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Η σύγχρονη γεωργία βασίζεται σε μεγάλο βαθμό στην χρήση συνθετικών χημικών φυτοπροστατευτικών ουσιών για την προστασία των καλλιεργειών από τα παράσιτα και τις ασθένειες. Ωστόσο, τα υπολείμματα των φυτοπροστατευτικών ουσιών συχνά εμμένουν στα εδαφικά και υδάτινα οικοσυστήματα, οδηγώντας σε ρύπανση που απειλεί τη βιοποικιλότητα του εδάφους και διαταράσσει βασικές οικοσυστημικές λειτουργίες. Ιδιαίτερη ανησυχία προκαλεί το γεγονός ότι οι συνθετικές φυτοπροστατευτικές ουσίες μπορούν να επηρεάσουν αρνητικά σημαντικές ομάδες μικροοργανισμών του εδάφους, συμπεριλαμβανομένων βασικών λειτουργικών μικροβιακών ομάδων όπως οι νιτρωδοποιητικοί μικροοργανισμοί (ΑΟΜ), που είναι υπεύθυνοί για την νιτροποίηση, το ρυθμο-καθοριστικό βήμα στον κύκλο του αζώτου. Τέτοιες διαταραχές μπορούν να μειώσουν την ανθεκτικότητα του εδάφους και να θέσουν σε κίνδυνο τη υγεία και ομοιόσταση του οικοσυστήματος.
	Οι βιολογικής προέλευσης φυτοπροστατευτικές ουσίες, οι οποίες θεωρούνται περισσότερο φιλικές προς το περιβάλλον λόγω της πιθανολογούμενης χαμηλότερης τοξικότητάς τους, προσελκύουν ολοένα και μεγαλύτερο ενδιαφέρον ως εναλλακτικές λύσεις έναντι των συνθετικών φυτοπροστατευτικών. Η κατηγορία αυτή περιλαμβάνει δευτερογενείς μεταβολίτες των φυτών (π.χ. dihydrochalcone, isoflavone, aliphatic phenols, πυρεθρίνες) και ενώσεις μικροβιακής προέλευσης (π.χ. spinosyns), που αποτελούν το αντικείμενο αυτής της διατριβής. Ωστόσο, δεδομένης της βιολογικής τους προέλευσης και του ρόλου τους στην άμυνα φυτών και μικροοργανισμών, είναι ιδιαίτερα πιθανό να έχουν αντι-μικροβιακές ιδιότητες. Αυτό εγείρει ανησυχίες ότι η χρήση τους μπορεί να έχει επιπτώσεις σε σημαντικές λειτουργικές μικροβιακές ομάδες (π.χ. ΑΟΜ και δενδρόμορφους μυκορριζικούς μύκητες), με παρεπόμενες επιπτώσεις σε βασικές λειτουργίες του οικοσυστήματος όπως ο κύκλος του άνθρακα και του αζώτου.
	Αυτές οι ανησυχίες είναι ιδιαίτερα σημαντικές, καθώς σήμερα η αξιολόγηση της επικινδυνότητας (ERA) των φυτοπροστατευτικών ενώσεων για τους μικροοργανισμούς του εδάφους βασίζεται σε μεγάλο βαθμό σε μια παρωχημένη δοκιμή (OECD 216), η οποία συχνά αποτυγχάνει να ανιχνεύσει μικρές αλλά σημαντικές μικροβιακές αποκρίσεις. Η αντιμετώπιση του παραπάνω προβλήματα απαιτεί την χρήση στην ERA σύγχρονων μοριακών προσεγγίσεων όπως η qPCR και η μεταταξινομική ανάλυση. Οι παραπάνω μέθοδοι μπορούν να προσφέρουν δεδομένα υψηλής ανάλυσης σχετικά με την αφθονία, τη λειτουργία και τη σύνθεση των μικροβιακών κοινοτήτων. Η ενσωμάτωση αυτών των μοριακών προσεγγίσεων στην διαδικασία της ERA, σε συνδυασμό με την χρήση προηγμένων εργαλείων βιοπληροφορικής και βιοστατιστικής όπως οι καμπύλες κατανομές ειδών (SSDs), προσφέρουν μια ευκαιρία για τον εκσυγχρονισμό της διαδικασίας αξιολόγησης της τοξικότητας των φυτοπροστατευτικών ουσιών έναντι των μικροοργανισμών του εδάφους. Η συγκεκριμένη προσέγγιση μπορεί να οδηγήσει στην  διαμόρφωση ποσοτικών δεδομένων εκτίμησης της μικροβιακής τοξικότητας, οδηγώντας σε πιο ολοκληρωμένη και ακριβή αξιολόγηση των πιθανών αρνητικών επιπτώσεων τόσο των βιολογικών όσο και των συνθετικών φυτοπροστατευτικών ενώσεων έναντι των μικροοργανισμών του εδάφους. Λαμβάνοντας αυτά υπόψη, θέσαμε ως κύριους στόχους της διδακτορικής διατριβής: (i) να αξιολογήσουμε συγκριτικά την τοξικότητα των βιολογικών και των συνθετικών φυτοπροστατευτικών ουσιών στη μικροβιακή κοινότητα του εδάφους· (ii) να διερευνύσουμε εάν μοριακές μέθοδοι υψηλής ευκρίνειας όπως η qPCR μπορούν να αναδείξουν πιθανές αρνητικές επιδράσεις στις μικροβιακές κοινότητες του εδάφους που ενδέχεται να μην εντοπίζονται από τη δοκιμή OECD 216· (iii) να αναλύσουμε τις ευρύτερες επιπτώσεις των βιολογικών φυτοπροστατευτικών ουσιών στη μικροβιακή ποικιλότητα  του εδάφους μέσω της χρήσης μεταταξινομικών προσεγγίσεων· και τέλος (iv) να αξιολογήσουμε τη δυνατότητα χρήσης των SSDs στην αξιολόγηση της επικινδυνότητας των φυτοπροστατευτικών ενώσεων ως προς του μικροοργανισμούς του εδάφους.
	Στο Κεφάλαιο 2, χρησιμοποιήσαμε τη δοκιμή OECD 216 για να αξιολογήσουμε τις πιθανές αρνητικές επιδράσεις επιλεγμένων φυσικών προϊόντων (dihydrochalcone, isoflavone, aliphatic phenol, Spinosad) καθώς και ενός συνθετικού φυτοπροστατευτικού προϊόντος (3,5-dichloroaniline, προϊόν μετασχηματισμού του μυκητοκτόνου iprodione) στη μικροβιακή κοινότητα του εδάφους. Οι ενώσεις αξιολογήθηκαν για τις επιπτώσεις τους  τόσο στη συνιστώμενη δόση (1x) όσο και σε δέκα φορές τη συνιστώμενη δόση (10x). Πραγματοποιήθηκε συγκριτική αξιολόγηση των επιπτώσεων των φυτοπροστατευτικών ενώσεων με τη χρήση ενός προηγμένου, πιστοποιημένου κατά ISO μοριακού εργαλείου (q-PCR) για τον προσδιορισμό της αφθονίας φυλογενετικά και λειτουργικά διακριτών μικροβιακών ομάδων όπως βακτήρια, μύκητες αλλά και ΑΟΜ. Όλα τα φυτοφάρμακα εμφάνισαν περιορισμένη υπολειμματικότητα στο έδαφος, με μέσες τιμές DT50 που κυμαίνονταν από 0,93 έως 27,23 ημέρες σε όλους τους τύπους εδαφών και επίπεδα δόσης. Σύμφωνα με την δοκιμή OECD 216, καμία από τις ουσίες που αξιολογήθηκαν δεν προκάλεσε μεταβολές στις συγκεντρώσεις NO₃⁻ μεγαλύτερες από 25% σε σχέση με τον μάρτυρα στις 28 ημέρες, υποδεικνύοντας σύμφωνα με το κανονιστικό πλαίσιο της δοκιμής OECD 216 ότι οι συγκεκριμένες φυτοπροστατευτικές ουσίες δεν προκαλούν μη αποδεκτές επιδράσεις στη μικροβιακή κοινότητα του εδάφους. Αντιθέτως, χρησιμοποιώντας στο ίδιο πείραμα την μέθοδο qPCR εντοπίσαμε σημαντικές ανασταλτικές επιδράσεις στην αφθονία τόσο των AOA όσο και των AOB στα δείγματα που είχαν δεχτεί εφαρμογή των βιολογικών φυτοπροστατευτικών ουσιών αλλά και του 3,5-DCA. Τα παραπάνω ευρήματα αναδεικνύουν την περιορισμένη διακριτική ικανότητα του τρέχοντος κανονιστικού πλαισίου για την αξιολόγηση της τοξικότητας των φυτοπροστατευτικών ενώσεων στους μικροοργανισμούς του εδάφους, καθώς η δοκιμή OECD 216  απέτυχε να ανιχνεύσει σημαντικές επιδράσεις στην μικροβιακή κοινότητα του εδάφους που εντοπίστηκαν με την χρήση προηγμένων μοριακών εργαλείων. Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα προχωρήσαμε σε μια πιο ολοκληρωμένη διερεύνηση των επιδράσεων των βιολογικών φυτοπροστατευτικών ενώσεων σε επίπεδο κοινότητας, χρησιμοποιώντας ομικές τεχνικές στο Κεφάλαιο 3.
	Στο Κεφάλαιο 3, η έρευνα μας επεκτάθηκε στην διερεύνηση των ευρύτερων οικολογικών επιπτώσεων των φυτοπροστατευτικών ενώσεων στις μικροβιακές κοινότητες του εδάφους. Για να το καταφέρουμε αυτό χρησιμοποιήσαμε εργαλεία μεταταξινομικής , και μελετήθηκαν οι επιδράσεις πέντε βιολογικών φυτοπροστατευτικών ουσιών (dihydrochalcone, isoflavone, aliphatic phenol, Spinosad και πυρεθρίνες) και μιας συνθετικής φυτοπροστατευτικής ουσίας (chlorothalonil), σε ένα εύρος δόσεων (0.2, 0.6, 1.8, 5.4, 16.2 και 48.6 μg g⁻¹), στην ποικιλότητα και σύσταση της κοινότητας των βακτηριών, μυκήτων και πρωτίστων σε δύο εδάφη με διαφορετικά φυσικοχημικά χαρακτηριστικά. Όπως παρατηρήθηκε και στο Κεφάλαιο 2, όλες οι φυτοπροστατευτικές ουσίες που αξιολογήθηκαν εμφάνισαν περιορισμένη υπολειμματικότητα στο έδαφος, με μέσες τιμές DT50 που κυμαίνονταν από 0,86 έως 15,39 ημέρες. Το chlorothalonil παρουσίασε σταθερά τη υψηλότερη τοξικότητα, διαταράσσοντας σε σημαντικό βαθμό την σύσταση των κοινοτήτων των βακτηρίων και πρωτίστων. Από τις βιολογικές φυτοπροστατευτικές ουσίες που αξιολογήθηκαν, οι πυρεθρίνες εμφάνισαν τις μεγαλύτερες επιδράσεις, ενώ οι υπόλοιπες ενώσεις βιολογικής προέλευσης δεν προκάλεσαν σημαντικές μεταβολές στις μικροβιακές κοινότητες του εδάφους. Τα δεδομένα από την μεταταξινομική ανάλυση των μικροβιακών κοινοτήτων του εδάφους χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή SSD από τις οποίες παραλήφθηκαν τιμές Hazard Concentration 5% (HC5) για τις διάφορες φυτοπροστατευτικές ουσίες στα δύο εδάφη. Αξιοσημείωτο είναι ότι το chlorothalonil παρουσίασε σημαντικά χαμηλότερες τιμές HC5 (2.8 - 18.6 μg g⁻¹ για τα βακτήρια· 7.9 μg g⁻¹ για τα πρωτίστια) σε σύγκριση με τα βιολογικής προέλευσης φυτοπροστατευτικά όπως οι πυρεθρίνες (43.0 μg g⁻¹) για τα πρωτίστια και το dihydrochalcone  (45.8 μg g⁻¹) για τα βακτήρια. Το κεφάλαιο αυτό εισάγει μια πρωτοποριακή μεθοδολογία, μεταβαίνοντας από ποιοτικά δεδομένα μικροβιακών κοινοτήτων σε ποσοτική εκτίμηση κινδύνου, προσφέροντας ένα νέο πλαίσιο για την παραλαβή οικοτοξικολογικών παραμέτρων για τους μικροοργανισμούς του εδάφους.
	Τέλος, η μελέτη μας αποδεικνύει ότι το υπάρχον κανονιστικό πλαίσιο για την αξιολόγηση της επικινδύνοτητας των φυτοπροστατευτικών ουσιών όσων αφορά τους είναι ανεπαρκές για την προστασία των μικροβιακών κοινοτήτων του εδάφους. Τα δεδομένα μας παρέχουν ισχυρές αποδείξεις ότι ή χρήση των νέων μοριακών εργαλείων είναι απαραίτητη για την ανίχνευση των πραγματικών επιπτώσεων των φυτοπροστατευτικών ουσιών, συμπεριλαμβανομένων και εκείνων βιολογικής προέλευσης στις μικροβιακές κοινότητες του εδάφους. Επιπλέον, θεμελιώνουμε ένα νέο παράδειγμα αξιοποίησης των SSDs, γεφυρώνοντας έτσι ένα κρίσιμο κενό μεταξύ της σύγχρονης μικροβιακής οικολογίας και της οικοτοξικολογίας. Η εργασία αυτή θέτει τα θεμέλια για την ανάπτυξη μιας πιο ευαίσθητης, ουσιαστικής και προστατευτικής στρατηγικής αξιολόγησης επικινδυνότητας για τα εδαφικά οικοσυστήματα.
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