απόψεις σχετικά με το πλήθος και την 

ταυτότητα των ευρωπαϊκών ειδών του γένους. Σύμφωνα με πρόσφατες μελέτες, που βασίζονται τόσο 

σε μορφολογικά όσο και σε μοριακά δεδομένα, στην Ευρώπη έχει τεκμηριωθεί η ύπαρξη πέντε ειδών, 

των Tricholomopsis rutilans, T. decora, T. flammula, T. osiliensis και T. pteridicola (Holec & Kolarik 

2011, 2012, Olariaga et al. 2015). Τα είδη T. rutilans και T. decora είναι κοινά στην Ευρώπη, ενώ τα 

T. flammula και T. osiliensis θεωρούνται σπάνια και αναφέρονται από μικρό αριθμό συλλογών. Το T. 

osiliensis αρχικά περιγράφηκε ως νέο για την επιστήμη είδος (Vauras 2009), μεταγενέστερες μελέτες 

έδειξαν όμως ότι ταυτίζεται με ένα είδος που απαντάται στη Β. Αμερική, το T. sulphureoides. Το T. 

pteridicola αποτελεί νέο για την επιστήμη είδος και περιγράφηκε πρόσφατα από την Ισπανία και τη 

Γαλλία (Olariaga et al. 2015). Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι να διερευνηθεί η ποικιλότητα του 

γένους Tricholomopsis στην Ελλάδα. Κατά τη διάρκεια της εργασίας μελετήθηκαν δείγματα που 

συλλέχθηκαν την περίοδο 2012-2015 από τρεις διαφορετικούς Εθνικούς Δρυμούς της Ελλάδας 

(Εθνικός Δρυμός Αίνου, Οίτης, Παρνασσού), καθώς και αποξηραμένα δείγματα προσδιορισμένα στο 

γένος αυτό και κατατεθειμένα στη Μυκητοθήκη ATHUM του τμήματος Βιολογίας του ΕΚΠΑ. Τα 

δεδομένα από τη μορφολογική μελέτη συνεκτιμήθηκαν με τα αποτελέσματα της μοριακής ανάλυσης 

της αλληλουχίας της ITS περιοχής του rDNA. Τα δείγματα που μελετήθηκαν βρέθηκε ότι ανήκουν σε 

τρία είδη, στο κοινό T. rutilans και στα θεωρούμενα ως σπάνια στην Ευρώπη T. flammula και T. 

osiliensis. Αξίζει να σημειωθεί πως το T. osiliensis αναφέρεται για πρώτη φορά από την Ελλάδα, ενώ 

σε αυτή τη μελέτη τεκμηριώνεται για πρώτη φορά η παρουσία του T. flammula στον Ελλάδικό χώρο. 

 

Η έρευνα χρηματοδοτήθηκε εν μέρει από την Πράξη με τίτλο «Προστασία και διατήρηση της 

Βιοποικιλότητας του Εθνικού Δρυμού Αίνου» στο πλαίσιο του Ε.Π. “ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝ ΚΑΙ 

ΑΕΙΦΟΡΟΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗ” 2007-2013 - Άξονας Προτεραιότητας 9: «Προστασία Φυσικού 

Περιβάλλοντος και Βιοποικιλότητας» καθώς και από τον Φορέα Διαχείρισης Εθνικού Δρυμού Οίτης 

στα πλαίσια του χρηματοδοτικού προγράμματος του Πράσινου Ταμείου «Φυσικό Περιβάλλον 2013» 

(Άξονας Προτεραιότητας 1 «Στήριξη Φορέων Διαχείρισης Προστατευόμενων περιοχών 2013»). 
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Morphological and molecular characterization of Tricholomopsis species (Basidiomycota, 

Agaricales) in Greece 

 

Triantafyllou M., Pyrri I., Parmakelis A., Gonou-Zagou Z. 

National and Kapodistrian University of Athens, Department of Biology, Section of Ecology and 

Systematics, Panepistimiopoli GR-157 84, Athens, Greece 

 

The genus Tricholomopsis is represented in Europe by a small number of species. In the literature 

there are contradictory opinions about the number and the identity of the species. Recent studies that 

combine both traditional morphological and molecular methods have confirmed the presence of five 

species in Europe, namely Tricholomopsis rutilans, T. decora, T. flammula, T. osiliensis and T. 

pteridicola (Holec & Kolarik 2011, 2012, Olariaga et al. 2015). T. rutilans and T. decora are 

characterized as common species in Europe, whereas T. flammula and T. osiliensis are considered rare 

with very few references. T. osiliensis was recently described as a new species (Vauras 2009), but 

further studies showed that it is conspecific with the N. America species T. sulphureoides. T. 

pteridicola is a recently described new species known from collections from Spain and France 

(Olariaga et al. 2015). The aim of this study is to investigate the diversity of the genus Tricholomopsis 

in Greece. The studied material included both specimens newly collected during the period 2012-2015 

from three different Nationals Parks of Greece and also dried specimens that were deposited at the 

ATHUM Mycetotheca of the University of Athens. Morphological and molecular analysis of the 

studied material revealed the presence of three species in Greece, the common T. rutilans and the rare 

in Europe T. flammula and T. osiliensis. T. osiliensis is newly reported from Greece. Additionally, the 

presence of T. flammula in Greece is documented in this study for the first time. 
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Χρονικές και χωρικές κατανομές των Βακτηρίων και των Ιών σε μια παράκτια περιοχή που 

υπόκειται σε έντονες ανθρωπογενείς πιέσεις (Σαρωνικός Κόλπος, Αιγαίο Πέλαγος) 

 

Τριανταφυλλίδης A.1,2, Γιαννακούρου Α.1, Καραγιάννη Η.2 
1Ελληνικό Κέντρο Θαλασσίων Ερευνών, 46χλμ Αθηνών Σουνίου, Ανάβυσσος 19013 Αθήνα, Ελλάδα. 
2Τμήμα Βιολογικών Εφαρμογών και Τεχνολογιών, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, 45110 Ιωάννινα, Ελλάδα. 

 

Τα ετερότροφα βακτήρια διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην ανακύκλωση της οργανικής ύλης και 

των θρεπτικών ουσιών στα πλαγκτικά τροφικά πλέγματα και ποικίλλουν σημαντικά ανάλογα με την 

περιβαλλοντική τροφική κατάσταση. Αποτελούν την κύρια δεξαμενή ξενιστών για τους ιούς, οι οποίοι 

εμπλέκονται δυναμικά στις μικροβιακές διαδικασίες. Η ιική αφθονία παρουσιάζει θετική συσχέτιση 

με τον ευτροφισμό και παράλληλα η διακύμανση των πυκνοτήτων των κυττάρων-ξενιστών αποτελεί 

ένα παράγοντα-κλειδί για την κατανόηση των προτύπων κατανομής των ιών. 

H περιοχή μελέτης, στον Σαρωνικό κόλπο, παρουσιάζει ενδιαφέρον καθώς φιλοξενεί μία βιομηχανική 

περιοχή και την Μονάδα Επεξεργασίας Λυμάτων της πόλης. Πραγματοποιήθηκε εποχική 

δειγματοληψία, κατά μήκος ενός άξονα τεσσάρων σταθμών από τον Εσωτερικό προς τον Εξωτερικό 

κόλπο. Στόχος της μελέτης ήταν να προσδιοριστεί η εποχική δυναμική της παραγωγικότητας και της 

βιομάζας των προκαρυωτών, καθώς και των ιικών σωματιδίων και ο συσχετισμός αυτών με μεταβολές 

στις φυσικοχημικές παραμέτρους. 

Σε συμφωνία με τις υψηλότερες συγκεντρώσεις θρεπτικών αλάτων και χλωροφύλλης-α στον 

Εσωτερικό κόλπο, η βακτηριακή παραγωγή και αφθονία ήταν υψηλότερες (έως 151 ngCl-1h-1 και 

1,2×106 κύτταρα ml-1). Στον Εξωτερικό κόλπο η βακτηριακή συγκέντρωση ήταν σταθερά 

χαμηλότερη, με εξαίρεση το σταθμό της Μονάδας Επεξεργασίας Λυμάτων (1,02×106 κύτταρα ml-1 

τέλος χειμώνα-άνοιξη) πιθανά λόγω των αυξημένων εισροών διαλυμένου οργανικού άνθρακα. Οι 

μέσες ολοκληρωμένες τιμές βακτηριακής βιομάζας ήταν πάντα μικρότερες από τη βιομάζα του 

φυτοπλαγκτού στον Εσωτερικό κόλπο, ενώ στους άλλους σταθμούς η αναλογία ήταν κοντά στο 1. Η 

ιική αφθονία είχε συνεχώς την μέγιστη τιμή στον Εσωτερικό κόλπο (έως και 20,5×106 κύτταρα ml-1) 

με χαμηλή εποχική μεταβλητότητα. Ομοίως, η αναλογία Ιών/Βακτηρίων ανέδειξε την αριθμητική 

υπεροχή των ιών έναντι των βακτηρίων, υποδεικνύοντας την εισροή αλλόχθονων ιών ή/και την 

ύπαρξη ιών που σχετίζονται με το φυτοπλαγκτόν. Από τον Εσωτερικό προς τον Εξωτερικό κόλπο, 

παρατηρήθηκε ένα πρότυπο μείωσης της ιικής αφθονίας (εξαίρεση Δεκέμβριος).  

Η σύνθεση των βακτηριακών κοινοτήτων μελετήθηκε, σε χωρική και χρονική κλίμακα, 

χρησιμοποιώντας Tag Πυροαλληλούχιση της περιοχής V1-V3 του γονιδίου 16S rRNA. Οι 

αλληλουχίες θα υποβληθούν σε επεξεργασία και θα ομαδοποιηθούν σε Λειτουργικές Ταξινομικές 

Ομάδες, προκειμένου να διερευνηθεί αν οι βακτηριακές κοινότητες θα επιδείξουν μια εποχική τάση 

οδηγούμενη από φυσικές πιέσεις ή άλλες παραμέτρους ενδεικτικές της ρύπανσης και αν οι 

διακυμάνσεις της ιικής αφθονίας συσχετίζονται με συγκεκριμένες βακτηριακές ομάδες. 

 

Λέξεις κλειδιά: πλαγκτικό τροφικό πλέγμα, ετερότροφα βακτήρια, ιικά σωματίδια, Σαρωνικός 

κόλπος  
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Temporal and spatial patterns of Bacterio-and-Virioplankton in a coastal area subjected to 

intense human pressures (Saronikos Gulf, Aegean Sea) 

 

Triantafyllidis A.1,2, Giannakourou A.1, Karayanni H.2 
1Hellenic Centre for Marine Research, 46km Athinon Souniou, Anavissos 19013 Athens, Greece. 
2Department of Biological Applications and Technology, University of Ioannina, 45110 Ioannina, 

Greece.  

 

Heterotrophic bacteria play a key role in cycling of organic matter and nutrients in planktonic food 

webs, varying considerably depending on the environmental trophic status. They form the major host 

reservoir for viruses which are dynamic members in microbial processes. Viral abundance might rise 

with increasing eutrophication and the variation of host cell densities is a key factor for the 

understanding of virus distribution patterns. 

The study area, Saronikos gulf, is of particular interest since it hosts an industrial site and the Waste 

Water Treatment Plant of the city. Sampling was conducted seasonally, along a transect of four 

stations from the inner to the outer gulf. The aim was to determine seasonal dynamics of productivity 

and biomass stocks of the prokaryotes, as well as the virus like particles and to relate these to 

variations in the physicochemical parameters. 

In agreement with the higher nutrient and chlorophyll-a concentration at the inner gulf, bacterial 

production and abundance were higher (up to 151ngCl-1h-1 and 1.2×106 cells ml-1). Towards the outer 

gulf bacterial concentration was lower, and only during late winter and spring, in the WWTP station 

values were as high as 1.02×106 cells ml-1, probably due to increased DOC input. Water-column 

integrated bacterial biomass was always lower than phytoplankton biomass at the inner station, while 

at the other stations the ratio was near 1. Viral abundance constantly peaked at the inner station (up to 

20.5x106 cells ml-1) while seasonal variability was low. Similarly the virus-to-bacterium ratio 

demonstrated the numerical predominance of viruses over bacteria. This suggests allochthonous inputs 

and/or the existence of phytoplankton associated viruses. Except in December, a decreasing viral 

abundance pattern was observed towards the outer gulf. 

The composition of bacterial communities was studied, along the spatial and temporal scale, using Tag 

pyrosequencing of the V1-V3 region of the 16S rRNA gene. The resulting sequences will be processed 

and clustered in Operational Taxonomic Units (OTUs) in order to investigate if bacterial communities 

showed a typical seasonal trend driven by natural forcing or other parameters indicative of pollution 

and if virus abundance was associated with specific bacterial groups. 

 

Keywords: planktonic food web, heterotrophic bacteria, virus-like-particles, Saronikos Gulf  
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Μελέτη των αερομεταφερόμενων μυκήτων  στην Εθνική Βιβλιοθήκη της Ελλάδος 

 

Τριπύλα Ε., Πυρρή Ι., Καψανάκη-Γκότση Ε. 

Εθνικό και Καποδιστριακό Πανεπιστήμιο Αθηνών, Τμήμα Βιολογίας, Τομέας Οικολογίας & 

Ταξινομικής  

 

Η παρουσία των μυκήτων στο εσωτερικό περιβάλλον βιβλιοθηκών και αρχείων έχει ιδιαίτερη 

πρακτική σημασία δεδομένου ότι οι μύκητες αποτελούν συνήθεις παράγοντες βιοφθοράς για βιβλία 

και πολιτιστικά τεκμήρια. Στην παρούσα μελέτη παρουσιάζονται τα αποτελέσματα έρευνας σχετικά 

με την ποιοτική και ποσοτική διακύμανση των αερομεταφερόμενων μυκήτων στην Εθνική 

Βιβλιοθήκη της Ελλάδος, τη χρονική περίοδο από τον Νοέμβριο 2014 έως τον Ιούλιο 2015. Οι 

δειγματοληψίες ελάμβαναν χώρα ανά δεκαπενθήμερο, με φορητό ογκομετρικό δειγματολήπτη 

Burkard για τρυβλία με θρεπτικό υπόστρωμα Malt Agar. Ακολουθούσε επώαση των τρυβλίων σε 25º 

C επί 2-4 εβδομάδες. Για την καταγραφή της θερμοκρασίας και της υγρασίας σε κάθε θέση, 

χρησιμοποιήθηκε ψηφιακό θερμοϋγρόμετρο (Velleman). Η μελέτη και παρακολούθηση αφορά σε 21 

θέσεις σε αναγνωστήρια, χώρους βιβλιοστασίων, χώρους φύλαξης χειρογράφων, εφημερίδων, 

εργαστήρια συντήρησης, γραφεία, κ.α. Για σύγκριση ελαμβάνοντο δείγματα και από το εξωτερικό 

περιβάλλον. Ανακτήθηκαν 24 γένη μυκήτων στο εσωτερικό και 18 γένη στο εξωτερικό περιβάλλον 

ενώ οι ζύμες, Βασιδιομύκητες, Sphaeropsidales και NSF (Non Sporulating Fungi) καταγράφηκαν ως 

ομάδες. Επικρατέστερα ήταν τα γένη Cladosporium, Penicillium, Aspergillus, Alternaria με 

διαφορετική αναλογία στο εσωτερικό και εξωτερικό περιβάλλον. Η ποσοτική κατανομή των μυκήτων 

παρουσίασε διακυμάνσεις που σχετίζονται με το χρόνο και κυρίως με τη θέση δειγματοληψίας. Το 

συνολικό μυκητιακό φορτίο στο εσωτερικό περιβάλλον ήταν αρκετά μικρότερο σε σχέση με το 

εξωτερικό, ενώ το γένος Aspergillus, οι ζύμες και τα NSF εμφάνισαν μεγαλύτερη συγκέντρωση σε 

εσωτερικούς χώρους. Αυξημένες συγκεντρώσεις σπορίων σε ορισμένα μικροπεριβάλλοντα 

σχετίζονται με τα διαθέσιμα υποστρώματα, την ανθρώπινη δραστηριότητα, τον κλιματισμό και τις 

αυξομειώσεις της υγρασίας και θερμοκρασίας,. Η παρουσία γενών όπως τα Chaetomium, 

Stachybotrys, Trichoderma δείχνουν την ύπαρξη εσωτερικών πηγών παραγωγής και διασποράς 

σπορίων. 

Η παρακολούθηση της παρουσίας των αερομεταφερόμενων μυκήτων στο εσωτερικό περιβάλλον της 

Εθνικής Βιβλιοθήκης σε συνδυασμό με την εκτίμηση των προβλημάτων βιοφθοράς, μπορεί να 

συμβάλει στη μεθοδική και στοχευμένη προληπτική συντήρηση των βιβλίων και του πολύτιμου 

αρχειακού υλικού. Συνεπώς θα διευκολύνει το σχεδιασμό μιας αποτελεσματικής στρατηγικής 

διαχείρισης και διατήρησης των πολιτιστικών τεκμηρίων. 

 

Λέξεις κλειδιά : αερομεταφερόμενοι μύκητες, ποιότητα εσωτερικού αέρα, πολιτιστική κληρονομιά 
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A study of airborne fungi in the National Library of Greece 

 

Tripyla E., Pyrri I., Kapsanaki-Gotsi E. 

National and Kapodistrian University of Athens, Department of Biology, Section of Ecology and 

Systematics 

 

The fungal occurrence in the interior of libraries and archives is an issue of practical importance, since 

the fungi are common biodeteriogens for books and other items of cultural property. The results of a 

study on the qualitative and quantitative fluctuation of airborne fungi in the National Library of 

Greece, during the period November 2014 to July 2015, are presented. The air samplings were 

performed fortnightly, with a portable volumetric Burkard sampler for agar plates with Malta Agar as 

a nutrient medium. The plates were incubated at 25º C for 2-4 weeks. A digital thermohygrometer 

(Velleman) was used for recording temperature and humidity in each sampling site. The study and 

monitoring includes 21 sites in reading rooms, book storage rooms, manuscript repositories, 

newspaper archives, restoration laboratories, offices etc. Samples from the outdoor air were also 

studied for comparison. In total, 24 genera of fungi were recovered indoors and 18 genera outdoors, in 

addition to yeasts, Basidiomycota, Sphaeropsidales and NSF (Non Sporulating Fungi) which were 

recorded as groups. The prevalent genera Cladosporium, Penicillium, Aspergillus and Alternaria were 

found in different ratios indoors and outdoors. The quantitative distribution of fungal spores is 

dependent on the time and mainly the site of air sampling. The total fungal load was much lower 

indoors than outdoors, whereas the genus Aspergillus, the yeasts and the NSF were higher in the 

indoor air. Increased spore concentrations in certain microenvironments are related to the available 

substrates, human activity, air-conditioning and fluctuations in humidity and temperature. The 

occurrence of the genera Chaetomium, Stachybotrys, Trichoderma indicates the presence of indoor 

sources for spore production and dissemination. 

The monitoring of the airborne fungi in the indoor environment of the National Library in connection 

with the assessment of biodeterioration issues, may contribute to a specific and targeted preventive 

preservation of books and valuable archive material. As a result, it will facilitate the design of a 

stategic plan for the management and conservation of cultural heritage. 

 

Keywords : airborne fungi, indoor air quality (IAQ), cultural heritage 
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 Χρονικές διακυμάνσεις και κλασμάτωση της χλωροφύλλης α στη λίμνη Παμβώτιδα (Ιωάννινα) 

  

Τσόλα Σ. & Καραγιάννη Ή.  
Τμήμα Βιολογικών Εφαρμογών και Τεχνολογιών, Πανεπιστήμιο Ιωαννίνων, 45110 Ιωάννινα, Ελλάδα  

 

Στην εργασία αυτή μελετήθηκαν μηνιαίες μεταβολές της χλωροφύλλης α στην λίμνη Παμβώτιδα με 

δειγματοληψίες που διεξήχθησαν μεταξύ Αυγούστου 2016 και Ιανουαρίου 2017. Ταυτόχρονα, τα 

δείγματα που συλλέχθηκαν υποβλήθηκαν σε κλασμάτωση προκειμένου να βρεθεί η κατανομή της 

χλωροφύλλης στις διαφορετικές τάξεις μεγέθους του φυτοπλαγκτού (Μικροφυτοπλαγκτό: 20-180μm, 

Νανοφυτοπλαγκτό: 2-20μm και Πικοφυτοπλαγκτό: 0,2-2μm). Η μέτρηση της συγκέντρωσης της 

χλωροφύλλης α έγινε με φωτομέτρηση μετά από εκχύλιση σε διάλυμα ακετόνης 90%. Την θερινή 

περίοδο (Αύγουστο) εμφανίστηκε η μεγαλύτερη συγκέντρωση χλωροφύλλης (314,1μg/L) η οποία 

σταδιακά μειώθηκε μέχρι τον Δεκέμβριο (36,6μg/L) και αυξήθηκε ξανά τον Ιανουάριο (57,5μg/L). Η 

κλασμάτωση της χλωροφύλλης α έδειξε μηνιαίες διακυμάνσεις με το κλάσμα 20-180μm 

(μικροφυτοπλαγκτό) να επικρατεί τους μήνες Αύγουστο, Οκτώβριο και Νοέμβριο και το κλάσμα 2-

20μm (νανοφυτοπλαγκτό) τους μήνες Σεπτέμβριο, Δεκέμβριο και Ιανουάριο. Το κλάσμα 0,2-2μm 

(πικοφυτοπλαγκτό) παρουσίασε μέγιστα τον Οκτώβριο αλλά αντιπροσώπευε πάντα μικρότερο 

ποσοστό της ολικής χλωροφύλλης σε σχέση με τα άλλα δύο κλάσματα. Η αύξηση της ολικής 

συγκέντρωσης της χλωροφύλλης α μεταξύ Δεκεμβρίου και Ιανουαρίου οφείλεται σε αύξηση του 

φυτοπλαγκτού <20μm. Οι μηνιαίες διακυμάνσεις τόσο της ολικής χλωροφύλλης α όσο και των 

διαφορετικών κλασμάτων αυτής επηρεάζουν την ροή της ύλης και της ενέργειας και κατά συνέπεια τη 

λειτουργία του οικοσυστήματος της λίμνης Παμβώτιδας. Η περαιτέρω μελέτη τους και συσχέτισή 

τους με άλλες βιοτικές και αβιοτικές παραμέτρους είναι ιδιαίτερα σημαντική.  

 

Λέξεις-κλειδιά: Κλασμάτωση, Παμβώτιδα, φυτοπλαγκτό, χλωροφύλλη α, χρονική διακύμανση 
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Temporal fluctuations and size fractionation of chlorophyll a in Lake Pamvotis (Ioannina)  

 

Tsola S. & Karayanni H.  
Department of Biological Applications and Technology, University of Ioannina, 45110 Ioannina, 

Greece  

 

In this study, monthly variations of chlorophyll a in Lake Pamvotis were studied between August 2016 

and January 2017. In parallel, the samples were fractionated in order to find the distribution of 

chlorophyll a in the different size classes of phytoplankton (Microphytoplankton: 20-180μm, 

Nanophytoplankton: 2-20μm and Picophytoplankton: 0.2-2μm). The concentration of chlorophyll was 

measured photometrically after extraction with 90% acetone solution. In summer (August) chlorophyll 

a showed the highest concentration (314.1μg/L) which gradually decreased until December (36.6μg/L) 

but increased again in January (57.5μg/L). Fractionated chlorophyll a presented monthly variations 

with the 20-180μm fraction (microphytoplankton) prevailing in August, October and November and 

the 2-20μm fraction (nanophytoplankton) prevailing in September, December and January. The 0.2-

2μm fraction (picophytoplankton) showed maximum in October but contributed less than nano- or 

microphytoplankton to total chlorophyll a. The increase of the total chlorophyll a concentration 

between December and January was due to an increase of phytoplankton <20μm. Since chlorophyll a 

concentration may affect energy and matter flow in the ecosystems further studies are needed to 

investigate the factors that shape its variations. 

 

Keywords: Chlorophyll a, Lake Pamvotis, phytoplankton, size fractionation, temporal variation  
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Εφαρμογές μικροφυκών/κυανοβακτηρίων για την επεξεργασία αγροτο-βιομηχανικών 

αποβλήτων και την παραγωγή βιοκαυσίμων 

 

Τσολχά Ο.Ν.1, Τεκερλεκοπούλου Α.Γ.1, Ακράτος Χ.Σ.1, Μουστάκα Μ.2, Αγγελής Γ.3, Βαγενάς 

Δ.Β.4,5 
1Τµήµα Διαχείρισης Περιβάλλοντος & Φυσικών Πόρων, Πανεπιστήμιο Πατρών, Γ. Σεφέρη 2, 30100, 

Αγρίνιο, Ελλάδα 
2Τµήµα Βιολογίας, Αριστοτέλειο Πανεπιστήμιο Θεσσαλονίκης, 54124 Θεσσαλονίκη, Ελλάδα 
3Τμήμα Βιολογίας, Πανεπιστήμιο Πατρών, 26504 Πάτρα, Ελλάδα  
4Τμήμα Χημικών Μηχανικών, Πανεπιστήμιο Πατρών, 26504 Πάτρα, Ελλάδα  
5Ινστιτούτο Επιστημών Χημικής Μηχανικής/Ίδρυμα Τεχνολογίας και Έρευνας, 26504 Πάτρα  

 

Ο τομέας της παραγωγής και μεταποίησης αγροτικών προϊόντων οδηγεί στο σχηματισμό σημαντικών 

ποσοτήτων υγρών αποβλήτων υψηλού οργανικού και ανόργανου φορτίου. Σε συνδυασμό με τη μικρή 

δυναμικότητα και τη μεγάλη διασπορά των μονάδων αυτών η επεξεργασία των αποβλήτων αυτών 

καθίσταται ιδιαίτερα προβληματική. 

Η χρήση μικροφυκών και βακτηρίων για την επεξεργασία και αξιοποίηση των εν λόγω 

αποβλήτων θα μπορούσε να δώσει ουσιαστικές λύσεις, εξυπηρετώντας διττό σκοπό: μείωση των 

συγκεντρώσεων των οργανικών και ανόργανων ρύπων και παραγωγή χρήσιμης βιομάζας, η οποία θα 

μπορούσε μπορεί να χρησιμοποιηθεί για παραγωγή βιοκαυσίμων. 

Τα μικροφύκη και κυανοβακτήρια είναι φωτοσυνθετικοί μικροοργανισμοί, ωστόσο αρκετά 

είδη αναπτύσσονται μιξότροφα, αξιοποιώντας ως πηγή ενέργειας και άνθρακα από διάφορες 

οργανικές ουσίες. Κύριος στόχος της έρευνας ήταν να εξεταστεί η ικανότητα μιξότροφων, μικτών 

καλλιεργειών κυανοβακτηρίων/μικροφυκών να απομακρύνουν υπό μη ασηπτικές συνθήκες οργανικά 

και ανόργανα συστατικά από διάφορα υγρά απόβλητα, καθώς και η ικανότητά τους να παράγουν 

βιοκαύσιμα. 

Συγκεκριμένα, διερευνήθηκε η ικανότητα του μικροφύκους Choricystis sp. για την 

επεξεργασία αποβλήτων τυροκομείου καθώς και του κυανοβακτηρίου Leptolyngbya sp. σε consortia 

με το μιξότροφο/φαγότροφο χρυσοφύκος Ochromonas sp. (σε μικρό αριθμό κυττάρων) για την 

επεξεργασία αποβλήτων οινοποιείου, σταφιδοποιίας, μίξη αποβλήτων οινοποιείου και σταφιδοποιίας 

καθώς και τυροκομείου. Προκειμένου να προσδιοριστούν οι ρυθμοί αφομοίωσης θρεπτικών 

συστατικών και παραγωγής βιομάζας καθώς και τα μέγιστα ποσοστά παραγωγής ελαίου έλαβαν χώρα 

πειράματα σε φωτοβιοαντιδραστήρες αιωρούμενης ανάπτυξης εργαστηριακής κλίμακας (ενυδρεία), 

υπό διαλείπουσα λειτουργία κάτω από αερόβιες συνθήκες με διαφορετικές αρχικές συγκεντρώσεις 

θρεπτικών συστατικών (C, N, P). Στα πειράματα με χρήση του μικροφύκους Choricystis sp. και 

υπόστρωμα απόβλητο τυροκομείου επιτεύχθηκε παραγωγή ελαίου που άγγιξε το 13,5% επί ξηρής 

βιομάζας (ξ.β.), απομακρύνοντας ταυτόχρονα οργανικό φορτίο (COD) της τάξης του 92.3%, ολικό 

άζωτο (TN) 97.3% και φωσφόρο (OP) 99,7%. 

Το κυανοβακτήριο Leptolyngbya sp.για το ίδιο υπόστρωμα, έφτασε σε μεγαλύτερο ποσοστό 

ελαίου (14.8% ξ. β.), με εξίσου σημαντικούς ρυθμούς απομάκρυνσης (94%, 91% και 84%, 

αντίστοιχα). Στα υπόλοιπα υποστρώματα παρατηρήθηκαν τιμές ελαίου μεταξύ 11 και 13% (ξ.β.), με 

μεγαλύτερα ποσοστά απομάκρυνσης στο μικτό υπόστρωμα (93%, 78% και 99%, αντίστοιχα). Στη 

συνέχεια, προσδιορίστηκε η σύσταση σε λιπαρά οξέα του παραγόμενου βιοελαίου, με ποσοστιαίο 

άθροισμα κορεσμένων και μονο-ακόρεστων λιπαρών οξέων (κατάλληλα για παραγωγή βιοντίζελ) 

εύρους από 79% έως 89%. Τέλος, εξετάστηκε η χρήση της παραγόμενης βιομάζας (με μικτό 

υπόστρωμα) για παραγωγή βιοαιθανόλης, αγγίζοντας σε απόδοση το 76,5% στο σύνολο των αρχικών 

σακχάρων. Τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι τα μικροφύκη/κυανοβακτήρια μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν στην επεξεργασία αγροτο-βιομηχανικών αποβλήτων ενώ η παραγόμενη βιομάζα 

είναι δυνατόν να αξιοποιηθεί ως πηγή βιοκαυσίμων. 

 

Λέξεις κλειδιά: μικροφύκη, επεξεργασία αποβλήτων, βιοντίζελ, βιοαιθανόλη 
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Agricultural production and processing sector lead to the formation of considerable quantities of 

wastewater with high organic and inorganic load. In combination with the small capacity and high 

dispersion of these agro-industrial plants, the treatment of their wastewaters is extremely difficult.  

Utilization of agro-industrial wastewaters as substrate for microalgae cultivation serves dual 

purpose of biomass/energy generation as well as bioremediation (nutrient and organic load removal) 

of these effluents.  

Microalgae and cyanobacteria are photosynthetic microorganisms; however several species can 

be cultivated mixotrophically, utilizing organic compounds as carbon and energy source.  

Mixed cyanobacterial/microalgae cultures under non-aseptic and mixotrophic conditions were 

studied for their ability to simultaneously remove organic and inorganic components from agro-

industrial wastewaters and produce biofuels. Specifically, the microalga Choricystis sp. was 

investigated for its ability to treat dairy wastewater while the filamentous cyanobacterium 

Leptolyngbya sp. in consortia with the mixotrophic/phagotrophic chrysophyte Ochromonas sp. (in a 

small number of cells) was examined for the remediation of dairy, wine and raisin industry 

wastewaters, as well as mixed wastewaters (winery and raisin). To determine nutrient removal rates, 

biomass production and maximum oil production rates, suspended growth experiments were 

performed in laboratory-scale photobioreactors (aquariums) in batch mode, under aerobic conditions, 

and with different initial nutrient concentrations (carbon, nitrogen, phosphorus). 

In the experiments using microalga Choricystis sp. and dairy wastewater as substrate, an oil 

production of 13.5% in dry biomass was observed. The nutrient removal reached around 92.3% for 

organic load (COD), 97.3% for total nitrogen (TN) and 99.7% for phosphorus (OP). The 

cyanobacterium Leptolyngbya sp., for the same substrate, led to the highest oil production of 13.8% in 

dry biomass, achieving simultaneously significant COD, TN and OP removal (94%, 91% and 84%, 

respectively).  

When raisin or winery wastewaters were used separately as substrates, lower lipid yields were 

achieved (11% and 12% in dry biomass, respectively). However, exceptional removal rates were 

recorded in blends of the above-mentioned wastewaters (i.e., 92.8%, 78.1% and 99% for COD, TN 

and OP, respectively), while the biomass produced contained around 13% lipids on a dry weight basis. 

Next, the composition of the fatty acids contained in the oil produced in these experiments was 

determined for each substrate type. The fatty acid composition of the lipids produced indicated that the 

proportions of saturated and mono-unsaturated fatty acids (reaching 79%, 75%, 85.4%, 88.8% and 

89.13% when the dairy wastewater with stock culture-Choricystis, dairy wastewater with stock 

culture-Leptolyngbya, winery wastewater, raisin wastewater and mixed wastewaters were used as 

substrates, respectively) are similar to those observed in vegetable oils. The lipids produced as above 

are indeed suitable for biodiesel production. Finally, the produced biomass (of mixed substrate) was 

examined for bioethanol production, reaching a yield of 76.5% of total initial sugars. Results indicate 

that the microalgae/cyanobacteria could be used to treat agro-industrial wastewaters while the 

produced biomass may be harnessed as a source of biofuels. 

 

Keywords: microalgae, wastewater treatment, biodiesel, bioethanol 
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Ποικιλομορφία της ITS-5.8S rRNA περιοχής μεταξύ και εντός ειδών στο σύμπλοκο του 

Pleurotus eryngii (Basidiomycota) 
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zervakis@aua.gr) 
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Η ITS-5.8S rRNA περιοχή χρησιμοποιείται περισσότερο από 25 χρόνια στη μοριακή συστηματική και 

φυλογενετική των μυκήτων αποτελώντας πλέον έναν καθολικά αποδεκτό δείκτη. Ειδικά όσον αφορά 

στους Βασιδιομύκητες, η υψηλή αντιπροσώπευση σχετικών δεδομένων σε διεθνείς βάσεις δεδομένων 

σε συνδυασμό με την υψηλή διακριτική ικανότητα σε επίπεδο είδους, τον καθιστά απαραίτητο στη 

σύγχρονη ταξινομική και οικολογία.   

Το Pleurotus eryngii και τα συγγενή του είδη (P. tuoliensis, P. nebrodensis και P. ferulaginis) 

παράγουν εκλεκτά εδώδιμα μανιτάρια (καλλιεργούνται ή συλλέγονται ως αυτοφυή), εμφανίζουν δε 

μεγάλο οικονομικό ενδιαφέρον. Στόχος της συγκεκριμένης μελέτης είναι η αξιολόγηση των 

δεδομένων που προκύπτουν από την ανάλυση του μοριακού δείκτη ITS-5.8S στα προαναφερθέντα 

είδη για τον προσδιορισμό των φυλογενετικών σχέσεων των προαναφερθέντων ειδών, για τον 

εντοπισμό διαγνωστικών θέσεων πολυμορφισμού σε επίπεδο είδους/στελέχους, για δημιουργία 

σύγχρονων μεθοδολογιών in situ ταυτοποίησης χρησιμοποιώντας χαρακτηριστικές 

ολιγονουκλεοτιδικές περιοχές και για σχεδιασμό εξειδικευμένων εκκινητών. 

Για το σκοπό αυτό, συγκεντρώθηκε η σχετική πληροφορία από βάσεις δεδομένων (GeneBank, 

ENA, DJJ), η οποία συνολικά ανέρχεται σε 408 αλληλουχίες για την ITS-5.8S περιοχή, ενώ σε αυτές 

προστέθηκαν 70 νέες αλληλουχίες από στελέχη P. eryngii και τρεις από στελέχη P. nebrodensis της 

παρούσας εργασίας. Από το σύνολο των 481 αλληλουχιών που μελετήθηκε, οι 281 ομαδοποιήθηκαν 

σε 35 διαφορετικά OTUs (Operational Taxonomic Units). Άλλες 133 αλληλουχίες ήταν μοναδικές 

(singletons) και αφαιρέθηκαν από την ανάλυση ως περιορισμένης αξιοπιστίας, ενώ αποκλείστηκαν 

και 67 αλληλουχίες που αντιστοιχούσαν σε λανθασμένες ταυτοποιήσεις (48) ή ήταν χαμηλής 

ποιότητας (19). 

Η ανάλυση των OTUs κατέληξε στη διάκριση πέντε κύριων φυλογενετικών ομάδων που 

αντιστοιχούν σε ισάριθμα είδη και υποείδη, με πολυπληθέστερο εκείνο του P. eryngii sensu stricto 

(218 αλληλουχίες σε 23 OTUs, το 76% των αλληλουχιών εντάχθηκαν σε 6 OTUs). Ακολούθησε τo P. 

tuoliensis με 44 αλληλουχίες για το οποίο όμως, εντοπίστηκαν οι περισσότερες λανθασμένες 

ταυτοποιήσεις (77%) ειδικά σε σχέση με το P. nebrodensis. Τέλος, εντοπίστηκαν θέσεις 

πολυμορφισμού με ειδική διαγνωστική αξία στο ταξινομικό επίπεδο του είδους (P. eryngii) στις ITS1 

(10 θέσεις, 5,0%) και ITS2 (7 θέσεις, 3,5%) περιοχές, ενώ η 5.8S περιοχή εμφανίζει σχετικά υψηλή 

συντήρηση (2 θέσεις, 1,3%). 

 

Λέξεις-κλειδιά: καλλιεργούμενα μανιτάρια, Pleurotus, rDNA ITS, μοριακή ετερογένεια 
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The ITS-5.8S rRNA region is used for more than 25 years in molecular systematics and fungal 

phylogenetics and is by now a universally accepted molecular marker. As regards basidiomycetes in 

particular, the high representation of relevant data in public databases in conjunction with the high 

resolution of the ITS region at species level, have led to its widespread use in recent taxonomic and 

ecological studies. 

Pleurotus eryngii and related species (P. tuoliensis, P. nebrodensis and P. ferulaginis) form 

the so-called P. eryngii complex. They all produce choice edible mushrooms (cultivated or wild) of 

significant economic importance. The objective of this study was to evaluate ITS-5.8S sequencing 

data deriving from the analysis of the aforementioned taxa for determining their phylogenetic 

relationships, to identify diagnostic polymorphic positions at species/strain level, and for developing in 

situ identification methodologies using oligonucleotide regions as well as specific primers. 

For this purpose, relevant information from international databases (GeneBank, ENA, DJJ; 

they include 408 ITS-5.8S sequences assigned to the P. eryngii complex) was processed together with 

70 new sequences of P. eryngii and three of P. nebrodensis deriving from this study. From a total of 

481 sequences, 281 were grouped into 35 different OTUs (Operational Taxonomic Units), 133 

sequences were unique in the dataset (singletons) and were removed from the analysis because of 

limited reliability, together with other 67 sequences which were also excluded since they corresponded 

to either incorrect identifications (48) or were of low quality (19). 

Analysis of OTUs distinguished five main phylogenetic clusters at species/subspecies level. 

Most sequences corresponded to P. eryngii sensu stricto (218 sequences in 23 OTUs, 76% of all 

sequences were grouped in 6 OTUs); P. tuoliensis followed with 44 sequences (8 OTUs), which, 

however, included the highest number of erroneous identifications (77%) most of them originally 

assigned to P. nebrodensis. Finally, polymorphic sites with diagnostic value at the species level were 

determined in ITS1 (10 positions, 5.0%) and ITS2 (7 positions, 3.5%) regions, whereas the 5.8S 

region was relatively highly conserved (2 positions, 1.3%). 
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Χαρακτηρισμός του ενζύμου λακκάση από τον θαλάσσιο μύκητα Acremonium tubakii  

 

Χαραλάμπους Γ., Σερίδου Π. και Καλογεράκης N.  

Πολυτεχνείο Κρήτης, Τμήμα Μηχανικών Περιβάλλοντος, Χανιά, Ελλάδα 

 

Μέχρι σήμερα, οι λακκάσες έχουν μελετηθεί ευρέως σε διάφορους μικροοργανισμούς, βακτήρια και 

μύκητες. Τα ένζυμα αυτά οξειδώνουν αρωματικές και μη-αρωματικές ενώσεις με τη ταυτόχρονη 

αναγωγή του οξυγόνου σε νερό. Αναγνωρίζουν μια πληθώρα υποστρωμάτων και έτσι έχουν δυνητική 

χρήση σε μια ποικιλία εφαρμογών όπως αποτοξίνωση των περιβαλλοντικών ρύπων και καθαρισμό 

βιομηχανικών αποβλήτων. Η παραγωγή λακκάσών από νέες πηγές με χαμηλό κόστος θεωρείται 

σημαντική από βιομηχανικής άποψης. Οι θαλάσσιοι μύκητες έχουν πολλά πλεονεκτήματα λόγω της 

προσαρμογής τους σε σκληρά περιβάλλοντα (Υψηλή/χαμηλή θερμοκρασία, πίεση, αλατότητα, 

ρύπανση) και ως εκ τούτου οι λακκάσες που παράγονται από τέτοιους μικοοργανισμούς μπορεί να 

έχουν μεγαλύτερη ικανότητα αποικοδόμησης και κατά συνέπεια να είναι υψηλότερου βιομηχανικού 

ενδιαφέροντος. Δυστυχώς, υπάρχουν πολύ λίγες αναφορές σχετικά με τη λειτουργική σημασία των 

θαλάσσιων μυκητών και ακόμη λιγότερες για χαρακτηρισμένα ένζυμα (θαλάσσιες λακκάσες).  

Η μελέτη επικεντρώνεται στο στέλεχος Acremonium tubakii, ένα από τα στελέχη μυκητών 

που βρέθηκαν να σχετίζονται με το θαλάσσιο φύκος Posidonia oceanica, και το οποίο έχει τη 

δυνατότητα παραγωγής λακκάσης. Στόχος αυτής της μελέτης είναι η βελτιστοποιήση των 

παραμέτρων καλλιέργειας (μέσο παραγωγής, διαλυμένο οξυγόνο, επίδραση προσθήκης χαλκού ή 

σιδήρου κλπ) με σκοπό να αυξηθεί η παραγωγή υψηλής δραστικότητας θαλάσσιας λακκάσης. Τα 

αποτελέσματα μέχρι στιγμής δείχνουν ότι το A. tubakii είναι ένας μικροοργανισμός ταχείας ανάπτυξης 

και εξαρτάται ισχυρά από τα επίπεδα του οξυγόνου που υπάρχουν στην καλλιέργεια. Η χρήση 

θρεπτικού υψηλής αλατότητας οδηγεί σε έναν αυξανόμενο ρυθμό ανάπτυξης και η παρουσία χαλκού 

φαίνεται να διατηρεί τα επίπεδα δραστικότητας του ενζύμου.  

Επιπλέον, αντικείμενο της παρούσας μελέτης αποτελεί και η χρήση μιας καινοτόμου μεθόδου 

καθαρισμού πρωτεΐνης που ονομάζεται τριφασικός διαχωρισμός (TPP). Η μέθοδος αυτή διαφέρει από 

πρωτεΐνη σε πρωτεΐνη, λόγω διάφορων παραμέτρων (pH, θειική αμμώνία, όγκος βουτανόλης, 

θερμοκρασία) που καθορίζονται για κάθε μία βάσει του ισοηλεκτρικού της σημείου. Τα πρωταρχικά 

δεδομένα δείχνουν ότι το παραγόμενο, από το A.tubakii, ένζυμο λακκάση παρουσιάζει υψηλότερη 

απόδοση και είναι πιο καθαρή σε ρΗ 6.0 και 80% (w/v) θειικής αμμωνίας.  

Στο μέλλον, όταν όλες οι παράμετροι θα έχουν βελτιστοποιηθεί, με τη χρήση ενός βιοαντιδραστήρα 

στοχεύεται η παραγωγή μεγάλης ποσότητας και υψηλής καθαρότητας καλά χαρακτηρισμένης 

λακκάσης. 
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To date, laccases have been widely studied and characterized in a variety of microorganisms, bacteria 

and fungi. These enzymes oxidize aromatic and non-aromatic organic compounds by reducing oxygen 

to water. They lack substrate specificity and thus show potential use in a variety of applications 

including detoxification of environmental pollutants and industrial wastewater treatment. The 

production of laccases from new sources at low cost is essential from industrial point of view. Marine 

fungi have many advantages, they adapted to grow on harsh environments (high/low temperatures, 

pressure, salinity, pollution) and thus laccases produced by this microorganism may have a higher 

degradation potential and hence be of higher industrial interest. Unfortunately, there are very few 

reports regarding the functional significance of marine fungi and even less that present well-

characterized marine laccases.  

This study focuses on Acremonium tubakii, one of the fungal strains found to be associated 

with the marine sea-grass Posidonia oceanica and considered to be a laccase producer. The aim of this 

work is to optimize cultivation parameters (production medium, dissolved oxygen level, effect of 

supplementation with Cu or Fe,) in order to increase the productivity of highly active marine laccase 

enzyme. It is observed that A. tubakii is a fast-growing microorganism and its growth seems to be 

strongly dependent on the oxygen levels during cultivation. Use of high salt medium exhibits an 

increasing growth rate and copper addition seems to maintain the laccase activity levels in the culture. 

The study also focuses on an innovative method of protein purification called three-phase partitioning 

(TPP). This method varies from protein to protein due to several parameters (pH, ammonium sulfate, 

t-butanol rate, temperature) that need to be set based on the isoelectric point (pI) of each protein. 

Preliminary data show that laccase from A.tubakii results in higher yield and fold purification at pH 

6.0 and 80% (w/v) of ammonium sulfate.    

In the future, when all culture parameters have been optimized, a bioreactor followed by the 

optimized downstream processing step will be used for the large-scale production of marine laccases.  

 

Keywords: marine fungi; laccases; Three-phase partitioning; bioreactor 
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Biodegradation of plastics in the marine environment: Is there any hope for the Mediterranean 
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Plastic debris represents a significant problem among the various pollution problems facing the marine 

environment. Several studies have been conducted on the fate and weathering of plastics in the marine 

environment including the generation and fate of microplastics. Laboratory results on the 

biodegradation of plastics show great variability. An important question, which remains unanswered, 

is what is the level of weathering (measured as cumulative luminance exposure) that makes the plastic 

biodegradable at a reasonably fast rate. In this presentation, we focus on the determination of 

biodegradation and fragmentation rates of plastics weathered on beach sand as well as plastics 

weathered while floating in seawater. Recent data on biodegradation of naturally weathered 

polyethylene plastics with indigenous marine consortia are extremely encouraging – suggesting 

reasonably fast recovery of our seas, particularly of the Mediterranean Sea. Nonetheless, the results 

point to new challenges that need to be addressed for successful biodegradation of plastics in the 

marine environment. Furthermore, the most effective mitigation measures and plastic debris removal 

technologies from the marine environment will be presented. 
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Το σύνηθες τσιμέντο Πόρτλαντ (Ordinary Portland Cement, OPC) παρουσιάζει μερικές ικανότητες 

αυτοΐασης λόγω της ενυδάτωσης των κόκκων του μετά την αρχική ανάμειξή του με το νερό. Αυτός ο 

ενδογενής τύπος ίασης οδηγεί σε περιορισμένης έκτασης επιδιόρθωση ρωγμών που δημιουργούνται 

κατά τη χρήση του τσιμέντου ως δομικού υλικού. Η παράταση της διάρκειας ζωής των τσιμεντιτικών 

κατασκευών είναι ουσιώδης στον τομέα των οικοδομών και τη βιομηχανία του σκυροδέματος, και 

αποτελεί θεμελιώδη αρχή της βιώσιμης ανάπτυξης. Προκειμένου να ενισχυθεί η αυτοΐαση του 

τσιμέντου, ενσωματώνονται σε αυτό οργανικά ή ανόργανα πρόσθετα. Ιδιαίτερα υποσχόμενα πρόσθετα 

αποτελούν μικροοργανισμοί, οι οποίοι εισάγουν μια καινοτόμα διεργασία βιολογικής αυτοΐασης του 

τσιμέντου – ή αλλιώς ‘βιοΐασης’, όπως ορίζεται στην παρούσα εργασία. Οι μικροοργανισμοί αυτοί 

είναι Gram+ σπόρια, τα οποία ανταπεξέρχονται της ενσωμάτωσής τους στο σκυρόδεμα και 

ενεργοποιούνται όταν υπάρξει φθορά και έκθεση στο νερό. Κατά την ενεργοποίηση, αξιοποιούν 

συστατικά του μέσου και παράγουν ασβεστόλιθο που κλείνει σταδιακά τις ρωγμές.  

Στη μελέτη αυτή και για τους σκοπούς της βιοΐασης τσιμέντου, εξετάστηκε το βακτήριο Bacillus 

sphaericus LMG 22257. Το συγκεκριμένο αλκαλόφιλο στέλεχος διασπά την ουρία σε CO3
- και 

παρουσία πηγής ασβεστίου παράγει CaCO3. Το στέλεχος παρατηρήθηκε ως προς την ανάπτυξή του σε 

δύο διαφορετικά θρεπτικά μέσα (YEU και 295), και απεικονίσθηκε με οπτική και DIC μικροσκοπία. 

Με προσθήκη ουρίας και Ca(NO3)2 σε κορεσμένη καλλιέργεια YEU, σχημάτισε ίζημα πλούσιο σε 

CaCO3, όπως υποδεικνύει ανάλυση XRD. Η σποριογένεση επάχθηκε σε θρεπτικό μέσο MBS και η 

συχνότητά της υπολογίστηκε μετρώντας τη βιωσιμότητα των κυττάρων μετά από παστερίωση σε 80oC 

για 20 λεπτά ή εφαρμόζοντας χρώση κυττάρων Schaeffer-Fulton. Σε συγκεκριμένες συνθήκες 

ανάπτυξης, επετεύχθη σποριογένεση σε τουλάχιστον ένα τρίτο της καλλιέργειας.  

Προκειμένου να διερευνηθεί η δυνατότητα αυτοΐασης τσιμέντου, προπαρασκευάστηκαν 

κυλινδρικά τσιμεντιτικά δείγματα CEM I 52,5 με λόγο νερού προς τσιμέντο 0,35. Δείγματα που 

περιείχαν σποριωμένα στελέχη, όπως επίσης και τυφλά άνευ βακτηρίων, προετοιμάστηκαν χωριστά. 

Μετά από μία εβδομάδα επώασης, τα δείγματα εθραύθησαν προσεχτικά, επανενώθηκαν και 

εμποτίστηκαν σε θρεπτικό διάλυμα με Ca(NO3)2. Οπτική και SEM μικροσκοπία ανέδειξαν κλείσιμο 

ρωγμών ήδη από 7 ημέρες για δείγματα που περιείχαν βακτηριακά σπόρια, καθώς και πρωταρχικές 

ενδείξεις περιοχών υψηλής περιεκτικότητας σε CaCO3. 
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Ordinary Portland Cement (OPC) exhibits minor self-healing properties, owing to grains that hydrate 

long after the initial mixing with water. This autogenous type of cement self-healing leads to the 

sealing of cracks created during the service lifetime of cement, yet its capacity is limited. Prolonging 

the lifetime of cement-based structures is crucial to civil engineering and the concrete industry, and is 

fundamental to sustainable development. In order to enhance cement self-healing, organic or inorganic 

additives are employed. Particularly promising additives are proven to be microorganisms which 

introduce a novel mode of biological cement self-healing process, described in this work as bio-

healing. Microorganisms serving as cement bio-healers are firmicute spores that endure incorporation 

into the concrete mixture and, upon matrix wearing and exposure to water, are activated. In doing so, 

they utilize available compounds and produce limestone that eventually fills the cracks.  

In this study, Bacillus sphaericus LMG 22257 was examined for cement bio-healing. This 

alkalophilic strain decomposes urea to CO3
- and in the presence of a calcium source, forms CaCO3. 

The strain was cultivated and monitored for growth in two different media (YEU and 295), and was 

visualized with light and DIC microscopy. By adding urea and Ca(NO3)2 to a saturated YEU culture, it 

formed a precipitate rich in CaCO3 as indicated by XRD analysis. Sporulation was examined in MBS 

medium and its frequency was calculated by counting viable cells after pasteurization at 80oC for 20 

min, and by applying the Schaeffer-Fulton cell staining. Sporogenesis for over one third of cells was 

accomplished at certain culture conditions.  

To test for cement self-healing, cylindrical CEM I 52.5 cement specimens with a 0.35 water-to-

cement ratio were prepared. Specimens containing sporulated strains as well as blanks devoid of 

bacteria were prepared separately. Following one week of curing, the specimens were carefully 

broken, re-attached, and impregnated in nutrient-rich Ca(NO3)2 solution. Optical and SEM microscopy 

results indicated the filling of cracks as early as 7 days for specimens harboring bacterial spores, and 

offered preliminary evidence for presence of high-density CaCO3 foci.  

 

Key-words: self-healing cement/concrete, biocement, Bacillus sphaericus, sporulation 
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Οι ακυλιωμένοι πολυσακχαρίτες αποτελούν ενώσεις ιδιαίτερου ενδιαφέροντος, εφόσον βρίσκουν 

εφαρμογή σε διάφορους τομείς ως βιοσυμβατά και βιοαποικοδομήσιμα αμφιφιλικά υλικά. Οι 

πολυσακχαρίτες, που αποτελούν φυσικές πολυμερικές ενώσεις, μέσω της ακυλίωσης αποκτούν 

βελτιωμένες ιδότητες που τους καθιστούν κατάλληλους για εφαρμογή σε τομείς, όπως η Βιοϊατρική, η 

βιομηχανία τροφίμων, απορρυπαντικών, καλλυντικών και φαρμάκων [1,2]. Η «πράσινη» ακυλίωση 

πολυσακχαριτών με τη χρήση ενζύμων ως βιοκαταλύτες, σε συνδυασμό  με την αποφυγή οργανικών 

διαλυτών που καθιστούν το αντιδρόν σύστημα δυσχερές, αποτελεί μία ολοένα και πιο ελκυστική 

διέξοδος και επιλογή στους επιστημονικούς κύκλους. Στην παρούσα εργασία εξετάζεται η δυνατότητα 

μιας CE2 εστεράσης του οξικού από τον μικροοργανισμό  Clostridium thermocellum να καταλύσει 

την ακυλίωση της β-γλυκάνης και ορισμένων μαννο-πολυσακχαριτών. Αρχικά πραγματοποιήθηκαν 

τεστ σάρωσης σε μονοσακχαρίτες και δισακχαρίτες αλδοεξόζων, όπου και αποδείχθηκε η αυστηρή 

τοποεκλεκτικότητα του ενζύμου  στην O-6 θέση της αλδοεξόζης [3]. Οι τροποποιημένοι 

μονοσακχαρίτες είχαν αποδόσεις από 11 έως 65 %, ενώ οι δισακχαρίτες παρουσίασαν αποδόσεις από 

23 έως 58 %, με προτίμηση στην μονοακυλίωση. Οι αντιδράσεις μετεστεροποίησης έλαβαν χώρα στη 

διεπιφάνεια ενός συστήματος δύο φάσεων αποτελούμενο από την υδατική  φάση και την φάση του 

βινυλεστέρα. Η ακυλίωση των πολυσακχαριτών επιβεβαιώθηκε με TLC και FT-IR, ενώ ο βαθμός 

ακυλίωσης καθορίστηκε μέσω μιας έμμεσης μεθόδου, μέσω μεθανόλυσης, εκτιμώντας ένα εύρος 

ακυλίωσης από 0.022 έως 1.083 mmolακυλομάδων*gπολυσακχαρίτη
-1, εξαρτώμενο από τη δομή και τη 

σύσταση του εκάστοτε πολυσακχαρίτη.  
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Acylated polysaccharides are compounds of great interest, since they find applications in various 

fields as biocompatible and biodegradable amphiphilic materials. These natural polymeric compounds 

through acylation obtain altered properties which renders them applicable in several sectors as 

biosurfactants in biomedicine, foods, detergents and cosmetics industry [1,2]. The acylation of 

polysaccharides via a “green” route using enzymes as biocatalysts along with the avoidance of organic 

solvents which make the reaction system unpractical, is a recent approach which gains more and more 

attention. In the present work, the ability of a CE2 acetyl esterase from Clostridium thermocellum to 

catalyze acyl transfer to β-glucan and manno-polysaccharides was investigated. Initially, screening 

tests were conducted on aldohexose monosaccharides and disaccharides, exploiting the enzyme’s strict 

regioselectivity at O-6 position [3]. Modified monosaccharides acquired acylation yields from 11 up to 

65 %, while disaccharides exhibited conversion yields from 23 up to 58 %, with preference to 

monoacylation. The transesterification reactions were conducted in two-phase mixtures consisted of 

water/vinyl esters. Acylation of polysaccharides were confirmed by TLC and FT-IR, while the degree 

of acylation was determined via methanolysis, an indirect method, estimating a range of acylation 

from 0.022 to 1.083 mmolacyl group*gpolysaccharide
-1, depending on the structure and composition of the 

target polysaccharide.  
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 Οι ημικυτταρίνες αποτελούν τους δεύτερους πιο διαδεδομένους πολυσακχαρίτες στη φύση μετά 

την κυτταρίνη, με τις ξυλάνες να είναι οι κύριοι εκπρόσωποί τους. Μεταξύ των ξυλανών, οι 

γλυκουρονοξυλάνες απαντώνται κυρίως στις ημικυτταρίνες των δικοτυλήδονων φυτών όπου 

εμφανίζεται κατά μέσο όρο μια πλευρική μοναδα 4-Ο-μέθυλ-D-γλυκουρονικού οξέος (MeGlcA) κάθε 

10 μονάδες D-ξυλόζης της κύριας αλυσίδας[1]. Τα ένζυμα τα οποία είναι υπεύθυνα για τη ρήξη της 

κύριας αλυσίδας της γλυκουρονοξυλάνης έχουν κατηγοριοποιηθεί στις οικογένειες των γλυκοζιδικών 

υδρολασών 10, 11 και 30 (πρότερη κατηγοριοποίηση στην οικογένεια 5). Η δράση των ενζύμων της 

οικογένειας 30 είναι εξαρτημένη από την παρουσία πλευρικών μονάδων MeGlcA[2]. Ο χαρακτηρισμός 

νέων ημικυτταρινασών συνεισφέρει τόσο στην προσπάθεια της πλήρους υδρόλυσης της 

ημικυτταρίνης όσο και στην παραγωγή ενζυμικών σκευασμάτων για την αποδοτικότερη αποδόμηση 

της λιγνινοκυτταρινούχας βιομάζας. 

 Στην παρούσα εργασία το γονίδιο για την έκφραση της πρωτεΐνης MtXyn30A συντέθηκε 

αριστοποιημένο ως προς τα κωδικόνια (Genscript, USA) για έκφραση στη ζύμη Pichia pastoris. Η 

ενεργότητα της MtXyn30A προσδιορίστηκε μετά από επώαση στους 50 °C με 0.5% ξυλάνης από ξύλο 

οξιάς σε ρυθμιστικό διάλυμα κιτρικών-φωσφορικών 0.05 Μ (pH 5.0) για 30 min. Το μοριακό βάρος 

της ανασυνδυασμένης MtXyn30A προσδιορίστηκε στα 61 kDa. Μετά από επώαση με 

ενδογλυκοζιδάση Η, το μοριακό της βάρος επέδειξε μείωση κατά 8 kDa, γεγονός το οποίο είναι 

ενδεικτικό N-γλυκοζυλίωσης. Το ισοηλεκτρικό σημείο του ενζύμου προσδιορίστηκε πειραματικά και 

βρέθηκε να είναι 5.7 το οποίο είναι σχεδόν πανομοιότυπο με το θεωρητικά υπολογισμένο. Η 

MtXyn30A παρουσίασε βέλτιστη ενεργότητα σε θερμοκρασία 50 °C και pH 4.0. Με χρήση ξυλάνης 

από ξύλο οξιάς ως υπόστρωμα, η ειδική ενεργότητα της MtXyn30A βρέθηκε να είναι περίπου 6 U/mg, 

ενώ πολύ χαμηλή ειδική ενεργότητα προσδιορίστηκε σε αραβινοξυλάνη σίτου και μηδενική σε 

γλυκομαννάνη, γαλακτομαννάνη και β-γλυκάνη. Ο προσδιορισμός των σταθερών Michaelis-Menten 

για την υδρόλυση ξυλάνης από οξιά πραγματοποιήθηκε σε εύρος συγκεντρώσεων υποστρώματος 1-10 

mg/mL (Km=1.7 mg/mL and Vmax=7.1 U/mg). 
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 Xylans are the main representatives of hemicelluloses, the second most abundant natural 

polysaccharides after cellulose. Among them, glucuronoxylan is the core hardwood hemicellulose 

where the backbone is decorated with a 4-O-methyl-D-glucopyranosyl uronic acid (MeGlcA) residue 

every 10 β-1,4-linked D-xylopyranosyl (Xylp) residues in average [1]. The enzymes responsible for 

cleaving the main chain of glucuronoxylan have been classified in glycoside hydrolase (GH) families 

10, 11, and 30 (formerly classified in GH5 family). The glucuronoxylan cleavage sites by GH30 

family endo-1,4-β-xylanases are determined by the MeGlcA or GlcA substituents [2]. The 

characterization of hemicellulolytic enzymes such as xylanases contributes towards hemicellulose 

complete hydrolysis and production of efficient enzymatic cocktails for the enhanced degradation of 

lignocellulosic biomass into fermentable sugars. 

 In this work, the gene coding for the hypothetical protein MtXyn30A was synthesized as codon 

optimized by GenScript (Piscataway, NJ, USA) and subsequently expressed in P. pastoris. The 

endoxylanase activity was assayed against 0.5% (w/v) beechwood xylan, for 30 min in 0.05 M citrate-

phosphate (pH 5.0). The recombinant MtXyn30A, was purified to homogeneity (61 kDa) and 

subsequently characterized. The apparent molecular weight of the recombinant protein showed a size 

reduction of about 8 kDa after treatment with endoglycosidase H, which indicates N-glycosylation. 

The experimentally determined pI was 5.7, which is almost identical to the theoretical one. MtXyn30A 

showed optimum activity at pH 4.0 and temperature of 50 °C. The enzyme showed specific activity 

against beechwood xylan and was found to be about 6 U/mg, while it showed extremely low activity 

against wheat arabinoxylan and no activity against galactomannan, glucomannan and glucan. 

Michaelis-Menten constants were determined for the hydrolysis of beechwood xylan at substrate 

concentrations 1-10 mg/mL (Km=1.7 mg/mL and Vmax=7.1 U/mg). 
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Οι ημικυτταρίνες αποτελούν τους δεύτερους πιο διαδεδομένους πολυσακχαρίτες στη φύση μετά την 

κυτταρίνη, με τις ξυλάνες να είναι οι κύριοι εκπρόσωποί τους. Μεταξύ των ξυλανών, οι 

γλυκουρονοξυλάνες απαντώνται κυρίως στις ημικυτταρίνες των δικοτυλήδονων φυτών όπου 

εμφανίζεται κατά μέσο όρο μια πλευρική μοναδα 4-Ο-μέθυλ-D-γλυκουρονικού οξέος (MeGlcA) κάθε 

10 μονάδες D-ξυλόζης της κύριας αλυσίδας[1]. Τα ένζυμα τα οποία είναι υπεύθυνα για τη ρήξη της 

κύριας αλυσίδας της γλυκουρονοξυλάνης έχουν κατηγοριοποιηθεί στις οικογένειες των γλυκοζιδικών 

υδρολασών 10, 11 και 30 (πρότερη κατηγοριοποίηση στην οικογένεια 5). Η δράση των ενζύμων της 

οικογένειας 30 είναι εξαρτημένη από την παρουσία πλευρικών μονάδων MeGlcA[2]. Ο 

χαρακτηρισμός νέων ημικυτταρινασών συνεισφέρει τόσο στην προσπάθεια της πλήρους υδρόλυσης 

της ημικυτταρίνης όσο και στην παραγωγή ενζυμικών σκευασμάτων για την αποδοτικότερη 

αποδόμηση της λιγνινοκυτταρινούχας βιομάζας. Στην παρούσα εργασία το γονίδιο για την έκφραση 

της πρωτεΐνης MtXyn30A συντέθηκε αριστοποιημένο ως προς τα κωδικόνια (Genscript, USA) για 

έκφραση στη ζύμη Pichia pastoris. Η ενεργότητα της MtXyn30A προσδιορίστηκε μετά από επώαση 

στους 50 °C με 0.5% ξυλάνης από ξύλο οξιάς σε ρυθμιστικό διάλυμα κιτρικών-φωσφορικών 0.05 Μ 

(pH 5.0) για 30 min. Το μοριακό βάρος της ανασυνδυασμένης MtXyn30A προσδιορίστηκε στα 61 

kDa. Μετά από επώαση με ενδογλυκοζιδάση Η, το μοριακό της βάρος επέδειξε μείωση κατά 8 kDa, 

γεγονός το οποίο είναι ενδεικτικό N-γλυκοζυλίωσης. Το ισοηλεκτρικό σημείο του ενζύμου 

προσδιορίστηκε πειραματικά και βρέθηκε να είναι 5.7 το οποίο είναι σχεδόν πανομοιότυπο με το 

θεωρητικά υπολογισμένο. Η MtXyn30A παρουσίασε βέλτιστη ενεργότητα σε θερμοκρασία 50 °C και 

pH 4.0. Με χρήση ξυλάνης από ξύλο οξιάς ως υπόστρωμα, η ειδική ενεργότητα της MtXyn30A 

βρέθηκε να είναι περίπου 6 U/mg, ενώ πολύ χαμηλή ειδική ενεργότητα προσδιορίστηκε σε 

αραβινοξυλάνη σίτου και μηδενική σε γλυκομαννάνη, γαλακτομαννάνη και β-γλυκάνη. Ο 

προσδιορισμός των σταθερών Michaelis-Menten για την υδρόλυση ξυλάνης από οξιά 

πραγματοποιήθηκε σε εύρος συγκεντρώσεων υποστρώματος 1-10 mg/mL (Km=1.7 mg/mL and 

Vmax=7.1 U/mg). 
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Xylans are the main representatives of hemicelluloses, the second most abundant natural 

polysaccharides after cellulose. Among them, glucuronoxylan is the core hardwood hemicellulose 

where the backbone is decorated with a 4-O-methyl-D-glucopyranosyl uronic acid (MeGlcA) residue 

every 10 β-1,4-linked Dxylopyranosyl (Xylp) residues in average [1]. The enzymes responsible for 

cleaving the main chain of glucuronoxylan have been classified in glycoside hydrolase (GH) families 

10, 11, and 30 (formerly classified in GH5 family). The glucuronoxylan cleavage sites by GH30 

family endo-1,4-β-xylanases are determined by the MeGlcA or GlcA substituents [2]. The 

characterization of hemicellulolytic enzymes such as xylanases contributes towards hemicellulose 

complete hydrolysis and production of efficient enzymatic cocktails for the enhanced degradation of 

lignocellulosic biomass into fermentable sugars. In this work, the gene coding for the hypothetical 

protein MtXyn30A was synthesized as codon optimized by GenScript (Piscataway, NJ, USA) and 

subsequently expressed in P. pastoris. The endoxylanase activity was assayed against 0.5% (w/v) 

beechwood xylan, for 30 min in 0.05 M citrate-phosphate (pH 5.0). The recombinant MtXyn30A, was 

purified to homogeneity (61 kDa) and subsequently characterized. The apparent molecular weight of 

the recombinant protein showed a size reduction of about 8 kDa after treatment with endoglycosidase 

H, which indicates N-glycosylation. The experimentally determined pI was 5.7, which is almost 

identical to the theoretical one. MtXyn30A showed optimum activity at pH 4.0 and temperature of 50 

°C. The enzyme showed specific activity against beechwood xylan and was found to be about 6 U/mg, 

while it showed extremely low activity against wheat arabinoxylan and no activity against 

galactomannan, glucomannan and glucan. Michaelis-Menten constants were determined for the 

hydrolysis of beechwood xylan at substrate concentrations 1-10 mg/mL (Km=1.7 mg/mL and 

Vmax=7.1 U/mg). 
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Οι λακκάσες (οξειδοαναγωγάση οξυγόνου, EC 1.10.3.2) αποτελούν μια ετερογενή ομάδα ενζύμων 

που ανήκουν στην ευρύτερη κατηγορία των οξειδωτικών ενζύμων που φέρουν πολλαπλούς χαλκούς 

στο ενεργό τους κέντρο και χρησιμοποιούνται σε πλήθος βιοτεχνολογικών εφαρμογών. Το ενδιαφέρον 

για τις λακκάσες αυξάνεται διαρκώς λόγω των πλεονεκτημάτων που εμφανίζουν ως βιοκαταλύτες και 

επικεντρώνεται στην έκφραση νέων λακκασών από διαφορετικές πηγές, τη διερεύνηση της δομής, των 

ιδιοτήτων και του μηχανισμού δράσης τους.  

Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε η παραγωγή και ο χαρακτηρισμός μιας καινοτόμου 

λακκάσης (MtLac2) από το θερμόφιλο μύκητα Myceliophthora thermophila. Αρχικά εξετάστηκε η 

επίδραση φυσικοχημικών παραγόντων κατά την ετερόλογη παραγωγή της MtLac2 από το 

μεθυλότροφο ζυμομύκητα P. pastoris. Η βελτιστοποίηση ως προς τη συγκέντρωση χαλκού (0,025 

mM) αύξησε την παραγωγή του ενζύμου κατά 125% ενώ ως προς τη συγκέντρωση μεθανόλης (1% 

v/v) 35,5%. Στη συνέχεια, η MtLac2 απομονώθηκε με σκοπό το βιοχημικό χαρακτηρισμό της. Αρχικά 

προσδιορίστηκε πειραματικά το μοριακό βάρος (80 και 110kDa) και το ισοηλεκτρικό σημείο (pI=4) 

του ενζύμου. Με επεξεργασία των πειραματικών αποτελεσμάτων και βιοπληροφορικών δεδομένων, η 

έκφραση του ενζύμου ως δυο πρωτεϊνικά μόρια αποδόθηκε σε διαφορετικά πρότυπα Ο-

γλυκοζυλίωσης. Η ενεργότητα του ενζύμου βρέθηκε υψηλή στην περιοχή pH 3-4.5, ενώ σε βασικές 

και ουδέτερες τιμές pH μηδενίζεται. Το ένζυμο παρουσίασε υψηλή ενεργότητα στους 50 οC όπου ο 

χρόνος ημιζωής του είναι μεγαλύτερος από 24 ώρες, επομένως μπορεί να χαρακτηριστεί ως 

θερμοσταθερό. Ακόμη, η MtLac2 παρουσίασε ικανοποιητική ανθεκτικότητα σε οργανικούς διαλύτες 

και παρεμποδιστές, ενώ από τις ενώσεις που χρησιμοποιήθηκαν το αζίδιο του νατρίου φάνηκε να 

επιφέρει την ισχυρότερη παρεμπόδιση. Από τα αποτελέσματα της μελέτης εξειδίκευσης της δράσης 

της MtLac2, καθώς και της μελέτης της κινητικής της MtLac2 στα υποστρώματα ABTS και 2,6-DMP, 

φάνηκε ότι το ένζυμο μπορεί να οξειδώσει ένα μεγάλο εύρος φαινολικών υποστρωμάτων αλλά σε 

περιορισμένο βαθμό, και άρα πρόκειται πιθανώς για ένζυμο χαμηλού οξειδοαναγωγικού δυναμικού. 

Ωστόσο, το ένζυμο συνολικά παρουσίασε πολύ διαφορετικά καταλυτικά χαρακτηριστικά σε σχέση με 

τις περισσότερες χαρακτηρισμένες λακκάσες κυρίως λόγω της υψηλής ενεργότητας που έδειξε στο 

ασκορβικό οξύ. Τέλος, η MtLac2 χρησιμοποιήθηκε επιτυχώς στην αντίδραση βιομετατροπής της 

βουτεΐνης σε σουλφουρετίνη. 
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Laccases (oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2) belong to a group of polyphenol oxidases containing 

multiple coppers in their active site and are used in many biotechnological applications. Interest in 

laccases is increasing due to their advantages as biocatalysts and focuses on the expression of new 

laccases, the investigation of the structure, properties and their mechanism of action.  

In the present work, we report the production and characterization of a novel laccase (MtLac2) from 

the thermophilic fungus Myceliophthora thermophila. First, the effect of physicochemical factors in 

heterologous production of MtLac2 from the methylotrophic yeast P. pastoris was examined. 

Optimization of copper concentration (0,025 mM) increased enzyme production by 125%, while 

optimization of methanol concentration (1% v/v) increased production by 35.5%. Subsequently the 

enzyme MtLac2 was purified in order to be biochemically characterized. Molecular weight (80 to 110 

kDa) and isoelectric point (pI = 4) of the enzyme were determined. After experimental results and 

bioinformatic data analysis, expression of the enzyme as two isoforms was attributed to different 

patterns of O-glycosylation. The enzyme activity proved to be high in the pH range 3-4.5, while in 

basic and neutral pH the enzyme was inactive. The enzyme showed optimal activity at 50 °C and a 

half-life greater than 24 hours, so it can be classified as thermophilic. The activity of the enzyme was 

also tested in the presence of organic solvents and inhibitors, where the MtLac2 showed satisfactory 

resistance in all compounds tested, whereas the sodium azide appeared to be the strongest inhibitor. 

The results of the specific activity study, together with the kinetic study of MtLac2 with ABTS and 

2,6-DMP substrates, showed that MtLac2 is able to oxidize a wide variety of phenolic substrates, but 

at a limited extent, and thus is probably an enzyme with a low redox potential. Nonetheless, the 

enzyme showed very different catalytic characteristics than most laccases mainly due to the high 

activity observed towards oxidation of ascorbic acid. Finally, MtLac2 was successfully used in the 

bioconversion of butein to sulfuretin. 
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Η μικροσκοπία χρονοσειράς εικόνων επιτρέπει τη λεπτομερή απεικόνιση και  παρακολούθηση 

δυναμικών διεργασιών σε βακτηριακές κοινότητες μέχρι το επίπεδο μεμονωμένου κυττάρου. Η 

ανάπτυξη μαθηματικών και υπολογιστικών μοντέλων παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον διότι επιτρέπει 

τη δημιουργία και τον έλεγχο υποθέσεων in silico, όσον αφορά τη δυναμική συμπεριφορά 

μικροβιακών συστημάτων. Η μοντελοποίηση μικροβιακών κοινοτήτων, όταν λαμβάνει υπόψιν της τη 

στοχαστικότητας (βιολογικό «θόρυβο») σε επίπεδο μεμονωμένων κυττάρων, μπορεί να παρέχει 

μοναδικές πληροφορίες στο πώς η φαινοτυπική ποικιλομορφία επηρεάζει τη δυναμική της ανάπτυξης 

μεγάλων βακτηριακών κοινοτήτων. Όμως, η ανάλυση κυτταρικών ταινιών είναι πολύ χρονοβόρα 

διαδικασία,  επιρρεπής σε λάθη. 

Για να αντιμετωπίσουμε αυτούς τους περιορισμούς δημιουργήσαμε μια καινοτόμο, πλήρη 

υπολογιστική μεθοδολογία, που ονομάζεται BaSCA (Bacterial Single-Cell Analytics). Η BaSCA 

εντοπίζει με ακρίβεια τα όρια των μεμονωμένων βακτηριακών κυττάρων και τα παρακολουθεί, καθώς 

αυτά αναπτύσσονται και διαιρούνται σε μία κυτταρική ταινία (κατάτμηση βακτηρίων και κατασκευή 

δέντρων γενεαλογίας) ακόμα και σε μεγάλες μικροβιακές κοινότητες με πολλαπλές αποικίες και 

χιλιάδες βακτήρια στο πεδίο θέασης του μικροσκοπίου. Επιπλέον, παρέχει αυτοματοποιημένη 

μεθοδολογία ανάλυσης που υπολογίζει πληθώρα χαρακτηριστικών μεμονωμένων κυττάρων 

(μορφολογία, έκφραση, τοποθεσία, χρόνο διαίρεσης, κλπ.) και τα οργανώνει σε βάση δεδομένων για 

περαιτέρω στατιστική ανάλυση και οπτική διερεύνηση. 

Η ακρίβεια της BaSCA αξιολογήθηκε με πολλές κυτταρικές ταινίες βακτηρίων από διαφορετικά 

εργαστήρια. Ξεπερνά σε ακρίβεια τις υπάρχουσες μεθόδους επιτυγχάνοντας πολύ υψηλό ποσοστό F-

measure (πάνω από 96.7%) ακόμα και σε εικόνες με πολυπληθείς μικροβιακές κοινότητες. Η 

μεθοδολογία μας είναι αυτοματοποιημένη, και κατάλληλη για επεξεργασία κυτταρικών ταινιών με 

υψηλή ρυθμαπόδοση. Η πληροφορία που εξάγεται από τις ταινίες μπορεί να αξιοποιηθεί για την 

ανάπτυξη μοντέλων στοχαστικής προσομοίωσης με σκοπό την in silico μελέτη σχηματισμού 

βιοϋμενίων, την εμφάνιση εμμενόντων κυττάρων και άλλων φαινομένων μεγάλου ενδιαφέροντος για 

την ανθρώπινη υγεία κάτω από διαφορετικές υποθέσεις στοχαστικότητας. 
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Time-lapse microscopy allows the detailed imaging and monitoring of dynamic processes in bacterial 

communities down to the single-cell level. Mathematical and computational modeling is of growing 

interest to test hypotheses in silico regarding the dynamic behavior of microbial systems. Modeling of 

bacterial communities while considering also the single-cell stochasticity (biological "noise") offers 

unique insights on the role of phenotypic diversity in evolving large community dynamics. However, 

the analysis of "cell movies" is currently very time consuming and error prone. 

In order to address these limitations, we developed a novel end-to-end computational pipeline called 

BaSCA (Bacterial Single-Cell Analytics) allowing us to identify accurately the boundaries of 

individual cells and track them as they grow and divide from frame to frame (cell segmentation and 

lineage tree construction) even in very large microbial communities with thousands of cells in the field 

of view. In addition, our automated analytics approach computes a plethora of single-cell attributes 

(morphology, expression, location, division times etc.) and organizes them into a database for further 

statistical analysis and visual exploration. 

The accuracy of BaSCA has been evaluated using several cell movies of different bacteria. It 

outperforms existing methods, achieving very high F-measure (above 96.7% consistently) even in 

images with many overcrowded bacterial colonies. It is automated and suitable for high throughput 

cell movies processing. The information extracted from the movies can be used to develop stochastic 

simulation models in order to study in silico biofilms formation, persister cells’ emergence and other 

intriguing phenomena for human health under different stochasticity scenarios. 

 

Keywords: Time-lapse microscopy, Bacterial image analysis, Machine learning, Colonies 
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Το βακτήριο Zymomonas mobilis θεωρείται οργανισμός-πλατφόρμα για τη βιομηχανική παραγωγή 

βιοαιθανόλης, εξαιτίας της ικανότητάς του να ζυμώνει τη γλυκόζη σε αιθανόλη, με ρυθμούς και 

αποδόσεις που αγγίζουν το θεωρητικό μέγιστο. Γενετικά τροποποιημένα στελέχη του Z. mobilis, 

υπήρξαν ανάμεσα στα πρώτα μικροβιακά στελέχη που κατασκευάστηκαν με ικανότητα ταυτόχρονου 

καταβολισμού πεντοζών και εξοζών, για χρήση σε ζυμώσεις υδρολυμάτων λιγνινοκυτταρίνης. Στην 

εργασία αυτή, δύο στελέχη του Z. mobilis κατασκευασμένα στο US-DOE National Renewable Energy 

Laboratory (NREL) που συγκαταβολίζουν C5/C6 σάκχαρα, τα 8b και AX101, αξιολογήθηκαν στην 

παραγωγή αιθανόλης από άχυρο ελληνικού αραβοσίτου, κριθαριού και σίτου. Πριν τη ζύμωση, η 

βιομάζα υπέστη ασθενή όξινη ή βασική προκατεργασία που ακολουθήθηκε από ενζυμική υδρόλυση 

με χρήση εμπορικών σκευασμάτων κυτταρινασών και ημικυτταρινασών. Μελετήθηκε η επίδραση 

διαφόρων παραμέτρων της διεργασίας σε συνθήκες διακριτής υδρόλυσης και ζύμωσης (separate 

hydrolysis and fermentation, SHF) και ταυτόχρονης σακχαροποίησης και ζύμωσης (simultaneous 

saccharification and fermentation, SSF). Το στέλεχος 8b αποδείχθηκε ανώτερο σε όλες τις συνθήκες, 

με παραγωγή αιθανόλης από 14 g/L έως 23 g/L σε διαδικασίες SSF και SHF αντίστοιχα, και σε 

υδρόλυμα αχύρου σίτου. Υδροθερμικά προκατεργασμένη βιομάζα, απαλλαγμένη από το μεγαλύτερο 

μέρος του κυτταρινούχου κλάσματος και με ή χωρίς απολιγνινοποίηση, φάνηκε να παρεμποδίζει 

ιδιαίτερα την ανάπτυξη του Z. mobilis. Μεταλλαξογένεση με MNNG και εξελικτική προσαρμογή του 

Z. mobilis σε υδρολύματα βιομάζας όπως τα παραπάνω, οδήγησαν στη δημιουργία παραγώγων των 

στελεχών 8b και AX101 με αυξημένη ανθεκτικότητα. Τα τελευταία είναι υποσχόμενα για 

αποδοτικότερες ζυμώσεις βιομάζας ίδιας φύσης και πλήρους (ημι)κυτταρινούχου φορτίου. Τέλος, 

αξιολογήθηκε η χρήση του πλασμιδίου pZB301, σχεδιασμένο στο NREL έτσι ώστε να επιτρέπει τον 

καταβολισμό C5-σακχάρων στο Z. mobilis, κατά το μετασχηματισμό των φυσικού τύπου στελεχών 

του Z. mobilis, ZM4 και CP4.  
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Τhe bacterium Zymomonas mobilis is regarded as a platform organism for large scale bioethanol 

production due to its ability to ferment glucose into ethanol, at rates and yields reaching the theoretical 

maximum. Genetically engineered strains of Z. mobilis, able to co-ferment pentoses and hexoses, were 

among the first microbial strains to be produced for high-yield lignocellulosic fermentations. In this 

work, two C5/C6-sugar fermenting Z. mobilis strains constructed at the US-DOE National Renewable 

Energy Laboratory (NREL), 8b and AX101, were employed in ethanol fermentations of biomass 

streams derived from crop farms in central Greece. Corn, barley and wheat straw hydrolysates served 

as source for Z. mobilis growth. Biomass was initially subjected to weak acid or base pretreatment, 

followed by enzymatic hydrolysis by commercial (hemi)cellulases cocktails. The effect of separate 

hydrolysis and fermentation (SHF) or simultaneous saccharification and fermentation (SSF) regimes 

was assessed at various operating conditions. Strain 8b proved to be superior in all conditions, with 

ethanol yields ranging from 14 g/L in wheat straw SSF, to 23 g/L in wheat straw SHF. Hydrothermally 

pretreated biomass, depleted for most of its cellulosic content and with or without delignification, was 

especially inhibiting for Z. mobilis. MNNG-mutagenesis and evolutionary adaptation on such 

inhibiting biomass hydrolysates led to Z. mobilis 8b and AX101 derivatives with enhanced growth 

capabilities. The latter are promising for superior fermentations of sugar-rich same-source substrates. 

Lastly, plasmid pZB301, designed in NREL to enable C5-sugar catabolism in Z. mobilis, was 

evaluated for use in Z. mobilis wild-type strains ZM4 and CP4. 
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Τo διαστάλαγμα που σχηματίζεται εντός του χώρου υγειονομικής ταφής απορριμμάτων αποτελεί έναν 

ιδιαίτερο τύπο υγρού αποβλήτου με σημαντικά αρνητική επίδραση στο περιβάλλον, εξαιτίας των 

περιεχόμενων σε αυτό οργανικών και ανόργανων συστατικών, όπως είναι η αμμωνία, τα βαρέα 

μέταλλα, οι αρωματικοί υδρογονάνθρακες, οι φαινόλες, τα φυτοφάρμακα και τα διάφορα πλαστικά. Η 

συγκέντρωση των ενώσεων αυτών εξαρτάται κυρίως από τα επίπεδα βροχόπτωσης και την ηλικία του 

χώρου υγειονομικής ταφής. Συνήθως, τα ώριμα διασταλάγματα χαρακτηρίζονται από χαμηλό λόγο 

BOD/COD, αλκαλικό pH, υψηλή ηλεκτρική αγωγιμότητα και υψηλές συγκεντρώσεις δυσκόλως 

βιοαποδομήσιμων οργανικών συστατικών. Οι συνθήκες αυτές δημιουργούν ένα περιβάλλον υψηλής 

αλατότητας και υψηλού pH, το οποίο μπορεί υπό προϋποθέσεις να ευνοήσει την ανάπτυξη 

ακραιόφιλων μικροοργανισμών. Παρόλη την ύπαρξη πλήθους ερευνητικών εργασιών σχετικά με την 

ταυτοποίηση νέων ακραιόφιλων ειδών, είναι ιδιαιτέρως περιορισμένες οι προσπάθειες απομόνωσης 

και χαρακτηρισμού τέτοιων μικροοργανισμών από ενδιαίτημα όπως είναι τα διασταλάγματα. Έτσι, 

στην παρούσα έρευνα, πραγματοποιήθηκε η απομόνωση μεγάλου πλήθους ακραιόφιλων βακτηρίων 

μέσω της χρήσης υποστρωμάτων υψηλού pH και αλατότητας, καθώς και η εξέταση της 

οικοφυσιολογίας τους. Ο μοριακός χαρακτηρισμός τους αποκάλυψε την παρουσία διακριτών 

φυλογενετικών ομάδων, με την πλειοψηφία αυτών να σχετίζονται με αλοβασεόφιλα είδη της 

οικογένειας Rhodobacteraceae. Το γεγονός ότι τα στελέχη αυτά παρουσιάζουν εξαιρετικές 

υδρολυτικές δραστηριότητες αποδεικνύει την ενεργό συμμετοχή τους στην αποδόμηση πλαστικών και 

πλαστικοποιητών που εντοπίζονται σε αφθονία σε ώριμα διασταλάγματα, υποδηλώνοντας έτσι, όχι 

μόνο τη δυναμική τους να ενεργούν ως αποδομητές, αλλά και τη δυνατότητα εφαρμογής τους στην 

ενζυμική τεχνολογία. 
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Landfill leachate is a type of wastewater with significant impact on the environment, due to the 

presence of a vast range of organic and inorganic pollutants, including ammonium, heavy metals, 

aromatic hydrocarbons, phenols, pesticides and plastics. The concentration of these constituents is 

mainly depended on the rainfall rate and the age of the landfill site. Therefore, as expected, mature 

landfill leachate contains a low BOD/COD ratio, an alkaline pH, high electrical conductivity and 

several recalcitrant organics. Such conditions create a highly haloalkaline environment, which can 

accommodate a range of various extremophiles. Despite the fact that the research on extremophiles 

regarding landfill leachate deserves further experimentation, such experimental attempts are limited. In 

this study, several extremophilic strains were isolated using haloalkaline media and their 

ecophysiology was studied in depth. Molecular characterization of isolated bacteria revealed the 

presence of several 

extremophilic linkages among Bacteria. The majority of them were associated mainly with 

haloalkaliphilic representatives of the family Rhodobacteraceae. Moreover, examination of enzymatic 

activity revealed that these extremophlic isolates are involved in the degradation of plastics and 

plasticizers abundantly found in aged landfill leachate sites, revealing not only their biodegradation 

potential, but also their applicability to enzyme and bioreactor technology.  
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