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 - 2 -  Επιδράσεις των αζωτούχων λιπασµάτων µε δύο διαφορετικούς παρεµποδιστές (ουρεάσης και νιτροποίησης) στην επιβίωση και τη δραστηριότητα των γαιοσκωλήκων (Octodrilus complanatus) Τµήµα Επιστήµης Φυτικής Παραγωγής Εργαστήριο Γεωργίας  ΠΕΡΙΛΗΨΗ  Η επιβίωση των γαιοσκωλήκων στα γεωργικά εδάφη αποτελεί πηγή πληροφόρησης για τους επιστήµονες όσο αφορά την υγεία των εδαφών, αφού αποτελούν έναν από τους σηµαντικότερους βιοδείκτες υγείας του εδάφους. Από την άλλη πλευρά, η δραστηριότητά τους φέρει ευεργετικά αποτελέσµατα στο έδαφος, µέσω της συµβολής τους σε φυσικά και βιολογικά χαρακτηριστικά του εδάφους. Ωστόσο, η εντατικοποίηση της γεωργίας, κυρίως εξαιτίας του ολοένα και αυξανόµενου πληθυσµού σε παγκόσµιο επίπεδο, απαιτεί τη χρήση αγρο-χηµικών και φυτο-προστατευτικών ουσιών, αλλά κυρίως λιπασµάτων µε σκοπό την αύξηση της απόδοσης των καλλιεργειών. Η ανάγκη εντατικοποίησης της γεωργίας σε συνδυασµό µε την κλιµατική µεταβολή, οδηγούν στην ανάγκη δηµιουργίας πιο φιλικών προς το περιβάλλον µορφών λίπανσης. Μία από αυτές ίσως αποτελούν οι παρεµποδιστές νιτροποίησης και ουρεάσης οι οποίοι έχουν προστεθεί µε λιπάσµατα ουρίας.  ∆ύο ίδια εργαστηριακά πειράµατα έλαβαν χώρα στο Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών κατά τα έτη 2019-2020. Για το σχεδιασµό των πειραµάτων ακολουθήθηκε το σχέδιο πλήρως τυχαιοποιηµένων οµάδων, µε τρεις επαναλήψεις και πέντε επεµβάσεις, τις λιπάνσεις.  Στην παρούσα µεταπτυχιακή διατριβή, µελετήθηκαν οι επιδράσεις της ουρίας στην οποία είχαν προστεθεί παρεµποδιστές ουρεάσης, νιτροποίησης καθώς και ο συνδυασµός τους, στην επιβίωση και τη δραστηριότητα του γαιοσκώληκα Octodrilus complanatus, σε σύγκριση µε τις επιδράσεις που επιφέρει η ουρία καθώς και µε γαιοσκώληκες που δεν είχαν δεχτεί κανενός είδους επέµβαση (µάρτυρας). Η δραστηριότητα των γαιοσκωλήκων µελετήθηκε µέσω του προσδιορισµού των κοπρολυµάτων τους καθώς και διάφορων χαρακτηριστικών του εδάφους (ανταλλάξιµο ασβέστιο, ικανότητα ανταλλαγής κατιόντων, pH, οργανική ουσία και έκλυση διοξειδίου του άνθρακα του εδάφους). Όσο για την επιβίωση, µελετήθηκε µέσω του προσδιορισµού της θνησιµότητας καθώς και της µεταβολής του µέσου βάρους των ατόµων. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της παρούσας έρευνας, ο µάρτυρας και αµέσως µετά η ουρία µε την προσθήκη παρεµποδιστή νιτροποίησης και ουρεάσης, ήταν οι επεµβάσεις που 



 - 3 -  έφεραν τα καλύτερα αποτελέσµατα όσο αφορά την επιβίωση των γαιοσκωλήκων αλλά και τη δραστηριότητά τους στο εδαφικό υπόστρωµα.  Επιστηµονική περιοχή: Γεωργία Λέξεις κλειδιά: Γαιοσκώληκες, ουρία, παρεµποδιστές αζώτου, εδαφικά χαρακτηριστικά, θνησιµότητα                           



 - 4 -  Effects of nitrogen fertilizers with two different inhibitors (urease and nitrification) on the survival and activity of earthworms (Octodrilus complanatus) Department of Crop Science  Laboratory of Agronomy   ABSTRACT  The survival of earthworms in agricultural land gives scientists information about soil health, as it is one of the most important bio-indicators of soil health. On the other hand, their activity has beneficial effects on the soil, through their contribution to natural and biological characteristics of the soil. However, the intensification of agriculture, mainly due to the growing world population, requires the use of pesticides, but mainly fertilizers in order to increase crop yields. The need to intensify agriculture combined with climate change is leading to the need to create more environmentally friendly forms of fertilization. One of these may be nitrogen inhibitors added to urea fertilizers. Two same laboratory experiments took place at the Agricultural University of Athens during the years 2019-2020. The design of the experiments was followed by the randomized complete block design, with three replications and five treatments, fertilizers. In the present study, the effects of urea with nitrite and urease inhibitors were studied, as well as their combination in the survival and activity of the earthworm Octodrilus complanatus, compared with the effects of urea and control, without any fertilizer. The activity of earthworms was studied by their casts determination as well as various soil characteristics (exchangeable calcium, cation exchange capacity, pH, organic matter and carbon dioxide respiration). In terms of survival, it was studied by determining mortality as well as the change in average weight of earthworms. According to the results of the present study, control followed by urea with the addition of nitrite and urease inhibitor, were the treatments that found the best results in terms of survival of earthworms and their activity in the soil substrate.  Scientific area: Agronomy  Key words: Earthworms, urea, nitrogen inhibitors, soil characteristics, mortality  



 - 5 -                  «Χωρίς το ταπεινό αυτό πλάσµα και το έργο του, που δεν γνωρίζει το όφελος που προσφέρει στην ανθρωπότητα, η γεωργία όπως τη γνωρίζουµε θα ήταν πολύ δύσκολη, αν όχι αδύνατη»  (∆αρβίνος, 1881)        



 - 6 -  ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ  Η παρούσα µεταπτυχιακή διατριβή, πραγµατοποιήθηκε στο Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, κατά τη διάρκεια των ετών 2019-2020, στα πλαίσια του Μεταπτυχιακού Προγράµµατος Σπουδών Καινοτόµες εφαρµογές στην αειφορική γεωργία στη βελτίωση φυτών και στην αγροµετεωρολογία του τµήµατος Επιστήµης Φυτικής Παραγωγής. Στο παράθεµα αυτό θα ήθελα να εκφράσω τις ευχαριστίες µου προς όλους όσους συνέβαλαν στην εκπλήρωση του πειράµατος καθώς και της µελέτης. Αρχικά θα ήθελα να εκφράσω ένα θερµό ευχαριστώ στον καθηγητή µου, τον κύριο ∆ηµήτριο Μπιλάλη, για τη δύναµη, τις συµβουλές, τις περαιτέρω επιστηµονικές γνώσεις που αφορούν τη γεωργία, καθώς και τη βοήθεια που µου προσέφερε καθ’ όλη τη διάρκεια της εκπόνησης της µελέτης µου, από την έναρξη του πειραµατικού µέρους έως και το τέλος της συγγραφής της παρούσας διατριβής.  Πολυτίµη βοήθεια δέχτηκα από όλα τα µέλη του εργαστηρίου Γεωργίας, και κυρίως τους προπτυχιακούς φοιτητές οι οποίοι αποτελούν µέρος των πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν για τις ανάγκες της µελέτης, Κατερίνα Σαρσέντου, Παντελή Σταυρόπουλο και Στέλιο Ξενιάδη. Θα ήθελα να εκφράσω ένα ξεχωριστώ ευχαριστώ στις υποψήφιες ∆ιδακτορικές ∆ιδάκτορες του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών, Στέλλα Καρυδόγιαννη και Αντιγολένα Φωλίνα, όπως και τους µεταπτυχιακούς συµφοιτητές µου, για την άψογη συνεργασία και το ευχάριστό κλίµα που υπήρχε καθ’ όλη τη διάρκεια της συνεργασίας µας, καθώς και για τις χρήσιµες συµβουλές που ανταλλάξαµε στα πλαίσια αυτής. Τέλος, το µεγαλύτερο ευχαριστώ το οφείλω στο οικογενειακό και φιλικό µου περιβάλλον για την αµέριστη στήριξη και δύναµη που µου χάρισαν απλόχερα όλο το διάστηµα εκπόνησης της µελέτης καθώς και για τη συµπαράστασή τους.         
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 - 9 -  ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΠΙΝΑΚΩΝ  Πίνακας 4.1.1 ∆ιαφορά βάρους γαιοσκωλήκων. Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. Πίνακας 4.2.1. Εµφάνιση κοπρολυµάτων σε 3 διαφορετικές ηµέρες από την επέµβαση (ΗΑΕ). Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. Πίνακας 4.3.1 Θνησιµότητα γαιοσκωλήκων σε 10 διαφορετικές ηµέρες από την επέµβαση (ΗΑΕ). Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. Πίνακας 4.4.1 Περιεκτικότητα του εδάφους σε Ανταλλάξιµο Ασβέστιο (Ca). Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. Πίνακας 4.5.1 Ικανότητα Ανταλλαγής Κατιόντων (ΙΑΚ) του εδάφους. Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. Πίνακας 4.6.1 Οξύτητα, pH, του εδάφους. Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. Πίνακας 4.8.1 Ποσοστό οργανικής ουσίας του εδάφους. Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ.               



 - 10 -  ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ∆ΙΑΓΡΑΜΜΑΤΩΝ   ∆ιάγραµµα 4.1.1. Μεταβολή του µέσου βάρους των γαιοσκωλήκων (εξαιτίας των επεµβάσεων) σε 4 διαφορετικές ΗΑΕ στα δύο πειράµατα. (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό). ∆ιάγραµµα 4.4.1 Επίδραση των διαφορετικών επεµβάσεων στη συγκέντρωση ανταλλάξιµου ασβεστίου στο έδαφος (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό). ∆ιάγραµµα 4.5.1. Επίδραση των διαφορετικών επεµβάσεων στη ικανότητα ανταλλαγής κατιόντων (ΙΑΚ) του εδάφους (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό). ∆ιάγραµµα 4.6.1 Επίδραση των διαφορετικών επεµβάσεων στη οξύτητα pH του εδάφους του εδάφους (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό). ∆ιάγραµµα 4.7.1. Μεταβολή του διοξειδίου του άνθρακα του εδάφους (εξαιτίας των επεµβάσεων) σε διαφορετικές ΗΑΕ στα δύο πειράµατα. (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό) ∆ιάγραµµα 4.8.1 Επίδραση των διαφορετικών επεµβάσεων στο ποσοστό οργανικής ουσίας του εδάφους (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό). ∆ιάγραµµα 5.1 ∆ιάγραµµα Συσχετίσεων µεταξύ της µείωσης του βάρους των γαιοσκωλήκων και των casts, του Ανταλλάξιµου Ασβεστίου, της Ικανότητας Ανταλλαγής Κατιόντων και της Μεταβολής του διοξειδίου του άνθρακα.                



 - 11 -  ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΕΙΚΟΝΩΝ   Εικόνα 1.1: Ανατοµία σώµατος γαιοσκωλήκων. Εικόνα 1.2: Κύκλος ζωής των γαιοσκωλήκων. Εικόνα 1.3: Σύζευξη γαιοσκωλήκων. Εικόνα 1.4: Στοά του γαιοσκώληκα Octodrilus complanatus στον αγρό του Εργαστηρίου Γεωργίας του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών. (Προσωπική συλλογή) Εικόνα 1.5: Vermicompost, στο οποίο περιέχονται οι γαιοσκώληκες οι οποίοι πήραν µέρος στην παραγωγή του. Εικόνα 1.6: Γαιοσκώληκας Octodrilus complanatus. Εικόνα 1.7: Η πορεία της αµµωνίας στο έδαφος. Εικόνα 1.8: Χηµική ένωση του παρεµποδιστή ουρεάσης NBPT. Εικόνα 1.9: Χηµική ένωση του παρεµποδιστή νιτροποίησης DCD. Εικόνα 1.10: ∆ιαδροµές απώλειας αζώτου και επιλογές διαχείρισης για τη µείωση του κινδύνου απώλειας Ν. Εικόνα 2.1: Octodrilus complanatus (φωτογραφία από τον αγρό του ΓΠΑ). (Προσωπική συλλογή) Εικόνα 3.1: Σχέδιο του πειράµατος της παρούσας µελέτης. Εικόνα 3.2: Συλλογή των γαιοσκωλήκων για τις ανάγκες του πειράµατος (ΓΠΑ). (Προσωπική συλλογή) Εικόνα 3.3: Εικόνες από την προετοιµασία και καθ’ όλη τη διάρκεια της εκπόνησης του πειράµατος (ΓΠΑ). (Προσωπική συλλογή) Εικόνα 3.4: Πάνω φαίνεται στο διαφανές σταυρόνηµα που χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό των casts και κάτω, είναι εικόνες των casts όπως φαίνονταν κατά τη διάρκεια των µετρήσεων. (Προσωπική συλλογή) Εικόνα 3.5: Εικόνες από τις εδαφολογικές αναλύσεις (Εργαστήριο Εδαφολογίας ΓΠΑ). (Προσωπική συλλογή)   



 - 12 -  1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ - ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ ΑΝΑΣΚΟΠΙΣΗ  1.1 Γαιοσκώληκες  Κατά τον Αριστοτέλη, οι γαιοσκώληκες θεωρούνται το «εντόσθια» της Γης. Ήταν από τους πρώτους που έδωσαν προσοχή στο ρόλο των γαιοσκωλήκων, όσο αφορά τη µεταφορά εδάφους. Οι γαιοσκώληκες είναι οργανισµοί της πανίδας του εδάφους. Είναι ζώα του φύλου Annelida, ∆ακτυλιοσκώληκες, το οποίο περιλαµβάνει σκωληκόµορφους ζωικούς οργανισµούς, που είναι αµφίπλευρα συµµετρικοί. Όπως φανερώνει το όνοµά του, (Annelus = δαχτυλίδι), το φύλο αυτό περιλαµβάνει οργανισµούς που χαρακτηρίζονται από µεταµέρεια, φέρουν δηλαδή σωµατικούς δακτυλίους, τα µεταµερή. Οι δακτύλιοι αυτοί εσωτερικά αντιστοιχούν σε εγκάρσια, µεσοδερµικά διαφράγµατα, τα σέπτα. Είναι ζώα ευκοιλωµατικά και τριπλαβλαστικά. Στους δακτυλιοσκώληκες περιλαµβάνονται περίπου 22.000 είδη τα οποία κατανέµονται σε διαφορετικές κλάσεις.  Πιο συγκεκριµένα, ανήκουν στην υποκλάση των Ολιγόχαιτων, Oligochaeta, η οποία περιλαµβάνει υδρόβια καθώς  και χερσαία είδη. Στην κλάση αυτή, ανήκει περίπου το 50% των δακτυλιοσκωλήκων.  Οι γαιοσκώληκες είναι οργανισµοί, η δραστηριότητα των οποίων παρουσιάζει µεταβολές στη διάρκεια του χρόνου. Έτσι σε εύκρατες περιοχές παρατηρείται δραστηριότητα κυρίως κατά το φθινόπωρο και την άνοιξη (Τζώρτζη, 2010). Για την αποφυγή ακραίων κλιµατικών συνθηκών διεισδύουν στο χώµα όπου επικρατούν σταθερότερες κλιµατολογικές συνθήκες, συγκριτικά µε την ατµόσφαιρα. Είναι γνωστό ότι είναι οργανισµοί που εξαρτώνται από την εδαφική  υγρασία, αφού µέσω της εφυµενίδας τους υφίστανται σηµαντικές απώλειες υγρασίας. Αυτός είναι ο λόγος για τον οποίο οι γαιοσκώληκες είναι συνδεδεµένοι µε τις βροχοπτώσεις. Όπως προαναφέρθηκε είναι ζώα, που χαρακτηρίζονται από ευδιάκριτη µεταµέρεια. Ο υδροσκελετός αποτελείται από τη δοµή της σωµατικής κοιλότητας, σε συνδυασµό µε τους κυκλικούς και επιµήκεις µύες που την περιβάλλουν. Η σωµατική κοιλότητα περιέχει την αιµολέµφο, δηλαδή µε το σωµατικό υγρό. Η κίνηση των γαιοσκωλήκων προκαλείται από  πλαστικές παραµορφώσεις του σώµατός τους, οι οποίες είναι αποτέλεσµα κατάλληλων κινήσεων του υδροσκελετού. Το πρώτο άρθρο του σώµατός τους ονοµάζεται προστόµιο. Στο πρόσθιο µέρος του σώµατος διακρίνεται µία οµάδα εξειδικευµένων αδενικών εκκριτικών κυττάρων και  το επίσαγµα, clitellum. Το επίσαγµα, αποτελεί ταξινοµικό χαρακτήρα, και  είναι ένας αδενώδης 



 - 13 -  σχηµατισµός στο πρόσθιο τµήµα του σώµατος. Ο κύρος ρόλος του επισάγµατος αφορά τη διευκολύνση της σύζευξης και τη δηµιουργία των βοµβύκιων αναπαραγωγής. Σχηµατίζεται κατά την περίοδο της αναπαραγωγής και ύστερα αποδιοργανώνεται. Τα κύτταρά του εκκρίνουν βλέννα και άλλες ουσίες. Έτσι σχηµατίζεται ένας χιτινώδης σωλήνας, εκεί όπου γίνεται η απόθεση των ωαρίων, των σπερµατοζωαρίων καθώς και της αλβουµίνης, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία απογόνων.  1.1.1 Ανατοµία Ζώου  Κάθε µεταµερές φέρει ενιαία κοιλότητα, ενώ ο διαχωρισµός από τα γειτονικά επιτυγχάνεται από το διάφραγµα. ∆ιάφραγµα δεν υπάρχει στην πρόσθια περιοχή του σώµατος. Το διάφραγµα εκτός από το διαχωρισµό των κοιλοτήτων,  αποσκοπεί και στην διευκόλυνση της διέλευσης των αγγείων, του πεπτικού σωλήνα καθώς και  της γαγγλιακής αλυσίδας. Το περίβληµα του σώµατός τους αποτελείται από: 
o εφυµενίδα,  
o στρώµα πρωτεΐνης,  
o επιδερµίδα,  
o συνδετικό ιστό, 
o  κυκλικές µυϊκές ίνες,  
o νευρικό ιστό (ανάµεσα από τις µυϊκές στιβάδες),  
o επιµήκεις µυϊκές ίνες,  
o περιτόναιο και τέλος  
o το κοίλωµα 



 - 14 -   Εικόνα 1.1: Ανατοµία σώµατος γαιοσκωλήκων (Πηγή: Pearcon Education, Inc., publishing as Benjamine Cummings.)  
� Πεπτικό Σύστηµα  Έπειτα από το στοµατικό άνοιγµα, στη στοµατική κοιλότητα, περιέχεται ένας µυώδεις φάρυγγας. Το φάρυγγα αυτό, ακολουθεί ο οισοφάγος, εκεί όπου καταλήγουν οι ασβεστικοί αδένες. Οι ασβεστικοί αδένες είναι όργανα που ρυθµίζουν το pH, βοηθούν τους γαιοσκώληκες να προσαρµόζονται σε περιβάλλοντα µε υψηλή συγκέντρωση ασβεστίου (Ca2+) και διοξειδίου του άνθρακα (CO2). Το Ca2+  από τα σωµατικά υγρά αποσπάται και στη συνέχεια αποβάλλεται ως ανθρακικό ασβέστιο (CaCO3) στον οισοφάγο. Κάποια ωστόσο είδη έχουν και ασβεστικά θυλάκια.   Ο πρόλοβος, το προκοιλίδιο, το στοµάχι και το έντερο, ακολουθούν το φάρυγγα. Το προκοιλίδιο είναι περιοχή στην οποία λαµβάνει χώρα ο µικρο-τεµαχισµός της τροφής. Όσο για το έντερο, φέρει τον τυφλοσωλήνα, χαρακτηριστική πτύχωση η οποία εξασφαλίζει µεγαλύτερη επιφάνεια απορρόφησης. Ύστερα από την πέψη, η οποία ολοκληρώνεται στο έντερο, αποβάλλονται τα κοπρολύµατα (casts) από την περιοχή της έδρας, που βρίσκεται στο άκρο του σώµατός τους. Γύρω από το έντερο εντοπίζονται τα  χλωραγωγά κύτταρα το οποία λαµβάνουν µέρος στη σύνθεση του λίπους και του γλυκογόνου, που διαχωρίζουν τους σωµατικούς δακτυλίους.  



 - 15 -  � Νευρικό Σύστηµα  Το νευρικό σύστηµα διακρίνεται σε:  
o Κεντρικό: Το κεντρικό σύστηµα περιλαµβάνει ζεύγος γαγγλίων, υπερφαρυγγικά γάγγλια ή εγκέφαλος, στο πρόσθιο µέρος, τα οποία συνδέονται µε νευρικές ίνες µε το ζεύγος των υποφαρυγγικών γαγγλίων και την κοιλιακή νευρική χορδή (αλυσίδα γαγγλίων). Τα υπερφαρυγγικά γάγγλια βρίσκονται στο τρίτο µεταµερές και στη νωτιαία πλευρά του πεπτικού σωλήνα στο ύψος µεταξύ της στοµατικής κοιλότητας και του φάρυγγα. Η κοιλιακή νευρική χορδή εκτείνεται κατά µήκος του σώµατος, κάτω από τον πεπτικό σωλήνα. 

o Περιφερειακό: Το περιφερειακό νευρικό σύστηµα περιλαµβάνει νεύρα  που ξεκινούν από α) τον εγκέφαλο και καταλήγουν στο προστόµιο, τη στοµατική κοιλότητα και τον φάρυγγα, β) το υποφαρυγγικό γάγγλιο και καταλήγουν σε όργανα που βρίσκονται στο τµήµα του σώµατος µεταξύ του 2ου και 4ου σωµίτη και γ) το ζεύγος γαγγλίων κάθε σωµατικού δακτυλίου και καταλήγουν σε όργανα που βρίσκονται στην περιοχή του αντίστοιχου σωµίτη. Πολύ έντονα αντιλαµβάνεται χηµικά και απτικά ερεθίσµατα, στην περιοχή του προστόµιου, φως ή σκοτάδι µε φωτοϋποδοχείς στο πίσω µέρος του σώµατος. Έχουν θετικό φωτοτροπισµό σε χαµηλής έντασης φωτισµό. ∆εν ακούν, ωστόσο νοιώθουν τους κραδασµούς. 
o Συµπαθητικό  

� Αναπνευστικό Σύστηµα  Η µεταφορά του οξυγόνου στους ιστούς των γαιοσκωλήκων γίνεται µέσω της αιµογλοβίνης.  
� Κυκλοφορικό Σύστηµα  Το κυκλοφορικό σύστηµα των γαιοσκωλήκων είναι κλειστό, περιλαµβάνει το νωτιαίο και το κοιλιακό αγγείο. Το νωτιαίο αγγείο διατρέχει τη νωτιαία πλευρά του σώµατος, και µεταφέρει το αίµα από το πίσω µέρος του σώµατος προς το πρόσθιο. Το κοιλιακό διατρέχει την κοιλιακή πλευρά του σώµατος, κάτω από τον πεπτικό σωλήνα. 



 - 16 -  Το αίµα των γαιοσκωλήκων περιέχει αιµογλοβίνη και αιµοκύτταρα. Η κίνησή του διευκολύνεται από πέντε ζεύγη αορτικών αγγείων, µεταξύ του  6ου και 11ου σωµατικού δακτυλίου που ονοµάζονται ψευδοκαρδιές. Το κοιλωµατικό υγρό µπορεί να µετακινείται µεταξύ των διαδοχικών µεταµερών, µέσω των πόρων που φέρουν τα διαφράγµατα, εξασφαλίζοντας έτσι τη µεταφορά του νερού και των θρεπτικών συστατικών σε ιστούς σε ολόκληρο το σώµα.    
� Απεκκριτικό Σύστηµα  Το απεκκριτικό σύστηµα αποτελείται από ένα ζεύγος νεφριδίων σε κάθε µεταµερές, πλην των τριών πρώτων και του τελευταίου. Οι σωλήνες των νεφριδίων φιλτράρουν το σωµατικό υγρό αποµακρύνοντας τα άχρηστα προϊόντα του µεταβολισµού του αζώτου. Τα προϊόντα αυτά περνούν µεταξύ διαδοχικών µεταµερών και τέλος αποβάλλονται από τον νεφριδόπορο στην εξωτερική πλευρική επιφάνεια του σώµατος.  
� Αναπαραγωγικό Σύστηµα   Οι γαιοσκώληκες είναι ερµαφρόδιτοι οργανισµοί. Παρ’ όλα αυτά, παρατηρούνται συζεύξεις. Οι συζεύξεις λαµβάνουν χώρα κυρίως στην επιφάνεια του εδάφους, µε ύπαρξη υγρασίας, κατά τις νυχτερινές ώρες της µέρας.   Οι γονάδες βρίσκονται στο πρόσθιο τµήµα του σώµατος των γαιοσκωλήκων, µεταξύ 9ου και 15ου µεταµερούς. Φέρουν από ένα έως δύο ζεύγη όρχεων και δύο έως τέσσερεις σπερµατοκύστες, όπου λαµβάνει χώρα η παραγωγή και η αποθήκευση του σπέρµατος. Οι σπερµατικοί αγωγοί, µέχρι να καταλήξουν στο γονοπόρο διαπερνούν πολλά µεταµερή.  Το θηλυκό µέρος περιλαµβάνει ένα ζεύγος ωοθηκών, στο 13ο µεταµερές. Οι σπερµοθήκες, όργανα λήψης και αποθήκευσης του σπέρµατος κατά τη σύζευξη, βρίσκονται στο 9ο και 10ο σωµατικό δακτύλιο. Οι σπερµαταγωγοί των όρχεων εκβάλλουν στον 15ο δακτύλιο, ενώ οι ωαγωγοί των ωοθηκών στον 14ο . 



 - 17 -  Κατά τη σύζευξη, πραγµατοποιείται ένωση των κοιλιακών επιφανειών των δύο ατόµων, στρέφοντας το πρόσθιο µέρος του σώµατός τους προς την αντίθετη κατεύθυνση, ούτος ώστε το επίσαγµα του ενός ατόµου να εφάπτεται καλά µε τις σπερµατοθήκες του άλλου. Από τα αδενικά κύτταρα του επισάγµατος εκκρίνεται βλέννώδης δακτύλιος, ο  ρόλος του οποίου είναι να συγκρατεί το ζεύγος κατά τη διάρκεια της σύζευξης. Το σπέρµα µεταφέρεται µέσω του βλεννώδη δακτυλίου.  Μετά το διαχωρισµό των συντρόφων, παράγονται από 2 έως 10 βοµβύκια, από το επίσαγµα, τα οποία περιλαµβάνουν τα ωάρια, που εξέρχονται από τον γεννητικό πόρο του θηλυκού τµήµατος και γονιµοποιούνται από τα σπερµατοζωάρια που ελευθερώνονται από την σπερµατοθήκη.   Εικόνα 1.2: Κύκλος ζωής των γαιοσκωλήκων (Πηγή:www.TeAra.govt.nz/en/diagram/15491/earthworm-life-cycle)  Τα βοµβύκια αποτελούνται από χιτίνη και περιέχουν βλέννα και αλβουµίνη. Καθώς αποβάλλονται από το πρόσθιο µέρος περικλείουν ωάρια και σπερµατοζωάρια, διαδικασία µέσω της οποίας δηµιουργείται το ζυγωτό. Κάθε βοµβύκιο περιέχει από 1 έως 20 έµβρυα, από τα οποία εξελίσσονται λίγα. Τα βοµβύκια είναι ανθεκτικά στο κρύο καθώς και στην ξηρασία. Οι νεαροί γαιοσκώληκες ωριµάζουν σεξουαλικά σε διάστηµα 2-3 µηνών και συµπληρώνουν την ανάπτυξη τους σε 1 περίπου έτος.  



 - 18 -   Εικόνα 1.3: Σύζευξη γαιοσκωλήκων. (Πηγή: 2020 Bright Hub Education) 1.1.2 Παράγοντες που επηρεάζουν την αφθονία των γαιοσκωλήκων στο έδαφος  Η επιβίωση, η δραστηριότητα καθώς και ο πληθυσµός των γαιοσκωλήκων στο έδαφος εξαρτώνται από διάφορους αβιοτικούς και βιοτικούς παράγοντες. Στους αβιοτικούς παράγοντες ανήκουν οι κλιµατικοί και οι εδαφολογικοί παράµετροι που έχουν τη δυνατότητα να επηρεάσουν τους πληθυσµούς τους, ενώ στους βιοτικούς, διάφοροι οργανισµοί όπως για παράδειγµα τα έντοµα και τα πτηνά, καθώς και ο άνθρωπος κυρίως µέσω των καλλιεργητικών µεθόδων που χρησιµοποιεί κατά τη διάρκεια µίας καλλιέργειας.  Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι η αφθονία των γαιοσκωλήκων ποικίλει από λιγότερα από 10 ακµαία άτοµα έως περισσότερα από 1000 ενήλικα άτοµα σε ένα τετραγωνικό µέτρο (Curry 2004), κυρίως εξαιτίας των προαναφερθέντων παραγόντων. Αναφορικά µε τους κλιµατικούς παράγοντες που επηρεάζουν τους πληθυσµούς γαιοσκωλήκων, οι κυριότεροι είναι η θερµοκρασία και υγρασία. Η θερµοκρασία είναι ίσως ο σηµαντικότερος παράγοντας αφού από αυτή εξαρτάται η µεταβολική δραστηριότητα και η κατανοµή των γαιοσκωλήκων στο έδαφος. Σύµφωνα µε παλαιότερες έρευνες, οι κατάλληλες θερµοκρασίες για γαιοσκώληκες δροσερών και τροπικών κλιµάτων είναι 10°C έως 20°C και 20°C έως 30°C αντίστοιχα (Lee 1985; Edwards & Bohlen 1996). Ανάλογα µε το εύρος θερµοκρασίας που επικρατεί στην περιοχή που ευδοκιµεί το κάθε είδος, ποικίλει και το µέγεθος. Για παράδειγµα σε εδάφη µε αυξηµένη θερµοκρασία είναι σπανιότερα τα µεγαλόσωµα είδη, αφού απαιτούν περισσότερη ενέργεια για τη διαδικασία της αναπνοής, µη έχοντας πολλά αποθέµατα ενέργειας για τη δηµιουργία ιστού, σε περίπτωση ανεπάρκειας τροφής. 



 - 19 -  Η θερµοκρασία πολλές φορές είναι συνδεδεµένη µε την περιεκτικότητα των εδαφών σε υγρασία. Αναφέρεται ότι κυριότερη αιτία θνησιµότητας από αβιοτικούς παράγοντες είναι η έλλειψη ή υπερεπάρκεια υγρασίας από την ύπαρξη ακραίων θερµοκρασιών. Όταν το έδαφος είναι στο «ρώγο» του, η δραστηριότητα των γαιοσκωλήκων είναι η βέλτιστη δυνατή. Μεταξύ των ειδών ωστόσο, υπάρχει ποικιλία προτιµήσεων.  Όσο για τις ιδιότητες του εδάφους, αυτές οι οποίες αφορούν την επιβίωση και τη δραστηριότητα των γαιοσκωλήκων είναι η σύσταση, το βάθος, η οξύτητα (pH), καθώς και η ύπαρξη οργανικής ουσίας. Οι γαιοσκώληκες προτιµούν εδάφη µεσαίας σύστασης, τόσο στα αµµώδη όσο και στα αργιλώδη οι συνθήκες που επικρατούν δεν ευνοούν για τη δραστηριότητά τους. Τα βαριά αργιλώδη εδάφη, σε συνθήκες υπερεπάρκειας νερού, όπως οι έντονες και συνεχείς βροχοπτώσεις του χειµώνα, «πληµµυρίζουν» µε αποτέλεσµα την δηµιουργία αναερόβιων συνθηκών για τους οργανισµούς του εδάφους. Από την άλλη πλευρά, στα αµµώδη εδάφη παρατηρείται ξηρασία, εξαιτίας της µεγαλύτερης «απορροής» του νερού, γεγονός που επίσης πλήττει τους πληθυσµούς των γαιοσκωλήκων. Επιπρόσθετα, το µικρό βάθος των εδαφών (ρηχά) δεν ευνοείται η δραστηριότητα των γαιοσκωλήκων, µε αποτέλεσµα την ύπαρξη περιορισµένου αριθµού στοών.  Το εύρος  pH που προτιµούν οι γαιοσκώληκες κυµαίνεται από 5 έως 7.4. Άλλοι παράγοντες που επίσης είναι συνδεδεµένοι µε την επιβίωση καθώς και δραστηριοποίησή τους είναι η περιεκτικότητα ασβεστίου, µαγνησίου, αζώτου αλλά και αλάτων στα εδάφη (El-Duweini & Ghabbour 1965).  Επιπλέον, η δραστηριότητα των γαιοσκωλήκων στο έδαφος επηρεάζεται σηµαντικά από την περιεκτικότητα των εδαφών σε οργανική ύλη. Η οργανική ύλη του εδάφους είναι αποτέλεσµα των φυτικών υπολειµµάτων που υπάρχουν σε αυτό. Η υψηλής ποιότητας οργανικής ύλης για γαιοσκώληκες παρουσιάζει αναλογία άνθρακα: αζώτου, από 20:1 και κάτω. Σύµφωνα µε τους Edwards & Bohlen (1996) η περιεκτικότητα του εδάφους σε οργανική ύλη είναι ένδειξη ύπαρξης γαιοσκωλήκων, αφού αποτελεί τη βάση της διατροφής τους. Η οργανική ύλη µε την οποία διατρέφονται οι γαιοσκώληκες προέρχεται από την υπέργεια και υπόγεια νεκρή φυτική ύλη, που υπάρχει στα εδάφη στα οποία δραστηριοποιούνται.   Παρά το γεγονός ότι οι γαιοσκώληκες, επηρεάζουν ευεργετικά το έδαφος και συνεπώς την ανάπτυξη των φυτών µε τόσους διαφορετικούς τρόπους, υπάρχουν πολλοί κίνδυνοι-απειλές που επηρεάζουν την επιβίωσή τους σε αυτό. Κάποιες από τις αιτίες οι οποίες επηρεάζουν την αφθονία των γαιοσκωλήκων του εδάφους είναι διάφορα είδη πτηνών τα οποία τρέφονται µε γαιοσκώληκες καθώς και παρασιτικοί οργανισµοί όπως βακτήρια, µύκητες, πρωτόζωα κ.α. 



 - 20 -  Ωστόσο, οι µεγαλύτερες απειλές των γαιοσκωλήκων προέρχονται από τη δραστηριοποίηση του ανθρώπου στο έδαφος, µέσω της εκµετάλλευσής του για διάφορους σκοπούς. Κάποιες από τις ενέργειες του ανθρώπου που επηρεάζουν την αφθονία και τη δραστηριότητά τους είναι η αποψίλωση δασών όπως και η αναδάσωση, η διαχείριση λιβαδιών και λειµώνων, οι αροτραίες καλλιέργειες, τα φυτοφάρµακα, η διαχείριση της εδαφικής υγρασίας, τα βιοµηχανικά απόβλητα και τέλος η λίπανση των καλλιέργειών µε οργανικά (κοπριά) και ανόργανα λιπάσµατα. Οι επιρροές της γεωργίας στη ζωή των γαιοσκωλήκων, προέρχονται κυρίως από τις καλλιεργητικές πρακτικές, τα λιπάσµατα, τα εντοµοκτόνα και την εναλλαγή καλλιεργειών. Οι καλλιεργητικές πρακτικές επηρεάζουν τους γαιοσκώληκες, προκαλώντας µηχανικές ζηµιές, καταστρέφοντας τις στοές τους, καθώς και εκθέτοντάς τους στα πτηνά. Μία καλλιεργητική πρακτική η οποία επηρεάζει σηµαντικά την αφθονία τους στο έδαφος είναι η άροση. Σύµφωνα µε τους Edwards & Bohlen (1996) η µηδενική καθώς και η ελαφριά κατεργασία του εδάφους ευνοούν την αύξηση του πληθυσµού τους.  Όσο για τα λιπάσµατα, τα οργανικά, όπως για παράδειγµα η κοπριά, ευνοούν την αύξηση του πληθυσµού των γαιοσκωλήκων, καθώς αναφέρεται ότι µπορούν να τον διπλασιάσουν ή ακόµα και να τον τριπλασιάσουν (Edwards 2004). Οι γαιοσκώληκες παρουσιάζουν ευαισθησία στην αµµωνία, έτσι τα αµµωνιακά λιπάσµατα, παρότι προωθούν την αύξηση της τροφής των οργανισµών αυτών ως συνέπεια της  προώθησης της βλάστησης, αποτελούν κίνδυνο έναν από τους κυριότερους κινδύνους (Edwards & Lofty 1982 b). Το άζωτο αποτελεί σηµαντική αιτία όσο αφορά την έλλειψη γαιοσκωλήκων στο έδαφος, καθώς αποτελεί σηµαντικό παράγοντα που επηρεάζει τον πληθυσµό τους σε διάφορα οικοσυστήµατα (Zisi et al., 2020). Επίσης, αναφέρεται ότι τα προσθετικά εδάφους που προκαλούν όξινες συνθήκες στο έδαφος (Reinecke & Reineke 2004), έχουν καταστροφικές επιδράσεις στους γαιοσκώληκες. Οι Ma et al. (1990), ανέφεραν ότι τα ανόργανα αζωτούχα λιπάσµατα, κυρίως τα αµµωνιακά, έχουν σαν αποτέλεσµα τη µείωση της αφθονίας και της βιοµάζας των γαιοσκωλήκων. Ο όρος φυτοφάρµακα αναφέρεται στα εντοµοκτόνα, ζιζανιοκτόνα, µυκητοκτόνα και στα νηµατοδοκτόνα. Τα φυτοφάρµακα χρησιµοποιούνται κατά κόρον στη συµβατική γεωργία. Από διάφορες έρευνες φαίνεται ότι τα ζιζανιοκτόνα, τα µυκητοκτόνα, καθώς και τα εντοµοκτόνα, προκαλούν τοξικότητες στους γαιοσκώληκες.  



 - 21 -  Τέλος η εναλλαγή καλλιεργειών έχει σαν αποτέλεσµα την εξισορρόπηση του πληθυσµού των γαιοσκωλήκων, αφού µε την καλλιέργεια φυτών διαφορετικών κατηγοριών, σιτηρά, ψυχανθή κλπ., παρέχεται στους γαιοσκώληκες ποικιλία τροφής.  1.1.3 Γαιοσκώληκες – Έδαφος - Ανάπτυξη φυτών  Η αξία των οργανισµών αυτών γίνεται περισσότερο κατανοητή µέσω της φράσης του ∆αρβίνου «Χωρίς το ταπεινό αυτό πλάσµα, που δεν γνωρίζει το όφελος που προσφέρει στην ανθρωπότητα, και το έργο του, η γεωργία, όπως τη γνωρίζουµε θα ήταν πολύ δύσκολη, αν όχι αδύνατη (Darwin, 1881). Σύµφωνα µε τους Bilalis et al. (2009), η ποιότητα του εδάφους είναι στενά συνδεδεµένη µε χλωρίδα και την πανίδα του. Οι γαιοσκώληκες, ένα από τα σηµαντικότερα είδη της πανίδας του εδάφους. Επηρεάζουν τη δοµή (Langmaack et al., 1999), το πορώδες και τη γονιµότητα του εδάφους (Bilalis et al., 2009), µε αποτέλεσµα την αποτελεσµατικότερη διήθηση ύδατος διείσδυση των ριζών ακόµα και σε συµπιεσµένα στρώµατα.   Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι η παρουσία γαιοσκωλήκων στο έδαφος οδηγεί σε αύξηση υπέργειας βιοµάζας των φυτών κατά 23%, καθώς και της απόδοσης των καλλιεργειών κατά 25% (Van Groenigen et al., 2014). Αναφέρεται επιπλέον στη βιβλιογραφία, ότι οι γαιοσκώληκες συµβάλουν στην αύξηση της διαθεσιµότητας των θρεπτικών στοιχείων (Scheu 2003). Σύµφωνα µε τους (Lemtiri et al., 2014), χαρακτηριστικά του εδάφους όπως το pH, η οργανική ουσία, το άζωτο καθώς και η σύστασή του, επηρεάζονται από τη δραστηριότητα των οργανισµών αυτών, αφού κατακερµατίζουν τα εδαφικά σωµατίδια και µεταφέρουν οργανική ύλη από και προς τα υψηλοτέρα επίπεδα του εδάφους.  Όσο αφορά τα κοπρολύµατα (casts) των γαιοσκωλήκων, περιέχουν µεγαλύτερες ποσότητες ανταλλάξιµου καλίου (K), ασβεστίου (Ca) καθώς και µαγνησίου (Mg), σε σχέση µε το έδαφος. Αναφέρεται, ότι η αυξηµένη ποσότητα ασβεστίου στα περιττώµατα των γαιοσκωλήκων πιθανόν οφείλονται στην ύπαρξη ενός ασβεστούχου αδένα στον οισοφάγο τους ο οποίος εκκρίνει βλέννες πλούσιες σε ανθρακικό ασβέστιο (Drake et al., 2007). Η διαθεσιµότητα των θρεπτικών συστατικών, του εδάφους, οφείλεται στην επίδραση των γαιοσκωλήκων σε  φυσιολογικούς και βιολογικούς παραγόντες (Syers & Springett,1984). Μία από τις σηµαντικότερες φυσιολογικές επιδράσεις των γαιοσκωλήκων στο έδαφος είναι η «ανακατανοµή» του. 



 - 22 -  Ορισµένα είδη γαιοσκωλήκων τρέφονται µε φυτικά υπολείµµατα στην επιφάνεια του εδάφους ενώ άλλα τρέφονται µε αποσυντεθηµένη οργανική ύλη µέσα σε αυτό. Το πέρας, των υπολειµµάτων και της οργανικής ύλης, από το έντερο των γαιοσκωλήκων, έχει σαν αποτέλεσµα τον κατακερµατισµό τους και την ανάµιξή τους µε χώµα. Με τον τρόπο αυτό γίνεται ανακύκλωση και ανακατανοµή της οργανικής ουσίας του εδάφους, µε αποτέλεσµα τη µείωση της απώλειας θρεπτικών συστατικών από αυτό, µέσω των φυτοµάζας των καλλιεργειών. Επιπλέον, µε τον τρόπο αυτό τα θρεπτικά συστατικά µεταφέρονται από τα επιφανειακά στρώµατα στα κατώτερα, στα οποία µπορούν να δεσµευτούν από το ριζικό σύστηµα των φυτών. Σε αυτά τα στρώµατα, εκτός των άλλων, υπάρχει µεγαλύτερο ποσοστό υγρασίας, από ότι στην επιφάνεια, λόγω του µειωµένου ρυθµού εξάτµισης σε αυτά. Μία ακόµα επίδραση των γαιοσκωλήκων που αφορά τα φυσικά χαρακτηριστικά του εδάφους είναι η βελτίωση της διαπερατότητάς του. Γενικά, η συµπύκνωση του εδάφους εµποδίζει την ανάπτυξη του ριζικού συστήµατος (Scott 1977). Η ύπαρξη και η δραστηριότητας των γαιοσκωλήκων στο έδαφος συνεπάγεται τη διάνοιξη «στοών». Αυτό λειτουργεί ευεργετικά για την ανάπτυξη του ριζικού συστήµατος καθώς και για την αύξηση της διαθεσιµότητας νερού και θρεπτικών στοιχείων στην περιοχή της ριζόσφαιρας. Από την άλλη πλευρά, η κυριότερη βιολογική επίδραση των γαιοσκωλήκων στο έδαφος είναι η αύξηση του µικροβιακού φορτίου του καθώς και της µικροβιακής δραστηριότητάς του. Όσο περισσότερη είναι η περιεκτικότητα της τροφής των γαιοσκωλήκων σε οργανική ύλη τόσο µεγαλύτερο µικροβιακό φορτίο περιέχεται στα  κοπρολύµατά τους. Τόσο ο πληθυσµός όσο και η δραστηριότητα των µικροβίων είναι µεγαλύτερη ύστερα από το πέρας τους από το έντερο, ανεξάρτητα από την προέλευση της τροφής. Σύµφωνα µε έρευνα του Parle (1963), τα κοπρολύµατα περιείχαν χίλιες φορές περισσότερα βακτήρια και µύκητες ύστερα από τη διέλευση στο έντερο των γαιοσκωλήκων. Οι γαιοσκώληκες κατατάσσονται στα σηµαντικότερα εδαφικά είδη, ενώ χαρακτηρίζονται ως «µηχανικοί συστηµάτων». Συµβάλλουν σε πολλές διαδικασίες που αφορούν το έδαφος, όπως η κυκλοφορία των θρεπτικών ουσιών, η αποστράγγιση και η ρύθµιση των εκποµπών των αερίων του θερµοκηπίου (Lubbers et al., 2013; Blouin et al., 2013).  Είναι ευρέως γνωστό το γεγονός ότι οι εδαφικοί οργανισµοί επιδρούν επίσης στην ανάπτυξη των  φυτικών οργανισµών. Πιο συγκεκριµένα, αυτό επιτυγχάνεται µέσω της ενίσχυσης της ανοργανοποίησης της οργανικής ουσίας και της τροποποίησης των φυσικών ιδιοτήτων τους (Bardgett et al., 2005; Lavelle & Spain 2001). Οι γαιοσκώληκες είναι γνωστοί για την θετική επίδρασή τους στην ανάπτυξη των φυτών. Οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ φυτών 



 - 23 -  και γαιοσκωλήκων πιθανώς εξαρτώνται από τα χαρακτηριστικά του εδάφους (π.χ. τύπος εδάφους). Οι µηχανισµοί µέσω των οποίων οι γαιοσκώληκες επιδρούν θετικά στα φυτά είναι οι εξής (Brown et al., 2004; Scheu 2003): 
� Αύξηση της ανοργανοποίησης της οργανικής ύλης του εδάφους 
� Αύξηση της µικροβιακής δραστηριότητας 
� Έλεγχος των εντόµων και των παρασίτων  
� ∆ιέγερση των συµβιωτών 
� Τροποποίηση στο πορώδες και στη συσσωµάτωση του εδάφους, προκαλώντας µεταβολές στη διαθεσιµότητα ύδατος και οξυγόνου σε ρίζες φυτών Αρκετά πειράµατα έχουν γίνει µε σκοπό να µελετηθούν οι επιδράσεις των γαιοσκωλήκων σε εδάφη διαφορετικών ειδών (Doube et al., 1997; Wurst & Jones  2003). Ο  Doube et al. (1997) ανέφερε ότι η ανάπτυξη του σιταριού ήταν αυξηµένη σε αµµώδη εδάφη ενώ σε αργιλώδη όχι, παρουσία του Aporrectodea trapezoides, ενώ επίσης ότι η ανάπτυξη και η απόδοση φυτών κριθαριού ήταν αυξηµένη σε αµµώδη εδάφη σε αντίθεση µε τα αργιλώδη όπου παρουσιάστηκε µείωση, παρουσία επίγειων ειδών γαιοσκωλήκων. Ακόµα, σε πειράµατα µε έδαφος το οποίο είχε υποστεί διαταραχή, από την αρχή του πειράµατος, οι επιδράσεις των γαιοσκωλήκων στην υπερκείµενη βιοµάζα ήταν σχεδόν δύο φορές περισσότερες από αυτές σε έδαφος µη διαταραγµένο.  Ένας από τους κυριότερους τρόπους µέσω του οποίου οι γαιοσκώληκες επιδρούν στην ανάπτυξη των φυτών είναι η αύξηση της περιεκτικότητας του χώµατος σε αφοµοιώσιµες µορφές αζώτου. Έτσι φαίνεται να είναι πιο ωφέλιµοι σε πιο άγονα εδάφη. Ο συνδυασµός των «φτωχών» σε άζωτο εδαφών και των υπολειµµάτων καλλιέργειας (τροφή για τους γαιοσκώληκες), συναντάται σε συστήµατα γεωργικής εκµετάλλευσης, και χαρακτηρίζεται ως «Συστήµα Χαµηλών Εισροών» (Feller et al., 2012). Στα συστήµατα βιολογικής γεωργίας, χρησιµοποιούνται µεγάλες ποσότητες οργανικής κοπριάς, ακόµα και υπολείµµατα καλλιεργειών, υλικά που δηµιουργόυν άριστες συνθήκες για την ανάπτυξη,  τη δραστηριότητα και την επιβίωση των γαιοσκωλήκων (Chan, 2001). Οι Srinithi & Brian (2010) κατέληξαν στο γεγονός ότι οι γαιοσκώληκες παίζουν σηµαντικό ρόλο στη θρεπτική κατάσταση του εδάφους καθώς και στην προώθηση της ανάπτυξης των φυτών. Ο Brady (1974)  ορίζει τη «γονιµότητα» ως µία εγγενή ικανότητα του εδάφους να παρέχει θρεπτικά συστατικά για τα φυτά σε επαρκείς ποσότητες και σε κατάλληλες αναλογίες. 



 - 24 -  Αναφέρεται επίσης ότι προωθείται η απελευθέρωση θρεπτικών ουσιών και ακολούθως διευκόλυνση της πρόσληψή τους από τα φυτά. Σύµφωνα µε τον Holt-White (1901), οι γαιοσκώληκες προωθούν τη βλάστηση, γεγονός που µε την απουσία τους θα ήταν σχεδόν αδύνατον, εξαιτίας κυρίως της αύξησης της διαθεσιµότητας του εδαφικού αζώτου που προκαλείται εξαιτίας τους (Van Groenigen et al., 2014).   Εικόνα 1.4: Στοά του γαιοσκώληκα Octodrilus complanatus στον αγρό του Εργαστηρίου Γεωργίας του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών. (Προσωπική συλλογή) 1.1.4 Γαιοσκώληκες ως Βιοδείκτες  Ολοένα και περισσότερο η προσοχή των επιστηµόνων στρέφεται προς το περιβάλλον και ιδιαίτερα προς την σχέση των ρύπων του εδαφικού περιβάλλοντος µε την υγεία του ανθρώπου. Ωστόσο εδώ και αρκετά χρόνια έχουν γίνει µελέτες προσανατολισµένες προς τις επιδράσεις στον άνθρωπο (Callahan, 1988).  Σύµφωνα µε τον (Moriarti, 1983) ο όρος ρύπος αναφέρεται σε ανθρώπινη εισροή προς το περιβάλλον η οποία αποτελεί ουσία επιβλαβή για τους οργανισµούς. Οι βιοδείκτες, στα οικοσυστήµατα, χρησιµοποιούνται µε σκοπό την εκτίµηση της επίδρασης των ρύπων στο οικοσύστηµα. Οι γαιοσκώληκες αποτελούν έναν από τους πιο συχνά χρησιµοποιηµένους βιοδείκτες (Espinosa-Reyes et al., 2019). Οι Bilalis et al. (2013) τόνισαν τη σηµασία του Octodrilus complanatus ως βιοδείκτης των Μεσογειακών εδαφών. Αρκετά χρόνια πριν, περί το 1997, οι Doube & Schmidt, ότι οι γαιοσκώληκες αποτελούν έναν από τους καλύτερους δείκτες ποιότητας του εδάφους.  Οι οργανισµοί αυτοί έχουν όλα εκείνα τα χαρακτηριστικά τα οποία απαιτείται να έχει ένας «βιοδείκτης». Πιο συγκεκριµένα, είναι µεγάλοι σε µέγεθος, άφθονοι σε υγιή εδάφη, 



 - 25 -  συλλέγονται εύκολα ακόµα και από κάποιον που δεν είναι ειδικός, σε αντίθεση µε άλλους οργανισµούς του εδάφους, όπως επίσης ταυτοποιούνται εύκολα. Χαρακτηριστικά ο Edwards (2004) αναφέρει ότι τα µικρό-αρθρόποδα όπως οι νηµατώδεις είναι ακατάλληλα να χρησιµοποιηθούν ως βιοδείκτες αφού παρουσιάζουν δυσκολία στη δειγµατοληψία. Είναι σηµαντικό το να µπορεί να γίνεται ταυτοποίηση του βιοδείκτη από ευρύ φάσµα ανθρώπων, και ειδικά από τους αγρότες, ώστε να µειωθούν όσο γίνεται περισσότερο οι απώλειες πληροφοριών. Έτσι, διευκολύνεται η εκτίµηση της βιωσιµότητας των πρακτικών διαχείρισης του εδάφους και µπορεί να χρησιµοποιηθεί από άτοµα χωρίς την απαιτούµενη εµπειρία, απευθείας στον αγρό  (Fusaro et al., 2018).  Επιπλέον, λόγω της έντονης κινητικής δραστηριότητάς τους στο έδαφος, έχουν το πλεονέκτηµά του «εντοπισµού» ρύπων διασκορπισµένων στο έδαφος (Lourenco et al., 2011).    1.1.5 Vermicompost  Τα τελευταία χρόνια η διαχείριση των οργανικών αποβλήτων από οργανισµούς όπως οι γαιοσκώληκες, αποκτά ολοένα και περισσότερο ενδιαφέρον, από επιστηµονικής πλευράς. Αναφέρεται ότι είναι αποτελεσµατική µέθοδος για στερεά και υγρά λύµατα, υπολείµµατα της βιοµηχανίας τροφίµων και χαρτιού, αποβλήτων των ανθρώπων και των ζωών καθώς και υπολειµµάτων καλλιεργειών. Το vermicomposting είναι µέθοδος ανακύκλωσης οργανικών υπολειµµάτων (Huang, et al., 2019) και  ορίζεται ως µία βίο-οξειδωτική διαδικασία, κατά την οποία οι γαιοσκώληκες, αλληλοεπιδρούν µε µικροοργανισµούς του εδάφους, προωθώντας την αποσύνθεση, επιταγχύνοντας τη σταθεροποίηση της οργανικής ύλης καθώς και µετατροπή των φυσικών και βιοχηµικών ιδιοτήτων της (Dominguez 2004).   Στη βιοχηµική αποσύνθεση της οργανικής ύλης συµβάλουν οι µικροοργανισµοί, µέσω της παραγωγής ενζύµων. Ο ρόλος των γαιοσκωλήκων ωστόσο, είναι να διεγείρουν µε έµµεσο τρόπο τους µικροβιακούς πληθυσµούς, µέσω του τεµαχισµού, της κατάποσης, της διέγερσης, της πέψης και της διασποράς σε κοπρολύµατα της νωπής οργανικής ύλης, προάγοντας έτσι τον µικροβιακό (Domínguez et al., 2009).  



 - 26 -  Το τελικό αποτέλεσµα της διαδικασίας του vermicomposting, είναι το vermicompost. Το vermicompost είναι µία λεπτή τύρφη, µε υψηλό πορώδες και µεγάλη υδατοχωρητικότητα, που περιέχει πολλά θρεπτικά συστατικά, σε µορφές που τα καθιστούν εύκολα αφοµοιώσιµα από τα φυτά (Domínguez et al., 2009). Οι Sanchez-Hernandez & Domínguez (2019), ανέφεραν ότι αποτελεί εξαιρετικό οργανικό λίπασµα, µε υψηλή περιεκτικότητα σε άνθρακα, άζωτο και φωσφόρο, όπως και σε διάφορα προβιοτικά, χρήσιµα για την γεωργία.  Αξιοσηµείωτο επίσης είναι το γεγονός ότι κατά το vermicomposting οι γαιοσκώληκες προωθούν την βίο-αποικοδόµηση των χηµικών στοιχείων τα οποία χαρακτηρίζονται ως τοξικά ,για ορισµένα φυτά και ζώα, καθώς και τη βίο-σταθεροποίηση βαρέων µετάλλων (Bhat et al., 2018).  Εικόνα 1.5: Vermicompost, στο οποίο περιέχονται οι γαιοσκώληκες οι οποίοι πήραν µέρος στην παραγωγή του.  (Πηγή: Doha Organic Fertilizer Corporation)  1.1.6 Octodrilus complanatus  Ο γαιοσκώληκας του γένους Octodrilus και είδους complanatus, ανήκει στα µεγαλόσωµα είδη της οικογένειας Lumbricidae (Monroy et al., 2007), στο φύλο Annelida. Σύµφωνα µε τους Pavlíček & Csuzdi (2006), απαντάται ευρέως σε όλη την έκταση της λεκάνης της Μεσογείου. Κατά συνέπεια, συναντάται σε όλο το µήκος της Ελλάδας, σε καλλιεργητικούς αγρούς (Vavoulidou et al., 2010). Ανήκει στα «ανερχόµενα» είδη τα οποία ανοίγουν βαθιές κάθετες στοές, ενώ σπάνια εξέρχεται από το έδαφος για να τραφεί µε φυτικά υπολείµµατα (Fusaro et al., 2018), επί το πλείστων κατά τη διάρκεια της νύχτας. Επιβιώνει και δραστηριοποιείται άριστα σε θερµοκρασίες 10°C -13°C (Michalis & Panidis 1993). Παράλληλα προτιµά εδάφη µε ουδέτερο έως αλκαλικό pH, µε επαρκεί επίπεδα υγρασίας (Duges, 1828), καθώς και πλούσια σε CaCO3.  



 - 27 -  Κατά τους (Michalis & Panidis 1993), το µήκος και το πάχος του κυµαίνονται από 150 έως 220 χιλιοστά και 9 έως 11 χιλιοστά αντίστοιχα. Έχει επιλοβικό προστόµιο, ο πρώτος ραχιαίος πόρος είναι δυσδιάκριτος, ανάµεσα στα 12ο-13ο και 13ο-14ο µεταµερή. Φέρει το επίσαγµα στο µεταξύ του 29ου και του 37ου µεταµερούς, καθώς τα ηβικά φυµάτια µεταξύ των 28ο-39ο µεταµερών. Επιπρόσθετα, φέρει µεταξύ των 9ο-12ο και 6ο-12ο µεταµερών, τις σπερµατοκύστεις και σπερµατοθήκες αντίστοιχα. Τέλος ανάµεσα στο 10ο και το 14ο µεταµερές του, βρίσκονται οι ασβεστικοί αδένες. Η σύζευξή τους γίνεται επί το πλείστων στην επιφάνεια του εδάφους κατά τις νυχτερινές ώρες. Η διάρκειά της ποικίλει από µισή έως και πέντε ώρες, και γίνεται συνήθως τις εποχές του έτους που χαρακτηρίζονται από υγρασία, δηλαδή από το φθινόπωρο έως και τις αρχές της άνοιξης. Μπορεί ωστόσο να πραγµατοποιηθεί και περισσότερες από µία φορές κατά τη διάρκεια ενός έτους. Υπάρχει επίσης η δυνατότητα παρθενογένεσης, δηλαδή αναπαραγωγής χωρίς να έχει προηγηθεί η διαδικασία της σύζευξης.  Όταν είναι αναπαραγωγικά ώριµοι το επίσαγµα παρουσιάζει µεταβολή σε χρώµα και µέγεθος. Πιο συγκεκριµένα αποκτά αρχικά πορτοκαλί χρώµα, που στη συνέχεια γίνεται καφέ και τέλος άσπρο. Τέλος, το µέγεθος του επισάγµατος, αυξάνεται σταδιακά παράλληλα µε την αλλαγή του χρώµατος, µέχρις ότου να γίνει η ανάπτυξη του ωοφόρου, στιγµή από την οποία ξεκινά πάλι η µείωση του (Michalis & Panidis 1993).   Εικόνα 1.6: Γαιοσκώληκας Octodrilus complanatus (Πηγή: www.biodiversidadvirtual.org)    



 - 28 -        1.2 Άζωτο  Το άζωτο είναι από τα πιο διαδεδοµένα στοιχεία στη φύση, αφού υπάρχει στην ατµόσφαιρα τη λιθόσφαιρα και την υδρόσφαιρα (Mengel et al., 2001). Ωστόσο, είναι ίσως το στοιχείο που ‘προβληµατίζει’ περισσότερο τους επιστήµονες αφού τόσο η έλλειψη όσο και η περίσσεια του αποτελεί παράγοντα κλειδί για την παραγωγικότητα των καλλιεργειών, και συνεπώς στην επάρκεια τροφής. Ο ολοένα και αυξανόµενος παγκόσµιος πληθυσµός οδηγεί σε αύξηση των βασικών αναγκών του ανθρώπου για επιβίωση, όπως η τροφή η ένδυση κλπ, προέλευση των οποίων είναι η γεωργία. Είναι ευρέως γνωστό το γεγονός ότι οι πρωτεΐνες αποτελούν βασικό στοιχείο της διατροφής του ανθρώπου. Το ποσοστό αζώτου στις πρωτεΐνες αγγίζει το 16,6 %. Ως εκ τούτου, το άζωτο αποτελεί το στοιχείο για το οποίο έχουν επενδυθεί χρήµατα και πόροι, περισσότερα από κάθε άλλο. Το παγκόσµιο σύστηµα παραγωγή τροφής προκαλείται να τροφοδοτήσει τον πληθυσµό, ο οποίος παρουσιάζει µία διαρκεί αύξηση στο χρόνο, µειώνοντας παράλληλα το περιβαλλοντικό αποτύπωµα (Godfray et al., 2010). Η γεωργία, αποτελεί αν όχι τον βασικότερο, έναν από τους βασικότερους παράγοντες παραγωγής τροφής. Το γεγονός αυτό σε συνδυασµό µε την αυξηµένη ανάγκη για παραγωγή τροφής, οδηγεί στην εντατικοποίηση της γεωργίας, και συνεπώς στη χρήση και εφαρµογή χηµικών φυτό-προστατευτικών και εδαφό-βελτιωτικών σκευασµάτων κατά την φυτική παραγωγή. Είναι ευρέως γνωστό το γεγονός ότι το άζωτο επηρεάζει την απόδοση και την ποιότητα των παραγόµενων προϊόντων, έτσι είναι φανερό ότι αποτελεί απαραίτητο θρεπτικό στοιχείο για την ανάπτυξη και απόδοση των καλλιεργειών. Τα αζωτούχα λιπάσµατα, που χρησιµοποιούνται στη γεωργία, έρχονται να αντικαταστήσουν τις απώλειες αζώτου εξαιτίας της ασυνέχειας του κύκλου. Ο φυσικός εµπλουτισµός του εδάφους µε άζωτο, πραγµατοποιείται κυρίως µέσω της αζωτοδέσµευσης ατµοσφαιρικού αζώτου, από συγκεκριµένους οργανισµούς, µε αποτέλεσµα 



 - 29 -  την εναπόθεσή του εκ νέου στο έδαφος, διαδικασία που ονοµάζεται αζωτοδέσµευση. Ωστόσο η ανθρώπινη παρέµβαση, κυρίως λόγω της εντατικοποίησης της γεωργίας, προκαλεί ασυνέχειες στον κύκλο του αζώτου, µε συνέπεια την αύξηση των απωλειών του από το έδαφος. Το έδαφος µπορεί να παρέχει στο φυτό άζωτο µέσω της ανοργανοποίησης της οργανικής ουσίας, καθώς και µέσω των υπολειµµατικού ανόργανου αζώτου στο έδαφος (Tao & Rogers 2019). Η ουρία είναι το πιο διαδεδοµένο λίπασµα µε βάση το άζωτο παγκοσµίως. Το 55% των αζωτούχων λιπασµάτων είναι ουρία (IFA 2017). Οι σηµαντικότεροι λόγοι οι οποίοι ευθύνονται γι’ αυτό είναι η υψηλή περιεκτικότητας της ουρίας σε άζωτο, ενώ παράλληλα είναι λίπασµα χαµηλού κόστους, εύκολης εφαρµογής και αποθήκευσης (Glibert  et al., 2006). Η χρήση λιπασµάτων µε βάση την ουρία οδηγούν σε αυξηµένες απώλειες αζώτου, κυρίως µέσω της εξάτµισης της αµµωνίας (Karydogianni et al., 2020), τη νιτροποίηση και την απονιτροποίηση, που λαµβάνουν χώρα στο έδαφος (Firestone & Davidson 1989). Σε αρκετές µελέτες αναφέρεται, ότι η εφαρµογή αζώτου µπορεί να µειώσει το ρυθµό αναπνοής και συνεπώς τη δραστηριότητά των µικροοργανισµών του εδάφους, µετά από εξέταση των επιδράσεων των αζωτούχων λιπασµάτων σε αυτούς (Bowden et al., 2004, Craine et al., 2007, Ramirez et al., 2012).  1.2.1 Το άζωτο στη φυτική παραγωγή  Το άζωτο αποτελεί βασικό στοιχείο πολλών οργανικών ενώσεων, όπως τα αµινοξέα και τα ένζυµα. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι το άζωτο περιέχεται στη χλωροφύλλη καθώς και στα νουκλεικά οξέα. Συνεπώς αποτελεί, κύριο παράγοντα όσο αφορά την επιβίωση, την ανάπτυξη καθώς και την παραγωγικότητα των φυτών. Η επάρκεια αζώτου απεικονίζεται στο φυτό κυρίως µε το έντονο βαθυπράσινο χρώµα των φύλλων.  Είναι ένα από τα στοιχεία που προάγουν την ανάπτυξη και αύξηση του ριζικού συστήµατος. Επηρεάζει ακόµα, την πρόσληψη άλλων θρεπτικών στοιχείων από το φυτό, αφού η πρόσληψη των αµµωνιακών οδηγεί στην µείωση του pH του εδάφους στην περιοχή της ριζόσφαιρας, παράγοντας που επηρεάζει διαθεσιµότητα των θρεπτικών στοιχείων στο έδαφος. Τα φυτά προσλαµβάνουν το εδαφικό άζωτο άµεσα, µε τη µορφή αµµωνιακών (NH4+)  και νιτρικών (NH3-) ιόντων. Οι ανόργανες µορφές αζώτου (NH4+ και NH3-), αφοµοιώνονται από τα φυτά πιο εύκολα, λόγω του ότι είναι υδατοδιαλυτές. Η έλλειψη καθώς και η υπερεπάρκεια αζώτου έχουν επιπτώσεις τόσο στη µορφολογία όσο και τη φυσιολογία των 



 - 30 -  φυτών, και αναφέρονται στη βιβλιογραφία µε τους όρους τροφοπενία και τοξικότητα αντίστοιχα.   Η τροφοπενία λοιπόν αζώτου εκδηλώνεται στα φυτά, µε συµπτώµατα όπως η χλώρωση, ή αλλιώς το κιτρίνισµα, των φύλλων, καθώς και µε καχεκτική-µειωµένη ανάπτυξη ολόκληρου του φυτού. Όπως προκύπτει από τα παραπάνω σε συνθήκες έλλειψης αζώτου είναι µειωµένη και η σύνθεση πρωτεϊνών, δοµικό στοιχείο των οποίων αποτελούν τα αµινοξέα. Επίσης µέσω των συµπτωµάτων έλλειψης αζώτου (κίτρινο χρώµα φύλλων), γίνεται κατανοητή η σχέση αζώτου – χλωροφύλλης.  Τα συµπτώµατα αυτά είναι εµφανή κυρίως σε παλαιότερα φύλλα, αφού είναι στοιχείο το οποίο ανήκει στα ευκίνητα θρεπτικά στοιχεία.   Όσο για την τοξικότητα αζώτου, που προκαλείται από την περίσσεια ποσότητα αζώτου στο έδαφος, εµφανίζει ως κυριότερο σύµπτωµα την υπέρµετρη ανάπτυξη βιοµάζας σε βάρος της παραγωγής προϊόντων. Για παράδειγµα στις δενδρώδεις και αροτραίες καλλιέργειες προωθείται επί το πλείστων η βλαστητική ανάπτυξη, σε βάρος της  άνθησης, της καρπόδεσης αλλά και της ωρίµανσης των καρπών, ενώ όσο αφορά τα καλλωπιστικά φυτά η υπέρµετρη βλάστηση λειτουργεί σε βάρος της παραγωγής ανθεών. Όπως γίνεται κατανοητό η ποιότητα των εµπορεύσιµων µερών του φυτού ή της καλλιέργειας υποβαθµίζεται, επηρεάζοντας αρνητικά την οικονοµικότητά τους.  Ωστόσο, η επίτευξη της σωστής ποσότητας διαθέσιµου αζώτου για µία καλλιέργεια είναι δύσκολή, αφού είναι στοιχείο το οποίο υπόκειται σε απώλειες στο περιβάλλον µέσω πολλαπλών οδών (Tao & Rogers 2019). Συµµετέχει επιπλέον σε πολλές µεταβολικές διεργασίες των φυτών ενώ, ο ρυθµός πρόσληψης και κατανοµής του καθορίζεται σε µεγάλο βαθµό από την προσφορά και τη ζήτησή του από τα φυτά καθώς και από το αναπτυξιακό στάδιο στο οποίο βρίσκονται (Delogu et al., 1998). Ωστόσο σύµφωνα µε τους Sinclair and de Wit (1975), η διαθεσιµότητα και η παροχή του αζώτου, ποικίλει µεταξύ των ειδών καλλιέργειας και εξαρτάται από τις εκάστοτε απαιτήσεις τους.   1.2.2 Άζωτο – Περιβάλλον – Κλιµατική µεταβολή   Η κλιµατική µεταβολή σε συνδυασµό µε την ολοένα και αυξανόµενη ανάγκη για τροφή, οδηγούν στην ανάγκη για ανάπτυξη µιας φιλικής προς το περιβάλλον µορφής γεωργίας η οποία παράλληλα θα είναι αλλά αποδοτική. Αυτό µπορεί να επιτευχθεί µε διάφορους τρόπους, ένας από τους οποίους είναι βελτίωση της αποδοτικότητας της χρήσης αζώτου από τα φυτά (Zhang et al., 2015). Το γεγονός ότι το άζωτο αποτελεί στοιχείο κλειδί για την 



 - 31 -  ανάπτυξη των φυτών, σε συνδυασµό µε τις πολλαπλές µορφές του, όπως φαίνεται στον κύκλο του, καθώς και τις πολλαπλές διόδους απώλειάς του, οδηγούν στην αέναή µελέτη και έρευνά του (Montemurro & Diacono, 2016).  Σύµφωνα µε τους Myers et al. (2014), η κλιµατική µεταβολή φέρει ακόµα µια απροσδόκητη απειλή, αφού η συνεχής εναπόθεση διοξειδίου του άνθρακα στην ατµόσφαιρα, προκαλεί αρνητικά αποτελέσµατα στα περισσότερα φυτά τύπου C3 όσο αφορά την κατάσταση του αζώτου, µε αποτέλεσµα την µείωση της διατροφικής αξίας των καλλιεργειών. Η ατµόσφαιρα, αποτελείται από άζωτο σε ποσοστό περίπου 78%. Στο αέριο άζωτο (Ν2), τα δύο άτοµα αζώτου συνδέονται µεταξύ τους µε τριπλό δεσµό. Έτσι εξαιτίας της ισχυρής αυτής σύνδεσης µεταξύ τους, το αέριο άζωτο αποτελεί µη αφοµοιώσιµη µορφή από ζωικούς και φυτικούς οργανισµούς. Ωστόσο, µέσω της διαδικασίας της αζωτοδέσµευσης αλλά και του φωτισµού, το αέριο άζωτο µετατρέπεται σε αφοµοιώσιµη µορφή για τα φυτά. Οι µεγαλύτερες ποσότητες αζώτου απαντώνται στη φύση ως µέρος οργανικών ενώσεων. Όσο αφορά το εδάφος, το 5% της οργανικής ουσίας αποτελείται από άζωτο, γεγονός που καθιστά την παρουσία αζώτου - οργανικής ουσίας αλληλένδετη. Το άζωτο απαντάται στο έδαφος σε οργανικές µορφές, όπως η οργανική ουσία, αλλά και σε ανόργανες.  Αξιοσηµείωτο, είναι το γεγονός ότι οι ποσότητες αζωτούχων λιπασµάτων που χρησιµοποιούνται παγκοσµίως είναι πλέον τόσο µεγάλες που ισοδυναµούν σχεδόν µε τη φυσική σταθεροποίηση αζώτου από την ατµόσφαιρα στη βιο-λιθόσφαιρα. Οι τεράστιες ποσότητες των ανθρωπογενών εισροών στο περιβάλλον, έχουν ως συνέπεια την εξάντληση του του βιοχηµικού κύκλου του αζώτου (Steffen et al., 2015), µε αποτέλεσµα την επιβάρυνση του περιβάλλοντος. Ένα παράδειγµα τέτοια επιβάρυνσης, είναι η ρύπανση των γλυκών νερών, µε νιτρικά (Galloway, 2003).  Όσο αφορά την αέναη αποµάκρυνση του αζώτου από το έδαφος χωρίς αυτό να οδηγεί στην  εξάντλησή του, οφείλεται στο λεγόµενο «Κύκλο του Αζώτου». Το άζωτο απαντάται στο περιβάλλον µε διάφορες µορφές, έχοντας διαφορετικές ιδιότητες και συµπεριφορά στα διάφορα οικοσυστήµατα. Οι δύο κυριότερες αφοµοιώσιµες από τα φυτά µορφές του αζώτου στο έδαφος είναι τα νιτρικά και τα αµµωνιακά ιόντα.   Πιο συγκεκριµένα, τα αµµωνιακά ιόντα, αποµακρύνονται από το έδαφος µέσω της ακινητοποίησής τους από τους µικροοργανισµούς, από την πρόσληψή τους από τους φυτικούς οργανισµούς, από την εξαέρωσή τους, µετά τη µετατροπή τους σε αµµωνία (Li et al., 2020). Επιπρόσθετα, µέρος της αποµάκρυνσης αζώτου στο περιβάλλον οφείλεται και στη νιτροποίηση, τη µετατροπή τους δηλαδή σε νιτρικά ιόντα, τα οποία µε τη σειρά τους 



 - 32 -  αποµακρύνονται προς το περιβάλλον µέσω της έκπλυσης (Li et al., 2020), αλλά και στην εξαέρωσή του µε τη µορφή διάφορων αερίων που περιέχουν άζωτο, όπως το N2O, ένα από τα αέρια του θερµοκηπίου, το οποίο είναι επιβλαβές για το περιβάλλον και τον άνθρωπο (Myhre et al., 2013).  Η αέρια µορφή της αµµωνίας προέρχεται από τη διάσπαση οργανικών υλικών και ανόργανων λιπασµάτων όπως η ουρία (CH₄N₄O). Η εξαέρωσή της ευνοείται από υψηλές θερµοκρασίες καθώς και από τις υψηλές τιµές pH. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι αν το λίπασµα, ή το οποιοδήποτε βελτιωτικό εδάφους, ενσωµατωθεί στο έδαφος οι απώλειες αµµωνίας, µέσω της εξαέρωσης, µπορεί να µειωθούν έως και 75%. Εδώ κρίνεται σηµαντική η συµβολή των γαιοσκωλήκων, µέσω η δραστηριότητας των οποίων οδηγεί στην ενσωµάτωση των υλικών αυτών στο έδαφος. Νιτροποίηση είναι η διαδικασία µετατροπής των αµµωνιακών ιόντων σε νιτρώδη και τέλος σε νιτρικά, παρουσία  βακτηριακών ενζύµων. Όπως γίνεται κατανοητό είναι µία διαδικασία η οποία εξαρτάται άµεσα από την παρουσία και την δραστηριότητα των ενζύµων στο έδαφος. Ως εκ τούτου, εξαρτάται από τους παράγοντες που επηρεάζουν τη δραστηριότητα των βακτηρίων αυτών, όπως η παρουσία οξυγόνου, το pH, η θερµοκρασία, η υγρασία εδάφους κ.α.  Τα νιτρικά ιόντα αποβάλλονται στο περιβάλλον κυρίως µέσω της έκπλυσης και της εξαέρωσης (απονιτροποίηση). Λόγω του αρνητικού τους φορτίου, δεν προσκολλώνται στα κολλοειδή του εδάφους, µε αποτέλεσµα να κινούνται ελεύθερα προς τα κάτω, µε συνέπεια την έκπλυση τους. Ωστόσο, αν και τα νιτρικά ιόντα ανήκουν στις µορφές αζώτου που συµβάλλουν στη θρέψη των φυτών, όταν υποστούν έκπλυση, αποτελούν έναν από τους σηµαντικότερους περιβαλλοντικούς ρύπους και επιφέρουν πολλές αρνητικές συνέπειες στο οικοσύστηµα, νιτρορύπανση.  



 - 33 -   Εικόνα 1.7: Η πορεία της αµµωνίας στο έδαφος. (Πηγή: Washington State University, designed by Haiying Tao, WSU)  Αναφορικά µε την απονιτροποίηση, είναι η µετατροπή  των νιτρικών ιόντων, σε αέρια µορφή, µέσω βιοχηµικών αντιδράσεων, και εν τέλη η εξαέρωση τους. Τα γεωργικά εδάφη θεωρούνται η κύρια πηγή ατµοσφαιρικού υπεροξειδίου του αζώτου (N2O). Αναφέρεται ότι συµβάλλουν µε 4,1 Tg αζώτου ανά έτος (IPCC, 2013) στον παγκόσµιο προϋπολογισµό. Επίσης αποτελούν σηµαντική πηγή εκποµπών µονοξείδιου του αζώτου (NO) στις αγροτικές περιοχές. Σύµφωνα µε διάφορες έρευνες το 18% των παγκόσµιων εκποµπών µονοξείδιου του αζώτου προέρχεται από τα γεωργικά εδάφη (Bouwman et al., 2002; IPCC, 2007).   1.2.3 Λιπάσµατα νέας γενιάς   Η χρήση των δεικτών είναι απαραίτητη για αποτελεσµατικότερη και πιο εντοπισµένη παρακολούθηση της εξέλιξης των καλλιέργειών καθώς και την εξαγωγή συµπερασµάτων που αφορούν την επίδραση βιοτικών αλλά και αβιοτικών παραγόντων σε διάφορα χαρακτηριστικά των φυτών-καλλιέργειών (αγρονοµικά, ποιοτικά κ.α.). Κάποιοι από τους σηµαντικότερους δείκτες, που αφορούν το άζωτο και την αποδοτικότητα της χρήσης του, είναι οι εξής: 



 - 34 -  � ∆είκτης Αποδοτικότητας Χρήσης Αζώτου (Nitrogen Use Efficiency) (NUE) 
� ∆είκτης Απόδοσης Χρήσης Αζώτου (Nitrogen Utilization Efficiency) (NUtE) 
� ∆είκτης Αγρονοµικής Αποδοτικότητας Αζώτου (Nitrogen Agronomic Efficiency) (NAE) 
� ∆είκτης Συγκοµιδής Αζώτου (Nitrogen Harvest Index) (NHI) Αναφορικά µε το δείκτη απόδοσης χρήσης του αζώτου (NUtE), αναφέρεται ότι ορίζει τη σχέση µεταξύ της απόδοσης της καλλιέργειας και του ολικού αζώτου το οποίο αποµακρύνθηκε µέσω της συλλογής της βιοµάζας και των σπόρους του φυτού (Kakabouki et al., 2018). Από την άλλη, ο δείκτης αγρονοµικής αποτελεσµατικότητας του αζώτου (NAE), αναφέρεται στην ικανότητα του εφαρµοσµένου αζώτου να αυξήσει την οικονοµική απόδοση της καλλιέργειας.  Ο δείκτης συγκοµιδής αζώτου (ΝΑΕ) ορίζεται ως η κατανοµή του ολικού αζώτου στο σπόρο ή στο εκάστοτε παραγόµενο προϊόν της καλλιέργειας (Kakabouki et al., 2018). Αποτελεί ένδειξη του πόσο αποτελεσµατικά χρησιµοποίησε η καλλιέργεια το άζωτο που προσέλαβε για την παραγωγή προιόντος, ενώ διαφέρει από περιοχή σε περιοχή, από είδος σε είδος καθώς και από γονότυπο σε γονότυπο (Fageria & Baligar, 2005). Επιπλέον, αποτελεί σηµαντικό δείκτη εξαιτίας της δυνατότητας µέτρησης της αποδοτικότητας και της µεταφοράς του απορροφηµένου αζώτου από τα διάφορα µέρη του φυτού στο παραγόµενο προϊόν (Fageria & Baligar, 2005). Όπως προκύπτει από τα παραπάνω, η αναγκαιότητα αλλά και οι αρνητικές συνέπειες της χρήσης αζωτούχων λιπασµάτων, οδηγούν στην «ανάγκη» χρήσης δεικτών, µε σκοπό την εύρεση της κατάλληλης δόσης λίπανσης καθώς και τον κατάλληλο τύπο λιπάσµατος. Ως εκ τούτου η δηµιουργία λιπασµάτων µε προσθήκη παρεµποδιστών, έχει ως στόχο τη µείωση των απωλειών θρεπτικών στο περιβάλλον (Li et al., 2020) καθώς και τη διάθεσή τους στα φυτά την κατάλληλη περίοδο και σε κατάλληλη ποσότητα, ούτος ώστε να  µειωθεί η ρύπανση του περιβάλλοντος ενώ παράλληλα να αυξηθεί η αποδοτικότητα των λιπασµάτων. Ο όρος «λιπάσµατα νέας γενιάς» αναφέρεται στα λιπάσµατα τα οποία περιέχουν παρεµποδιστές, µε αποτέλεσµα την έκλυση των συστατικών τους σταδιακά στη διάρκεια του χρόνου, µε σκοπό την αποτελεσµατικότερη δέσµευση και αξιοποίησή τους από το φυτό και τη µείωση των απωλειών τους στο περιβάλλον. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι παρά το γεγονός ότι εφαρµόζονται µεγάλες ποσότητες αζώτου στις καλλιέργειες, µε σκοπό την αύξηση της απόδοσης, η αποδοτικότητα της χρήσης των λιπασµάτων (ΝUE), αγγίζει µόλις το 



 - 35 -  30 έως 50%, στο πλείστο των καλλιεργούµενων εδαφών (Delgado 2002), γεγονός που οφείλεται κατά κύριο λόγο στις απώλειες του αζώτου στο περιβάλλον.  Οι απώλειες αζώτου είναι δυνατό να µειωθούν, συγχρονίζοντας της διαθεσιµότητα του αζώτου µε την κατάλληλη περίοδο της πρόσληψής του από τα φυτά. Ο συγχρονισµός αυτός αποτελεί πρόκληση λόγω του ότι εκτός από τις καλλιεργητικές πρακτικές ή αλλιώς τις ανθρώπινες επεµβάσεις, οι οποίες συµβάλλουν στη απώλεια του αζώτου από το έδαφος, οι απρόβλεπτες καιρικές συνθήκες (βροχόπτωση, θερµοκρασία και άνεµος) αποτελούν επιπλέον παράγοντα ενίσχυσης των απωλειών (Tao & Rogers 2019). Σύµφωνα µε τους Jones et al. (2013), απαιτούνται περισσότερο από 12,70 χιλιοστά βροχοπτώσεων, εντός 24 µε 48 ωρών από την επιφανειακή εφαρµογή της ουρίας, για τη µεταφορά της σε βάθος που επιτρέπει την ελαχιστοποίηση των απωλειών µεσω της πτητικότητας. Γενικά όσο µεγαλύτερη είναι η θερµοκρασία εδάφους, τόσο πιο γρήγορος είναι ο ρυθµός απελευθέρωσης, εξαιτίας της αυξηµένης µικροβιακής δραστηριότητας, η οποία είναι θετικά συσχετισµένη µε τη θερµοκρασία.  Επιπλέον, αναφέρεται ότι µείωση της έκπλυσης µπορεί να επιτευχθεί µε δύο τρόπους, µέσω της µείωσης του φορτίου αζώτου που προέρχεται από την κτηνοτροφία, µε σωστή διαχείριση της διατροφής των ζώων (Monaghan et al., 2008), ή µέσω της µείωσης του ρυθµού απελευθέρωσης νιτρικού αζώτου στο περιβάλλον, γεγονός που επιτυγχάνεται κυρίως µε τη χρήση παρεµποδιστών (Di & Cameron, 2002). Αργή ή ελεγχόµενη αποδέσµευση αζώτου, οδηγεί στη µείωση των απώλειών, καθυστερώντας έτσι την απελευθέρωση αζώτου στο έδαφος, τροφοδοτώντας σταδιακά την καλλιέργεια, σχεδόν καθ’ όλη τη διάρκεια της περιόδου ανάπτυξης.  Οι πηγές αζώτου καθώς και ο τύπος του εφαρµοζόµενου λιπάσµατος, µπορεί να επηρεάσει σηµαντικά της απώλειες αζώτου όπως την εκποµπή νιτρικών αερίων.  Οι παρεµποδιστές που χρησιµοποιούνται επί το πλείστων σε λιπάσµατα µε βάση το άζωτο, είναι ο παρεµποδιστης ουρεάσης και ο παρεµποδιστής νιτροποίησης. Ο παρεµποδιστης ουρεάσης, θειοφωσφορικό τριαµίδιο (NBPT), καθυστερεί την µετατροπή της ουρίας σε αµµωνιακά (NH4+) και εν συνεχεία σε αµµωνία (NH3), ενώ ο παρεµποδιστής νιτροποίησης, δικυανδιαµίδη (DCD), καθυστερεί την µετατροπή της αµµωνίας σε νιτρικά (NO3−) (Li et al., 2020).  Έχουν αναπτυχθεί διάφορα προϊόντα µε σκοπό να ελαχιστοποιούνται οι απώλειες αζώτου, εξαιτίας της πτητικότητας της αµµωνίας, ένα από αυτά είναι οι παρεµποδιστές ουρεάσης (Keshavarz Afshar et al., 2018). Οι παρεµποδιστές ουρεάσης, καθυστερούν τη µετατροπή της ουρίας σε αµµώνιο (NH4+), µε αποτέλεσµα οι συγκεντρώσεις του στο έδαφος να είναι 



 - 36 -  µειωµένες, καθώς και η πιθανότητα πτητικότητας της αµµωνίας (NH3) (Dawar et al., 2011). Έχει αποδειχθεί, ότι η ουρία µε επικάλυψη παρεµποδιστή ουρεάσης, όπως το (όπως το NBPT, Ν- (η-βουτυλο) θειοφωσφορικό τριαµίδιο), µπορεί να µειώσει τις εκποµπές αµµωνίας (Engel et al., 2011; Soares et al., 2012; Turner et al., 2010). Το NBPT, συµβάλλει στην αναστολή της υδρόλυσης της ουρίας κλειδώνοντας τις θέσεις δέσµευσης του ενζύµου της ουρεάσης και εµποδίζοντάς το να αντιδράσει µε την ουρία (Manunza et al., 1999).  Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι µε τη χρήση παρεµποδιστών ουρεάσης αναστέλλεται προσωρινά η δραστηριότητα της ουρεάσης και ελέγχεται η απελευθέρωση αζώτου στο έδαφος, επιτρέποντας έτσι τον καλύτερο  συγχρονισµό προσφοράς (µέσω του λιπάσµατος) και ζήτησης από την καλλιέργεια, µε αποτέλεσµα της αύξηση της αποδοτικότητας της χρήσης του αζώτου (NUE) και τη µείωση των εκποµπών αζώτου εξαιτίας του εφαρµοζόµενου λιπάσµατος (Soares et al., 2012; Turner et al., 2010).  Αναφέρεται ότι η συνολική εκποµπή αµµωνίας NH3, κατά την εφαρµογή ουρίας ήταν 10,1%, καθώς από την άλλη, κατά την εφαρµογή ουρίας µε παρεµποδιστή ουρεάσης ήταν 5,9% (Sanz-Cobena et al., 2008). Σύµφωνα µε τους Li et al. (2015), οι αθροιστικές απώλειες αµµωνίας από την ουρία ήταν 11-25% του εφαρµοσµένου Ν σε περίοδο δύο εβδοµάδων, ενώ από τον συνδυασµό µε παρεµποδιστή, ουρίας-ουρεάσης, ήταν µόνο 0-6%. Οι µειωµένες εκποµπές αµµωνίας οφείλονται στη µείωση της δραστηριότητας της ουρεάσης κατά τις πρώτες εννέα µέρες µετά την εφαρµογή του λιπάσµατος. Επιπλέον σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία, οι παρεµποδιστές ουρεάσης είναι αποτελεσµατικοί για 10 έως 14 ηµέρες αν και υπάρχουν βιβλιογραφίες οι οποίες το αντικρούουν  (Havlin et al., 2005).  Γενικά, οι παρεµποδιστές ουρεάσης είναι πιο αποτελεσµατικοί σε συνθήκες υψηλής πτητικότητας, έκπλυσης ή απονιτροποίησης (Tao & Rogers 2019). Τέτοιες συνθήκες δηµιουργούνται από την εφαρµογή λιπασµάτων µε βάση την ουρία, στην επιφάνεια εδάφους µε περίσσεια υπολειµµάτων, µε pH µεγαλύτερο από 7, ή χαµηλής ρυθµιστικής ικανότητας όπως τα αµµώδη εδάφη (Grant 2004). Επιπλέον ο Grant (2004), ανέφερε ως επιπλέον πλεονέκτηµα των παρεµποδιστών ουρεάσης τη µείωση του αρνητικών επιδράσεων σε σπόρους που οφείλονται στην ουρία που περιέχεται στα λιπάσµατα, η οποία πολλές φορές δρα καταστροφικά προς τους σπόρους. 



 - 37 -   Εικόνα 1.8: Χηµική ένωση του παρεµποδιστή ουρεάσης NBPT.  Όσο για τους παρεµποδιστές νιτροποίησης, έχει φανεί ότι µπορεί να καθυστερήσουν την οξείδωση της αµµωνίας σε υδροξυλάση, η οποία στη συνέχεια οξειδώνεται σε διοξείδιο του αζώτου (NO2−) και νιτρικά ανιόντα (NO3−), µειώνοντας µε τον τρόπο αυτό, άµεσα τη νιτροποίηση, και έµµεσα την απονιτροποίηση (Majumdar et al., 2000; Malla et al., 2005; Sun et al., 2015). Επιπλέον, επιβραδύνουν προσωρινά τη διαδικασία νιτροποίησης, όπου τα βακτήρια του εδάφους (Nitrosomonas) (Alonso-Ayuso et al. 2016), µετατρέπουν το αµµώνιο (NH4+) σε διοξείδιο του αζώτου (NO2), αναστέλλοντας έτσι το πρώτο βήµα της νιτροποίησης, µε αποτέλεσµα το λίπασµα να παραµείνει στη µορφή του αµµωνίου (NH4+). Η εφαρµογή παρεµποδιστών νιτροποίησης είναι µία από τις στρατηγικές αύξησης της αποδοτικότητας του αζώτου (NUE) στα καλλιεργητικά συστήµατα.  Όταν τα λιπάσµατα έχουν αναµειχθεί µε παρεµποδιστές νιτροποίησης, βελτιώνεται ο συγχρονισµός µεταξύ της προσφοράς του αζώτου και της ζήτησής του, από την εκάστοτε καλλιέργεια, ενισχύοντας την αποδοτικότητα χρήσης του, µειώνοντας παράλληλα τις απώλειες νιτρικών (Ladha et al., 2005), όπως και µε τους παρεµποδιστές ουρεάσης.  Σε αρδευόµενα γεωργικά συστήµατα, η χρήση παρεµποδιστή νιτροποίησης οδήγησε σε µείωση της έκπλυσης νιτρικών κατά 27% σε σχέση µε την έκλπυση κατά τη χρήση συµβατικών λιπασµάτων (Quemada et al., 2013). Οι Juma & Paul (1983), παρατήρησαν αύξηση της βιοµάζας των µικροοργανισµών του εδάφους, οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για την διαθεσιµότητα του εδαφικού αζώτου εξαιτίας της συµβολής τους στην ανοργανοποίηση και την ακινητοποίησή του, κατά τη χρήση λιπασµάτων που περιείχαν παρεµποδιστές νιτροποίησης. Από την άλλη η προσθήκη παρεµποδιστή νιτροποίησης, οδήγησε σε ενίσχυση της διαθεσιµότητας των αµµωνιακών ιόντων για τους µικροοργανισµούς, αυξάνοντας την ακινητοποίηση αζώτου, σε πείραµα που έγινε σε εργαστηριακό επίπεδο (Ma et al., 2015).  



 - 38 -  Ως παρεµποδιστές νιτροποίησης, χρησιµοποιούνται δύο παρόµοια δραστικά συστατικά η νιτραπυρίνη (2-χλωρο-6 [τριχλωροµεθυλ] πυριδίνη) και το δικυανδιαµίδιο (DCD). Η αποτελεσµατικότητα του (DCD), διαρκεί έως και τους τρεις µήνες (Havlin et al. 2005; Malzer et al. 1989; Sawyer 1985).   Εικόνα 1.9: Χηµική ένωση του παρεµποδιστή νιτροποίησης DCD.  Ο συνδυασµός ωστόσο των παρεµποδιστών ουρεάσης και νιτροποίησης, δείχνει να είναι πιο αποτελεσµατικός όσο αφορά την εκποµπή αερίων του αζώτου αλλά και την αύξηση της απόδοσης καλλιέργειών (Akiyama et al., 2009; Wang et al., 2015). Η αυξηµένη τιµή των λιπασµάτων µε παρεµποδιστές λοιπόν, δικαιολογείται εξαιτίας της µείωσης των εφαρµογών, της αύξησης της παραγωγικότητας, µε αποτέλεσµα την ανάδειξή τους ως µία βιώσιµη εναλλακτική λύση έναντι των συµβατικών λιπασµάτων. Ως εκ τούτου, οδηγεί στην αύξηση της αποδοτικότητας της χρήσης του αζώτου (NUE) καθώς και την απόδοση ων καλλιεργειών (Quemada et al., 2013).    



 - 39 -   Εικόνα 1.10: ∆ιαδροµές απώλειας αζώτου και επιλογές διαχείρισης για τη µείωση του κινδύνου απώλειας Ν (Πηγή: https://cropwatch.unl.edu).              



 - 40 -  2. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ   Ο σκοπός παρούσας µελέτης είναι να προσδιοριστούν οι επιδράσεις λιπασµάτων ουρίας (U) µε προσθήκη διαφορετικών παρεµποδιστών, παρεµποδιστή ουρεάσης (U + UI), παρεµποδιστή νιτροποίησης (U + ΝΙ) και το συνδυασµό και των δύο παρεµποδιστών (U + UI + ΝΙ), σε σχέση µε την απλή ουρία και το µάρτυρα (M) (καµία προσθήκη λιπάσµατος), στην επιβίωση, την αφθονία και τη δραστηριότητα των γαιοσκωλήκων του γένους Octodrilus complanatus, ο οποίος που αποτελεί βιοδείκτη υγείας για τα εδάφη της λεκάνης της Μεσογείου και ως εκ τούτου και τα ελληνικά.    Εικόνα 2.1: Octodrilus complanatus (φωτογραφία από τον αγρό του ΓΠΑ). (Προσωπική συλλογή) 



 - 41 -  3. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  3.1 Πειραµατικό Σχέδιο   ∆ύο πανοµοιότυπα εργαστηριακά πειράµατα έλαβαν χώρα στο εργαστήριο Γεωργίας του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών (ΓΠΑ), κατά τη διάρκεια των ετών 2019-2020. Τα πειράµατα ακολουθήσαν σχέδιο τυχαιοποιηµένων πλήρων οµάδων, µε πέντε επεµβάσεις (διαφορετικοί συνδυασµοί ουρίας) και τρεις επαναλήψεις. Κατά το σχεδιασµό οι συνδυασµοί ουρίας και οι µέθοδοι εφαρµογής τους θεωρήθηκαν παράγοντες ίδιας σηµασίας.  Πιο συγκεκριµένα, οι επεµβάσεις-συνδυασµοί της ουρίας που χρησιµοποιήθηκαν ήταν: 1) Ουρία (42-0-0), 2) Ουρία µε παρεµποδιστή νιτροποίησης (ΝΙ), 3) Ουρία µε παρεµποδιστή ουρεάσης (UI), 4) Ουρία µε παρεµποδιστή νιτροποίησης και παρεµποδιστή ουρεάσης (ΝΙ+ UI) και 5) Μάρτυρας (χωρίς την προσθήκη λιπάσµατος). 1η ΕΠΑΝΑΛΗΨΗ  2η ΕΠΑΝΑΛΗΨΗ  3η ΕΠΑΝΑΛΗΨΗ  



 - 42 -  Εικόνα 3.1: Σχέδιο του πειράµατος της παρούσας µελέτης Όπου Μ: µάρτυρας, U: ουρία, U+NI: ουρία µε παρεµποδιστή νιτροποίησης, U+UI: ουρία µε παρεµποδιστή ουρεάσης και U+NI+UI: ουρία µε διπλή παρεµπόδιση   3.2 Συλλογή ατόµων και Εγκατάσταση πειράµατος   Η συλλογή των γαιοσκωλήκων, πραγµατοποιήθηκε στο βιολογικό αγρό του εργαστηρίου Γεωργίας στο Γεωπονικό Πανεπιστήµιο στην Ιερά οδό 75 (γεωγραφικό πλάτος 37° 59΄ 1,47΄΄ Β, γεωγραφικό µήκος 23° 42΄ 6,98΄΄ Α, 30 m από την επιφάνεια της θάλασσας). Για το πρώτο πείραµα, η συλλογή έγινε το Νοέµβριο του 2019, ενώ για το δεύτερο τον Ιανουάριο του 2020. Η συλλογή πραγµατοποιήθηκε µε τα χέρια, από τετράγωνα εδάφους διαστάσεων, 50 εκ. x 50 εκ. x 10-20 εκ (βάθος).      Εικόνα 3.2: Συλλογή των γαιοσκωλήκων για τις ανάγκες του πειράµατος (ΓΠΑ). (Προσωπική συλλογή)  Μετά τη συλλογή τους οι γαιοσκώληκες πλύθηκαν, ώστε να φύγουν τα σωµατίδια χώµατος από την επιδερµίδα τους, και στη συνέχεια πραγµατοποιήθηκε διαλογή υγειών ενηλίκων ατόµων, µε καλά ανεπτυγµένο επίσαγµα, για τις ανάγκες του πειράµατος, σε συµφωνία µε άλλες έρευνες (Xiao et al., 2004). Επιπλέον οι γαιοσκώληκες που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη ήταν παρόµοιου βάρους όπως προτείνεται από 



 - 43 -  παρόµοιες έρευνες στο παρελθόν (Bilalis et al., 2013), µε µέσο βάρος ατόµου 2,000 γραµµάρια µε απόκλιση ± 0,900 γραµµάρια.  Αφού ζυγίστηκαν οι γαιοσκώληκες, στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε πλαστικά δοχεία διαστάσεων 20 x 14 x 10 εκ (βάθος) (Travlos et al., 2017). Κάθε δοχείο περιείχε υπόστρωµα τύρφης, 500 γραµµάρια, τρεις γαιοσκώληκες, 20 γραµµάρια τεµαχισµένα φύλλα µουριάς (Morus alba L.) στην επιφάνεια του υποστρώµατος, 1 γραµµάριο βρώµης και 150 ml νερό και τέλος 5 γραµµάρια του εκάστοτε λιπάσµατος.  Τα  φύλλα µουριάς είχαν συλλεχθεί από δέντρα του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών, είχαν πλυθεί και είχαν αφεθεί σε θερµοκρασία και υγρασία δωµατίου έως ότου στεγνώσουν.  Το υπόστρωµα που χρησιµοποιήθηκε ήταν τύρφη µε υψηλή περιεκτικότητα σε οργανική ουσία και τις εξής ιδιότητες: pH (1:1 H2O) 5-6,5 και Άζωτο (N) 16,6 mg/100L. Αφού τοποθετήθηκαν όλα όσα προαναφέρθηκαν, το κάθε κουτί καλύφθηκε µε λεπτή σίτα, ώστε να αποτρέψει την φυγή των γαιοσκωλήκων, και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε δωµάτιο µε σταθερές συνθήκες θερµοκρασίας και φωτισµού 20 °C και 12 ώρες ανά µέρα, αντίστοιχα. Μία φορά την εβδοµάδα, τα δοχεία ζυγίζονταν και αναπληρωνόταν η ποσότητα υγρασίας που είχε χαθεί, καθώς επίσης την ίδια ηµέρα γινόταν η προσθήκη φύλλων µουριάς όπου και όταν κρινόταν αναγκαίο. Η διάρκεια του εκάστοτε πειράµατος ήταν 24 ηµέρες. Τα πειράµατα τελείωσαν όταν η θνησιµότητα των γαιοσκωλήκων ήταν 100% σε όλες τις επεµβάσεις πλην του µάρτυρα. Το πρώτο πείραµα ξεκίνησε στις 27 Νοεµβρίου 2019 και τέλειωσε στις 21 ∆εκέµβριου 2019 καθώς το δεύτερο πραγµατοποιήθηκε από τις 15 Ιανουάριου 2020 έως τις 8 Φεβρουαρίου 2020. Οι επιζώντες γαιοσκώληκες µετά το πέρας του πειράµατος αφέθηκαν στο σηµείο από όπου συλλέχθηκαν, στον αγρό του εργαστηρίου γεωργίας.  



 - 44 -        



 - 45 -     Εικόνα 3.3: Εικόνες από την προετοιµασία και καθ’ όλη τη διάρκεια της εκπόνησης του πειράµατος (ΓΠΑ). (Προσωπική συλλογή)  3.3 Προσδιορισµοί – Μετρήσεις   Οι µετρήσεις που πραγµατοποιήθηκαν αφορούσαν χαρακτηριστικά των γαιοσκωλήκων, όπως το βάρος, η θνησιµότητα και η πυκνότητα και ποσότητα των κοπρολυµάτων (casts) τους, καθώς και ιδιότητες του εδάφους όπως το pH, η οργανική ουσία, τα ανταλλάξιµο ασβέστιο (Ca), τη µεταβολή της έκλυσης διοξειδίου του άνθρακα CO2,  καθώς και η ικανότητα ανταλλαγής κατιόντων (ΙΑΚ).  3.3.1 Γαιοσκώληκες   Όσο αφορά της µετρήσεις που αφορούσαν τους γαιοσκώληκες πραγµατοποιούνταν σε διαφορετικές ηµέρες από την επέµβαση (εφαρµογή των λιπασµάτων) (ΗΑΕ). Το βάρος των γαιοσκωλήκων µετρήθηκε πέντε διαφορετικές ΗΑΕ, και  τελικά εκφράστηκε ως η µείωση του µέσου βάρους τους στο πέρας του χρόνου. Για τον υπολογισµό του βάρους, οι γαιοσκώληκες πλένονταν µε απεσταγµένο νερό, ώστε να αποµακρυνθούν τα σωµατίδια 



 - 46 -  χώµατος από το σώµα τους και τη συνέχεια ζυγίζονταν σε ζυγαριά ακρίβειας. Ο προσδιορισµός της θνησιµότητας των γαιοσκωλήκων πραγµατοποιούνταν κάθε 10 ΗΑΕ.  Όσο αφορά τον προσδιορισµό των κοπρολυµάτων, πραγµατοποιήθηκε τρεις φορές κατά τη διάρκεια του κάθε πειράµατος, σε 3 διαφορετικές ΗΑΕ. Για τον προσδιορισµό αυτό χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος «line interest method», µε τον έξης τύπο: 
R =

πNA

2H
 Όπου: R: τα κοπρολύµατα, π: µαθηµατική σταθερά µε τιµή 3,14, Ν: διασταύρωση, Α: περιοχή και Η: ολικό µήκος σταυρού (NEWMAN 1996).  Για το σκοπό αυτό φτιάχτηκε ένα διαφανές σταυρόνηµα.     (α) (β) 



 - 47 -  Εικόνα 3.4: (α) το διαφανές σταυρόνηµα που χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό των casts και (β) είναι εικόνες των casts όπως φαίνονταν κατά τη διάρκεια των µετρήσεων. (Προσωπική συλλογή)  Για τις ανάγκες των εδαφολογικών µετρήσεων, τα εδαφικά δείγµατα είχαν υποστεί αερο-ξήρανση για περίπου 48 ώρες, και στη συνέχεια κοσκινίστηκαν από κόσκινο µε οπές διαµέτρου 2 χιλιοστών (mm).   3.3.2  Ανταλλάξιµο ασβέστιο εδάφους   Για τον υπολογισµό του ανταλλάξιµου ασβεστίου ακολουθήθηκε η µέθοδος  Drouineau-Galet, µε τη χρήση σπεκτοµέτρου. Για την εξαγωγή των κατιόντων ασβεστίου χρησιµοποιήθηκε διάλυµα οξικού αµµωνίου (C₄H₄NO₄).    3.3.3  Ικανότητα Ανταλλαγής Κατιόντων (ΙΑΚ)  Ο προσδιορισµός της ΙΑΚ πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας τη µέθοδο του οξικού αµµωνίου (C₄H₄NO₄) (Chapman, 1965).    3.3.4  Οξύτητα (pH)  Ο προσδιορισµός του pH του εδάφους πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο Mclean (1982), σε αιώρηµα εδάφους : ύδατος, 1:1, χρησιµοποιώντας 50 γραµµάρια κοσκινισµένου εδάφους και 50 ml απιονισµένου ύδατος. Το διάλυµα αφέθηκε περίπου 60 λεπτά για εξισορρόπηση και στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε pH-µέτρο πλαστικού ηλεκτροδίου “gel filling”, για τον προσδιορισµό του pH.     



 - 48 -  3.3.5 Έκλυση ∆ιοξειδίου του Άνθρακα (CO2)  Για την πραγµατοποίηση της µέτρησης αυτής χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος τιτλοδότησης (Isermeyer 1952).  Η µέτρηση αυτή πραγµατοποιήθηκε σε πέντε διαφορετικές ηµέρες από την εφαρµογή των λιπασµάτων (ΗΑΕ).  3.3.6  Οργανική ουσία εδάφους  Ο προσδιορισµός της οργανικής ουσίας έγινε µε τη µέθοδο υγρής οξείδωσης των Wakley & Black (1934).  Η υγρή οξείδωση χρησιµοποιεί την εξώθερµη θέρµανση και οξείδωση του οργανικού άνθρακα του εκάστοτε δείγµατος χρησιµοποιώντας διχρωµικό κάλιο και συµπυκνωµένο θειικό οξύ H2SO4.       



 - 49 -   Εικόνα 3.5: Εικόνες από τις εδαφολογικές αναλύσεις (Εργαστήριο Εδαφολογίας ΓΠΑ). (Προσωπική συλλογή)  3.4 Στατιστική Ανάλυση  Η ανάλυση της παραλλακτικότητας των δεδοµένων πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση του στατιστικού προγράµµατος  Statistica (Stat Soft, 2011), ως σχέδιο  τυχαιοποιηµένων πλήρων οµάδων.  Χρησιµοποιήθηκε  LSD τεστ για την εκτίµηση της σηµαντικότητας των διαφορών µεταξύ των επεµβάσεων. Οι συγκρίσεις έγιναν σε επίπεδο σηµαντικότητας 5%, (p≤ 0,05).          



 - 50 -  4. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  4.1 Μεταβολή Μέσου Βάρους Γαιοσκωλήκων  Το βάρος των γαιοσκωλήκων όπως φαίνεται στο ∆ιάγραµµα 1, µεταβάλλεται στο χρόνο, και πιο συγκεκριµένα µειώνεται µε το πέρας του χρόνου. Όπως φαίνεται στον Πίνακα 1, δεν υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στα δύο πειράµατα. Οι τιµές της µεταβολής του βάρους των γαιοσκωλήκων κυµαίνονται από 8,13 % έως 100,00% για το πρώτο πείραµα και από 10,06% έως 100,0% για το δεύτερο.  Η µεταβολή του βάρους είναι σηµαντικά µεγαλύτερη στην επέµβαση της ουρίας όπως και της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης, ακολουθεί η ουρία µε διπλή παρεµπόδιση, η ουρία µε παρεµποδιστή ουρεάσης και τέλος ο µάρτυρας. Στο µάρτυρα η διαφορά βάρους είναι σηµαντικά µικρότερη από τις υπόλοιπες επεµβάσεις, περίπου 90% µικρότερη από την ουρία.  Πίνακας 4.1.1 ∆ιαφορά βάρους γαιοσκωλήκων. Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. 1ο Πείραµα  Μεταβολή µέσου βάρους Γαιοσκωλήκων (%) U + NI 100,00a U + UI 41,99b U + NI +UI 46,82c U 100,00a M 8,13d 2ο Πείραµα  U + NI 100,00a U + UI 44,80b U + NI +UI 22,83c U 100,00a M 10,06d Fλίπανση 50,96*** Fπείραµα ns Fλίπανση x πείραµα ns 



 - 51 -  (‘ns’όχι στατιστικά σηµαντικό; *: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.05; **: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.01;***: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.001). Σύµφωνα µε το ∆ιάγραµµα 1, το βάρος µέχρι τις 7 ΗΑΕ µειώνεται µε τον ίδιο τρόπο για τις επεµβάσεις του µάρτυρα, της ουρίας µε διπλό παρεµποδιστή και της ουρίας µε παρεµποδιστή ουρεάσης, µεταξύ των οποίων δεν υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. Από την άλλη, οι προαναφερθείσες επεµβάσεις παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µε τις επεµβάσεις της ουρίας καθώς και της ουρίας µε τον παρεµποδιστή νιτροποίησης, µεταξύ των οποίων φαίνεται ότι δεν υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές. Το ίδιο συµβαίνει και κατά την 14η ΗΑΕ, στη οποία η µεταβολή είναι πιο έντονη, παρότι δεν υπάρχει σηµαντική διαφορά από την 7η ΗΑΕ.  Στις 22 ΗΑΕ, ο µάρτυρας παρουσιάζει στατιστικά σηµαντικές διαφορές µε όλες τις υπόλοιπες επεµβάσεις, αφού εκεί σηµειώνεται η µικρότερη µεταβολή του µέσου βάρους των γαιοσκωλήκων. Μεταξύ της ουρίας µε διπλό παρεµποδιστή και της ουρίας µε παρεµποδιστή ουρεάσης δεν υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές, ενώ στατιστικά σηµαντικές είναι οι διαφορές µεταξύ της ουρίας και της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης µε όλες τις υπόλοιπες επεµβάσεις. Στο σηµείο αυτό υπάρχει µία διαφορά, που ωστόσο δεν κρίνεται στατιστικά σηµαντική, ανάµεσα στα δύο πειράµατα αφού η επεµβάσεις του µάρτυρα και της ουρίας µε διπλό παρεµποδιστή, δεν υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές.   ns a a bb b ca a0,00,51,01,52,02,53,03,54,04,55,05,56,0 0 7 14 22Μέσο Βάρος Γαιοσκωλήκων (g) Ημέρες από την ΕπέμβασηU + NI U +UIU + NI +UI UM(α) 



 - 52 -   ∆ιάγραµµα 4.1.1. Μεταβολή του µέσου βάρους των γαιοσκωλήκων (εξαιτίας των επεµβάσεων) σε 4 διαφορετικές ΗΑΕ, (α) και (β) για το πρώτο και το δεύτερο πείραµα αντίστοιχα (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό).  4.2 Κοπρολύµατα (Casts)  Αναφορικά µε τα κοπρολύµατα των γαιοσκωλήκων, τα οποία µετρήθηκαν σε 3 διαφορετικές ΗΑΕ, σύµφωνα µε τον Πίνακα 2, δεν υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των επεµβάσεων στις 2 και στις 7 ΗΑΕ, καθώς και µεταξύ των δύο πειραµάτων. Ωστόσο στην τρίτη µέτρηση, την 22η ΗΑΕ σηµειώνονται στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ των επεµβάσεων και µεταξύ των πειραµάτων. Πιο συγκεκριµένα, οι τιµές κυµαίνονται από 0,000 έως και 0,350 για το πρώτο και από 0,000 έως και 0,590 για το δεύτερο πείραµα.  Μεταξύ των επεµβάσεων, όσο αφορά το πρώτο πείραµα, η µεγαλύτερη τιµή των κοπρολυµάτων σηµειώνεται στην επέµβαση της ουρίας µε διπλή παρεµπόδιση ενώ η µικρότερη στις επεµβάσεις της ουρίας και της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης. Στατιστικά σηµαντικές διαφορές υπάρχουν επίσης και µεταξύ όλων των επεµβάσεων εκτός από τις επεµβάσεις της ουρίας και της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης. Όσο αφορά το δεύτερο πείραµα, στις 22 ΗΑΕ, η µεγαλύτερη τιµή σηµειώθηκε επίσης στην επέµβαση της ουρίας µε διπλό παρεµποδιστή, και η µικρότερη στην ουρία και στην ουρία µε παρεµποδιστή νιτροποίησης.  ns a b ca ba ab b ca a0,00,51,01,52,02,53,03,54,04,55,05,56,0 0 7 14 22Μέσο Βάρος Γαιοσκωλήκων (g) Ημέρες από την Επέμβαση(β) 



 - 53 -   Πίνακας 4.2.1. Εµφάνιση κοπρολυµάτων σε 3 διαφορετικές ηµέρες από την επέµβαση (ΗΑΕ). Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. 1ο Πείραµα Κοπρολύµατα- Casts   2 ΗΑΕ 7 ΗΑΕ 22 ΗΑΕ U + NI  0,340ns   0,330ns 0a    U + UI  0,330ns   0,250ns  0,220b  U + NI +UI  0,370ns   0,350ns   0,350c  U  0,370ns   0,370ns  0a    M  0,340ns   0,300ns   0,300d  2ο Πείραµα    U + NI  0,440ns   0,580ns  0a    U + UI  0,520ns   0,600ns   0,450b  U + NI +UI  0,470ns   0,480ns   0,590c  U  0,520ns   0,550ns  0a    M  0,570ns   0,480ns   0,420d  Fλίπανση ns ns 83,59*** Fπείραµα ns ns 8,507** Fλίπανση x πείραµα ns ns ns  (‘ns’όχι στατιστικά σηµαντικό; *: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.05; **: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.01;***: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.001)  4.3 Θνησιµότητα γαιοσκωλήκων  Στις 2 ΗΑΕ (Πίνακας 3) η θνησιµότητα των γαιοσκωλήκων ήταν 0% για όλες τις επεµβάσεις, καθώς επίσης διαφορές ανάµεσα στα δύο πειράµατα δεν κρίνονται στατιστικά σηµαντικές. Το ίδιο ισχύει και για τις 5 ΗΑΕ, στις οποίες το ποσοστό θνησιµότητας είναι επίσης 0%. Την 7η ΗΑΕ, σηµειώθηκε 33,3% θνησιµότητα στην επέµβαση της ουρίας και της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης, στο πρώτο πείραµα, ενώ στο δεύτερο θνησιµότητα παρουσιάστηκε στην επέµβαση της ουρίας σε ποσοστό 33,3%. Στατιστικά σηµαντικές είναι οι διαφορές µεταξύ της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης και της ουρίας, µε τις 



 - 54 -  υπόλοιπες επεµβάσεις, για το πρώτο πείραµα, καθώς και της ουρίας µε της υπόλοιπες επεµβάσεις και το δεύτερο πείραµα.  Στις 9 ΗΑΕ, το ποσοστό θνησιµότητας είναι 66,6% στην επέµβαση της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης, και 33,3% στην επέµβαση της ουρίας, για το πρώτο πείραµα, ενώ στο δεύτερο πείραµα η θνησιµότητα ήταν 33,3%, στην επέµβαση της ουρίας. Στατιστικά σηµαντικές είναι οι διαφορές  µεταξύ της ουρίας και της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης µε τις υπόλοιπες επεµβάσεις για το πρώτο πείραµα, ενώ για το δεύτερο στατιστικά σηµαντική είναι η διαφορά µεταξύ της ουρίας µε τις υπόλοιπες επεµβάσεις. Επιπλέον, στην 5η µέτρηση (Πίνακα 3), στις 12 ηµέρες δηλαδή από την εφαρµογή των λιπασµάτων, στο πρώτο πείραµα η θνησιµότητα δε διαφέρει από την προηγούµενη µέτρηση, ωστόσο όσο αφορά τον δεύτερο πείραµα, θνησιµότητα παρουσιάστηκε στην επέµβαση της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης σε ποσοστό 33,3%, ενώ στην επέµβαση της ουρίας το ποσοστό θνησιµότητας παραµένει σταθερό. Ως εκ τούτου, η λίπανση επηρέασε στατιστικά σηµαντικά το ποσοστό θνησιµότητας.   Πίνακας 4.3.1 Θνησιµότητα γαιοσκωλήκων σε 10 διαφορετικές ηµέρες από την επέµβαση (ΗΑΕ). Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. 1ο Πείραµα Ποσοστό Θνησιµότητας (%)  2 ΗΑΕ 5 ΗΑΕ 7 ΗΑΕ 9 ΗΑΕ 12 ΗΑΕ 14 ΗΑΕ 16 ΗΑΕ 19 ΗΑΕ 21 ΗΑΕ 24 ΗΑΕ U + NI 0%ns 0%ns 33,3%a 66,6%a 66,6%a 66,6%a 66,6%a 66,6%a 100%a 100%a U + UI 0%ns 0%ns 0%b 0%b 0%b 0%b 33,3%b 66,6%a 66,6%b 100%a U + NI +UI 0%ns 0%ns 0%b 0%b 0%b 0%b 33,3%b 33,3%b 33,3%b 100%a U 0%ns 0%ns 33,3%a 33,3%a 33,3%a 66,6%a 66,6%a 66,6%a 100%a 100%a M 0%ns 0%ns 0%b 0%b 0%b 0%b 0%c 0%c 0%c 0%b 2ο Πείραµα           U + NI 0%ns 0%ns 0%b 0%b 33,3%a 66,6%a 66,6%a 66,6%a 100%a 100%a U + UI 0%ns 0%ns 0%b 0%b 0%b 33,3%b 33,3%b 33,3%b 33,3%b 100%a U + NI +UI 0%ns 0%ns 0%b 0%b 0%b 0%b 0%c 33,3%b 33,3%b 100%a U 0%ns 0%ns 33,3%a 33,3%a 33,3%a 66,6%a 66,6%a 66,6%a 100%a 100%a 



 - 55 -  (‘ns’όχι στατιστικά σηµαντικό; *: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.05; **: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.01;***: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.001).  Στο επόµενο µισό των δύο πειραµάτων φαίνεται να συµβαίνουν σηµαντικές αλλαγές στο ποσοστό της θνησιµότητας σε όλες τις επεµβάσεις εκτός από τον µάρτυρα. Πιο συγκεκριµένα στις 14 ΗΑΕ, το ποσοστό θνησιµότητας για τις επεµβάσεις της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης και της ουρίας, είναι 66,6% και 33,3%, , στο πείραµα 1 και 2 αντίστοιχα. Οι δύο αυτές επεµβάσεις διαφέρουν σηµαντικά µε τις υπόλοιπες και για τα δύο πειράµατα.  Στις 16 ΗΑΕ, όσο αφορά το πρώτο πείραµα, θνησιµότητα σηµειώθηκε σε όλες τις επεµβάσεις εκτός από το µάρτυρα, σε διαφορετικά ποσοστά ωστόσο. Στις επεµβάσεις της ουρίας µε διπλό παρεµποδιστή και µε παρεµποδιστή ουρεάσης το ποσοστό θνησιµότητας που σηµειώθηκε είναι 33,3%, ενώ στις επεµβάσεις της ουρίας και της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης είναι 66,6%. Οι διαφορές ανάµεσα στο πρώτο και το δεύτερο πείραµα δεν είναι στατιστικά σηµαντικές. Στο δεύτερο πείραµα, η ουρία καθώς και η ουρία µε παρεµποδιστή νιτροποίησης προκάλεσαν θνησιµότητα σε ποσοστό 66,6%, και η ουρία µε παρεµποδιστή ουρεάσης 33,3% όπως και στο πρώτο, µε τη διαφορά ότι στο δεύτερο δεν σηµειώθηκε θνησιµότητα στην επέµβαση της ουρίας µε το διπλό παρεµποδιστή (ουρεάσης και νιτροποίησης). Επιπλέον, στις 19 ΗΑΕ, υπάρχει σηµαντική αύξηση του ποσοστού θνησιµότητας και στα δύο πειράµατα. Το ποσοστό της θνησιµότητας των επεµβάσεων της ουρίας και της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης είναι 66,6% και 33,3% για την ουρία µε διπλό παρεµποδιστή για τα δύο πειράµατα, ωστόσο, η επέµβαση της ουρίας µε παρεµποδιστή ουρεάσης προκάλεσε 66,6% θνησιµότητα στο πρώτο πείραµα και 33,3% στο δεύτερο. Στην επέµβαση του µάρτυρα εξακολουθεί το ποσοστό θνησιµότητας να είναι 0%.  Στην προτελευταία (9η) µέτρηση, στις 21 ΗΑΕ, το ποσοστό της θνησιµότητας σηµείωσε αύξηση αφού και στα δύο πειράµατα στην επέµβαση της ουρίας και της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης σηµειώνεται 100% θνησιµότητα. Από την άλλη 33,3% θνησιµότητα σηµειώθηκε και στα δύο πειράµατα στην επέµβαση της ουρίας µε διπλό παρεµποδιστή, ενώ διαφορές µεταξύ των δύο πειραµάτων σηµειώθηκαν στην επέµβαση της M 0%ns 0%ns 0%b 0%b 0%b 0%b 0%c 0%c 0%c 0%b Fλίπανση ns ns 4,263** 8,088*** 9,293*** 23,36*** 20,16*** 11,242*** 39,021*** 639,0*** Fπείραµα ns ns ns 5,965* ns ns ns ns ns ns Fλίπανση x πείραµα ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 



 - 56 -  ουρίας µε παρεµποδιστή ουρεάσης, όπου στο πρώτο πείραµα το ποσοστό θνησιµότητας που σηµειώθηκε είναι 66,6% ενώ στο δεύτερο 33,3%. Τέλος, την 24η ΗΑΕ, όπου επήλθε και το τέλος του εκάστοτε πειράµατος, το ποσοστό της θνησιµότητας σε όλες τις επεµβάσεις ήταν 100%, εκτός από το µάρτυρα στον οποίο το ποσοστό θνησιµότητας είναι 0%. Όπως γίνεται κατανοητό από τις 7 ηµέρες µετά από την εφαρµογή των λιπασµάτων και ύστερα, η λίπανση επηρέασε στατιστικά σηµαντικά το ποσοστό της θνησιµότητας των ατόµων των γαιοσκωλήκων.  4.4 Ανταλλάξιµο ασβέστιο εδάφους (Ca)  Σύµφωνα µε τον Πίνακα 4 και το ∆ιάγραµµα 2, το ανταλλάξιµο ασβέστιο του εδάφους έχει επηρεαστεί στατιστικά σηµαντικά από της επεµβάσεις, και για τα δύο πειράµατα. Επίσης φαίνεται ότι δεν υπάρχουν στατιστικά σηµαντικές διαφορές ανάµεσα στα δύο πειράµατα.  Πιο συγκεκριµένα, όσο αφορά το πρώτο πείραµα η µέγιστη τιµή 1472,0 mg/kg σηµειώθηκε στο µάρτυρα ενώ η µικρότερη 1012,0 mg/kg στην επέµβαση της ουρίας. Επιπλέον, υπήρχαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ όλων των επεµβάσεων, όπως και στο δεύτερο πείραµα. Στο δεύτερο πείραµα η µεγαλύτερη τιµή 1458,0 mg/kg, παρατηρείται επίσης στο µάρτυρα, ενώ η µικρότερη 1029,0 mg/kg στην ουρία.   Πίνακας 4.4.1 Περιεκτικότητα του εδάφους σε Ανταλλάξιµο Ασβέστιο (Ca). Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. 1ο Πείραµα Ανταλλάξιµο Ασβέστιο (Ca) mg/kg U + NI 1321,0a U + UI 1211,0b U + NI +UI 1285,0c U 1012,0d M 1472,0e 2ο Πείραµα  U + NI 1340,0a U + UI 1219,0b U + NI +UI 1268,0c 



 - 57 -  U 1029,0d M 1458,0e Fλίπανση 679,138*** Fπείραµα ns Fλίπανση x πείραµα ns  (‘ns’όχι στατιστικά σηµαντικό; *: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.05; **: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.01;***: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.001)   ∆ιάγραµµα 4.4.1 Επίδραση των διαφορετικών επεµβάσεων στη συγκέντρωση ανταλλάξιµου ασβεστίου στο έδαφος (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό).   4.5 Ικανότητα Ανταλλαγής Κατιόντων (ΙΑΚ)  Η ικανότητα ανταλλαγής κατιόντων (ΙΑΚ) του εδάφους (Πίνακας 5, ∆ιάγραµµα 3), παρουσιάζει παρόµοια συµπεριφορά µε το ανταλλάξιµο ασβέστιο. Σύµφωνα µε τον Πίνακα 1, η λίπανση επηρεάζει σηµαντικά την ΙΑΚ του εδάφους και στα δύο πειράµατα, τα αποτελέσµατα των οποίων δεν διαφέρουν σηµαντικά µεταξύ τους.  Έτσι αναφορικά µε το πρώτο πείραµα, οι τιµές της ΙΑΚ κυµαίνονται από 22,32 meq/100g έως 28,36 meq/100g,  στην ουρία και στο µάρτυρα αντίστοιχα. Στατιστικά σηµαντικές είναι οι διαφορές µεταξύ όλων των επεµβάσεων. Στο δεύτερο πείραµα, στο οποίο δεν παρατηρούνται σηµαντικές διαφορές µε το πρώτο, οι τιµές κυµαίνονται από 22,34 meq/100g στην ουρία έως 28,34 meq/100g στο µάρτυρα.  a b c d e020040060080010001200140016001800 U + NI U +UI U + NI +UI U MΑνταλλάξιμο Ασβέστιο Ca mg/kg 1 Πείραμα 2 Πείραμα



 - 58 -   Πίνακας 4.5.1 Ικανότητα Ανταλλαγής Κατιόντων (ΙΑΚ) του εδάφους. Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. 1ο Πείραµα Ικανότητα Ανταλλαγής Κατιόντων (ΙΑΚ)  meq 100g-1 U + NI  27,49a  U + UI  24,77b  U + NI +UI  26,55c  U  22,32d  M  28,36e  2ο Πείραµα  U + NI 27,45a U + UI 24,64b U + NI +UI 25,96c U 22,34d M 28,34e Fλίπανση 113,20*** Fπείραµα ns Fλίπανση x πείραµα ns  (‘ns’όχι στατιστικά σηµαντικό; *: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.05; **: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.01;***: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.001)   a b c d e05101520253035 U + NI U +UI U + NI +UI U MΙκανότητα Ανταλλαγής Κατιόντων (ΙΑΚ) meq/100g 1 Πείραμα 2 Πείραμα



 - 59 -  ∆ιάγραµµα 4.5.1. Επίδραση των διαφορετικών επεµβάσεων στη ικανότητα ανταλλαγής κατιόντων (ΙΑΚ) του εδάφους (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό). 4.6 Οξύτητα pH εδάφους  Σύµφωνα µε τον Πίνακα 6 και το ∆ιάγραµµα 4, τα αποτελέσµατα της οξύτητας του εδάφους δεν παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές διάφορες µεταξύ των δύο πειραµάτων. Ωστόσο και στα δύο πειράµατα η φαίνεται ότι η λίπανση επηρεάζει στατιστικά σηµαντικά την οξύτητα του εδάφους.  Πιο συγκεκριµένα και στα δύο πειράµατα η µεγαλύτερη τιµή του pH παρατηρήθηκε στην επέµβαση της ουρίας µε τον παρεµποδιστή ουρεάσης 7,43 και 7,41 για το πρώτο και το δεύτερο πείραµα αντίστοιχα, ενώ η ελάχιστη σηµειώθηκε στο µάρτυρα 5,26 και 5,13 για το κάθε πείραµα αντίστοιχα. Όλες οι επεµβάσεις, παρουσίασαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές µεταξύ τους, εκτός από την ουρία µε τη διπλή παρεµπόδιση και την ουρία, µεταξύ των οποίων οι διαφορές δεν ήταν στατιστικά σηµαντικές.  Επιπλέον, και στα δύο πειράµατα παρατηρήθηκε µεγάλη διαφορά του pH αναµεσά στο µάρτυρα και τις υπόλοιπες επεµβάσεις, της τάξεως περίπου των δύο µονάδων, γεγονός που γίνεται καλύτερα κατανοητό στο ∆ιάγραµµα 4.  Πίνακας 4.6.1 Οξύτητα, pH, του εδάφους. Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. 1ο Πείραµα Οξύτητα pH U + NI 7,43a U + UI 7,17b U + NI +UI 7,40c U 7,27a M 5,26d 2ο Πείραµα  U + NI 7,41a U + UI 7,05b U + NI +UI 7,38c U 7,30a 



 - 60 -  M 5,13d Fλίπανση 142,726*** Fπείραµα ns Fλίπανση x πείραµα ns (‘ns’όχι στατιστικά σηµαντικό; *: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.05; **: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.01;***: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.001)   ∆ιάγραµµα 4.6.1 Επίδραση των διαφορετικών επεµβάσεων στη οξύτητα pH του εδάφους του εδάφους (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό).  4.7 Έκλυση ∆ιοξειδίου του Άνθρακα (CO2)  Όπως φαίνεται στο ∆ιάγραµµα 5, όσο αφορά το πείραµα 1, η έκλυση διοξειδίου του άνθρακα δεν µεταβάλλεται σηµαντικά στην επέµβαση του µάρτυρα, ωστόσο καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράµατος από την πρώτη µέρα από την επέµβαση φαίνεται να διαφέρει σηµαντικά από όλες τις υπόλοιπες επεµβάσεις. Κατά τη 2η µέρα από την επέµβαση, η µεγαλύτερη τιµή του διοξειδίου του άνθρακα παρατηρείται στον µάρτυρα, τον οποίο ακολουθούν η ουρία, η ουρία µε παρεµποδιστή ουρεάσης, η ουρία µε παρεµποδιστή νιτροποίησης και τέλος η ουρία µε τη διπλή παρεµπόδιση. Επιπλέον, φαίνεται ότι από την πρώτη ηµέρα της επέµβασης οι τιµές παρουσιάζουν µία πτώση σχεδόν έως και την έβδοµη.  Στην 7η λοιπόν ΗΑΕ καθώς και στην 14η, δεν παρουσιάζονται διαφορές ως προς των κατάταξη των αποτελεσµάτων, η µέγιστη τιµή παρατηρείται στο µάρτυρα και η ελάχιστη την ουρία µε το διπλό παρεµποδιστή. Όλες οι επεµβάσεις παρουσίασαν στατιστικά σηµαντικές a b c a d0123456789 U + NI U +UI U + NI +UI U MΟξύτητα (pH) 1 Πείραμα 2 Πείραμα



 - 61 -  διαφορές µεταξύ τους εκτός από τις επεµβάσεις ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης και ουρίας µε παρεµποδιστή ουρεάσης οι οποίες δεν διαφέρουν σηµαντικά µεταξύ τους. Ωστόσο σε όλες τις επεµβάσεις σηµειώνεται µία στοιχειώδης αύξηση. Η ανοδική αυτή πορεία των τιµών συνεχίζεται έως και  το πέρας του πειράµατος.  Κατά την 22η και την 31η ΗΑΕ, η ανοδική πορεία εξακολουθεί να παρατηρείται, ενώ στατιστικά σηµαντικές διαφορές σηµειώνονται µεταξύ του µάρτυρα µε όλες τις υπόλοιπες επεµβάσεις όπως επίσης και της ουρίας µε διπλή παρεµπόδιση µε όλες τις υπόλοιπες επεµβάσεις. Ωστόσο οι διαφορές µεταξύ των επεµβάσεων της ουρίας, της ουρίας µε παρεµποδιστή νιτροποίησης καθώς και της ουρίας µε παρεµποδιστή ουρεάσης δεν χαρακτηρίζονται στατιστικά σηµαντικές. Αναφορικά µε το δεύτερο πείραµα η έκλυση διοξειδίου του άνθρακα παρουσίασε παρόµοια πορεία στο χρόνο, σηµειώνοντας αρχικά µία απότοµη µείωση µέχρι την 7η ΗΑΕ, κατά την οποία σηµατοδοτήθηκε η αύξηση των τιµών. Η διαφορά αυτού µε το πρώτο πείραµα έγκειται στο γεγονός ότι η διπλή παρεµπόδιση και η παρεµπόδιση νιτροποίησης δεν παρουσίασαν µεταξύ τους στατιστικά σηµαντικές διαφορές κατά τις 2, 7, 14 και 22 ΗΑΕ.   ns c c c b bd d d c cb b bα a a a a0102030405060708090100 -1 2 7 14 22 31CO2 mg.24h.100g.25oC Ημέρες από την ΕφαρμογήU + NI U +UI U + NI +UI U M(α) 



 - 62 -    ∆ιάγραµµα 4.7.1. Μεταβολή έλκυσης διοξειδίου του άνθρακα του εδάφους (εξαιτίας των επεµβάσεων) σε διαφορετικές ΗΑΕ, (α) και (β) για το πρώτο και το δεύτερο πείραµα αντίστοιχα (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό).   4.8 Ποσοστό Οργανικής Ουσίας Εδάφους  Όπως φαίνεται στο ∆ιάγραµµα 6, οι µεγαλύτερες τιµές οργανικής ουσίας 91,83% κατά το πρώτο πείραµα και 91,17% κατά το δεύτερο σηµειώθηκαν αντίστοιχα στην επέµβαση της ουρίας µε παρεµποδιστή ουρεάσης, καθώς επίσης και 91,17% και για τα δύο πειράµατα στην επέµβαση της ουρίας µε διπλό παρεµποδιστή, ουρεάσης και νιτροποίησης. Ωστόσο οι µικρότερες τιµές σηµειώθηκαν στην επέµβαση της ουρίας 90,33% κατά το πρώτο και 90,67 κατά το δεύτερο πείραµα. Τόσο οι διαφορές µεταξύ των επεµβάσεων όσο και µεταξύ των πειραµάτων δεν κρίνονται στατιστικά σηµαντικές.  Πίνακας 4.8.1 Ποσοστό οργανικής ουσίας του εδάφους. Οι µέσοι σε κάθε στήλη που συµβολίζονται από διαφορετικά γράµµατα διαφέρουν σηµαντικά σε επίπεδο σηµαντικότητας (p= 0,005), σύµφωνα µε το LSD τεστ. 1ο Πείραµα Οξύτητα pH (%) U + NI 91,83 U + UI 90,50 ns d d c c bc c b bd d c c cb b ba a a a a0102030405060708090100 -1 2 7 14 22 31CO2 mg.24h.100g.25oC Ημέρες από την Εφαρμογή(α) (β) 



 - 63 -  U + NI +UI 91,17 U 90,33 M 90,83 2ο Πείραµα  U + NI 91,17 U + UI 90,67 U + NI +UI 91,17 U 90,67 M 90,67 Fλίπανση ns Fπείραµα ns Fλίπανση x πείραµα ns (‘ns’όχι στατιστικά σηµαντικό; *: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.05; **: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.01;***: στατιστικά σηµαντικό σε επίπεδο σηµαντικότητας p <0.001)    ∆ιάγραµµα 4.8.1 Επίδραση των διαφορετικών επεµβάσεων στο ποσοστό οργανικής ουσίας του εδάφους (‘ns’: όχι στατιστικά σηµαντικό).    ns ns ns ns ns89909192 U + NI U +UI U + NI +UI U MΟργανική Ουσία (%) 1 Πείραμα 2 Πείραμα



 - 64 -   5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ  Ο ρυθµός µεταβολής του βάρους των γαιοσκωλήκων αποτελεί δείκτη οικο-τοξικότητας της ουρίας (Xiao et al., 2004). Στην παρούσα µελέτη το µέσο βάρος των γαιοσκωλήκων σηµείωσε σηµαντική µείωση σε όλες τις επεµβάσεις εκτός από το µάρτυρα, εκεί όπου παρατηρήθηκε η µικρότερη µεταβολή σε συνάρτηση µε το χρόνο.  Η µεγαλύτερη µεταβολή βάρους παρατηρήθηκε στην επέµβαση της ουρίας καθώς και της ουρίας µε την προσθήκη του παρεµποδιστή νιτροποίησης. Παρόµοια αποτελέσµατα αναφέρθηκαν στο παρελθόν σε διάφορες έρευνες στις οποίες η χρήση αµµωνιακών λιπασµάτων, οδήγησε σε µείωση του βάρους των γαιοσκωλήκων (Ma et al., 1990; Edwards & Lofty 1982). Επιπλέον σε παρόµοιες µελέτες παρατηρήθηκε µείωση του βάρους εξαιτίας της προσθήκης διάφορων αγρο-χηµικών και τοξικών ουσιών όπως τα ζιζανιοκτόνα και το αλουµίνιο (Travlos et al., 2015; Bilalis et al., 2013).  Αξιοσηµείωτο είναι επίσης το γεγονός ότι η ουρία µε παρεµποδιστή ουρεάσης και µε διπλό παρεµποδιστή µέχρι και την 14η ηµέρα από την επέµβαση έχουν παρόµοια αποτελέσµατα µε το µάρτυρα. Ωστόσο την 22η ΗΑΕ ακολουθούν την πορεία της ουρίας, εξαιτίας της εξασθένισης της δράσης του παρεµποδιστή ουρεάσης. Τέλος, την 24η ΗΑΕ φαίνεται να έπαψε η δράση του παρεµποδιστή ουρεάσης. Γενικά αναφέρεται ότι η µείωση του πληθυσµού των γαιοσκωλήκων είναι συνυφασµένη µε την εφαρµογή χηµικών λιπασµάτων (Yang et al., 2007; Xiang et al., 2006). Στην παρούσα µελέτη, µέχρι και την 5η ΗΑΕ, το ποσοστό θνησιµότητας ήταν 0% και στα δύο πειράµατα. Τα αποτελέσµατα επιβεβαιώνουν την ευαισθησία των γαιοσκωλήκων στην αµµωνία, αφού µε την εξασθένηση του παρεµποδιστή ουρεάσης, σηµειώνονται αρνητικές επιπτώσεις στον πληθυσµό των γαιοσκωλήκων όπως και στο βάρος. Η αµµωνία θεωρείται ουσία καταστροφική για την επιβίωση και τη δραστηριότητα των γαιοσκωλήκων (Zisi et al. 2020). Τα κοπρολύµατα (casts) των γαιοσκωλήκων µέχρι και τη µέτρηση της 22ης ΗΑΕ δεν παρουσιάζουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ των επεµβάσεων. Οι µεγαλύτερες τιµές casts σηµειώνονται στις επεµβάσεις της ουρίας µε τη διπλή παρεµπόδιση. Σύµφωνα µε το ∆ιάγραµµα 5.1, τα περιττώµατα των γαιοσκωλήκων είναι αρνητικά συσχετισµένα µε τη µείωση του βάρους τους (r=-0,84, p<0,001).  



 - 65 -  Το ανταλλάξιµο ασβέστιο του εδάφους, σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης, επηρεάζεται στατιστικά σηµαντικά από τη λίπανση. Όπως έχει αναφερθεί και στην εισαγωγή, τα περιττώµατα των κοπρολυµάτων περιέχουν σηµαντική ποσότητα ασβεστίου, λόγω της ύπαρξης του ασβεστούχου αδένα στον οισοφάγο τους (Drake et al., 2007). Έτσι, η υψηλότερη τιµή ασβεστίου σηµειώθηκε στο µάρτυρα και στα δύο πειράµατα εκεί όπου σηµειώθηκε το µικρότερο ποσοστό θνησιµότητας καθώς και η µεγαλύτερη διάρκεια δραστηριότητας των γαιοσκωλήκων. Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης συµφωνούν µε αποτελέσµατα άλλων µελετών που αφορούν τους γαιοσκώληκες (Bilalis et al., 2013). Όπως είναι φανερό στο ∆ιάγραµµα 5.1, η µείωση του µέσου βάρους των γαιοσκωλήκων είναι αρνητικά συσχετισµένη µε την περιεκτικότητα του εδάφους σε ανταλλάξιµο ασβέστιο (r=-0,596, p<0,01). Ο παρεµποδιστής ουρεάσης εµποδίζει την υδρόλυση της ουρίας, που οφείλεται στα ένζυµα ουρεάσης, µε  αποτέλεσµα να καθυστερεί την αποικοδόµηση της αµµωνίας και της έκλυσης διοξειδίου του άνθρακα (CO2), για περίπου 12-20 ΗΑΕ (Zisi et al., 2020). Επιπλέον, σύµφωνα µε τους Jumadi et al. (2019), η µικροβιακή δραστηριότητα στο έδαφος, οδηγεί σε παραγωγή διοξειδίου του άνθρακα. Η δραστηριότητα των γαιοσκωλήκων στο έδαφος οδηγεί σε αύξηση του µικροβιακού φορτίου στο έδαφος και συνεπώς σε αύξηση της έκλυσης διοξειδίου του άνθρακα (Caravaca et al., 2005; Chapuis-Lardy et al., 2010; Speratti &Whalen 2008).   Από την άλλη, τα χηµικά λιπάσµατα λειτουργούν καταστροφικά ως προς το µεγαλύτερο ποσοστό των εδαφικών οργανισµών, µεταξύ των οποίων είναι και οι µικροβιακοί οργανισµοί. Έτσι στο παρόν πείραµα, εκτός του µάρτυρα, όλες οι επεµβάσεις οδήγησαν σε µείωση της έκλυσης διοξειδίου του άνθρακα που τη διαδέχτηκε αύξηση, γεγονός που αποτελεί συνέπεια κάποιας από τις διαφορετικές διαδικασίες που αναφέρθηκαν παραπάνω (ύπαρξη ή απουσία µικροβιακής δραστηριότητας, υδρόλυση). Η µείωση της ικανότητας ανταλλαγής κατιόντων (ΙΑΚ) σχετίζεται µε την εφαρµογή αµµωνιακών λιπασµάτων (Barak 2000). Στην παρούσα µελέτη η ΙΑΚ επηρεάστηκε σηµαντικά από την λίπανση, σηµειώνοντας τη µεγαλύτερη τιµή της στο µάρτυρα και έπειτα στην ουρία µε παρεµποδιστή ουρεάσης και στα δύο πειράµατα. Επίσης, όπως φαίνεται στο ∆ιάγραµµα 5.1, παρατηρήθηκε αρνητική συσχέτιση µε τη µείωση του βάρους των γαιοσκωλήκων (r=-0,438, p<0,05). Επιπρόσθετα, η λίπανση φαίνεται ότι επηρεάζει στατιστικά σηµαντικά και την οξύτητα (pH) του εδάφους, η οποία δεν σηµείωσε σηµαντικές διαφορές µεταξύ των πειραµάτων. Αξιοσηµείωτη είναι η αύξηση του pH σε όλες τις επεµβάσεις εκτός του µάρτυρα, στον οποίο 



 - 66 -  σηµειώθηκε σηµαντική µείωση. Το pH στο έδαφος όπου δεν δέχθηκε προσθήκη λιπάσµατος ήταν σχεδόν δύο µονάδες πιο όξινο από το pH των υπόλοιπων επεµβάσεων. Σύµφωνα µε τους Havlin et al. (2005), η υδρόλυση της ουρίας, προκαλεί προσωρινή αύξηση του pH, γεγονός που ευνοεί την εξαέρωσή της. Τέλος αναφορικά µε την οργανική ουσία του εδάφους, δεν φαίνεται να επηρεάστηκε σηµαντικά από τη λίπανση. Το έδαφος που χρησιµοποιήθηκε ήταν τύρφη, πλούσια σε οργανική ουσία. Επίσης το εκάστοτε πείραµα διήρκησε 24 ηµέρες µε συνέπεια να υπάρχει η δυνατότητα µακροχρόνιας δραστηριοποίησης των γαιοσκωλήκων ώστε να σηµειωθούν σηµαντικές διαφορές µεταξύ των επεµβάσεων, µε αποτέλεσµα να µην υπάρχουν σηµαντικές διαφορές µεταξύ των επεµβάσεων.  Ωστόσο στην ουρία, όπου παρατηρήθηκε θνησιµότητα νωρίτερα από τις υπόλοιπες επεµβάσεις, ως συνέπεια της συντοµότερης δραστηριότητας των γαιοσκωλήκων, ήταν η επανάληψη στην οποία σηµειώθηκαν οι χαµηλότερες τιµές οργανικής ουσίας του εδάφους. Γενικά, η δραστηριότητα των γαιοσκωλήκων οδηγεί σε αύξηση της οργανικής ουσίας του εδάφους, κυρίως µέσω της εναπόθεσης των κοπρολυµάτων, τα οποία είναι πλούσια σε οργανική ουσία, στο εδαφικό περιβάλλον στο οποίο δραστηριοποιούνται (Guggenberger et al., 1996). 



 - 67 -  Συσχετίσεις Μείωση µέσου βάρους γαιοσκωλήκων (%)Casts 22 ΗΑΕΑνταλλάξιµο Ασβέστιο (Ca) mg/kgΙκανότητα Ανταλλαγής Κατιόντων (ΙΑΚ) meq/100gΜεταβολή ∆ιοξειδίου του Ανθρακα (CO2 ) 22 ΗΑΕ (mg/100g/24h/25oC) r= -0,596 p<0,01r= -0,438  p<0,05r= -0,84 p<0,001 r= -0,34ns  p=0,06 ∆ιάγραµµα 5.1 ∆ιάγραµµα Συσχετίσεων µεταξύ της µείωσης του βάρους των γαιοσκωλήκων και των casts, του Ανταλλάξιµου Ασβεστίου, της Ικανότητας Ανταλλαγής Κατιόντων και της Μεταβολής του διοξειδίου του άνθρακα. 6. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ   Η ανάγκη προστασίας των γαιοσκωλήκων, γίνεται κατανοητή αν σκεφτεί κάνεις, την προσφορά τους στην ανθρωπότητα µέσω της βελτίωσης των εδαφικών παραµέτρων και συνεπώς τις ευεργετικές επιδράσεις τους στη γεωργία. Ωστόσο όπως οι περισσότεροι οργανισµοί του εδάφους παρουσιάζουν µεγάλη ευαισθησία µεταξύ άλλων στα αζωτούχα λιπάσµατα.  Τα νέου τύπου λιπάσµατα, µε παρεµποδιστές αζώτου (νιτροποίησης, ουρεάσης καθώς και ο συνδυασµός τους) είναι λιπάσµατα τα οποία παρουσιάζουν αύξηση των δεικτών αποδοτικότητας του αζώτου σύµφωνα µε έρευνες που έχουν γίνει σε διάφορες καλλιέργειες. Η παρούσα µελέτη σχεδιάστηκε µε σκοπό να µελετηθεί η επίδρασή τους σε οργανισµούς του 



 - 68 -  εδάφους, επιλέγοντας τους γαιοσκώληκες, εξαιτίας της σηµασίας τους για το έδαφος και της ιδιότητάς τους ως βιοδείκτες.  Σύµφωνα λοιπόν µε τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης, οι πιο θετικές επιδράσεις στην επιβίωση καθώς και τη δραστηριότητα του γαιοσκώληκα Octodrilus complanatus, σηµειωθήκαν στις επεµβάσεις της ουρίας µε την προσθήκη του παρεµποδιστή ουρεάσης καθώς και σε αυτή µε την προσθήκη του διπλού παρεµποδιστή. Από την άλλη η σκέτη ουρία είχε τις πιο αρνητικές επιδράσεις στα άτοµα των γαιοσκωλήκων. Ωστόσο η µελέτη αυτή αποτελεί την αρχή της ερευνάς της επίδρασης των λιπασµάτων νέου τύπου (παρεµποδιστών) σε οργανισµούς του εδάφους, αφού η µέχρι τώρα έρευνα αφορά τις επιδράσεις τους στα φυτά καθώς και την απόδοση αυτών.          7.  ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΕΣ  Akiyama H., Yan X., Yagi K. (2009). Evaluation of effectiveness of enhanced-efficiency fertilizers as mitigation options for N2O and NO emissions from agricultural soils: metaanalysis. Global Change Biology, 16:1837–1846. Doi:10.1111/j.1365-2486.2009.02031.x. Alonso-Ayuso M., Gabriel J.L., Quemada M. (2016). Nitrogen use efficiency and residual effect of fertilizers with nitrification inhibitors. European Journal of Agronomy, 80:1–8. doi:10.1016/j.eja.2016.06.008. Barak P. (2000). Long-term effects of nitrogen fertilizers onsoil acidity. In: Fertilizer aglime and pest management. Conference proceedings. Wisconsin. 223–229.  
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