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1. Περίληψη 
 
Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε συγκριτική μελέτη της βακτηριακής σύστασης 

και  ποικιλότητας  μεταξύ  βαθιών  θαλάσσιων  ιζημάτων  (βάθη:  4000  μέτρα),  τα  οποία 
συλλέχθηκαν από τον Ειρηνικό Ωκεανό (ALVIN, 4 δείγματα) και την Ανατολική Μεσόγειο (ΚΜ3 
net, 1  δείγμα).  Πρόκειται  για  την  πρώτη  προσπάθεια  σύγκρισης  βακτηριακών  βιοκοινωνιών 
μεγάλου βάθους των προαναφερθέντων θαλάσσιων οικοσυστημάτων, μεταξύ των οποίων δεν 
πραγματοποιείται  καμία  ανταλλαγή  υδάτινων  μαζών.  Στα  πλαίσια  της  μελέτης  αυτής, 
κλωνοποιήθηκαν  συνολικά  304  βακτηριακές  αλληλουχίες  του  συντηρημένου  γονιδίου  16S 
ριβοσωμικού  RNΑ,  οι  οποίες  και  χρησιμοποιήθηκαν  για  φυλογενετική  ανάλυση  και 
ταυτόχρονα  πραγματοποιήθηκε  η  ανάλυση  τριών  χημικών  παραμέτρων:  χλωροφύλλη  α, 
οργανικός άνθρακας και λόγος C/N. Διαπιστώθηκε ότι τα υπό μελέτη μικροπεριβάλλοντα του 
Ειρηνικού Ωκεανού ήταν μεσοτροφικά σε αντίθεση με αυτό της Ανατολικής Μεσογείου, που 
ήταν  ισχυρά ολιγοτροφικό,  ενώ βρέθηκε ότι  ο οργανικός άνθρακας  είναι ο παράγοντας που 
συνδέεται άμεσα με  την δομή  των βακτηριακών μικροκοινωνιών.  Επιπλέον,  διαπιστώθηκε η 
υψηλή βιοποικιλότητα και στα  πέντε μικροπεριβάλλοντα, με αυτό της Ανατολικής Μεσογείου 
να χαρακτηρίζεται από την υψηλότερη τιμή. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι 
η  σύνθεση  των  μικροβιακών  κοινωνιών  των  υπό  μελέτη  θαλασσίων  οικοσυστημάτων  δεν 
εμφανίζουν  σημαντικές  διαφορές,  καθιστώντας  την  πίεση  ως  τον  καθοριστικό  παράγοντα 
επιλογής  των  φυλογενετικών  βακτηριακών  ομάδων  που  δομούν  τις  εκάστοτε  μικροβιακές 
κοινωνίες  σε  βάθη  4000  μέτρων.  Σύμφωνα  με  την  φυλογενετική  ανάλυση,  οι  κλώνοι  του 
γονιδίου  του  16S  ριβοσωμικού  RNA  ταξινομήθηκαν  στις  ακόλουθες  φυλογενετικές  ομάδες: 
Acidobacteria,  Actinobacteria,  Planctomycetes,  Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria, 
Gammaproteobacteria,  Deltaproteobacteria,  Nitrospirae,  Chloroflexi,  Veruccomicrobia, 
Bacteroidetes  και  ΟΡ11  (υποψήφια  ταξινομική  ομάδα).  Επιπρόσθετα,  το  ποσοστό  των 
βακτηριακών αλληλουχιών που δεν ταξινομήθηκε σε καμία γνωστή φυλογενετική ομάδα, ήταν 
ιδιαίτερα υψηλό και για τις πέντε βακτηριακές βιοκοινωνίες. Οι υψηλές τιμές βιοιποικιλότητας 
και  το  μεγάλο  ποσοστό  των  ‘άγνωστων’  αλληλουχιών  του  γονιδίου  16S  ριβοσωμικού  RNA 
αποτελούν σαφή ένδειξη μικροπεριβαλλόντων ιδιαίτερης σημασίας  (‘hot spot’), καθιστώντας 
αναγκαία την περαιτέρω διερεύνηση τους.   
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2. Εισαγωγικά στοιχεία 
 
2.1 Γενικά  
Τα βακτήρια χαρακτηρίζονται από εκπληκτική ποικιλότητα και αφθονία, παρά το γεγονός 

ότι πρόκειται για μονοκύτταρους οργανισμούς με το μέγεθός τους να μην ποικίλει ιδιαίτερα. 
Πράγματι, έχουν εντοπιστεί βακτήρια πολλών διαφορετικών ταξινομικών ομάδων με ποικίλες 
εν δυνάμει φαινοτυπικές ιδιότητες, φυσιολογικές δραστηριότητες και οικολογικές λειτουργίες. 
Ο προσδιορισμός των σχέσεων μεταξύ των βακτηριακών κοινωνιών και των περιβαλλοντικών 
παραμέτρων  έχει  ιδιαίτερη  σημασία  για  την  αποσαφήνιση  του  ρόλου  των  βακτηρίων  στον 
κύκλο του άνθρακα και των λοιπών θρεπτικών συστατικών (βλ. Delong et al. 2006, Gallagher et 
al.,  2004,  Lopez‐Garcıa  et  al.,  2001,  Garcıa‐Martınez  et  al.,  2002  και  Sogin  et  al.,  2006). 
Επιπλέον, τα βακτήρια χαρακτηρίζονται από εκπληκτική αφθονία με τον συνολικό αριθμό των 
ζώντων προκαρυωτικών κυττάρων να έχει εκτιμηθεί γύρω στα 4 – 6 x 1030, από τα οποία τα 1.2 
x 1029 δραστηριοποιούνται στον ωκεανό, τα 2.6 x 1029 στο έδαφος και τα 0.25 – 2.4 x 1030 στα 
υποεπιφανειακά  εδάφη  και  ιζήματα  (Whitman  et  al.,  1998).  Ταυτόχρονα,  τα  βακτήρια 
θεωρούνται κοσμοπολίτικοι οργανισμοί, οι οποίοι έχουν καταφέρει να αποικίσουν ακόμη και 
τα πιο ακραία περιβάλλοντα, όπως τις υδροθερμικές πηγές, χαρακτηριστικά περιβάλλοντα με 
θερμοκρασίες  που  προσεγγίζουν  τους  300oC  (Brock, 1978),  όξινα  περιβάλλοντα  με  τιμές  ρΗ 
κοντά  στο  μηδέν  (Baker  and  Banfield,  2003),  λεκάνες  υψηλής  αλατότητας  καθώς  και  τους 
πάγους του Ανταρκτικού Ωκεανού  (Christner et al., 2001). Στην πραγματικότητα, τα βακτήρια 
είναι  αυτά  που  καθορίζουν  τα  περιβαλλοντικά  όρια  της  ζωής  (Horner‐Devine  et  al.,  2003). 
Χαρακτηριστικό  παράδειγμα  αποτελεί  το  βακτηριακό  είδος  Thermus  aquaticus,  που 
χρησιμοποιήθηκε ως πηγή προέλευσης της διαδεδομένης πολυμεράσης Taq, η ανακάλυψη της 
οποίας  αποτέλεσε  σταθμό  για  την  ανάπτυξη  της  σύγχρονης  μοριακής  βιολογίας.  Το 
συγκεκριμένο  βακτήριο  έχει  βέλτιστη  θερμοκρασία  ανάπτυξης  μεταξύ  70  –  79oC,  συνθήκες 
απαγορευτικές για σχεδόν όλους τους φυτικούς και  ζωικούς οργανισμούς  (Brock and Freeze, 
1969).  

Ο  συνδυασμός  των  παραπάνω  ιδιοτήτων  (μεγάλη  πληθυσμιακή  αφθονία,  μεταβολικές 
ικανότητες  και  η  κοσμοπολίτικη  παρουσία  τους  στα  διάφορα  περιβάλλοντα)  καθιστά  τους 
βακτηριακούς  οργανισμούς  ως  αναπόσπαστο  κομμάτι  των  παγκόσμιων  βιολογικών 
διαδικασιών  συμπεριλαμβανομένου  της  αποσύνθεσης  των  οργανικών  συστατικών  του 
εδάφους,  του  εμπλουτισμού  της  ατμόσφαιρας  με  οργανικά  και  ανόργανα  συστατικά,  του 
εμπλουτισμού  των  ωκεανών  με  αζωτούχα  συστατικά  από  την  ατμόσφαιρα,  καθώς  και  της 
φωτοσύνθεσης  (McInerney  et  al.,  2002).  Συνεπώς,  η  αποσαφήνιση  της  βακτηριακής 
ποικιλότητας  στα  διάφορα  περιβάλλοντα  αποτελεί  την  βάση  για  τα  επιστημονικά  πεδία  της 
οικολογίας  και  βιοτεχνολογίας  με  σημαντικές  εφαρμογές  τόσο  στις  διαδικασίες 
βιοεπαναφοράς  ρυπασμένων  περιοχών  όσο  και  στην  ανακάλυψη  καινούριων  βιοχημικών 
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ουσιών και μεταβολικών προϊόντων για ιατρικούς και βιομηχανικούς σκοπούς (Horner‐Devine 
et al., 2003). 

 

2.2 Μοριακές τεχνικές στην μικροβιακή οικολογία  
Μέχρι πρόσφατα, ο κλασικός τρόπος προσδιορισμού της βακτηριακής ποικιλότητας ήταν η 

χρονοβόρα διαδικασία των καλλιεργειών σε εργαστηριακές συνθήκες. Παρά το γεγονός ότι η 
καλλιέργεια  των  βακτηρίων  αποσαφηνίζει  πλήρως  τις  μεταβολικές  διεργασίες  των 
μικροοργανισμών  (Knoblauch et al., 1999), η εφαρμοσιμότητά της είναι περιορισμένη καθώς 
το  μεγαλύτερο  μέρος  των  μικροκοινωνιών  (>99%)  στα  φυσικά  περιβάλλοντα  δεν  μπορεί  να 
καλλιεργηθεί, καθιστώντας αδύνατη την εκτίμηση της πραγματικής σύστασης και ποικιλότητας 
των βακτηριακών κοινωνιών (Ringelberg et al., 1997). Ταυτόχρονα, τα καλλιεργημένα στελέχη 
αποτελούν ένα ελάχιστο κομμάτι της υπάρχουσας βιοποικιλότητας  (Amann et al., 1995). Από 
τις αρχές της δεκαετίας του ‘90, η εισαγωγή των μοριακών τεχνικών αποτέλεσε το πιο χρήσιμο 
εργαλείο,  το  οποίο  έδωσε  την  δυνατότητα  στους  ερευνητές  να  μελετήσουν  το  μη 
καλλιεργήσιμο ποσοστό των βακτηρίων (Fry, 2000).   

Πρώτοι  οι  Zuckerkandl  και Pauling  (1965)  διατύπωσαν  την  άποψη  ότι  από  την  σύγκριση 
των πρωτοταγών δομών των μακρομορίων μπορούν να προκύψουν πληροφορίες σχετικά με 
τις  φυλογενετικές  σχέσεις  των  οργανισμών.  Προφανώς,  κάτι  τέτοιο  ήταν  εφικτό  με  την 
εφαρμογή  και  βελτίωση  των  μοριακών  τεχνικών  αλληλούχισης.  Τα  πρώτα  μόρια  που 
αναλύθηκαν  για  αυτό  το  σκοπό,  ήταν  τα  κυτοχρώματα  και  οι  φερρεδοξίνες  (Fitch  and 
Margoliash, 1967). Λίγο αργότερα, αποδείκτηκε ότι η αλληλουχία της μικρής υπομονάδας του 
ριβοσωμικού RNA (small subunit rRNA, SSU rRNA) θα μπορούσε να αποτελέσει ένα παγκόσμιο 
φυλογενετικό δείκτη (Fox et al., 1977), εκπληρώνοντας αποτελεσματικότερα τις προϋποθέσεις 
αυτές σε σχέση με τα περισσότερα μέχρι στιγμής αντίστοιχα περιγραφέντα μόρια. Πράγματι, 
το γονίδιο του ριβοσωμικού RNA πλεονεκτεί για τους εξής λόγους: 1. Βρίσκεται σε όλους τους 
οργανισμούς, 2. Έχει συντηρημένες αλληλουχίες που επιτρέπουν τον σχεδιασμό κατάλληλων 
εκκινητών,  3.  Περιέχει  σημαντικό  ποσό  νουκλεοτιδικής  αλληλουχίας  κατάλληλο  για 
φυλογενετικές  αναλύσεις,  4.  Αποτελεί  ένα  σημαντικό  κυτταρικό  συστατικό,  γεγονός  που 
διευκολύνει την ανίχνευσή του (Muyzer, 1998). Η παρουσία των συντηρημένων αλλά και πολύ 
μεταβλητών  περιοχών  στο  συγκεκριμένο  γονίδιο  είναι  αποτέλεσμα  των  διαφορετικών 
λειτουργικών επιλεκτικών πιέσεων που δρουν στα ανεξάρτητα δομικά συστατικά. Ο ποικίλος 
αυτός  βαθμός  της  συντήρησης  των  αλληλουχιών  είναι  που  επιτρέπει  τον  προσδιορισμό  της 
φυλογένεσης για ένα μεγάλο εύρος σχέσεων που μπορεί να προσεγγίσει και το επίπεδο του 
‘είδους’ (Lundwig and Klenk, 2001).             

Το  1987,  προτάθηκε  για  πρώτη  φορά  το  σύστημα  φυλογενετικής  ταξινόμησης  για  τους 
προκαρυωτικούς  οργανισμούς,  το  οποίο  και  στηρίζεται  στην  νουκλεοτιδική  αλληλουχία  της 
μικρής υπομονάδας του ριβοσωμικού RNA  (Woese et al., 1987).  Σύμφωνα με τον Woese  και 
τους  συνεργάτες  (1987),  το  γονίδιο  του  16S  rRNA  θα  μπορούσε  να  χρησιμοποιηθεί  για  την 
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συγκριτική  φυλογενετική  ανάλυση  τόσο  μεταξύ  διαφορετικών  ειδών,  όσο  και  μεταξύ 
προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών οργανισμών. Το σύστημα αυτό αποτέλεσε ένα νέο μοντέλο 
εκτίμησης της συγγένειας μεταξύ οιονδήποτε ειδών με βάση τους κοινούς προγόνους και την 
εξέλιξή τους. Στην Εικόνα 1 παρουσιάζεται το Παγκόσμιο Φυλογενετικό Δέντρο  (Woese et al., 
1990),  όπου  σε  αντίθεση  με  την  μέχρι  πρότινος  ταξινόμηση  της  κυτταρικής  ζωής  σε  πέντε 
βασίλεια  (Προκαρυώτες, Πρώτιστα, Μύκητες, Φυτά και Ζώα; Whittaker, 1959), περιλαμβάνει 
τρεις κύριες φυλογενετικές ομάδες (domains).  

 

 
Εικόνα 1. Παγκόσμιο Φυλογενετικό Δέντρο όπως αυτό προτάθηκε για πρώτη φορά από τους Woese et al (1990; 
Τροποποίηση από McInerney et al, 2002) 

Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 1, τα πεδία του Παγκόσμιου Φυλογενετικού Δέντρου είναι 
τα  Βακτήρια  (μέχρι  πρόσφατα  γνωστά  ως  ευβακτήρια),  τα  Αρχαία  (γνωστά  και  ως 
αρχαιοβακτήρια) και τα Ευκάρυα.   Τα Βακτήρια και τα Αρχαία αποτελούσαν, σύμφωνα με το 
παλαιότερο  ταξινομικό  σύστημα,  το  βασίλειο  των  Προκαρυωτών,  ενώ  τα  Ευκάρυα 
περιλαμβάνουν  τους  οργανισμούς  των  υπόλοιπων  τεσσάρων  βασίλειων  του  συστημάτος 
αυτού.  Στο  σημείο  αυτό  αξίζει  να  τονιστεί  το  γεγονός  ότι  είναι  η  πρώτη  φορά  που  οι 
προκαρυωτικοί οργανισμοί αποκτούν παγιωμένη θέση στο δέντρο της Ζωής. Επιπρόσθετα, με 
την αξιοποίηση του Παγκόσμιου Φυλογενετικού Δέντρου είναι πλέον δυνατή η σύγκριση της 
γενετικής  ποικιλότητας  μεταξύ  κάθε  είδους  κυτταρικής  ζωής  και  η  αποσαφήνιση  του 
πραγματικού  εύρους  της  προκαρυωτικής  βιοποικιλότητας.  Ταυτόχρονα,  παρέχεται  η 
δυνατότητα  για  περαιτέρω  διερεύνηση  του  ρόλου  και  της  επίδρασης  των  προκαρυωτικών 
οργανισμών όσον αφορά στην εξέλιξη και στην ποικιλότητα της ζωής πάνω στην Γη (McInerney 
et al., 2002).  

Σύμφωνα με τον Amann και τους συνεργάτες του (1995), κατά την φυλογενετική ανάλυση 
του  γονιδίου  του  ριβοσωμικού  RNA  προκύπτουν  δύο  σημαντικά  εμπόδια,  τα  οποία  και 
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αφορούν  στον  σχηματισμό  χιμαιρικών  μορίων  ριβοσωμικού  DNA  και  στην  ανάκτηση 
αλληλουχιών  rRNA  από  οργανισμούς  με  περιορισμένη  αφθονία  στο  δείγμα.  Στην  πρώτη 
περίπτωση,  τα  χιμαιρικά  μόρια  προκύπτουν  από  τον  συνδυασμό  τμημάτων  νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας  διαφορετικών  γονιδίων  κατά  την  διάρκεια  του  πολλαπλασιασμού  τους  με  την 
Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης  (ή PCR).  Οι  παράγοντες  που  ενισχύουν  την  πιθανότητα 
σχηματισμού  μίας  χίμαιρας  είναι  καταρχήν  η  διαθεσιμότητα  τμημάτων  αλληλουχιών  DNA 
περιορισμένου  μήκους  είτε  σε  δείγματα  προετοιμασίας  χαμηλού  μοριακού  βάρους 
γονιδιωμάτων DNA  είτε σε δείγματα που έχουν προκύψει μετά από  τον πρώιμο  τερματισμό 
της επιμήκυνσής τους κατά την PCR. Επίσης, χιμαιρικά μόρια μπορούν να παραχθούν από τον 
συνδυασμό δύο μονόκλωνων μορίων DNA διαφορετικού βακτηριακού γονιδιώματος, μετά το 
στάδιο  της  αποδιάταξης    με  την  ανάπτυξη  δεσμών  υδρογόνου  μεταξύ  πολύ  συντηρημένων 
περιοχών  των  κλώνων.  Και  στις  δύο  περιπτώσεις,  την  δημιουργία  ενός  χιμαιρικού  μορίου 
διαδέχεται ο πολλαπλασιασμός  του με  την  ίδια αποδοτικότητα με αυτήν  των μη  χιμαιρικών 
μορίων.  Εάν  η  παρουσία  τους  δεν  γίνει  αντιληπτή,  τότε  οδηγούμαστε  σε  λανθασμένα 
συμπεράσματα  σχετικά  με  την  εκτίμηση  της  βιοποικιλότητας  του  δείγματος,  η  οποία  πιο 
συγκεκριμένα προκύπτει  υψηλότερη από  την πραγματική  της  τιμή.  Έτσι,  ο  εντοπισμός  και  η 
απομάκρυνσή τους είναι απαραίτητη. Πράγματι, τα χιμαιρικά μόρια μπορούν να εντοπιστούν 
με  τους εξής  τρόπους: α)διαμέσου  του λογισμικού προγράμματος Chimera check  (Mischigan 
University,  Larsen  et  al.,  1993),  β)  διαμέσου  του  ελέγχου  της  συμπληρωματικότητας  των 
ελίκων τους και γ) με την συγκριτική ανάλυση των αλληλουχιών των διαφορετικών τμημάτων 
τους  με  άλλες  αλληλουχίες  rDNA  του  δείγματος  (Liesack  et  al.,  1991).  Όσον  αφορά  στις 
αλληλουχίες  ριβοσωμικού DNA  των  βακτηρίων  με  περιορισμένη  πληθυσμιακή  αφθονία  στο 
δείγμα  (πχ  λιγότερο  από  μία  αλληλουχία  στις  1000  συνολικά  βακτηριακές  αλληλουχίες),  η 
δυσκολία  στην  ανάκτησή  τους  είναι  γεγονός,  εάν  ληφθεί  υπόψη  ότι  κάθε  γονιδιωματική 
βιβλιοθήκη διαθέτει μόλις μερικές δεκάδες κλώνων. Το πλήθος αυτό μπορεί να αυξηθεί στις 
μερικές  εκατοντάδες  ή  ακόμη  και  χιλιάδες  με  την  χρήση  ολιγονουκλεοτιδικών  ανιχνευτών 
εξειδικευμένων για ήδη μελετημένους κλώνους στην PCR. Τα συγκεκριμένα ολιγονουκλεοτίδια 
μπορούν περαιτέρω να χρησιμοποιηθούν και σαν εξειδικευμένοι εκκινητές στην PCR  για  τον 
πολλαπλασιασμό rDNA συγκεκριμένων μικροοργανισμών (Amann et al., 1992), αλλά και  μέσω 
του  Πολυμορφισμού  Περιορισμένων  Τμηματικών  Αποστάσεων  (RFLP),  όπου  με  τον 
ηλεκτροφορητικό διαχωρισμό των προϊόντων της PCR υπάρχει η δυνατότητα απομόνωσης των 
λιγότερο άφθονων αλληλουχιών (Muyzer et al., 1993).  

Η  χρήση  των  βιβλιοθηκών  κλώνων  16S  rDNA  για  την  εκτίμηση  της  δομής  και  της 
βιοποικιλότητας  μίας  βακτηριακής  κοινωνίας  είναι  ευρέως  διαδεδομένη  (Bowman  and 
McGuaig, 2003). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι τα περισσότερα βακτηριακά 
είδη  είναι  γνωστά  εξαιτίας  της  αλληλούχισης  ενός  μόνο  γονιδίου  (συνήθως  αυτό  του  16S 
rDNA),  ενώ  κάποια  από  αυτά  αντιπροσωπεύουν  άγνωστες  μέχρι  στιγμής  φυλογενετικές 
ομάδες  (Cohan,  2006).  Με  την  χρήση  των  μοριακών  τεχνικών  ανακαλύφθηκε  ένας  μεγάλος 
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αριθμός  καινούριων  φύλων.  Πράγματι,  στην  δεκαετία  του  ’90  είχαν  περιγραφεί  μόλις  δέκα 
φύλα  βακτηρίων,  ενώ  μέχρι  σήμερα  με  την  χρήση  των  μοριακών  τεχνικών,  τα  φύλα  αυτά 
αγγίζουν  τα  σαράντα  (Fry,  2000).  Τα  δεκατρία  από  τα  σαράντα  φύλα  δεν  έχουν  κανένα 
καλλιεργημένο  αντιπρόσωπο  (Fry,  2000).  Στην  Εικόνα  2,  παρουσιάζεται  το  βακτηριακό 
φυλογενετικό δέντρο με όλα τα γνωστά μέχρι σήμερα βακτηριακά φύλα.  

 

 

Εικόνα 2. Φυλογενετικό δέντρο των γνωστών μέχρι σήμερα βακτηριακών φύλων (Fry, 2000). 

Κάθε  κλαδί  του  δέντρου  αντιστοιχεί  και  σε  ένα  βακτηριακό  φύλο  με  το  πάχος  του  να 
εκφράζει την βιοποικιλότητα του φύλου αυτού. Στην περίπτωση που το κλαδί είναι  ‘κενό’, το 
φύλο δεν  εκπροσωπείται από  κάποιο  καλλιεργημένο στέλεχος,  σε αντίθεση με  τα υπόλοιπα 
κλαδιά, τα οποία και αντιστοιχούν σε φύλα με καλλιεργημένα και μη βακτηριακά στελέχη (Fry, 
2000). 
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Η ευθυγράμμιση των πρωτοταγών δομών του γονιδίου του ριβοσωμικού RNA αποτελεί το 
κρίσιμο  σημείο  στις  φυλογενετικές  αναλύσεις  που  στηρίζονται  στην  σύγκριση  των 
αλληλουχιών,  αφού  τα  φυλογενετικά  συμπεράσματα  προκύπτουν  από  την  παρουσία  ή  μη 
σημειακών  αλλαγών  σε  σχέση  με  τον  κοινό  πρόγονο.  Υπάρχουν  δύο  βάσεις  δεδομένων 
ευθυγραμμισμένων αλληλουχιών με  την βοήθεια  των οποίων μπορούν  να ευθυγραμμιστούν 
νέες  αλληλουχίες  του  γονιδίου  του  16S  rRNA.  Αυτές  περιλαμβάνονται  στα  φυλογενετικά 
προγράμματα “Ribosomal Database Project” (Cole et al., 2008) και το “ARB Project” (Lundwig 
et al., 2004). 

Το  φυλογενετικό  πακέτο  του  προγράμματος  ARB  διαθέτει  εργαλεία  για  αυτόματη 
ευθυγράμμιση,  έλεγχο δευτεροταγούς δομής,  έλεγχο εμπιστοσύνης και  ταυτόχρονα, παρέχει 
την  δυνατότητα  εισαγωγής  νέων  δεδομένων.  Η  διεξαγωγή  συμπερασμάτων  για  τις 
φυλογενετικές  σχέσεις  στηρίζεται  στο  πλήθος  και  στον  χαρακτήρα  των  σημειακών 
διαφοροποιήσεων  μεταξύ  των  ευθυγραμμισμένων  αλληλουχιών.  Η  επεξεργασία  των 
δεδομένων  αυτών  πραγματοποιείται  με  αλγορίθμους  δέντρων,  από  τους  οποίους  οι 
περισσότεροι  στηρίζονται  σε  εξελικτικά  μοντέλα.  Οι  τρεις  πιο  διαδεδομένες  μέθοδοι 
κατασκευής δέντρων  (treeing methods)  είναι η μήτρα απόστασης  (distance matrix),  η μήτρα 
μέγιστης φειδωλότητας  (maximum parsimony)  και η μήτρα μέγιστης πιθανότητας  (maximum 
likelihood). Με τις μεθόδους αυτές επιλέγονται τα δέντρα εκείνα, με τα οποία μεγιστοποιείται 
η  αρμονία  μεταξύ  τοπολογίας  και  μήκους  των  κλάδων  με  τα  εκάστοτε  δεδομένα,  σύμφωνα 
πάντα με τα κριτήρια του δοθέντος εξελικτικού μοντέλου (Lundwig and Klenk, 2001). 

Από  όλα  τα  παραπάνω  γίνεται  εύκολα  αντιληπτό  ότι  η  μέθοδος  ανάλυσης  βιβλιοθηκών 
κλώνων είναι μία πολύ σημαντική και ευρέως διαδεδομένη τεχνική που βασίζεται κυρίως στην 
ανάγνωση  του  γονιδίου  του  16S  ριβοσωμικού  RNA.  Όμως,  εξίσου  διαδεδομένες  τεχνικές 
γενετικής  αποτύπωσης  (fingerprinting)  είναι  η  μέθοδος  του  ‘Ακραίου  Πολυμορφισμού 
Περιορισμένων  Τμηματικών  Αποστάσεων’  (Terminal‐Restriction  Fragment  Length 
Polimorphism; T‐RFLP) και η μέθοδος της ‘Πηκτής Ηλεκτροφόρησης Βαθμιδωτής Αποδιάταξης’ 
(Denaturating  Gradient  Gel  Electroforesis,  DGGE).  Πολύ  συχνά,  οι  δύο  αυτές  τεχνικές 
χρησιμοποιούνται  σε  συνδυασμό  με  την  ανάλυση  βιβλιοθηκών  16S  rDNA  κλώνων  με  σκοπό 
την επαλήθευση των αποτελεσμάτων (βλ. Powell et al., 2003). 

Η  τεχνική  του  ‘Ακραίου  Πολυμορφισμού  Περιορισμένων  Τμηματικών  Αποστάσεων’ 
είναι  μία  διαδεδομένη  μοριακή  τεχνική  γενετικής  αποτύπωσης,  με  την  οποία  είναι  δυνατή 
τόσο η εκτίμηση της βιοποικιλότητας πολύπλοκων βακτηριακών κοινωνιών όσο και η γρήγορη 
σύγκριση της σύστασης και βιοποικιλότητας μικροβιακών κοινωνιών που δραστηριοποιούνται 
σε διαφορετικά περιβάλλοντα  (Liu et al., 1997). Η  τεχνική αυτή  έχει  χρησιμοποιηθεί  για  την 
εκτίμηση  της  ποικιλότητας  και  δομής  πολύπλοκων  βακτηριακών  κοινωνιών  σε  ποικίλα 
περιβάλλοντα  (βλ.  Clement  et  al.,  1998,  Dunbar  et  al.,  2000,  Gonzalez  et  al.,  2000  όπως 
αναφέρονται από τον Sakamoto et al., 2003). 
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 Η τεχνική T‐RFLP στηρίζεται στην διαδικασία σήμανσης με φθορίζουσα ουσία του ενός 
από το ζεύγος εκκινητών που έχουν σχεδιαστεί για την απομόνωση συγκεκριμένων γονιδίων 
(πχ.  16S  rDNA)  και  τον  περαιτέρω  πολλαπλασιασμό  τους  με  PCR.  Το  απομονωμένο  πλέον 
γονίδιο  πέπτεται  με  μία  ή  περισσότερες  περιοριστικές  ενδονουκλεάσες  με  τα  παραχθέντα 
γονιδιακά τμήματα T‐RFs να διαχωρίζονται με την χρήση ενός αυτόματου αναλυτή DNA. Στην 
Εικόνα  3  παρουσιάζεται  ένα  γράφημα  κατανομής  δεδομένων  T‐RFLP  του  γονιδίου  του  16S 
ριβοσωμικού RNA με την χρήση του περιοριστικού ενζύμου Hha I.   
  

 
Εικόνα 3. Χαρακτηριστικό πρότυπο κατανομής δεδομένων T‐RFLP    του γονιδίου 16S crDNA με την χρήση του περιοριστικού 
ενζύμου Hha I (Τροποποίηση από Inagaki et al., 2002) 

  Η ποικιλότητα μίας μικροβιακής κοινωνίας υπολογίζεται μέσω ανάλυσης του πλήθους 
και  του  ύψους  των  κορυφών  των  TRFs.  Ο  Inagaki  και  συνεργάτες  (2002)  εφάρμοσαν  την 
τεχνική T‐RFLP σε συνδυασμό με την κατασκευή βιβλιοθηκών 16S rDNA για να μελετήσουν την 
βακτηριακή ποικιλότητα σε ποικίλες ζωνώσεις  (2‐4 cm, 8‐10 cm, 14‐16 cm)  ιζημάτων βάθους 
5343 μέτρων που συλλέχθηκαν από μία ψυχρή λεκάνη στην Ιαπωνική Τάφρο (Japan Trench). 
Σύμφωνα  με  την  Εικόνα  3,  εντοπίστηκαν  22  διαφορετικές  γενετικές  αλληλουχίες  ως 
αποτέλεσμα πέψης του 16S rDNA με το περιοριστικό ένζυμο Hha  I. Ο  Inagaki και συνεργάτες 
(2002) αναφέρουν χαρακτηριστικά ότι οι κορυφές 4 και 5 αντιστοιχούν σε 16S rDNA κλώνους 
των  Deltaproteobacteria  και  οι  κορυφές  14,  15  και  16  σε  16S  rDNA  κλώνους  των 
Epsilonproteobacteria.  Επιπλέον,  διαπίστωσαν  ότι  η  αφθονία  των  πληθυσμών  των 
Deltaproteobacteria  μειώνεται  ενώ  αυτή  των  Epsilonproteobacteria  αυξάνεται,  καθώς 
αυξάνεται  το  βάθος  των  ζωνώσεων  του  υπό  μελέτη  δείγματος  ιζήματος,  αφού  αντίστοιχα 
μειώνεται και αυξάνεται και η ένταση φθορισμού των κορυφών τους.       

Η  μέθοδος  της  ‘Πηκτής Ηλεκτροφόρησης  Βαθμιδωτής  Αποδιάταξης’  (DGGE)  αποτελεί 
μία ιδιαίτερα διαδεδομένη τεχνική για την μικροβιακή οικολογία (Snape et al., 2001), η οποία 
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στηρίζεται  στον  ηλεκτροφορητικό  διαχωρισμό  ενός  μείγματος  16S  rDNA  τμημάτων  με 
διαφορετικές  αλληλουχίες.  Στην  Εικόνα  4  απεικονίζεται  ένα  αρνητικό  είδωλο  μίας  πηκτής 
ηλεκτροφόρησης DGGE, η οποία χρησιμοποιήθηκε για τον διαχωρισμό 16S rDNA αλληλουχιών 
εννέα  δειγμάτων  ιζημάτων  που  προέρχονται  από  ρυπασμένες  και  μη  ρηχές  περιοχές  του 
Ατλαντικού Ωκεανού (Powell et al., 2003). 

 

 
Εικόνα 4. Αρνητικό είδωλο φωτογραφίας πηκτής DGGE, η οποία χρησιμοποιήθηκε για τον διαχωρισμό 16S rDNA αλληλουχιών 
εννέα δειγμάτων  ιζήματος. Στις δύο εξωτερικές στήλες έχουν φορτωθεί πρότυπα σύγκρισης  (standard control, Powell et al., 
2003). 

  Κάθε δείγμα έχει το δικό του μοτίβο ζωνών, όπως αυτές έχουν διαχωριστεί στην πηκτή 
ηλεκτροφόρησης. Θεωρητικά, κάθε ζώνη αντιπροσωπεύει μία μοναδική 16S rDNA αλληλουχία 
και  κατ’επέκταση  ένα  είδος  και  οι  διαφορές  στο  μοτίβο  των  ζωνών  αντανακλούν  διαφορές 
στην σύσταση της μικροβιακής κοινωνίας  (Powell et al., 2003). Οι 16S rDNA αλληλουχίες που 
έχουν διαχωριστεί με την μορφή ζωνών μέσω της τεχνικής DGGE, μπορούν να απομονωθούν 
από την πηκτή με σκοπό την περαιτέρω αλληλούχισή τους και ταυτοποίηση του είδους τους. 
Έτσι,  μπορούν  να  αντληθούν  πληροφορίες  σχετικά  με  την  κατανομή  των  ειδών  και  πιθανές 
βιοχημικές διαδικασίες που λαμβάνουν χώρα στο υπό μελέτη δείγμα ιζήματος  (Powell et al., 
2003).  Βέβαια,  είναι  δυνατόν  διαφορετικές  αλληλουχίες  να  σχηματίσουν  μία  τέτοια  ζώνη 
(Buchholz‐Cleven et al, 1997),  όπως  και 16S  rDNA  αλληλουχίες  ενός  είδους  να  σχηματίσουν 
περισσότερες  από  μία  ζώνες  (Nubel  et  al.,  1996).  Επιπρόσθετα,  ο  τρόπος  συλλογής  και 
χειρισμού των δειγμάτων, οι μέθοδοι εκχύλισης DNA καθώς και οι εν δυνάμει μεθοδολογικοί 
περιορισμοί της PCR μπορούν να επηρεάσουν τον διαχωρισμό των 16S rDNA αλληλουχιών του 
εκάστοτε δείγματος (Powell et al., 2003).  

Μέχρι σήμερα,  έχουν εφαρμοστεί διάφορες προσεγγίσεις με  τις οποίες  τα μοτίβα  ζωνών 
στην  πηκτή  DGGE  μετασχηματίζονται  σε  ποσοτικά  δεδομένα.  Σε  μερικές  περιπτώσεις,  οι 
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αναλύσεις στηρίζονται στην θέση και στην ένταση των ζωνών  (Roling et al., 2000, Schauer et 
al.,  2000),  ενώ  οι  DGGE  πηκτές  έχουν  χρησιμοποιηθεί  σαν  μήτρα  παρουσίας/απουσίας 
(presence/absence matrix;  Van  Hannen  et  al.,  1999).  Πρόσφατα,  χρησιμοποιήθηκαν  και  οι 
γραφικές  μέθοδοι  (πχ.  ανάλυση  κατάταξης),  με  τις  οποίες  τα  αποτελέσματα  απεικονίζονται 
γραφικά  με  βάση  τον  βαθμό  ομοιότητάς  τους  διευκολύνοντας,  έτσι,  την  ερμηνεία  τους 
(Moeseneder et al., 1999). 

Ο προσδιορισμός της δομής της μικροβιακής κοινωνίας in situ και ειδικά σε περιβάλλοντα 
όπου  επικρατούν  ακραίες  συνθήκες  (πχ.  ανοξικές  λεκάνες  υψηλής  αλατότητας)  αποτελεί 
μεγάλη πρόκληση στο χώρο της μικροβιακής οικολογίας λόγω των δυσκολιών στη διαδικασία 
απομόνωσης  και  καταμέτρησης  των  βακτηρίων  (Rajendran  et  al.,  1993).  Για  την  αποφυγή 
τέτοιων προβλημάτων,  εκτός από  την ανάλυση  του  γονιδίου  του 16S  rRNA,  έχει αναπτυχθεί 
επίσης η ανάλυση των χημικών συστατικών των βακτηρίων. Οι πιο χρήσιμοι τέτοιοι βιολογικοί 
δείκτες  είναι  τα  μεμβρανικά  λιπίδια  και  τα  συγγενικά  τους  λιπαρά  οξέα,  καθώς  αποτελούν 
θεμελιώδες συστατικό κάθε ζωντανού κυττάρου και ταυτόχρονα χαρακτηρίζονται από υψηλή 
δομική ποικιλότητα και βιολογική (λειτουργική) εξειδίκευση (Salomonova et al., 2003). 

Δύο  είναι  οι  τεχνικές  ανάλυσης  μικροβιακών  λιπιδίων:  η  ανάλυση  των  φωσφολιπιδίων 
(polar phospholipid fatty acid, PLFA) και η ανάλυση των συνολικών μεθυλεστέρων των λιπαρών 
οξέων  (total  fatty  acid methyl ester  analysis,  FAME, Green  and  Scow,  2000).  Τα PLFAs  είναι 
τυπικά συστατικά των κυτταρικών μεμβρανών και σε αντίθεση με τα  ‘αποθηκευτικού τύπου’ 
λιπίδια  (storage  lipids)  αποδομούνται  πολύ  γρήγορα  αμέσως  μετά  τον  κυτταρικό  θάνατο 
(White,  1979),  παρέχοντας  πληροφορίες  σχετικές  με  την  αποσαφήνιση  και  ποσοτικοποίηση 
της ζώσας βακτηριακής βιομάζας (Rutters et al., 2002). Από την άλλη, η ανάλυση FAME αφορά 
σε όλα  τα λιπίδια ενός δείγματος που μπορούν να σαπωνοποιηθούν  συμπεριλαμβανομένου 
και των PLFAs. Επιπλέον, κατά την ανάλυση περιβαλλοντικών δειγμάτων, τα συνολικά FAMEs 
προέρχονται από όλα τα κύτταρα του δείγματος (νεκρά και ζώντα) ανεξαρτήτως είδους (είδους 
ζωής,  Green  and  Scow,  2000).  Συνεπώς,  η  ανάλυση  PLFA  είναι  πιο  κατάλληλη  για  μελέτες 
ζώντων  οργανισμών,  ενώ  γενικά,  προτιμάται  στην  μοντέρνα  βιολογία  για  τον  χαρακτηρισμό 
των μικροβιακών κοινωνιών (Salomonova et al., 2003).   

     

2.3 Τα βαθιά θαλάσσια οικοσυστήματα  
Τα  βαθιά  θαλάσσια  ιζήματα  συνιστούν  ένα  από  τα  μεγαλύτερα  οικοσυστήματα  που 

καλύπτει περίπου το 95% των ωκεάνιων πυθμένων και περίπου το 67% της συνολικής γήινης 
επιφάνειας  (Wenzhofer  and  Glud,  2002).  Είναι  γνωστό  ότι  στα  βάθη  αυτά  δεν 
πραγματοποιείται  φωτοσύνθεση,  αφού  δέχονται  μηδαμινή  ακτινοβολία,  και  ταυτόχρονα  η 
θερμοκρασία  είναι  εξαιρετικά  χαμηλή,  αφού  συνήθως  κυμαίνεται    από  ‐1  οC  ως  4οC 
(Wenzhofer and Glud, 2002). Παρά τις ακραίες αυτές περιβαλλοντικές συνθήκες, πρόκειται για 
πολύ  σταθερά  περιβάλλοντα  (Kato  et  al.,  1997),  ενώ  υπάρχουν  πολλές  ενδείξεις  ότι  
φιλοξενούν περίπου 0.3 – 8.3 x 106 είδη οργανισμών (Danovaro et al., 2008) με το μεγαλύτερο 
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ποσοστό  της  βιομάζας  τους  να  είναι  βακτηριακή  (Danovaro  et  al.,  1999).  Μάλιστα,  τα 
επιφανειακά  στρώματα  των  βαθιών  θαλάσσιων  ιζημάτων  φιλοξενούν  10  έως  10.000  φορές 
περισσότερα  κύτταρα  ανά  μονάδα  όγκου  σε  σχέση  με  τα  επιφανειακά  και    παραγωγικά 
ωκεάνια  νερά,  πιθανόν  εξαιτίας  της  δράσης  συνδυασμού  παραγόντων,  όπως  η  μεγάλη 
διαθεσιμότητα  ενέργειας  στην  επιφάνεια  του  ωκεάνιου  πυθμένα  και  της  περιορισμένης 
πίεσης λόγω ‘βόσκησης’(Deming and Yager, 1992 και Lochte, 1992).  

Τα  βαθιά  θαλάσσια  ιζήματα,  αρχικά,  σχηματίζονται  κατά  την  διάρκεια  συνεχούς 
εναπόθεσης σωματιδίων από τα παραγωγικά στρώματα της κολώνας του νερού και οι μεγάλες 
ποσότητες  από  το  οργανικό  υλικό  που  κατακάθεται  στον  πυθμένα,  ανακυκλώνεται  από  τις 
βενθικές μικροβιακές βιοκοινωνίες (Ventriani et al., 1999). Έχει παρατηρηθεί ότι η πρωτογενής 
παραγωγικότητα  επηρεάζει  την  σύνθεση  της  εκάστοτε  βακτηριακής  βιοκοινωνίας  (Horner‐
Dievine et al., 2003), εφόσον η εισροή χερσαίου οργανικού υλικού στην ανοικτή θάλασσα είναι 
σχετικά περιορισμένη, και ως εκ τούτου οι φυτοπλαγκτονικοί και ζωοπλαγκτονικοί οργανισμοί 
συνιστούν την σημαντικότερη πηγή θαλάσσιου  ιζηματογενούς οργανικού υλικού  (πχ Degens, 
1969  όπως  αναφέρεται  από  τον  Muller,  1977).  Η  χλωροφύλλη  α  έχει  συσχετιστεί  με  την 
πρωτογενή  παραγωγικότητα  των  υδάτινων  οικοσυστημάτων  (Lambou  et  al.,  1982  όπως 
αναφέρεται  από  τον  Horner‐Dievine  et  al.,  2003)  και  ιδιαίτερα  με  τους  υδάτινους 
μεσοκόσμους  (Downing  and  Leibold,  2002  όπως  αναφέρεται  από  τον Horner‐Dievine  et  al., 
2003).  Επιπλέον,  το  95%  του  οργανικού  υλικού  που  παράγεται  κατά  την  φωτοσύνθεση  στα 
επιφανειακά θαλάσσια στρώματα, ανακυκλώνεται στα πρώτα 100 – 300 μέτρα (Jannasch and 
Taylor, 1984; Li et al., 1999) με μόλις το 1% τελικά να καθιζάνει στον πυθμένα (Li et al., 1999) 
χωρίς  να  υφίσταται  στοιχειοποίηση  (βλ.  Hartman  et  al.,  1976  όπως  αναφέρεται  από  τον 
Muller, 1977). Οι μικροβιακές κοινωνίες των ιζημάτων στοιχειοποιούν το οργανικό αυτό υλικό 
που  έχει  καθιζήσει,  διαδραματίζοντας  σπουδαίο  ρόλο  στον  βιογεωχημικό  κύκλο  των 
θρεπτικών  (Wang  et  al.,  2005).  Για  τον  χαρακτηρισμό  του  οργανικού  υλικού,  αξιοποιείται  ο 
λόγος  βάρους  άνθρακα  προς  το  συνολικό  άζωτο  (C/N)  (Muller,  1977).  Χαρακτηριστικό 
παράδειγμα αποτελεί ο μέσος λόγος C/N του ζωοπλαγκτού, ο οποίος κυμαίνεται στο 5.5, λόγω 
της  υψηλής  περιεκτικότητας  σε  πρωτεϊνες  (Bordowskiy,  1965a  και  Redfield  et  al.,  1963). 
Δυστυχώς,  παρά  τον σημαντικό  ρόλο που διαδραματίζουν  τα βενθικά οικοσυστήματα στους 
βιογεωχημικούς κύκλους, οι γνώσεις μας σχετικά με την λειτουργία τους είναι περιορισμένες 
ως  αποτέλεσμα  του  ελλειπούς  αρχείου  μας  σχετικά  με  την  βενθική  ποικιλότητα,  τον 
βακτηριακό  μεταβολισμό  και  το  ενεργό  πληθυσμιακό  κλάσμα  των  βακτηριακών 
μικροκοινωνιών (Luna et al., 2004).   

Τα  βαθιά  θαλάσσια  οικοσυστήματα  χαρακτηρίζονται  από  μεγάλο  εύρος  βενθικών 
ενδιαιτημάτων,  παρέχοντας  ποικιλία  συνθηκών  διαβίωσης  στις  μικροβιακές  βιοκοινωνίες. 
Σύμφωνα  με  τους  Jorgensen  και  Boetius  (2007),  τα  βενθικά  αυτά  οικοσυστήματα 
κατηγοριοποιούνται σε επιφανειακά ωκεάνια ιζήματα, υδροθερμικές πηγές, ψυχρές λεκάνες, 
συστήματα  ενυδριτών  αερίων  και  βαθιά  υποεπιφανειακή  βιόσφαιρα.  Στο  σημείο  αυτό  θα 
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πρέπει  να  τονιστεί  το  γεγονός  ότι  το  μεγαλύτερο  μέρος  της  πληροφορίας  σχετικά  με  την 
βενθική  μικροβιακή  ποικιλότητα  προέρχεται  από  την  μελέτη  οικοσυστημάτων  αυξημένης 
βαρυτήτας,  όπως  οι  υδροθερμικές  πηγές,  ψυχρές  λεκάνες  και  τα  συστήματα  ενυδριτών 
αερίων. 

Τα  επιφανειακά  ωκεάνια  ιζήματα  περιλαμβάνουν  μία  επιφανειακή  ζώνωση  πάχους 
περίπου  ενός  μέτρου,  της  οποίας  η  οξυγόνωση  είναι  αποτέλεσμα  δραστηριοποίησης  των 
ζώων‐εκσκαφέων (Wenzhofer and Glud, 2002). Στην περίπτωση των σκληρών υποστρωμάτων, 
όπως αυτών της μεσοωκεάνιας ράχης και του Κεντρικού Ειρηνικού Ωκεανού, ο προσδιορισμός 
του ωκεάνιου πυθμένα σε σχέση με τον υποεπιφανειακό πυθμένα είναι δυσκολότερος καθώς 
η ανταλλαγή με  τα ωκεάνια ύδατα εξαρτάται από  το πορώδες  των πετρωμάτων  (Wenzhofer 
and  Glud,  2002).  Σύμφωνα  με  τις  πρώτες  μελέτες  που  πραγματοποιήθηκαν  σχετικά  με  τις  
παγκόσμιες  τάσεις  κατανομής  και  αφθονίας  των  κυττάρων,  η  αφθονία  των  κυττάρων  στα 
επιφανειακά  ιζήματα φαίνεται  να  μην  επηρεάζεται  από  κανένα ωκεανογραφικό παράγοντα, 
παρά μόνο από την εισροή ‘φρέσκου υλικού’  (Deming and Baross, 1993, Smith et al., 1997 και 
Boetius  and  Damm,  1998).  Επιπρόσθετα,  όσον  αφορά  στο  γενικότερο  μοτίβο  κατανομής, 
ποικιλότητας  και  κυριαρχίας  των  λειτουργικών  και  ταξινομικών  ομάδων  των  βακτηρίων  και 
των  αρχαίων  στο  μεγαλύτερο  μέρος  της  ωκεάνιας  επιφάνειας  είναι  κατά  κανόνα  άγνωστη 
(Jorgensen and Boetius, 2007).  

Στην βαθιά υποεπιφανειακή βιόσφαιρα, οι μικροβιακές  κοινωνίες φιλοξενούν περίπου 
από 50% έως και τα 83% της συνολικής γήινης μικροβιακής βιομάζας  (Whitman et al., 1998), 
ενώ  ταυτόχρονα  χαρακτηρίζονται  από  πολύ  μικρούς  μεταβολικούς  ρυθμούς  (D’Hondt et  al., 
2004).  Είναι  χαρακτηριστικό  το  γεγονός  ότι  τα  απομεινάρια  του  εναποτιθέμενου 
φυτοπλαγκτονικού υλικού,  το οποίο θάφτηκε πριν από 10  εκατομμύρια χρόνια,  εξακολουθεί 
ακόμη να υπόκειται διαδικασίες αποσύνθεσης με υπερβολικά περιορισμένους ρυθμούς από 
μικροβιακούς πληθυσμούς της τάξης των εκατομμυρίων ανά κυβικό εκατοστό (D’Hondt et al., 
2004).  

Μέχρι πρόσφατα, επικρατούσε η αντίληψη ότι η παρουσία ζωής περιοριζόταν σε ένα 
λεπτό στρώμα της ωκεάνιας επιφάνειας, όπου η θερμοκρασία και οι χημικές συνθήκες είναι 
κατάλληλες  και  η  διαθεσιμότητα  της  τροφής  είναι  αποτέλεσμα  της  φωτοσυνθετικής 
διαδικασίας.  Όμως,  πριν  από  τριάντα  χρόνια  διαπιστώθηκε  η  ύπαρξη  των  υδροθερμικών 
πηγών, οι οποίες και αποτελούν ένα από τα πιο παραγωγικά οικοσυστήματα (Lonsdale, 1977, 
Jones,  1985  και  Nelson  et  al.,  1989).  Στα  οικοσυστήματα  αυτά,  οι  χημειολιθοαυτότροφοι 
μικροοργανισμοί είναι οι παραγωγοί, καθώς μπορούν να εκμεταλλευτούν ένα πλήθος χημικών 
ενώσεων (ανόργανες και οργανικές ενώσεις γνωστές και ως γεωκαύσιμα ή σκοτεινή ενέργεια), 
ενώ η επιβίωση ενός μεγάλου πλήθους ποικίλων ζώων στηρίζεται στην ενεργειακή ροή μέσω 
αυτών  των χημειολιθοαυτότροφων οργανισμών.  Επιπλέον, στις υδροθερμικές πηγές εξαιτίας 
των  υψηλών  θερμοκρασιών,  υδροστατικών  πιέσεων,  αναγωγικής  ισχύος,  τοξικής  χημείας, 
ακραίων  τιμών  ρΗ  και  τεράστιων  διακυμάνσεων  περιβαλλοντικών  συνθηκών,  φιλοξενεί 

Μεταπτυχιακή Διατριβή                                                                                                       Σελίδα 16 από 71    
 



ακραιόφιλους οργανισμούς (Takai et al., 2006). Σύμφωνα με πρόσφατες μελέτες βιολογίας και 
βιοχημείας  σε  υδροθερμικές  πηγές,  διαπιστώθηκε  η  στενή  σύζευξη  των  διαδικασιών 
βιόσφαιρας  και  γεώσφαιρας,  καθώς  και  η  εκτεταμένη  ετερογένεια  των  οικοσυστημάτων 
αυτών (Takai et al., 2006 και Tivey, 2007).  
  Οι  ψυχρές  λεκάνες  αποτελούν  τον  δεύτερο  τύπο  χημειοσυνθετικής  όασης  που 
ανακαλύφθηκε μετά τις υδροθερμικές πηγές και περιλαμβάνει καμινάδες αερίων, ηφαίστεια 
ιλύος,  λίμνες  υψηλής  αλατότητας  και  λεκάνες  με  υψηλές  συγκεντρώσεις  υδρογονανθράκων 
(hydrocarbon  seeps)  (βλ.Tryon  et  al.,  1999  και  Boetius  and  Suess,  2004).  Όπως  και  στις 
υδροθερμικές πηγές, έτσι και οι ψυχρές λεκάνες φιλοξενούν μία τεράστια βιομάζα ελεύθερων 
και συμβιωτικών μικροοργανισμών (Tryon et al, 1999 και Boetius and Suess, 2004). Τέλος, όσον 
αφορά  στις  περιοχές  με  ενυδρίτες  αερίων  (gas  hydrates  seepage),  ανακαλύφθηκαν  με  την 
μορφή τεράστιων υποεπιφανειακών δεξαμενών μεθανίου ως αέρια ενυδριτών. Με την εξέλιξη 
της  τεχνολογίας  των  βαθιών  θαλασσών  έγινε  δυνατή  η  ανακάλυψη  των  ιδιαίτερα  ποικίλων 
οικοσυστημάτων  και  ενδιαιτημάτων    που  συνδέονται  με  τις  λεκάνες,  οι  οποίες  και  μέχρι 
σήμερα  διαθέτουν  ανεξερεύνητη  μικροβιακή  ποικιλότητα  και  λειτουργία  (Niemann  et  al., 
2006). 
 

2.4 Η Ανατολική Μεσόγειος 
   Η  Ανατολική  Μεσόγειος  είναι  μία  από  τις  πιο  ολιγοτροφικές  περιοχές  παγκοσμίως, 
όπου  σε  αντίθεση  με  τις  υπόλοιπες  ο  φώσφορος  αποτελεί  τον  περιοριστικό  παράγοντα 
ανάπτυξης  του  φυτοπλαγκτού  (Ignatiades,  1969,  Krom,  1991  και  Tselepides  et  al,  2000). 
Ταυτόχρονα,  αποτελεί  ένα  πολύπλοκο  υδρογραφικό  και  γεωμορφολογικό  σύστημα 
(Malanotte‐Rizzoli and Hecht, 1988, Malanotti‐Rizzolib et al, 1997 και Theocharis et al, 2002). 
Παρά  το  μεγάλο μέσο  βάθος  της,  το  οποίο  κυμαίνεται  στα 2000  μέτρα,  η  θερμοκρασία  του 
βαθύ υδάτινου στρώματος δεν είναι ποτέ μικρότερη από τους 13.5οC, αποτελώντας μοντέλο 
μεγάλoυ  βάθους  σχετικά  ζεστού  βαθυπελαγικού  οικοσυστήματος  (Martin‐Cuadrado  et  al, 
2007).  

Η  Ανατολική  Μεσόγειος  έχει  αποτελέσει  αντικείμενο  αρκετών  μελετών,  οι  οποίες 
αφορούν στα υδρογραφικά  και  γεωλογικά  χαρακτηριστικά  της  (Malanotte‐Rizzoli and Hecht, 
1988, De Lange et al., 2008 και Passier et al., 1998). Ταυτόχρονα, αρκετές είναι και οι σχετικές 
μελέτες με την βακτηριακή ποικιλότητα στην στήλη του νερού  (Yakimov et al., 2007, Martin‐
Cuadrado  et  al.,  2007  και  De  Corte  et  al,  2008),  σε  ακραία  οικοσυστήματα  τύπου  ψυχρές 
λεκάνες  (Pancost et al., 2000, Dupre et al., 2007  και Omoregie et al., 2008),  λεκάνες υψηλής 
αλατότητας  (Sass  et  al.,  2001  και  Polymenakou  et  al.,  2007),  ηφαίστεια  ιλύος  (Heijs  et  al., 
2007).  Όσον αφορά,  όμως,  στην  βακτηριακή ποικιλότητα  σε  οξικά  ιζήματα μεγάλου βάθους 
της  Ανατολικής  Μεσογείου,  αυτή  έχει  μελετηθεί  ελάχιστα.  Παρακάτω  περιγράφονται 
περιληπτικά κάποιες εργασίες με ιδιαίτερο ενδιαφέρον. 
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Ο  Luna  και  συνεργάτες  (2004)  μελέτησαν  την  βακτηριακή  ποικιλότητα  και  το  ενεργό 
κλάσμα  του  βακτηριακού  πληθυσμού  σε  οξικά  και  ανοξικά  ιζήματα  βάθους  κυμαινόμενου 
μεταξύ 670 και 2570 μέτρων. Διαπιστώθηκε, καταρχήν, η υψηλή βακτηριακή ποικιλότητα και 
το γεγονός ότι η κατανομή της ήταν ανεξάρτητη από το βάθος της στήλης του νερού. Επιπλέον, 
παρατηρήθηκε ότι τόσο το μεγαλύτερο πλήθος περιοριστικών τμημάτων του γονιδίου του 16S 
rRNA (TRFs) όσο και το μεγαλύτερο ενεργό πληθυσμιακό κλάσμα εντοπίστηκαν στα ενδιάμεσα 
βάθη  (1040 μέτρα), γεγονός που σημαίνει ότι η υψηλή συγκέντρωση εν δυνάμει διαθέσιμου 
οργανικού υλικού θα μπορούσε να συντηρήσει υψηλότερη βακτηριακή ποικιλότητα στα βαθιά 
ύδατα. Επιπλέον, η ποσοτική και ποιοτική μεταβολή του οργανικού υλικού βρέθηκε ότι μπορεί 
να  καθορίσει  μεταβολές  στην  δομή  των  μικροκοινωνιών,  ενώ  η  μεταβολή  της  βακτηριακής 
δομής  με  το  βάθος  εντός  του  ιζήματος  δεν  φαίνεται  να  συνδέεται  με  την  μεταβολή  στην 
συγκέντρωση  του  οργανικού  υποστρώματος.  Τέλος,  εκφράζεται  η  υπόθεση  ότι  ο  τύπος  του 
υποστρώματος,  και  όχι  η  πίεση,  πιθανόν  να  επηρεάζει  την  βακτηριακή  ποικιλότητα  των 
ιζημάτων.  

Από  την  άλλη,  η  Polymenakou  και  συνεργάτες  (2005)  μελέτησαν  την  βακτηριακή 
ποικιλότητα  και  τη  δομή  των  βιοκοινωνιών  με  την  κατασκευή  βιβλιοθηκών  κλώνων  του 
γονιδίου  του  16S  ριβοσωμικού RNA  για  ιζήματα  βάθους  30  έως 2790  μέτρων  προερχόμενα 
από  τον  Θερμαϊκό  Κόλπο,  το  Κρητικό  Πέλαγος  και  το  νότιο  Ιόνιο  Πέλαγος  στην  Ανατολική 
Μεσόγειο.  Διαπιστώθηκε  η  εκπληκτικά  υψηλή  βιοποικιλότητα  καθώς  και  η  συσχέτιση  της 
δομής  των μικροβιακών  κοινωνιών με  τη  γεωγραφική  τους θέση  εξαιτίας  των διαφορετικών 
περιβαλλοντικών συνθηκών.  Επιπλέον, παρατηρήθηκε η  ιδιαίτερα χαμηλή ομοιότητα μεταξύ 
των  βιβλιοθηκών,  γεγονός  που  μπορεί  να  αποδοθεί  είτε  στην  τοπική  διαφοροποίηση  των 
βακτηριακών κοινωνιών, είτε στην υπερβολικά υψηλή βακτηριακή ποικιλότητα, είτε ακόμη και 
στον συνδυασμό τους.  

Επιπλέον, η Polymenakou και συνεργάτες (2009)  διαπίστωσαν την υψηλή βακτηριακή 
ποικιλότητα  με  την  παρουσία  15  διαφορετικών  ταξινομικών  ομάδων  σε  οξικά  ιζήματα  στην 
περιοχή νότια της Κρήτης στην Ανατολική Μεσόγειο σε ρηχούς σταθμούς (250 και 510 μέτρα) 
και  βαθύτερους  σταθμούς  (2670, 3589  και 3603  μέτρα)  που βρίσκονταν  στις  απολήξεις  των 
υποθαλάσσιων  φαραγγιών  της  Σαμαριάς  και  του  Παξιμαδά.  Οι  επικρατούσες  ταξινομικές 
ομάδες  είναι  τα  Acidobacteria  σε  δύο  βαθείς  σταθμούς  και  σε  ένα  ρηχό,  ενώ  τα 
Alphaproteobacteria  και  οι  ‘άγνωστες  αλληλουχίες’  επικρατούσαν  στους  υπόλοιπους  δύο 
σταθμούς. Το σημαντικό ποσοστό των Acidobacteria επιβεβαιώνεται από προηγούμενη μελέτη 
στα  ιζήματα  της  Ανατολικής  Μεσογείου  (Polymenakou  et  al.,  2005c).  Επιπλέον  στην  ίδια 
μελέτη,  αξιοσημείωτη  ήταν  και  η  σημαντική  αφθονία  των  ταξινομικών  ομάδων 
Gammaproteobacteria  και  Deltaproteobacteria.  Τέλος,  διαπιστώθηκε  ότι  οι  βακτηριακές 
ριβοσωμικές αλληλουχίες των σταθμών αυτών δεν εμφάνισαν ομοιότητα μεγαλύτερη από 93% 
με  γνωστούς  κλώνους,  ενώ  το  ποσοστό  των  ‘άγνωστων’  αλληλουχιών  που  εντοπίστηκε, 
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δηλαδή  οι  αλληλουχίες  που  δεν  ταξινομήθηκαν  σε  καμία  γνωστή  ταξινομική  ομάδα,  ήταν 
υψηλό. 

Τέλος,  ο  Heijs  και  συνεργάτες  (2007)  μελέτησαν  την  μικροβιακή  βιοποικιλότητα  σε 
οξικά  (0‐6  εκ)  και  ανοξικά  ιζήματα  (6‐22εκ,  22‐34  εκ)  βάθους  1673  μέτρων  του  ενεργού 
ηφαίστειου  ιλύος  Kazan  στην  Ανατολική  Μεσόγειο.  Η  ανάλυση  χημικών  παραμέτρων  σε 
συνδυασμό  με  την  κατασκευή  βιβλιοθηκών  κλώνων  του  γονιδίου  16S  ριβοσωμικού  DNA 
αποκάλυψαν  την  διασύνδεση  μεταξύ  των  ανιχνευμένων  16S  rRNA  μικροβιακών  κλώνων  και 
των χημικών διεργασιών (πχ αναερόβια οξείδωση μεθανίου και αναγωγή θειικών sulfate) που 
λαμβάνουν  χώρα  στο  εν  λόγω  βενθικό  οικοσύστημα,  καθώς  και  την  υψηλή  βιοποικιλότητά 
του.  Επιπλέον,  διαπιστώθηκε  η  μεταβολή  των  μικροβιακών  αλληλουχιών  σε  σχέση  με  το 
βάθος,  με  ετερότροφα  μικρόβια  να  επικρατούν  στην  επιφανειακή  ζώνωση  των  ιζημάτων, 
βακτήρια υπεύθυνα για την αναγωγή του θείου και αρχαία που πιθανόν να συμμετέχουν στην 
αναερόβια οξείδωση του μεθανίου, να είναι άφθονα στη βαθύτερη υποεπιφανειακή ζώνη, και 
τέλος,  μικρόβια  που  μπορούν  να  συνδεθούν  και  με  τους  δύο  τρόπους  διαβίωσης  να 
δραστηριοποιούνται στην ενδιάμεση ζώνωση.  

   

2.5 Ο Ειρηνικός Ωκεανός            
Ο  Ειρηνικός  Ωκεανός,  ο  μεγαλύτερος  ωκεανός  στον  κόσμο,  έχει  έκταση  169.2 

εκατομμύρια τετραγωνικά χιλιόμετρα συνιστώντας το 46% της παγκόσμιας υδρόσφαιρας, ενώ 
έχει  λάβει  το  όνομά  του  από  το  λατινικό Mare  Pacificum,  που  σημαίνει  ειρηνική  θάλασσα 
(Barkley,  1968).  Πρόκειται  για  ένα  θαλάσσιο  οικοσύστημα  με  πολύ  μεγάλη  ποικιλομορφία, 
καθώς φιλοξενεί μοναδικά οικοσυστήματα, όπως την βαθύτερη λεκάνη στον κόσμο (η τάφρος 
Marianna  με  βάθος  10.911  μέτρα  όπως  αναφέρει  ο  Barkley,  1968),  την  μεσοωκεάνια  ράχη 
πάνω  στην  οποία  εντοπίζονται  πολυάριθμα  ηφαίστεια  και  υδροθερμικές  πηγές,  και 
κοραλλιογενείς  ύφαλοι.  Ο  Ανατολικός  Ειρηνικός,  αποτελεί  ένα  ευτροφικό  και  σχετικά  κρύο 
θαλάσσιο  περιβάλλον  σε  σχέση  με  την  Ανατολική  Μεσόγειο,  καθώς  χαρακτηρίζεται  από 
υψηλή  παραγωγικότητα  και  μεγάλη  συγκέντρωση  θρεπτικών  και  χλωροφύλλης  στην 
επιφάνεια του ωκεάνιου πυθμένα του (Schlitzer, 2004).  

Ο Ειρηνικός Ωκεανός έχει αποτελέσει αντικείμενο πολυάριθμων μελετών. Όσον αφορά 
στην βενθική ποικιλότητα και οικολογία, το μεγαλύτερο ποσό πληροφορίας προέρχεται κυρίως 
από  την  διερεύνηση  ανοξικών  ιζημάτων,  υδροθερμικών  πηγών,  ψυχρών  λεκανών  και 
συστημάτων  ενυδριτών  αερίων.  Όμως,  οι  γνώσεις  μας  για  την  βακτηριακή  ποικιλότητα  και 
μικροκοινωνία που δραστηριοποιείται σε οξικά ιζήματα μεγάλου βάθους είναι περιορισμένη. 
Ακολούθως πραγματοποιείται μία επιλεκτική παρουσίαση κάποιων ενδεικτικών προσπαθειών 
που έχουν γίνει σε σχέση με τα προαναφερόμενα πεδία.  

Ο Li και συνεργάτες (1999) ήταν οι πρώτοι που μελέτησαν την βακτηριακή ποικιλότητα 
οξικών  ιζημάτων  του  Ειρηνικού  στην  περιοχή  της  Ιαπωνίας  σε  συνάρτηση  με  το  βάθος,  το 
οποίο κυμαινόταν μεταξύ 1159 και 6482 μέτρων με την κατασκευή βιβλιοθηκών κλώνων του 
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γονιδίου  του  16S  ριβοσωμικού  RNA.  Από  την  συγκεκριμένη  μελέτη  προέκυψε  ότι  τα 
μικροπεριβάλλοντα  αυτά  χαρακτηρίζονται  από  υψηλή  βακτηριακή  ποικιλότητα  με  κυρίαρχη 
φυλογενετική ομάδα να είναι αυτή των Pseudomonas των Gammaproteobacteria. Ταυτόχρονα, 
εντοπίστηκε και ένα σημαντικό ποσοστό κλώνων που παρουσίαζουν περιορισμένη ομοιότητα 
(~80%) με αλληλουχίες γνωστών βακτηρίων και συνεπώς αντιπροσωπεύουν μη καλλιεργημένα 
στελέχη. Επιπλέον, εκφράζεται η αμφιβολία ότι είναι πολύ πιθανόν οι βακτηριακοί κλώνοι του 
16S  rRNA  γονιδίου  που  εντοπίστηκαν,  να  μην  δραστηριοποιούνται  στα  ολιγοτροφικά  αυτά 
μικροπεριβάλλοντα,  αλλά  να  έχουν  εναποτεθεί  μέσω  φυσικών  κινήσεων,  όπως  αυτές  των 
ανέμων, κυμάτων και καθίζησης νεκρών οργανισμών.  

Ακόμη,  ο  Kato  και  συνεργάτες  (1997)  διαπίστωσαν  την  κυριαρχία  των 
Gammaproteobacteria  και  την  παρουσία  πλαγκτονικών  αρχαίων,  ευρέως  διαδεδομένων  στα 
βαθιά  θαλάσσια  ύδατα  και  μη  καλλιεργημένων  αρχαίων  σε  οξικά  ιζήματα  βάθους  10.898 
μέτρων στην περιοχή Marianna Trench. Με την μελέτη τους αυτή αποκάλυψαν την παρουσία 
των  γονιδιακών  συμπλεγμάτων  ρυθμιζόμενων μέσω  της  πίεσης  (pressure  regulated  clusters, 
ORF1, ORF2 και ORF3) στο βακτηριακό χρωμοσωμικό γενετικό υλικό,  τα οποία πολύ πιθανόν 
να αποτελούν συστατικό ενός πολύ σημαντικού μηχανισμού προσαρμογής στα μεγάλα βάθη. 
Συμπερασματικά,  ο  πυθμένας  της  βαθύτερης  παγκοσμίως  ωκεάνιας  περιοχής  φιλοξενεί 
βαροφιλικά βακτήρια, πλαγκτονικά αρχαία και κοσμοπολίτικα βακτήρια. 

 Από  την  άλλη,  ο  Li  και  συνεργάτες  (1999b)  μελέτησαν  την  μικροβιακή  ποικιλότητα 
εντός  και  εκτός  αποικιών  των  τυπικά  χημειοαυτότροφων  διθύρων  (bivalve),  γνωστές  ως 
κοινωνίες  Calyptogena  σε  ψυχρές  λεκάνες  βάθους  6.400  μέτρων  στα  πρανή  της  Ιαπωνικής 
τάφρου (Japan Trench) με φυλογενετική ανάλυση βασισμένη στο γονίδιο του 16S ριβοσωμικού 
RNA.  Στην  συγκεκριμένη  περιοχή  διαπιστώθηκε  η  κυριαρχία  των  Deltaproteobacteria  και 
Epsilonproteobacteria, η οποία και συνδέθηκε με τον πιθανό ρόλο τους στον μεταβολισμό και 
στον κύκλο του θείου στο περιβάλλον αυτό,  ενώ ταυτόχρονα, ανιχνεύτηκαν και αλληλουχίες 
των  αρχαίων  Euryaerchaeota  και Crenarchaeota,  που  συνδέθηκαν  με  την  πιθανή  παραγωγή 
μεθανίου  και  την  πιθανή ανακύκλωση ανόργανων  συστατικών  μέσω  των  οξειδοαναγωγικών 
αντιδράσεων του θείου αντίστοιχα. 

Τέλος, ο Xu και συνεργάτες (2007) με την κατασκευή μεταγονιδιωματικής βιβλιοθήκης 
σε  συνδυασμό  με  την  τυχαία  αλληλούχιση  περιβαλλοντικού  γενετικού  υλικού  (shotgun), 
κατάφεραν  να  ανακτήσουν  γενετικές  πληροφορίες  για  τους  μικροοργανισμούς  που  είναι 
παρόντες  στα  ιζήματα  βάθους  5.274  μέτρων  στην  περιοχή  Pacific  Nodule  Province, 
προκειμένου  να  εντοπιστούν  και  να  απομονωθούν  μεγάλα  γονιδιακά  συμπλέγματα  για 
βιοενεργά  συστατικά  ή  να  αποσαφηνιστούν  οι  φυσιολογικές  ιδιότητες  μη  καλλιεργημένων 
βακτηρίων  μέσω  μερικού  γενετικού  χαρακτηρισμού.  Η  περιοχή  αυτή  είναι  πλούσια  σε 
πολυμεταλλικά  συμπλέγματα,  τα  οποία  αποτελούνται  κυρίως  από  μαγγάνιο,  σίδηρο, 
κοβάλτιο,  χαλκό  και  νικέλιο,  ενώ  θεωρείται  ότι  οι  μικροοργανισμοί  πιθανόν  να 
διαδραματίζουν  κάποιο  ρόλο  στην  παραγωγή  αυτών  των  πυρήνων.  Με  την  συγκεκριμένη 
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εργασία, διαπιστώθηκε ότι τα Proteobacteria είναι το επικρατές φύλο, και ταυτόχρονα, μεταξύ 
των  συντηρημένων  γονιδίων  εντοπίστηκαν  τέσσερα  γονίδια  που  κωδικοποιούν  μεταφορικές 
πρωτεϊνες,  συμπεριλαμβανομένου  πρωτεϊνών  πρόσληψης  ιόντων  σιδήρου,  οι  οποίες  είναι 
πολύ σημαντικές για τον σχηματισμό των μαγνητοσωμάτων.         
   

2.6 Στόχος παρούσας μεταπτυχιακής διατριβής 
Στην  παρούσα  μελέτη,  επιλέχθηκαν  να  μελετηθούν  βακτηριακές  κοινωνίες  που 

δραστηριοποιούνται  σε ιζήματα μεγάλου βάθους στην Ανατολική Μεσόγειο και στον Ειρηνικό 
Ωκεανό,  καθώς  τα  δύο  αυτά  θαλάσσια  οικοσυστήματα  παρουσιάζουν  μεγάλο  ερευνητικό 
ενδιαφέρον. Βασικός στόχος  της εργασίας αυτής είναι η συγκριτική μελέτη της ποικιλότητας 
και σύστασης  των μικροβιακών κοινωνιών που δραστηριοποιούνται σε ιζήματα βάθους 4000 
μέτρων της Ανατολικής Μεσογείου και του Ειρηνικού Ωκεανού με την κατασκευή βιβλιοθηκών 
κλώνων  του  γονιδίου  του  16S  ριβοσωμικού  RNA.  Οι  επιμέρους  στόχοι  της  παρούσας 
μεταπτυχιακής διατριβής διαμορφώνονται ως εξής: 

i. Η  ποιοτική  εκτίμηση  της  σύνθεσης  των  βακτηριακών  κοινωνιών  σε  ιζήματα  της 
Ανατολικής Μεσογείου και του Ειρηνικού Ωκεανού. 

ii. Ο  εντοπισμός  βακτηριακών  ταξινομικών  ομάδων  που  πιθανώς  επηρεάζουν  τους 
βιογεωχημικούς κύκλους στα υπό μελέτη οικοσυστήματα. 

iii. Η περιγραφή των περιβαλλοντικών χαρακτηριστικών που φαίνεται να επηρεάζουν την 
κατανομή των βακτηριακών κοινωνιών  στα υπό μελέτη οικοσυστήματα. 
 

3. Πειραματικό Μέρος 
 

3.1 Σταθμοί δειγματοληψίας και συλλογή δειγμάτων 
Στα πλαίσια της παρούσας μεταπτυχιακής διατριβής, επιλέχθηκαν να μελετηθούν δείγματα 

ιζημάτων οξικού χαρακτήρα (ιζήματα επιφανειακής ζώνωσης 0‐1 cm του ωκεάνιου πυθμένα), 
τα  οποία  και  συλλέχθηκαν  από  δύο  σταθμούς  του  Ειρηνικού Ωκεανού  και  έναν  σταθμό  της 
Ανατολικής  Μεσογείου  (Νότιο  Ιόνιο  Πέλαγος;  Χάρτης  1Α,Β).  Τα  κωδικά  ονόματα  των 
δειγμάτων, τα χαρακτηριστικά των σταθμών δειγματοληψίας καθώς και οι συντεταγμένες τους 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 1 και στον Χάρτη 1, αντίστοιχα. Το γεγονός ότι κατασκευάστηκε 
μία  μόνο  βιβλιοθήκη  κλώνων  για  την  μελέτη  της  Ανατολικής  Μεσογείου  οφείλεται  σε 
δυσκολίες  τεχνικής  φύσεως,  εξαιτίας  των  οποίων  δεν  ήταν  δυνατή  η  λήψη  περισσότερων 
δειγμάτων από την ευρύτερη θαλάσσια περιοχή. Ωστόσο, δεδομένα βιβλιοθηκών κλώνων από 
την ευρύτερη περιοχή είναι διαθέσιμα από προηγουμενες εργασίες (Polymenakou et al., 2005 
και  2009)  και  οι  αλληλουχίες  τους  χρησιμοποιήθηκαν  στην  κατασκευή  των  φυλογενετικών 
δέντρων. 
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Δείγμα  Χαρακτηριστικά σταθμών  Θερμοκρασία (oC)  Βάθος 
ALVIN24  Ίζημα μακριά από το σημείο βιοδιατάραξης  1.48  4100μ 
ALVIN25  Ίζημα σε σημείο βιοδιατάραξης  1.48  4100μ 

ALVIN28 
Ίζημα  κοντά  σε  σημείο  με  αποσυντηθέμενη 
μάζα μακροφυκών  

1.48  4100μ 

ALVIN29  Ίζημα  μακριά  από  το  σημείο  με 
αποσυντηθέμενη μάζα μακροφυκών  

1.48  4100μ 

KM3  Βαθιά θαλάσσια λεκάνη  14.00  4040μ 
Πίνακας 1. Κωδικά ονόματα δειγμάτων ιζήματος και σταθμοί δειγματοληψίας. 

   
Χάρτης 1. Σταθμοί δειγματοληψίας Α) στον Ειρηνικό Ωκεανό, Β) στο Νότιο Ιόνιο Πέλαγος (Ανατολική Μεσόγειος). 

    

 
 

Εικόνα 5. Α) Το υποβρύχιο Alvin, Β) Ο πολλαπλός πυρηνολήπτης Bowers & Connelly 
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Τα δείγματα ιζήματος που προέρχονται από τους σταθμούς δειγματοληψίας του Ειρηνικού 
Ωκεανού, συλλέχθηκαν με την βοήθεια του υποβρυχίου Alvin (Woods Hole O.I., Εικόνα 5Α) τον 
Αύγουστο  του  2006.  Στην  Εικόνα  6  παρουσιάζεται  η  δειγματοληψία  όπως  αυτή 
πραγματοποιείται με το βαθυσκάφος Alvin. 

 
Εικόνα 6. Διαδικασία δειγματοληψίας με το βαθυσκάφος Alvin. 

Ακόμη,  με  τον  πολλαπλό  δειγματολήπτη  Bowers & Conelly  (8  πυρηνολήπτες,  i.d.  9.0cm, 
Barnett  et  al.,  1984,  Εικόνα  5Β),  ο  οποίος  επιτρέπει  την  αδιατάρακτη  λήψη  ιζημάτων, 
συλλέχθηκαν δείγματα από τον θαλάσσιο πυθμένα του Νοτίου Ιονίου Πελάγους τον Μάιο του 
2007.  Όλα  τα  δείγματα  τοποθετήθηκαν  σε  αποστειρωμένα  φιαλίδια  σε  συνθήκες  ψύξης  (‐
20oC)  μέχρι  την  περαιτέρω  εργαστηριακή  μελέτη  τους.  Ακόμη,  η  συγκέντρωση  της 
χλωροφύλλης  α  και  του  ολικού  άνθρακα  και  αζώτου  των  ιζημάτων  υπολογίστηκαν  με 
φθορόμετρο Turner TD‐700 (Lorenzen and Jeffrey, 1980) και με τον αναλυτή Perkin Elmer CHN 
2400 (Hedges and Stern, 1984) αντίστοιχα. 

 
3.2 Κατασκευή βιβλιοθηκών κλώνων του γονιδίου 16S ριβοσωμικού RNA  
Για  την  μελέτη  των  βενθικών  βακτηριακών  κοινωνιών  των  εν  λόγω  σταθμών 

δειγματοληψίας,  κατασκευάστηκαν  πέντε  βιβλιοθήκες  κλώνων  του  γονιδίου  του  16S 
ριβοσωμικού  RNA.  Στην  Εικόνα  7  παρουσιάζονται  τα  επιμέρους  στάδια  κατασκευής  των 
βιβλιοθηκών  και  της  συγκριτικής  ανάλυσης  των  αλληλουχιών  των  βακτηριακών  κλώνων  του 
γονιδίου του 16S ριβοσωμικού RNA. 
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Εικόνα 7. Διαγραμματική απεικόνιση της κατασκευής των βιβλιοθηκών κλώνων του γονιδίου 16S ριβοσωμικό DNA 
και του χαρακτηρισμού των βενθικών ιζημάτων με συγκριτική ανάλυση των αλληλουχιών του ριβοσωμικού RNA 
(Τροποποιημένο σχήμα από Amann et al., 1995). 

 
3.2.1 Εκχύλιση νουκλεϊκών οξέων 
Το  πρώτο  στάδιο  κατασκευής  των  βιβλιοθηκών  περιλαμβάνει  την  εκχύλιση  του 

συνολικού DNA από τα δείγματα των ιζημάτων, η οποία και πραγματοποιήθηκε με την χρήση 
του FastDNA@SPIN Kit for soil της Q.BIOgene, σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Στην 
συνέχεια,  η  συγκέντρωση  του  DNA  που  επεριέχετο  σε  κάθε  εκχύλισμα,  μετρήθηκε 
φασματοφωτομετρικά με το φασματοφωτόμετρο ND‐1000 (NanoDrop, Wilmington, DE, USA). 
Τελικά,  η  συγκέντρωση  του  για  τα  υπό  μελέτη  δείγματα  ιζημάτων  βρέθηκε  να  κυμαίνεται 
μεταξύ 14.4 έως 103.4 ng/μl. 

 
3.2.2 Απομόνωση & Πολ/σμός του γονιδίου του 16S ριβοσωμικού RNA με Αλυσιδωτή 

Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR) 
Το  γονίδιο  του  16S  ριβοσωμικού  RNA  απομονώθηκε  από  τα  προαναφερόμενα 

εκχυλίσματα  με  τους  εκκινητές  27f  (τροποποιημένο  για  την  απομόνωση  των  γονιδίων  των 
Planctomycetales; 5’‐AGRGTTTGATCMTGGCTCAG‐3’) και 1492r (5’‐GGYTACCTTGTTACGACTT‐3’) 
και  πολλαπλασιάστηκε  με  την  Αλυσιδωτή  Αντίδραση  Πολυμεράσης  (PCR).  Οι  συνθήκες  PCR 
σχεδιάστηκαν  με  τέτοιο  τρόπο  ώστε  να  περιοριστούν  οι  πιθανότητες  των  εν  δυνάμει 
σφαλμάτων  (Polz  and  Cavanaugh,  1998;  von Wintzingerode  et  al,  1997).  Για  κάθε  δείγμα, 
πραγματοποιήθηκαν  8  αντιδράσεις  πολλαπλασιασμού  DNA  όγκου  20μl  στην  συσκευή  PCR 
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Perkin‐Elmer  Cycler,  με  αρχική  θερμοκρασία  αποδιάταξης  στους  94oC  διάρκειας  3min,  την 
οποία  και  διαδέχονται  30  κύκλοι  με  τα  εξής  στάδια:  1min  στους  94oC,  1min  ενίσχυσης 
(annealing)  στους  55  oC,  2min  επιμήκυνσης  εκκινητή  στους  72  oC  και  τέλος,  7 min  τελικής 
επιμήκυνσης  στους  72  oC.  Στην  περίπτωση  του  δείγματος  ΚΜ3,  το  στάδιο  της  ενίσχυσης 
πραγματοποιήθηκε στους 50οC. Επιπλέον, κάθε μία από τις παραπάνω αντιδράσεις περιέχει 1‐
4 ngr βακτηριακού γενωμικού υλικού, ρυθμιστικό διάλυμα PCR (10mM Tris‐HCl, pH 9, 50mM 
KCl,  0.1%  Triton  X‐100  και  2mM  MgCl2),  100nM  από  κάθε  εκκινητή,  200μΜ  από  κάθε 
δεοξυριβονουκλεοτίδιο και 0.25 U Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA).  

Στην  συνέχεια,  οι  αντιδράσεις  PCR  για  κάθε  δείγμα  τοποθετήθηκαν  σε  φιαλίδια  των 
1.5ml με σκοπό την προσυγκέντρωση του περιεχόμενου 16S ριβοσωμικού DNA με εξάχνωση 
σε συνθήκες κενού (SpeedVac; Heraeus Instruments, Hanau, Germany) και την απομόνωσή του 
με  την  μορφή  ζώνωσης  σε  1%  πηκτή  αγαρόζης  ηλεκτροφόρησης  με  χρώση  Βρωμιούχου 
Αιθιδίου.  Η  ανάκτησή  του  από  την  πηκτή  αγαρόζης  πραγματοποιήθηκε  εφαρμόζοντας  το 
πρωτόκολλο Quiaquick PCR purification kit (Quiagen, Valencia, CA).      

         
3.2.3 Κλωνοποίηση του γονιδίου 16S ριβοσωμικού DNA 
Η κλωνοποίηση του 16S  rDNA πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με  το πρωτόκολλο TOPO 

TA  Cloning  kit  (Version  Μ,  Invitrogen,  Carlsbad,  CA,  USA).  Για  κάθε  δείγμα  ιζήματος 
χρησιμοποιήθηκαν  5‐10  ng  προϊόντος  της  PCR  προκειμένου  να  κλωνοποιηθούν  μέσω 
πλασμιδίων pCR 4‐TOPO,  τα οποία τελευταία και χρησιμοποιούνται για να μετασχηματίσουν 
κύτταρα  της  E.coli One  shot  TOP10  cells  σε  χημικά  ανταγωνιστικά  κύτταρα.  Οι  βακτηριακοί 
κλώνοι που συλλέχθηκαν, μεταφέρθηκαν σε 96‐ deep well πιάτα και επωάσθηκαν για 24 ώρες 
στους 37oC με θρεπτικό υλικό Luria‐Bertani  (LB) με 25mg  καναμυκίνης ml‐1. Τέλος, οι κλώνοι 
αυτοί είτε φυλάχθηκαν στους ‐80oC σε 7% διμέθυλο σουλφοξείδιο (dimethyl sulfoxide, DMSO) 
είτε χρησιμοποιήθηκαν για εκχύλιση πλασμιδίων με Unifilter miroplates των 800 μl (Whatman 
Inc.,  NJ,  USA).  Τα  εκχυλίσματα  αυτά  χρησιμοποιήθηκαν  περαιτέρω  στην  διαδικασία  της 
αλληλούχισης.  Στην  Εικόνα  8Α,  Β  και  Γ  απεικονίζονται  τα  τρία  σημαντικότερα  στάδια  της 
κλωνοποίησης των βακτηριακών κλώνων του 16S ριβοσωμικού DNA. 
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Εικόνα 8.Α) Μεταφορά βακτηριακών αποικιών από το στερεό  θρεπτικό υπόστρωμα LB με καναμυκίνη  (τριβλία) σε περίπου 
1.5 ml υγρού θρεπτικού υποστρώματος LB με καναμυκίνη (96 –well πιάτα) με την χρήση οδοντογλυφίδων. Β) Μεταφορά 75 μl 
βακτηριακών  αποικιών  από  96 –well  πιάτα  σε 96 – deep well  πιάτα,  μέσα  στα  οποία  προστίθενται  περίπου  1.5 ml  υγρού 
θρεπτικού LB με καναμυκίνη. Στα 96 –well πιάτα προστίθενται 75 μl υγρού θρεπτικού LB με DMSO και κατόπιν φυλάσσονται 
σε συνθήκες ψύξης (‐80oC). Γ) Εκχύλιση πλασμιδίων από τις βακτηριακές αποικίες με την χρήση Unifilter miroplates των 800 
μl. Δ) Ο αναλυτής ΑΒΙ 3700 96‐capillary sequencer, ο οποίος μόλις έχει ξεκινήσει την διαδικασία  ‘ανάγνωσης’ των 16S rDNA 
βακτηριακών κλώνων που περιέχονται στο ΑΒΙ plate.      

3.2.4 Αλληλούχιση του γονιδίου του 16S ριβοσωμικού RNA 
Οι  πέντε  βιβλιοθήκες  κλώνων  16S  rDNA  που  κατασκευάστηκαν,  περιείχαν  συνολικά  472 

κλωνοποιημένες αλληλουχίες. Η νουκλεοτιδική αλληλουχία των κλώνων αυτών διαπιστώθηκε 
με  την  χρήση  του  πρωτοκόλλου  BigDye  terminator  kit  (v.3.1;  Applied  Biosystems)  και  του 
αναλυτή  ABI  3700  96‐capillary  sequencer  (Applied  Biosystems,  Εικόνα  8Δ),  καθώς  έτσι 
εξασφαλίζεται  ‘υψηλής  ποιότητας  ανάγνωση’  μεταξύ 450  και 780  βάσεων  και  ελέχθηκε  μία 
προς  μία  με  το  λογισμικό  πρόγραμμα  Chromas  Lite  201.  Στην  Εικόνα  9  απεικονίζεται  το 
χρωματογράφημα μίας 16S rDNA αλληλουχίας, όπως αυτή προκύπτει από την ‘ανάγνωση’ του 
αναλυτή ΑΒΙ. 

 

 
Εικόνα 9. Χρωματογράφημα μίας 16S rDNA αλληλουχίας όπως αυτή έχει προκύψει από την  ‘ανάγνωση’ του αναλυτή ΑΒΙ. Το 
μαύρο πλαίσιο  περιλαμβάνει  την αλληλουχία  του  εκκινητή,  την οποία διαδέχονται  οι  νουκλεοτιδικές βάσεις  του 16S  rDNA 
κλώνου. 
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Πρώτο βήμα στον έλεγχο της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ενός βακτηριακού κλώνου είναι 
ο  εντοπισμός  της  αλληλουχίας  του  εκκινητή  (AATTCGCCCTT)  και  συνεπώς  την  αρχή  του  16S 
rDNA  κλώνου.  Στην  συνέχεια  προσπαθούμε  να  διαπιστώσουμε  αν  κάθε  κορυφή  του 
χρωματογραφήματος  αντιστοιχεί  στην  νουκλεοτιδική  βάση  που  αναγράφεται  στην  κορυφή 
κάθε γραφήματος. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελούν οι κορυφές στις θέσεις 67 εως 70 
όπου  μετά  από  διόρθωση  έχει  προκύψει  η  αλληλουχία  ATCC.  Προφανώς,  ο  έλεγχος  της 
αλληλουχίας των βακτηριακών κλώνων με το Chromas Lite 201 είναι απαραίτητος, καθώς έτσι 
διαπιστώνονται τυχόν λάθη κατά την ‘ανάγνωση’ του αναλυτή ΑΒΙ.  

Στην  συνέχεια,  οι  βακτηριακοί  κλώνοι  εισάγονται  ένας  προς  ένας  στο  λογισμικό 
πρόγραμμα Chimera Check του Ribosomal Database Project II (Mischigan State University, East 
Lansing, MI, USA)  όπου  και  εντοπίζονται,  εφόσον  υπάρχουν,  οι  χιμαιρικές  αλληλουχίες  που 
έχουν  παραχθεί  κατά  την  PCR.  Στην  παρούσα  εργασία,  διαπιστώθηκαν  τρεις  εν  δυνάμει 
χιμαιρικές  αλληλουχίες.  Στην  Εικόνα  10  παρουσιάζεται  ένα  χαρακτηριστικό  γράφημα 
χιμαιρικής 16S rDNA αλληλουχίας (Ribosomal Database Project II).   

 
Εικόνα 10. Τυπικό γράφημα χιμαιρικής αλληλουχίας, όπως αυτό παρατίθεται στο Ribosomal Database Project II. 

  Τέλος,  οι διορθωμένες πλέον βακτηριακές αλληλουχίες συγκρίνονται με αντίστοιχους 
κλώνους της βάσης δεδομένων GenBank με  το λειτουργικό εργαλείο σύγκρισης BLAST  (Βasic 
Local Alignments Tool, National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA). Το 
BLAST  συγκρίνει  την  νουκλεοτιδική  αλληλουχία  των  16S  rDNA  κλώνων  με  αυτή  αντίστοιχων 
κλώνων που περιέχονται στην βάση δεδομένων και υπολογίζει την στατιστική σημαντικότητα 
των  ζευγών  που  έχουν  σχηματιστεί.  Το BLAST  μπορεί  να  χρησιμοποιηθεί  για  την  διεξαγωγή 
συμπερασμάτων  σχετικά  με  τις  λειτουργικές  και  εξελικτικές  σχέσεις  μεταξύ  αλληλουχιών, 
καθώς  και  για  την  αναγνώριση  μελών  γονιδιακών  οικογενειών  (members  of  gene  families). 
Στην  παρούσα  εργασία,  εντοπίστηκαν  συνολικά  55  αλληλουχίες  κυτταρικών  οργανιδίων  και 
φορέα  κλώνων  (clone  vector),  καθώς  και  τρεις  κλώνοι,  οι  οποίοι  δεν  εμφάνιζαν  καμμία 
ομοιότητα με τις αλληλουχίες τόσο της GenBank, όσο και  της βάσης του ARB. Προφανώς, οι 
αλληλουχίες των παραπάνω κατηγοριών δεν λήφθηκαν υπόψην στην περαιτέρω φυλογενετική 
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ανάλυση, με αποτέλεσμα 304 κλώνοι να κατατεθούν τελικά στην βάση δεδομένων GenBank με 
τους κωδικούς πρόσβασής τους να είναι FJ197343 – FJ197646.  

 
3.2.5 Φυλογενετική ανάλυση  

Η  φυλογενετική  ανάλυση  των  κλώνων  16S  ριβοσωμικού  DNA  πραγματοποιήθηκε  με  το 
λογισμικό πρόγραμμα ARB (Version 2.5b, Techische Univeritat Munchen, Munchen, Germany, 
Lundwig  et  al.,  2004).  Η  ανάλυση  αυτή  περιλαμβάνει  την  ευθυγράμμιση  των 
ριβονουκλεοτιδικών αλληλουχιών μία προς μία  χρησιμοποιώντας  τις  ήδη  ευθυγραμμισμένες 
αλληλουχίες της βάσης δεδομένων ARB, και την κατασκευή των φυλογενετικών δέντρων. Στην 
Εικόνα  11  παρουσιάζεται  ο  τρόπος  με  τον  οποίο  πραγματοποιείται  η  ευθυγράμμιση  μίας 
αλληλουχίας του γονιδίου 16S rRNA με βάση τους αντίστοιχους κλώνους του ARB (Warnecke 
et al., 2005).   

 

 

Εικόνα 11. Ευθυγράμμιση μίας 16S rRNA αλληλουχίας με βάση αντίστοιχους 16S rRNA κλώνους που περιέχονται στην βάση 
δεδομένων του ARB (Warnecke et al., 2005). 

 Η  ευθυγράμμιση  της  πρωτοταγούς  δομής  είναι  αναμφισβήτητα  το  καθοριστικό  πρώτο 
βήμα  για  την  φυλογενετική  ανάλυση  που  στηρίζεται  στην  νουκλεοτιδική  αλληλουχία.  Η 
ευθυγράμμιση  είναι  απαραίτητη  καθώς  μόνο  οι  σημειακές  αλλαγές  των  αλληλουχιών  που 
παρατηρούνται  σε  σύγκριση  με  μία  πρότυπη  αλληλουχία  (πχ.  αλληλουχία  16S  rDNA  του 
βακτηρίου  E.coli)  μπορούν  να  χρησιμοποιηθούν  για  την  διεξαγωγή  φυλογενετικών 
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συμπερασμάτων.  Οι  ομόλογες  αυτές  θέσεις  αφού  εντοπιστούν,  πρέπει  να  διευθετηθούν  σε 
στήλες  προκειμένου  οι  αλληλουχίες  να  ευθυγραμμιστούν  και  η  περαιτέρω  ανάλυσή  τους 
(εισαγωγή σε φυλογενετικό δέντρο) να είναι δυνατή (Ludwig and Klenk, 2001).  

Εξαιτίας του μεγάλου πλήθους των κλώνων 16S rDNA, ήταν δυνατή μονάχα η κατασκευή 
δέντρων τύπου Maximum Parsimony. Η δημιουργία και η βελτιστοποίηση των δέντρων αυτών 
στηρίζεται  σε  ένα  εξελικτικό  μοντέλο,  σύμφωνα  με  το  οποίο  η  διατήρηση  και  όχι  η  αλλαγή 
φαίνεται να είναι πιθανότερη. Με βάση τους αλγόριθμους Parsimony, διερευνώνται εκείνες οι 
τοπολογίες  δέντρου  που  ελαχιστοποιούν  το  συνολικό  μήκος  δέντρου.  Έτσι,  η  πιο  ‘φειδωλή’ 
τοπολογία δέντρου στηρίζεται στην υπόθεση του ελάχιστου πλήθους σημειακών μεταβολών, 
με  βάση  την  οποία  συσχετίζεται  η  τοπολογία  του  δέντρου  με  τις  αρχικές  αλληλουχίες‐
δεδομένα (Lundwig and Klenk, 2001). 

3.3 Βακτηριακή ποικιλότητα 
Η  βακτηριακή  ποικιλότητα  των  βιβλιοθηκών  υπολογίστηκε  με  την  βοήθεια  του 

προγράμματος  Rarefaction  calculator 
(http://www2.biology.ualberta.ca./jbrzusto/rarefact.php).  Συγκεκριμένα,  εφαρμόστηκε  ο  μη 
παραμετρικός (non parametric) δείκτης Chao (Chao, 1984), ο οποίος δίνεται από την εξίσωση: 

 
όπου, Sobs:  το πλήθος  των φυλογενετικών ομάδων OTUs  και  κατ’επέκταση των κλώνων 16S 
rDNA που εντοπίστηκαν  
α: το πλήθος των OTUs που παρατηρήθηκαν μία φορά 
b: το πλήθος των OTUs που παρατηρήθηκαν δύο φορές. 
Οι τυπικές αποκλίσεις SD υπολογίστηκαν ως εξής: 

 
 

3.4 Στατιστική ανάλυση αποτελεσμάτων 
Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων της παρούσας μελέτης πραγματοποιήθηκε με 

την βοήθεια του λογισμικού PRIMER (Plymouth Routines  In Multivariate Ecological Research). 
Συγκεκριμένα,  πραγματοποιήθηκε  πολυμεταβλητή  ανάλυση  με  την  χρήση  της  Ευκλείδιας 
Απόστασης  (Euclidean Distance),  οπότε  και  οι  βιβλιοθήκες  των  κλώνων  ομαδοποιήθηκαν  με 
βάση  τις  διαφορές  τους  ως  προς  τις  επιμέρους  αλληλουχίες  του  γονιδίου  του  16S  rRNA.  Η 
ομαδοποίηση αυτά αναπαρίσταται γραφικά με την μορφή δενδρογράμματος. 
 

4. Αποτελέσματα 
 

4.1 Χημικά χαρακτηριστικά των ιζημάτων 
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Στην θαλάσσια βενθική οικολογία, η χλωροφύλλη α, ο οργανικός άνθρακας και ο λόγος C/N 
είναι  ιδιαίτερα  διαδεδομένοι  δείκτες  βιοδιαθέσιμης  τροφής  στα  ιζήματα.  Στον  Πίνακα  2 
(Παράρτημα)  παρουσιάζονται  τα  αποτελέσματα  των  χημικών  αναλύσεων  που 
πραγματοποιήθηκαν στα  δείγματα  των  ιζημάτων Alvin  και  ΚΜ3.  Στο  Σχήμα 1  απεικονίζονται 
γραφικά τα αποτελέσματα αυτά.  

 

 

Σχήμα1. Συγκριτική γραφική απεικόνιση των χημικών παραμέτρων χλωροφύλλη α, % οργανικού άνθρακα, C/N για 
τα μικροπεριβάλλοντα Alvin και ΚΜ3. 

 
Τα  δείγματα  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  περιείχαν  την  μεγαλύτερη  ποσότητα  τόσο 

χλωροφύλλης α (0.83‐0.97 μg/g) όσο και οργανικού άνθρακα (1.53‐1.69%), σε αντίθεση με το 
δείγμα  ιζήματος από το  Ιόνιο Πέλαγος,  το οποίο διέθετε μόνο 0.12 μg/g  χλωροφύλλης α και 
0.82%  οργανικού άνθρακα.  Όσον αφορά στον  λόγο C/N,  το  ίζημα ΚΜ3 φαίνεται  να  έχει  την 
μεγαλύτερη  τιμή  (10.45),  η  οποία  όμως  είναι  συγκρίσιμη  με  την  τιμή  του Alvin24  (9.11).  Τα 
υπόλοιπα  τρία  δείγματα  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  έχουν  τιμή  C/N  κυμαινόμενη  μεταξύ  6.1  – 
6.87. 

 

4.2 Βακτηριακή ποικιλότητα των μικροπεριβαλλόντων Alvin και ΚΜ3 
Η αφθονία των ειδών στα υπό μελέτη μικροπεριβάλλοντα υπολογίστηκε με την τεχνική 

αραίωσης  (rarefaction).  Συγκεκριμένα,  εφαρμόστηκε  ο  ιδιαίτερα  διαδεδομένος  για  τα 
περιβαλλοντικά δείγματα μη παραμετρικός παράγοντας Chao ώστε να εκτιμηθεί η βακτηριακή 
ποικιλότητα. Στο Σχήμα 2 παρουσιάζονται γραφικά τα δεδομένα του Πίνακα 2 (Παράρτημα).  

Στο Σχήμα 3 απεικονίζεται η Καμπύλη Αραίωσης για όλες τις βιβλιοθήκες των κλώνων 
του  γονιδίου  του  16S  rRNA.  Σε  γενικές  γραμμές,  δεν  παρατηρούνται  σημαντικές  διαφορές 
όσον  αφορά  στην  βακτηριακή  ποικιλότητα  μεταξύ  των  βιβλιοθηκών  16S  rRNA,  αφού  οι 
γραφικές  παραστάσεις  τους  δεν  αποκλίνουν  σημαντικά  από  την  καμπύλη  αναφοράς.  Το 
γεγονός αυτό  είναι  ενδεικτικό  της  υψηλής  βακτηριακής ποικιλότητας  σε  όλα  τα  υπό μελέτη 
μικροπεριβάλλοντα. 
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Σχήμα2. Σύγκριση πλήθους κλώνων 16S rRNA, πλήθους ειδών και τιμών Chao για τις βιβλιοθήκες Alvin και ΚΜ3. 

 
 
 

   
Σχήμα3.   Καμπύλη αραίωσης για τις βιβλιοθήκες κλώνων του 16S ριβοσωμικού RNA του Ειρηνικού Ωκεανού και 
της Ανατολικής Μεσογείου. 

 
4.3  Βακτηριακή  σύσταση  και  σύγκριση  των  βιβλιοθηκών  κλώνων  του  γονιδίου  16S 
ριβοσωμικού RNA 
Στην  φυλογενετική  ανάλυση  των  βιβλιοθηκών  χρησιμοποιήθηκαν  304  κλώνοι,  από  τους 

οποίους  οι  252    ταξινομήθηκαν  σε  έντεκα  γνωστά  φύλα:  Acidobacteria,  Actinobacteria, 
Planctomycetes,  Alpha  Proteobacteria,  Beta  Proteobacteria,  Gamma  Proteobacteria,  Delta 
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Proteobacteria,  Nitrospirae,  Chloroflexi,  Veruccomicrobia  και  Bacteroidetes.  Από  τους 
υπόλοιπους  52  κλώνους,  οι  πέντε  αλληλουχίες  ταξινομήθηκαν  σε  δύο  επιμέρους  ομάδες 
(Cluster  1  και  Cluster  2),  καθώς  μία  αλληλουχία  συσχετίστηκε  με  το  υποψήφιο  φύλο  ΟΡ11 
(candidate division OP11),  ενώ το μεγαλύτερο ποσοστό αυτών δεν μπορούσε να ταξινομηθεί 
σε  καμία  από  τις  γνωστές  ταξινομικές  ομάδες  (40  κλώνοι).    Στον  Πίνακα  4  (Παράρτημα) 
παρουσιάζονται  όλες  οι  ταξινομικές  ομάδες    που  προσδιορίστηκαν  στα  υπό  μελέτη 
μικροπεριβάλλοντα και  το ποσοστό των κλώνων κάθε βιβλιοθήκης που ταξινομείται σε κάθε 
μία  από  αυτές.  Ακολούθως,  στο  Σχήμα  4,  απεικονίζεται  γραφικά  η  δομή  της  βακτηριακής 
βιοκοινωνίας για τις βιβλιοθήκες Alvin και ΚΜ3. Παρατηρείται ότι σε γενικές γραμμές, η δομή 
των  μικροβιακών  βιοκοινωνιών  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  και  της  Ανατολικής  Μεσογείου  δεν 
εμφανίζουν σημαντικές διαφορές.   

 

 
Σχήμα 4.  Συγκριτικό γράφημα της βακτηριακής σύστασης  των μικροπεριβαλλόντων του Ειρηνικού Ωκεανού και 
της Ανατολικής Μεσογείου. 

 
Με  βάση  τις  τέσσερις  βιβλιοθήκες  Alvin  (220  κλώνοι),  στα  αντίστοιχα 

μικροπεριβάλλοντα  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  επικρατούν  τα  Gammaproteobacteria  (23,31%) 
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ενώ  τα  Deltaproteobacteria  (13,62%)  και  τα  Actinobacteria  (12,06%)  συνιστούν  τις  δύο 
επόμενες  πιο  πολυπληθείς  ταξινομικές  ομάδες.  Στην  συγκεκριμένη  βιβλιοθήκη  βρέθηκαν 
κλώνοι  που  συσχετίζονταν  με  τα  φύλα  Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria, 
Acidobacteria, Bacteroidetes, Verruccomicrobia, Nitrospirae, Chloroflexi,  την  ομάδα Cluster2, 
το  υποψήφιο  φύλο  OP11,  ενώ  ένα  σημαντικό  ποσοστό  αλληλουχιών  (10.31%)  δεν 
ταξινομήθηκε  σε  καμία  γνωστή  φυλογενετική  ομάδα  (στο  εξής  ‘άγνωστες  αλληλουχίες’).  Οι 
διαφοροποιήσεις μεταξύ των βιβλιοθηκών Alvin είναι περιορισμένες και είναι οι εξής: 

 η βιβλιοθήκη Alvin29 περιέχει  κλώνους  του γονιδίου  του 16S  rRNA  της φυλογενετικής 
ομάδας OΡ11, ενώ δεν φαίνεται να διαθέτει κλώνους Betaproteobacteria, 

 η βιβλιοθήκη Alvin28 διαθέτει κλώνους του γονιδίου του 16S  rRNA  της φυλογενετικής 
ομάδας Betaproteobacteria αλλά όχι και των ομάδων Nitrospirae  και Cluster1, 

 η βιβλιοθήκη Alvin25 είναι η μόνη που διαθέτει κλώνους του γονιδίου του 16S rRNA του 
φύλου Chloroflexi και το μεγαλύτερο ποσοστό ‘άγνωστων αλληλουχιών’ και δεν περιέχει 
αλληλουχίες 16S rDNA των φυλογενετικών ομάδων Nitrospirae και Betaproteobacteria, 

 οι  βιβλιοθήκες  Alvin28  και    Alvin25  διαθέτουν  το  μικρότερο  πλήθος  φυλογενετικών 
ομάδων (11), 

 η  φυλογενετική  ομάδα  Cluster2    αποτελείται  από  κλώνους  μονάχα  των  βιβλιοθηκών 
Alvin29 και Alvin28, 

 μεταξύ  των 15  διαφορετικών φυλογενετικών ομάδων των βακτηρίων που φαίνεται  να 
δραστηριοποιούνται στα τέσσερα μικροπεριβάλλοντα του Ειρηνικού Ωκεανού, μόνο δύο 
‐ Chloroflexi και OP11 ‐ εντοπίστηκαν σε μία βιβλιοθήκη. 
Όσον  αφορά  στην  βιβλιοθήκη  ΚΜ3,  οι  αλληλουχίες  του  γονιδίου  του  16S  rRNA  που 

εντοπίστηκαν,  ταξινομήθηκαν  σε  έντεκα  γνωστά  φύλα:    Acidobacteria,  Actinobacteria, 
Planctomycetes,  Deltaproteobacteria,  Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria, 
Gammaproteobacteria,  Nitrospirae,  Chloroflexi,  Verrucomicrobia,  Bacteroidetes.  Αξίζει  να 
σημειωθεί ότι το μεγαλύτερο ποσοστό των συνολικών κλώνων (24,05%) είναι αλληλουχίες 16S 
rDNA που δεν υπέπεσαν σε καμία γνωστή ταξινομική ομάδα. Από τις γνωστές φυλογενετικές 
ομάδες, τα Acidobacteria και κατόπιν τα Gammaproteobacteria και τα Actinobacteria είναι οι 
πιο πολυπληθείς με ποσοστά έναντι των συνολικών κλώνων με 17,72% και 13,92% αντίστοιχα.  

Σε  γενικές  γραμμές  δεν  παρατηρούνται  σημαντικές  διαφορές  στην  βακτηριακή 
σύσταση  των  κοινωνιών  από  τα  μικροπεριβάλλοντα  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  και  της 
Ανατολικής Μεσογείου Alvin  και  ΚΜ3.  Συγκεκριμένα,  η  μία  διαφορά  αφορά  στην  κατανομή 
των αλληλουχιών του 16S rDNA, όπου στην βιβλιοθήκη ΚΜ3 το επικρατέστερο φύλο είναι τα 
Acidobacteria,  σε  αντίθεση  με  τα  Gammaproteobacteria  που  κυριαρχούν  και  στις  τέσσερις 
βιβλιοθήκες Alvin.  Επίσης,  η  βιβλιοθήκη  ΚΜ3  περιέχει  το  μεγαλύτερο  ποσοστό  κλώνων  16S 
rDNA που δεν μπορεί να ταξινομηθεί σε κανένα γνωστό φύλο/ταξινομική ομάδα (Σχήμα 4).  

Τα  αποτελέσματα  αυτά  επιβεβαιώνονται  από  το  διάγραμμα  της  Ευκλείδειας 
Απόστασης  (Σχήμα  5),  σύμφωνα  με  το  οποίο  οι  βιβλιοθήκες Alvin  έχουν  ομαδοποιηθεί  ανά 
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δύο: η Alvin29 με την Alvin24 και η Alvin28 με την Alvin25, με τις διαφοροποιήσεις ανά ζεύγος 
να  αγγίζουν  το  10%  και  περίπου  11%  αντίστοιχα,  ενώ  αυτές  μεταξύ  των  ζευγών  να  είναι 
λιγότερο από 15%. Η ομαδοποίηση αναμενόταν να περιλαμβάνει  τα  ζεύγη: Alvin29  ‐ Alvin28 
και Alvin24  ‐ Alvin25,  καθώς  κάθε  ζεύγος  προέρχεται  από  τον  ίδιο  σταθμό  δειγματοληψίας. 
Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η μικροκοινωνία ΚΜ3 διαφέρει μονάχα κατά 
23% περίπου από αυτές του Ειρηνικού Ωκεανού. 
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Σχήμα5.  Ομαδοποίηση  (Ευκλείδεια  απόσταση)  των  βακτηριακών  κοινωνιών  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  και  της 
Ανατολικής Μεσογείου. 

 
  Στα  πλαίσια  της  φυλογενετικής  ανάλυσης  κατασκευάστηκαν  επτά  φυλογενετικά 

δέντρα  ‘Μέγιστης  Φειδωλότητας’  (Maximum  Parsimony),  χρησιμοποιώντας  σαν  κλώνους 
αναφοράς αλληλουχίες 16S rDNA της βάσης δεδομένων του προγράμματος Arb. Κάθε ένα από 
τα δέντρα αντιπροσωπεύει μία φυλογενετική ομάδα, οπότε και κατασκευάστηκαν τα δέντρα 
των  Betaproteobacteria  &  Gammaproteobacteria,  Alphaproteobacteria,  Deltaproteobacteria, 
Actinobacteria,  Planctomycetes  και  Acidobacteria  (Σχήμα  6Α,  Β,  Γ,  Δ,  Ε  και  ΣΤ).  Εξαίρεση 
αποτελεί το έβδομο δέντρο, στο οποίο έχουν ενσωματωθεί οι κλώνοι των OTUs περιορισμένης 
αφθονίας  όπου  περιλαμβάνονται  τα    Verrucomicrobia,  Chloroflexi, OP11, Nitrospirae  και  οι 
‘άγνωστες’ αλληλουχίες (Σχήμα 6Ζ). Στο δέντρο αυτό, πέντε συνολικά ‘άγνωστες’ αλληλουχίες 
των  βιβλιοθηκών  Alvin  συμμετέχουν  σε  δύο  επιμέρους  φυλογενετικές  ομάδες  Cluster1  και 
Cluster2.  Οι  ομάδες  αυτές  αποτελούνται  από  αλληλουχίες  δύο  τουλάχιστον  διαφορετικών 
βιβλιοθηκών,  ενώ η ομοιότητά  τους που πρέπει  να είναι  τουλάχιστον 98%,  ελέχθηκε με  την 
επιλογή Neighbor  Joining  του προγράμματος Arb.  Σε  γενικές  γραμμές,  παρατηρήθηκε  ότι  σε 
όλα τα δέντρα οι αλληλουχίες 16S rDNA των βιβλιοθηκών του Ειρηνικού Ωκεανού συνδέονται 
στενά με αυτές της βιβλιοθήκης της Ανατολικής Μεσογείου. 
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Rikettsiella grylli, U97547

Legionella geestiana, Z49723

uncultured marine eubacterium HstpL26, AF159683

28b_5B_FF,  FJ197353

25a_2B_FF, FJ197364
28a_5G_FF, FJ197362
29a_9D_FF, FJ197363
24a_7B_FF, FJ197356

28a_8A_FF, FJ197359
uncultured gamma proteobacterium clone: JTB255 , AB015254

24a_11F_FF_PR1, FJ197357
28b_1C_FF,  FJ197354

29_12G_FF_RP2, FJ197358
29_7D_FF_RP2, FJ197360

25b_8H_FF,  FJ197355
29a_9H_FF,  FJ197352

KM3a_12C_FF , FJ197351
Nitrosococcus sp. C-113 strain C-113, AF153343

uncultured hydrocarbon seep bacterium BPC023, AF154087

Coxiella burnetii strain S1, Y11500
Ornithodoros moubata symbiont A, AB001521

agricultural soil bacterium clone SC-I-16, AJ252619

unidentified bacterium, Z93991

uncultured gamma proteobacterium CHAB-XI-27, AJ240918

KM3c_5F_FF, FJ197403
29a_9F_FF, FJ197406

25a_9G_FF, FJ197404

KM3c_12C_FF, FJ197405

29a_2F_FF_PR1, FJ197407

24a_6B_FF,  FJ197398
KM3c_4F_FF, FJ197400

28b_2A_FF, FJ197401
KM3c_5B_FF, FJ197402

uncultured gamma proteobacterium clone Arctic96B-1, AF353242

uncultured marine eubacterium HstpL49, AF159675

Acinetobacter sp. strain AC-40 , X86572

Acinetobacter sp. BC111, AF189693
Methylococcus capsulatus (ACM 3302), X72771

obligately oligotrophic bacteria KI89C , AB022713 ( D32219)

24a_7E_FF, FJ197399
29a_11B_FF_PR1, FJ197397

29a_9E_FF, FJ197396
25a_7H_FF, FJ197392

29a_1B_FF, FJ197393

28b_3C_FF, FJ197349

29a_8F_FF_PR1, FJ197350

24a_3A_FF, FJ197378

KM3c_3E_FF , FJ197343
uncultured gamma proteobacterium clone HCM3MC78_12B_FF, EU373828

Saccharophagus degradans 2-40, AF055269
Teredinibacter turnerae, M64338

uncultured gamma proteobacterium clone: BD1-7, AB015519

Cycloclasticus oligotrophus, AF148215
Pseudoalteromonas bacteriolytica, D89929

Colwellia maris, AB002630

24a_5G_FF, FJ197345

25b_7G_FF, FJ197391

28b_4E_FF, FJ197344

uncultured gamma proteobacterium clone HCM3MC91_6H_FF, EU373824

KM3c_8E_FF, FJ197395

25b_9B_FF,  FJ197388

29a_8E_FF, FJ197384

29_1H_FF_RP2, FJ197370

24a_1C_FF , FJ197373

uncultured crenarchaeote, AF361214
KM3a_12F_FF, FJ197348

28a_6B_FF, FJ197347
24a_10D_FF, FJ197346

24a_9G_FF, FJ197394
unidentified beta proteobacterium clone 400 AGG D3, AF063633

uncultured gamma proteobacterium clone: BD1-1, AB015514

KM3c_11E_FF, FJ197386

24a_5F_FL, FJ197389
25a_9F_FF, FJ197387

28b_2D_FF, FJ197385

sulfur-oxidizing bacterium OBII5, AF170421
uncultured gamma proteobacterium clone: BD7-8, AB015583

Solemya occidentalis, U41049
sulfur-oxidizing bacterium NDI1.1 , AF170424

uncultured gamma proteobacterium clone: JTB23 , AB05248

28_9E_FF_RP2, FJ197368

28b_6E_FF, FJ197369
24a_3C_FF_PR1, FJ197367

25a_7F_FF, FJ197377
29a_3D_FF_PR1, FJ197376

28a_4G_FF, FJ197374
29a_4D_FF_PR1, FJ197375
24a_4F_FF, FJ197464
24_6H_FF_RP2, FJ197372

uncultured gamma proteobacterium clone: BD3-6, ABO15548

29a_5D_FF_PR1, FJ197383
29a_6H_FF,  FJ197382

KM3a_4D_FF, FJ197381
28a_3C_FF, FJ197380
29a_10F_FF, FJ197379

29a_10B_FF_PR1, FJ197390
KM3a_10B_FF, FJ197365

KM3a_3D_FF, FJ197366
28a_11D_FF, FJ197361

uncultured gamma proteobacterium clone HCM3MC78_1C_FL, EU373856
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Σχήμα 6. Φυλογενετικό δέντρο Μέγιστης Φειδωλότητας 16S rDNA όπου φαίνονται οι θέσεις των φυλοτύπων που συνδέονται 
με Α) Beta‐ και Gamma‐ Proteobacteria, B) Alphaproteobacteria, Γ) Deltaproteobacteria, Δ) Acidobacteria, Ε) Actinobacteria, ΣΤ) 
Planctomycetales  και  Z) Nitrospirae, Unidentified,  Chloroflexi,  Verrucomicrobia,  Cluster  1,  Cluster  2,  την  υποψήφια  ομάδα 
OP11, Chlorobi και Bacteroidetes των βιβλιοθηκών κλώνων (Alvin και ΚΜ3) που κατασκευάστηκαν από ιζήματα του Ειρηνικού 
Ωκεανού και της Ανατολικής Μεσογείου. Οι τιμές στις διακλαδώσεις δηλώνουν την αυτοδυναμία των ομάδων. Τιμές κάτω του 
50% δεν παρουσιάζονται στο σχήμα. Η αναλογία 0,1 δηλώνει 10% διαφορά νουκλεοτιδίου ανά μία θέση 16S rRNA. 
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Ketogulonogenium vulgarum strain 266-13B, AF136846
Roseobacter sp. GAI-109, AF098494

KM3a_8H_FF , FJ197411

29a_12H_FF, FJ197408
24a_10H_FL, FJ197410

28a_5B_FF,  FJ197409
KM3a_12E_FF, FJ197420

uncultured alpha proteobacterium clone LC1-34, DQ289904
uncultured bacterium clone CI75cm.2.16, EF208709

29a_11D_FF_PR1, FJ197422
28a_2F_FF, FJ197424
KM3c_10E_FF, FJ197423

29a_3G_FL, FJ197421

28a_8E_FF,  FJ197418
KM3c_10B_FF, FJ197419

24a_2D_FF, FJ197427
uncultured alpha proteobacterium clone BD1-17, AB015526

Rubrimonas cliftonensis strain: OCh317, D85834

uncultured alpha proteobacterium, clone: NKB7, AB013259

24a_3D_FL, FJ197425
KM3a_9G_FF , FJ197426

KM3a_6F_FF, FJ197428

28a_12D_FF, FJ197417

25a_6A_FF, FJ197415
24a_2E_FF_PR1, FJ197414
25b_8D_FF, FJ197416

Rhodospirillium sodomense, M59072
Terasakiela pusilla strain: IFO 13613, AB000482

uncultured alpha proteobacterium NAC1-6, AF245619

Rhodobium orientis, D30792

Hyphomicrobium aestuarii strain DSM 1564, Y14304
Hyphomicrobium zavarzinii strain ATCC 27495, U59506

uncultured crenarchaeote, AF361214 

24a_8C_FF_PR1, FJ197429
29a_5A_FF,  FJ197430

unidentified bacterium clone 49519, AB097813
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(B)

 

uncultured Green Bay ferromanganus micronodule bacterium MND4, AF293008

Desulfoarculus sp. BG74, U85477

Nitrospina gracilis (Pacific Ocean isolate), L35503

Desulfonatronum lacustre, Y14594

uncultured delta proteobacterium, clone: JTB38, AB015243

uncultured crenarchaeote, AF361214
25a_3H_FF, FJ197575

29a_7F_FF,  FJ197574

24a_10A_FF, FJ197467
KM3a_8D_FF, FJ197468

25a_7E_FF, FJ197469
KM3b_10C_FF, FJ197470

29a_3A_FF_PR1, FJ197466

25a_4D_FF,  FJ197460
29a_5B_FF, FJ197461

28a_12F_FF, FJ197465

28a_12G_FF, FJ197455

28a_1B_FF,  FJ197454

28a_4E_FF,  FJ197432

24a_5C_FF_PR1, FJ197462
29a_6E_FF_PR1, FJ197463

24a_4F_FF, FJ197464

29a_1F_FF, FJ197459
28a_3D_FF_PR1, FJ197456

24a_9A_FF_PR1, FJ197457

29a_5H_FF_PR1, FJ197458

uncultured bacterium clone FS142-22B-02, DQ513027

uncultured delta proteobacterium Sva0485, AJ241001

Pelobacter sp. clone: A3b3, AJ271626

Polyangium vitellinum strain: Pl vt1, AJ233944

uncultured delta proteobacterium Sva0679, AJ241020

Polyangium cellulosum strain NUST_6, AF421890

28a_4F_FF,  FJ197452

KM3a_4F_FF, FJ197453

KM3c_2D_FF, FJ197446

25a_8H_FF,  FJ197443
24a_2F_FF_PR1, FJ197442

28b_3A_FF, FJ197445

KM3c_7C_FF , FJ197444

28a_1G_FF, FJ197440
28b_5H_FF, FJ197441

29_10G_FF_RP2, FJ197435
29a_3H_FF_PR1, FJ197434

uncultured bacterium clone FAC87,  DQ451526

24a_12F_FF, FJ197433

KM3c_2C_FF , FJ197436
28a_11B_FF, FJ197439

25a_8E_FF,  FJ197437
25a_8F_FF,  FJ197438

uncultured delta proteobacterium clone Belgica2005/10-ZG-2,  DQ351798
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Σχήμα 6. Συνέχεια. 
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KM3a_11B_FF , FJ197555
25a_9A_FF, FJ197539

uncultured soil bacterium clone 384-2 ,AF423257
KM3c_11A_FF , FJ197546
uncultured Acidobacteria bacterium clone M10Ba14, AY360604

uncultured bacterium #0319-7F19, AF234142
28a_11E_FF,  FJ197545

uncultured organism clone ctg_NISA356, DQ396353
uncultured Acidobacteria bacterium clone Therm30-A11, AY533887

KM3a_9F_FF, FJ197544

28_8F_FF_RP3, FJ197550

KM3a_11E_FF , FJ197552
KM3c_1D_FF , FJ197573

uncultured acidobacterium sp clone HCM3MC78_3C_FF, EU373933

28a_4D_PR1, FJ197556
KM3c_12E_FF, FJ197557
uncultured bacterium clone PH-10, EF491533
KM3a_3E_FF, FJ197558
KM3a_6G_FF, FJ197559

KM3c_2A_FF, FJ197560
29a_4C_FL, FJ197547

unidentified Acidobacterium group OPB3, AF027004
Acidobacterium capsulatum, D26171

KM3c_11B_FF, FJ197568
24a_10C_FF, FJ197553

25a_10C_FF, FJ197554

29a_11C_FF, FJ197567
KM3a_7H_FF, FJ197569

uncultured crenarchaeote, AF361214
KM3c_2B_FF, FJ197563

24a_5B_FF_PR1, FJ197562
29a_9A_FF, FJ197561

uncultured Holophaga/ Acidobacterium Sva0725, AJ241003 
29a_8C_FF,  FJ197548
28a_11C_FF, FJ197571
KM3c_4D_FF , FJ197572

uncultured Acidobacteriaceae, AY225650 
24a_6C_FF_PR1, FJ197564
28b_6B_FF,  FJ197565

24a_9H_FF,  FJ197566
KM3c_6B_FF, FJ197570

uncultured Holophaga/ Acidobacterium Sva0515 ,AJ241004

Geothrix fermentans,U41563
Holophaga foetida strain TMBS4-T (DSM 6591-T) ,X77215

uncultured Acidobacteriaceae bacterium clone AT-s3-28 ,AY225646

uncultured bacterium , AF445671
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uncultured actinomycete OCS155, AF001652

uncultured  hydrocarbon seep bacterium BPC063, AF154093

uncultured bacterium clone A20, AY373407

Fusobacterium prausnitzii, M58682

uncultured crenarchaeote, AF361214

uncultured bacterium clone CV54, DQ499303
Propionibacterium sp. V07/12348, Y17821

uncultured actinobacterium clone R61-03-00r86, DQ316866
Red Sea bacterium KT-2K38, AJ309527

Acidimicrobium ferrooxidans, U75647
Ferrimicrobium acidiphilum, AF251436

Microthrix parcivella, X82546

28a_8B_FF, FJ197530

KM3b_12A_FF, FJ197495

25b_11E_FF, FJ197526
29a_11G_FF, FJ197528

25b_8C_FF, FJ197527
29a_8G_FF, FJ197529

KM3a_4C_FF, FJ197509
KM3c_6G_FF, FJ197510
KM3a_6D_FF, FJ197511
KM3a_9H_FF, FJ197512

29a_10E_FF, FJ197516

uncultured bacterium clone MD2902-B6 , EU048613

24a_9D_FF_PR1, FJ197515

24a_4H_FF , FJ197514
25a_11G_FF, FJ197513

KM3b_11E_FF, FJ197518
KM3c_12H_FF, FJ197517

25b_10H_FF, FJ197524

KM3a_11H_FF, FJ197525
24a_11D_FF, FJ197523

28a_5C_FF,  FJ197520
24a_2C_FF_PR1, FJ197522

28a_8C_FF,  FJ197519
29a_9B_FF, FJ197521

29a10HFF, FJ197508

28b_4D_FF,  FJ197507

24a_5A_FF_PR1, FJ197501

uncultured actinomycete, AB015539

uncultured bacterium a2b044, AF419679

24a4BFF, FJ197505
28a6FFF  FJ197506

25b_9F_FF, FJ197504

25b_9H_FF, FJ197498
29a_6G_FF, FJ197500

24a_1D_FF_PR1, FJ197497

KM3c_12D_FF, FJ197502
KM3c_12A_FF, FJ197503

KM3c_7H_FF, FJ197640

28b_5C_FF, FJ197499
24a_10F_FF, FJ197496

76
64

100
76
76
76

86
76

76
100

76

50
76

76

76
76

76
76

76
76

76
76

76
64

100
76
76

100
76
76

100
76

76
76

76
76

76

76
760.10

(E)
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uncultured crenarchaeote, AF361214

KM3c_9A_FF, FJ197605

29a_10D_FF, FJ197590

uncultured soil bacterium clone 96-2, AF423302

uncultured Planctomycetes Sva0503, AJ241009

25a_10H_FF, FJ197615

24a_3E_FF, FJ197609
24a_7G_FF, FJ197602

28b_3E_FF, FJ197601
KM3a_12D_FF, FJ197612

29a_5E_FL, FJ197610
KM3c_4G_FF, FJ197611

25b_9C_FF, FJ197603

24a_4C_FF, FJ197608

KM3c_3A_FF, FJ197607
KM3a_10E_FF, FJ197606
KM3a_11F_FF, FJ197604

uncultured bacterium clone CI35cm.2.15a, EF208657

unidentified bacterium clone K2-30-19, AY344412

Isosphaera pallida, X64372
Planctomyces limnophilus, X62911
Planctomyces brasiliensis (strain DSM 5305T), AJ231190

Planctomyces sp (strain 248), AJ231186

Planctomyces maris (strain DSM 8797T), AJ231184

uncultured marine eubacterium HstpL83, AF159642

25a_6B_FF, FJ197594
25a_8G_FF, FJ197595

24a_1G_FF, FJ197598
28b_6G_FF, FJ197599

28a_6D_FF, FJ197600
28a_7D_FF, FJ197596

28b_5F_FF, FJ197597
29a_12B_FF, FJ197592

28a_12H_FF, FJ197593

24a_9F_FF, FJ197587

uncultured bacterium clone FS275-22B-03, DQ513104

uncultured organism clone ctg_NISA363, DQ396077

Pirellula sp. (Schlesner 382), X81943
Pirellula sp (Schlesner 139), X81945

uncultured planctomycete clone DSP26, AJ290184

Planctomycete strain 292, AJ231182

Pirellula marina, X62912

Pirellula sp (Schlener 678), X81947

29a_5G_FF, FJ197591
25a_4G_FF, FJ197586

28b_1D_FF, FJ197584
25b_7E_FF, FJ197585
28a_11A_FF, FJ197583

29a_3F_FF, FJ197589

24a_8D_FL, FJ197588
28a_7B_FF_PR1, FJ197578

KM3a_5A_FF, FJ197579

25a_5F_FF, FJ197581
28a_2E_FF, FJ197580

29a_1C_FF, FJ197582

uncultured planctomycete clone SIMO-784, AY712321

76
100

76

76
76

99
62

76

76
64

76
76

88
98

94
99

61
76

76
76

76

93

76
76

76
76

76
76
76

64
76

86
100

76
64

76

99

76
76

0.10
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Nitrospira marina, X82559

Herpetosiphon aurantiacus, M34117

Verrucomicrobia spinosum, X90515

29a_6F_FL, FJ197541

29a_11E_FF, FJ197645

24_7A_FF_RP2, FJ197631
24a_7C_FL, FJ197625

uncultured Verrucomicrobia Arctic95B-10, AY028222
unidentified rumen bacterium RFP12, AF001775

unidentified bacterium, clone:BD2-18, AB015546

uncultured bacterium, clone: L10-6, AJ400275
Prosthecobacter (vanneervenii)FC2, U60013

uncultured Verrucomicrobia Arctic95D-9, AY028220

KM3c_10H_FF, FJ197624

24a_11G_FF, FJ197632
29a_3C_FF_PR1, FJ197633

28b_3D_FF, FJ197630
25a_3C_FF, FJ197629

25b_10G_FF, FJ197628
28a_9C_FF, FJ197627

29a_8A_FF, FJ197626

28b_6H_FF, FJ197549
28a_7F_FF, FJ197577

29a_6D_FF_PR1, FJ197551

uncultured eubacterium CHA3-125 clone: CHA3-125, AJ132734

Nitrospira sp, clone: b30, AJ224041

uncultured bacterium mle1-48, AF280867

uncultured crenarchaeote, AF361214

24a_2G_FF, FJ197542

KM3c_9C_FF, FJ197543

28b_4C_FF, FJ197643

28a_8D_FF_PR1, FJ197641
KM3b_12D_FF , FJ197642

uncultured Nitrospira sp clone OS-C76, EF612393

Chloroflexus aurantiacus, strain DSM 636, AJ308500

uncultured Antarctic bacterium LB3-17, AF173820

benzene mineralizing consortium clone SB-34, AF029049

uncultured bacterium clone BA068, AF323774

Spirochaeta africana, X93928
Spirochaeta smaragdinae, U80597

uncultured sponge symbiont PAUC34f, AF186412

25a_11F_FF,  FJ197638

KM3a_10H_FF, FJ197639

KM3c_6F_FF, FJ197494

KM3a_3B_FF, FJ197637
KM3a_9B_FF, FJ197636

KM3a_9A_FF, FJ197576

uncultured Chloroflexi bacterium clone MSB-3D4, DQ811864

uncultured bacterium clone 661256, DQ404802
uncultured low G+C Gram-positive bacterium clone AT-s30, AY225657

unidentified bacterium, clone: BD4-9, AB015559

unclassified bacterial species, isolate koll1 1, AJ224540

unidentified bacterium, clone: BD3-11, AB015552

KM3c_8F_FF, FJ197623

KM3a_5H_FF, FJ197635
28a_7H_FF, FJ197634

29a_4B_FF, FJ197620

100

100
76
76

64
76

76

76
75

100

68
76

76
76

100

76
76

76
76

76
100

76
93

100
76
76

90
100

100
100

76
76

64
76

76
76

76

58

98

76
59

KM3c_9H_FF, FJ197617

25b_11A_FF, FJ197622

uncultured bacterium a1b031, AF419673
29a_2C_FF, FJ197616

24a_7H_FF, FJ197619

25a_7D_FF, FJ197621

24a_11C_FF, FJ197618

76

52
76
76

76
76
76

saltmarsh clone LCP-68, AF286033

uncultured eubacterium WCHB1-07, AF050600

KM3a_7D_FF, FJ197536

KM3a_7G_FF, FJ197534

29a_12E_FF_PR1, FJ197472

KM3a_4H_FF, FJ197476

uncultured sponge symbiont PAUC51f, AF186416
uncultured bacterium clone 156b1, EF459852

candidate division OP11 clone LGd17, AF047572

KM3c_5A_FF, FJ197535

KM3c_10F_FF, FJ197533
KM3c_9G_FF, FJ197532

25b_7C_FF,  FJ197471

28a_10D_FF, FJ197538
28b_2E_FF,  FJ197537

29a_1D_FF,  FJ197540
24a_9C_FF,  FJ197473

29a_1G_FF,  FJ197474

uncultured clone: BJS81-022, AB239000

candidate division OP11 clone LGd14, AF047573

metal-contaminated soil clone K20-27, AF145827
KM3c_6A_FF , FJ197479

29a_5C_FL, FJ197480
25a_9D_FF, FJ197477
25a_10F_FF, FJ197478

KM3c_3C_FF, FJ197475
unidentified bacterium clone BD5-13, AB015569

100
76

76
76

76
76

76

76

76

76
76

76
76

76
67

50
76

76

uncultured Cytophagales Arctic97A-17, AF354617

uncultured marine eubacterium HstpL86, AF159686

28_2G_FF_RP3, FJ197481

29a_8B_FF,  FJ197491

KM3c_6E_FF, FJ197487

25b_9A_FF,  FJ197451

Prosthecochloris aestuarii, Y07837
Chloroherpeton thalassium, AF170103

Flavobacterium sp., AJ009687
uncultured Cytophaga sp, clone JTB143., AB015261

Leeuwenhoekiella marinoflava, strain NCIMB 397, D12668

25a_6F_FF, FJ197493

29a_4A_FF_PR1, FJ197482
25a_2A_FF, FJ197484

29a_6B_FF,  FJ197485

uncultured marine eubacterium HstpL37, AF159638

KM3c_9D_FF, FJ197449
KM3a_8G_FF, FJ197531

24a_6F_FF, FJ197447
24a_8F_FF_PR1, FJ197448

uncultured bacterium clone SLB626, DQ787720

uncultured Cytophaga sp, clone BD7-10, AB015585

uncultured Cytophaga sp, clone BD1-27,AB015528

Cytophaga sp, clone: NB1-m, AB013834

unidentified eubacterium clone Sar276, U65915

28a_11G_FF, FJ197483

24a_7D_FF, FJ197490
28a_6A_FF_PR1, FJ197492
24a_11H_FF, FJ197489

28a_5D_FF_PR1 , FJ197488

24a_4G_FF_PR1, FJ197486

24a_5E_FF_PR1, FJ197431

KM3a_5B_FF, FJ197450

Coccinistipes vermicola strain IMCC1411, EF108212
uncultured bacterium clone SF_C23-H7, AY531567

Flexibacter tractuosus strain IFO 16482, AB078076

100

76
99

76

76
69

76

76
100

64
76

76
76

85
62

76

76

76

76
76

76
76

76
76
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5. Συζήτηση 
 
5.1 Χημικά χαρακτηριστικά ιζημάτων 

Η  περιεκτικότητα  της  χλωροφύλλης  α  στην  στήλη  του  νερού  αποτελεί  τον  πιο 
καθοριστικό  παράγοντα  της  συγκέντρωσής  της  στα  ιζήματα  (Morata  and  Renaud,  2008,  in 
press), ενώ έχει τονιστεί και η συσχέτιση μεταξύ της τελευταίας με το θαλάσσιο βάθος (Grahl 
et  al.,  1995).  Ανάλογα  με  τα  επίπεδα  συγκέντρωσης  χλωροφύλλης  μπορεί  να  οριστούν 
περιοχές  διαφορετικής  τροφικής  κατάστασης.  Χαρακτηριστικό  αποτελεί  το  παράδειγμα  της 
Βαλτικής Θάλασσας, όπου ορίστηκαν τρεις ζώνες με βάση την συγκέντρωση της χλωροφύλλης: 
1.  το   πρώτο εκατοστό του  ιζήματος: η μόνιμα ευτροφική περιοχή, όπου η συγκέντρωσή της 
κυμαίνεται  σε  τιμές  μεγαλύτερες  των  35  μg/g,  2.  την  παράκτια  περιοχή,  όπου  η  τιμή  αυτή 
ποικίλει μεταξύ 8 – 35 μg/g και 3. την μεσοτροφική περιοχή με τιμές χλωροφύλλης μικρότερες 
των 8 μg/g (Kowalewska, 2005). Ακόμη, στα βαθιά θαλάσσια ολιγοτροφικά οικοσυστήματα του 
ισημερινού στον Ειρηνικό Ωκεανό οι  τιμές  της  χλωροφύλλης είναι  μικρότερες από 0.06 μg/g 
(Smith et al., 1996) και κατά μέσο όρο 0.04 μg/g στον Νότιο Ινδικό Ωκεανό με μέγιστη τιμή το 
0.15  μg/g  στην  μόνιμη  ζώνη  ανοιχτής  θάλασσας  (Riaux‐Gobin  et  al.,  1997).  Στην  παρούσα 
μελέτη,  οι  τιμές  της  χλωροφύλλης  για  τους  σταθμούς  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  είναι 
μεγαλύτερες από  τις αντίστοιχες  τιμές που βρέθηκαν στα προαναφερθέντα βαθιά θαλάσσια 
περιβάλλοντα και έτσι μπορούν να χαρακτηριστούν ως μεσοτροφικά. Το μικροπεριβάλλον του 
Ιόνιου  Πελάγους  είναι  ολιγοτροφικό,  καθώς  η  συγκέντρωση  της  χλωροφύλλης  είναι 
συγκρίσιμη με την αντίστοιχη μέγιστη τιμή στην μόνιμα ανοιχτή θάλασσα του Νότιου Ινδικού 
Ωκεανού.  Το  γεγονός  αυτό  επιβεβαιώνεται  από  προηγούμενη  ανάλυση  σε  ίζημα  του  Ιονίου 
βάθους 2790 μέτρων (Polymenakou et al., 2005).      

Κατά  την  καθίζησή  του  μέσα  στην    στήλη  του  νερού,  μόνο  ένα  μικρό  μέρος  του 
οργανικού υλικού που έχει παραχθεί στην  εύφωτη  ζώνη,  δεν υφίσταται στοιχειοποίηση,  και 
μπορεί να καταλήξει στην επιφάνεια του ιζήματος (Hartman et al., 1976). Επιπλέον, επειδή οι 
αζωτούχες ενώσεις (που αποτελούν δείκτη παρουσίας των εύκολα αποδομήσιμων πρωτεϊνών) 
αποδομούνται  γρηγορότερα  σε  σχέση  με  τις  οργανικές,  ο  λόγος  C/N  του  σωματιδιακού 
οργανικού υλικού αυξάνεται με την αύξηση του βάθους (Muller, 1977). 

Συνήθως,  για βάθη μεγαλύτερα από 1000  μέτρα από  την  επιφάνεια  των ωκεανών,  ο 
λόγος  C/N  είναι  μεγαλύτερος  από  10,  ενώ  προσεγγίζει  την  τιμή  15  σε  ακόμα  μεγαλύτερα 
ωκεάνια  βάθη  (Muller,  1977).  Παρόλα  αυτά  στην  παρούσα  μελέτη,  τα  επίπεδα  τιμών  του 
λόγου C/N που προσδιορίστηκαν ήταν ιδιαίτερα χαμηλά. Συγκεκριμένα, για τους σταθμούς του 
Ειρηνικού Ωκεανού ο λόγος C/N  κυμάνθηκε μεταξύ 6.1  και 9.11,  ενώ για το  Ιόνιο Πέλαγος η 
τιμή  ήταν  ίση  προς  10.45,  υποδηλώνοντας  την  άφθονη  παρουσία  αζωτούχων  ενώσεων  και 
κατ’επέκταση  ‘φρέσκιας  και  εύκολα  αποδομήσιμης  τροφής’.  Η  τιμή  του  λόγου  C/N  του 
σταθμού από το Ιόνιο Πέλαγος συμφωνεί με το εύρος τιμών C/N, όπως αυτό έχει διαπιστωθεί 
σε  σταθμούς  της  Ανατολικής  Μεσογείου  κυμαινόμενου  βάθους  μεταξύ  2840  και  3532.5 
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μέτρων,   το οποίο και είναι μεταξύ 10.50 και 18.14 (Polymenakou   et al., 2005b). Τέλος, όσον 
αφορά στην περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα, το ίζημα του Ιονίου Πελάγους διαθέτει την 
μικρότερη  τιμή  (0.82%),  η  οποία  όμως  βρίσκεται  στα  ίδια  επίπεδα  με  τιμές  που  έχουν 
καταγραφεί για την Ανατολική Μεσόγειο  (0.37 – 1.63, Polymenakou   et al., 2005c). Αντίθετα, 
τα ιζήματα από τον Ειρηνικό Ωκεανό περιείχαν μεγάλη συγκέντρωση οργανικού άνθρακα (1.53 
– 1.69%), η οποία είναι συγκρίσιμη με αυτήν των σαπροπηλών της Ανατολικής Μεσογείου. Οι 
σαπροπηλοί  είναι  ζωνώσεις  πάχους  μεγαλύτερου  από  ένα  εκατοστό  στα  ιζήματα,  οι  οποίες 
περιέχουν οργανικό άνθρακα σε τιμές που ξεπερνούν το 2% κατά βάρος ιζήματος (Kidd et al., 
1978).  Τα  στρώματα  των  σαπροπηλών  στα  ιζήματα,  ένα  φαινόμενο  ξεχωριστό  που 
παρατηρείται  στην  Ανατολική  Μεσόγειο,  θεωρούνται  ότι  έχουν  σχηματιστεί  είτε  λόγω 
συνθηκών παρατεταμένης ανοξίας σε μεγάλα βάθη (Passier et al., 1999), είτε λόγω αυξημένης 
πρωτογενούς παραγωγικότητας (Calvert et al., 1992). 
 

5.2 Βακτηριακή ποικιλότητα των μικροπεριβαλλόντων Alvin και ΚΜ3 
Κατά την μελέτη των βιβλιοθηκών κλώνων Alvin και ΚΜ3 προέκυψε ότι τα υπό μελέτη 

μικροπεριβάλλοντα  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  και  ιδιαίτερα  αυτό  της  Ανατολικής  Μεσογείου 
χαρακτηρίζονται  από  υψηλές  τιμές  βακτηριακής  ποικιλότητας.  Υψηλές  τιμές  βακτηριακής 
ποικιλότητας  έχουν  προσδιοριστεί  και  σε  άλλα  βαθιά  θαλάσσια  οικοσυστήματα,  όπως  σε 
ιζήματα  του  Αρκτικού  Ωκεανού  (Ravenschlag  et  al.,  1999)  και  Ανταρκτικής  (Bowman  and 
McGuaig,  2003)  αντίστοιχα,  όπου  και  διαπιστώθηκε  η  υψηλή  βακτηριακή  ποικιλότητα  των 
κοινωνιών.  Μάλιστα,  οι  Bowman  και  McGuaig  (2003)  αναφέρουν  χαρακτηριστικά  ότι  η 
βιοποικιλότητα  τόσο  στην  οξική  όσο  και  στην  ανοξική  ζώνη  των  ιζημάτων  που  μελέτησαν, 
μπορεί να συγκριθεί με αυτή των χερσαίων οικοσυστημάτων. Οι τιμές της παρούσας εργασίας 
επιβεβαιώνουν  προηγούμενες  μετρήσεις  για  την  ίδια  περιοχή  όπου  η  Polymenakou  και 
συνεργάτες  (2005)  διαπίστωσαν  ιδιαίτερα  υψηλή  βακτηριακή  ποικιλότητα  σε  οξικά  ιζήματα 
του  Ιονίου  Πελάγους  βάθους  2750  μέτρων,  με  τιμή  του  παράγοντα  Chao  σχεδόν  διπλάσια 
(1306 +/‐187) από αυτήν της παρούσας εργασίας (761.35 +/‐18.52). Η διαφορά αυτή οφείλεται 
στις  διαφορετικές  τεχνικές  που  χρησιμοποιήθηκαν  για  την  αποσαφήνιση  της  βακτηριακής 
βιοποικιλότητας,  καθώς  στην  μελέτη  της  Polymenakou  και  συνεργατών  (2005) 
χρησιμοποιήθηκε  η  τεχνική  αποτύπωσης  ‘Ακραίος  Πολυμορφισμός  Περιορισμένων 
Τμηματικών  Αποστάσεων’  (T‐RFLP).  Το  γεγονός  της  υψηλής  βακτηριακής  ποικιλότητας  στα 
ιζήματα  της  Ανατολικής  Μεσογείου  ενισχύεται  περαιτέρω  με  την  εργασία  του  Luna  και 
συνεργατών  (2004),  όπου  επίσης,  εφάρμοσαν  την  τεχνική  T‐RFLP  για  τον  προσδιορισμό  της 
βιοποικιλότητας σε θαλάσσια ιζήματα βάθους από 670 – 2570 μέτρων. 

Λόγω  της  υψηλής  βιοποικιλότητας  και  των  πέντε  μικροπεριβαλλόντων  της  παρούσας 
εργασίας, οι βιβλιοθήκες που κατασκευάστηκαν, όπως αναλύθηκαν με την τεχνική αραίωσης 
(Σχήμα 3), φαίνεται να μην συνιστούν μία ολοκληρωμένη εικόνα των επιμέρους βακτηριακών 
κοινωνιών,  αλλά  να  αποτελούν  ένα  μικρό  κομμάτι  τους,  καθώς  σχεδόν  κάθε  κλώνος  του 
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γονιδίου του 16S ριβοσωμικού RNA αντιπροσωπεύει και ένα είδος (Polymenakou et al., 2005). 
Επιπλέον, αξίζει να σημειωθεί ότι η αλληλούχιση περισσότερων κλώνων από κάθε βιβλιοθήκη 
θα  μπορούσε  να  εμπλουτίσει  την  αφθονία  των  φυλοτύπων  (OTUs),  όχι  όμως  και  να 
αποκαλύψει  φυλογενετικές  ομάδες  υψηλότερων  ταξινομικών  βαθμίδων  (Ravenschlag  et  al., 
1999),  εφόσον  το  μεγαλύτερο  ποσοστό  των  κλώνων  του  γονιδίου  του  16S  ριβοσωμικού 
γονιδίου  RNA  της  παρούσας  μελέτης,  σε  γενικές  γραμμές,  καλύπτει  την  παρουσία  των 
διαφορετικών  φύλων.  Παρόλα  ταύτα,  οι  φυλότυποι  που  είτε  δεν  έχουν  εντοπιστεί  είτε 
αντιπροσωπεύονται  από  έναν  μόνο  κλώνο,  πιθανόν  να  διαδραματίζουν  σπουδαίο  ρόλο  στο 
ενδιαίτημά τους (Ravenschlag et al., 1999). 
 

5.3  Βακτηριακή  σύσταση  και  σύγκριση  των  βιβλιοθηκών  κλώνων  του  γονιδίου  του  16S 
ριβοσωμικού RNA 
  5.3.1 Βιβλιοθήκες Alvin 

Οι  αλληλουχίες  του  γονιδίου  του  16S  rRNA  των  βιβλιοθηκών  Alvin  ταξινομήθηκαν 
συνολικά  σε  12  γνωστές  φυλογενετικές  ομάδες,  οι  οποίες  σε  σειρά  μειούμενου  μεγέθους 
έχουν  ως  εξής:  Gammaproteobacteria,  Deltaproteobacteria,  Planctomycetes,  Actinobacteria, 
Alphaproteobacteria,  Acidobacteria,  Bacteroidetes,  Verrucomicrobia,  Nitrospirae, 
Betaproteobacteria,  Chloroflexi  και OP11.  Η  δομή  των  βιοκοινωνιών  Alvin  φαίνεται  να  έχει 
σημαντικές ομοιότητες με αυτές  των βιοκοινωνιών άλλων περιοχών  του Ειρηνικού Ωκεανού. 
Συγκεκριμένα,  ο  Li  και  συνεργάτες  (1999)  σε  αντίστοιχη  μελέτη  που  πραγματοποίησαν  σε 
ιζήματα  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  κοντά  στην  Ιαπωνία  βάθους  2339,  3671  και  4031  μέτρων, 
εντόπισαν    τις  ταξινομικές  ομάδες  Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria, 
Gammaproteobacteria,  Deltaproteobacteria,  Epsilonproteobacteria,  Bacteroidetes  και 
Actinobacteria.  Η  διαφορά  στο  πλήθος  των  ταξινομικών  ομάδων  μεταξύ  των  δύο  μελετών 
πιθανόν  να  οφείλεται  στη  διαφορά  μεγέθους  των  βιβλιοθηκών  κλώνων  που 
κατασκευάστηκαν, καθώς στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν συνολικά 220 αλληλουχίες 
16S ριβοσωμικού DNA, σε αντίθεση με τον Li και συνεργάτες (1999) που χρησιμοποίησαν μόνο 
55 συνολικά κλώνους. Επιπλέον, στην βιβλιοθήκη κοσμιδίου 37 κλώνων που κατασκευάστηκε 
από  ίζημα  βάθους  5274  μέτρων  από  την  περιοχή  Pacific  Nodule  Province  επικρατεί  η 
ταξινομική  ομάδα  των  Gammaproteobacteria,  ενώ  επιπλέον  εντοπίστηκαν  οι  ομάδες  των 
Alphaproteobacteria,  Deltaproteobacteria,  Actinobacteria,  και  Firmicutes  (Xu  et  al.,  2007). 
Επιπλέον,  σύμφωνα με  τον Li  και συνεργάτες  (1999b), η παρουσία  των Alphaproteobacteria, 
Gammaproteobacteria  και  Bacteroidetes  φαίνεται  να  είναι  συνήθης  στα  βαθιά  θαλάσσια 
περιβάλλοντα.  Μάλιστα  τα  Gammaproteobacteria,  σε  διάφορες  μελέτες  με  αντικείμενο  τα 
βαθιά θαλάσσια  ιζήματα, συνιστούν την επικρατέστερη φυλογενετική ομάδα  (Li et al., 1999, 
Kato et al.,1997, Bowman and McGuaig, 2003 και Polymenakou et al., 2005). Επιπλέον, ο Li και 
συνεργάτες  (1999)  διαπίστωσαν  ότι  το  γένος  Pseudomonas  των  Gammaproteobacteria 
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κυριαρχούν  στα  ιζήματα  όλων  των  βαθών,  σε  αντίθεση  με  την  παρούσα  εργασία  όπου  δεν 
εντοπίστηκε κανένας κλώνος συγγενικός με το γένος αυτό.  

Τα Alphaproteobacteria είναι ευρέως διαδεδομένα στα βαθιά θαλάσσια περιβάλλοντα, 
αν  και  τόσο  η  φυσιολογία  τους  όσο  και  ο  ρόλος  τους  στους  βιογεωχημικούς  κύκλους  των 
θρεπτικών  συστατικών  δεν  έχει  αποσαφηνιστεί  ακόμα  (Xu  et  al.,  2007).  Ένας  κλώνος  Alvin 
εμφανίζει  ομοιότητα  97%  με  μία  φυτοπλαγκτονική  αλληλουχία  της  φυλογενετικής  ομάδας 
Alphaproteobacteria,  η  οποία  εντοπίστηκε  στην  κολώνα  του  νερού  στην  Ανατολική  Τροπική 
Ζώνη του Βόρειου Ειρηνικού Ωκεανού (Eastern Tropical North Pacific Ocean; Ma et al., 2007). Η 
παρουσία  τέτοιων φυτοπλαγκτονικών αλληλουχιών συνδέεται συνήθως με την καθίζηση  του 
οργανικού υλικού από την στήλη του νερού  (Ravenschlag et al., 1999).  Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 
παρουσιάζει το γεγονός ότι οι περισσότεροι κλώνοι που ταξινομήθηκαν ως Planctomycetales, 
φαίνεται να συνδέονται στενά με τα γένη Isosphaera, Planctomyces και Pirellula. Πρόκειται για 
τα  τρία  από  τα  τέσσερα  γένη  των  Planctomycetales  που  αντιπροσωπεύονται  από 
καλλιεργημένα βακτηριακά στελέχη και είναι αερόβια χημειοαυτότροφα βακτήρια (Yang et al., 
2006). Ακόμη, αξίζει να σημειωθεί ότι αρκετοι κλώνοι σχετίζονταν με αλληλουχίες που έχουν 
απομονωθεί από την ευρύτερη περιοχή της Ανατολικής Μεσογείου και συγκεκριμένα: α) δύο 
κλώνοι  βρέθηκαν  να  έχουν  ομοιότητα  95%  και 90%  με  κλώνους  του  φύλου  Planctomycetes 
που  εντοπίστηκαν  στον  Θερμαϊκό  Κόλπο  και  Νότιο  Ιόνιο  αντίστοιχα,  β)  στο  δέντρο  των 
Gammaproteobacteria,  έξι  αλληλουχίες  ομαδοποιούνται  με  τρεις  κλώνους  από  το  Κρητικό 
Πέλαγος,  γ)  στο  δέντρο  των  Acidobacteria  δύο  κλώνοι  ομαδοποιούνται  με  δύο  κλώνους 
ιζημάτων του Κρητικού Πελάγους (Polymenakou et al., 2005).  

Τα Deltaproteobacteria  ήταν μεταξύ  των πολυπληθέστερων  ταξινομικών ομάδων που 
προσδιορίστηκαν στα  ιζήματα  του Ειρηνικού Ωκεανού. Δύο κλώνοι  των βιβλιοθηκών Alvin25 
και  Alvin29  συνδέονται  στενά  με  το  είδος  Nitrospina  gracilis,  ένα  αερόβιο,  νιτροποιητικό 
χημειολιθότροφο  βακτήριο  (Fry,  2000),  το  οποίο  παρόλο  που  βρίσκεται  στο  δέντρο  των 
Deltaproteobacteria, τελικά φαίνεται να αποτελεί μέλος μίας ξεχωριστής ταξινομικής ομάδας 
γνωστής ως Nirospina. Το φύλο αυτό έχει αντιπροσώπους που δραστηριοποιούνται σε μεγάλη 
ποικιλία  θαλάσσιων,  γλυκού  νερού  και  χερσαίων  ενδιαιτημάτων  και  μάλιστα  θεωρείται  ότι 
είναι  τόσο  ποικίλο  όσο  και  τα  Proteobacteria  (Fry,  2000).  Από  την  άλλη,  η  απουσία  των 
Epsilonproteobacteria,  αν  και  έχουν  συνδεθεί  με  τα  Deltaproteobacteria  λόγω  του  κοινού 
ρόλου  τους στην ρύθμιση  του  κύκλου  του θείου,  πιθανόν  να συνδέεται με  το  γεγονός ότι  η 
δραστηριοποίησή  τους περιορίζεται  είτε σε ρηχά παράκτια θαλάσσια ύδατα είτε σε βαθειές 
υδροθερμικές πηγές (Longnecker and Reysenbach, 2001).  

Ένας κλώνος της βιβλιοθήκης Alvin29 συνδέεται στενά με κλώνους του υποψήφιου φύλου 
OP11,  το  οποίο  χαρακτηρίζεται  από  μεγάλη  φυλογενετική  ποικιλότητα  (Fry,  2000). 
Αντιπρόσωποι του ΟΡ11 εντοπίστηκαν για πρώτη φορά σε μία θερμοπηγή στο Εθνικό πάρκο 
Yellowstone  των  Η.Π.Α.  (Hugenholtz  et  al.,  1998),  ενώ  κανένα  στέλεχός  του  δεν  έχει 
καλλιεργηθεί  ακόμα  (Fry,  2000).  Ακόμη,  ένα  σημαντικό  κλάσμα  του  πληθυσμού  των 
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βακτηριδίων  των  βιβλιοθηκών  Alvin  αποτελούν  τα  Verrucomicrobia.  Πρόκειται  για 
μικροοργανισμούς,  η  παρουσία  των  οποίων  είναι  πολύ  σημαντική  σε  διάφορους  τύπους 
εδαφών.  Όμως,  έχουν  βρεθεί  σε  υδάτινα  συστήματα,  όπως  πόσιμο  νερό,  μεσοκόσμους 
λιμνών, λίμνες, θαλάσσια ιζήματα, θερμοπηγές αλλά και σε περιβάλλοντα με ιδιαίτερα έντονη 
την  ανθρώπινη  παρέμβαση,  όπως  σε  μεταλλορυχεία  (Wagner  and  Horn,  2006).  Στο 
φυλογενετικό  δέντρο,  πέντε  κλώνοι  Alvin  φαίνεται  να  συνδέονται  με  το  βακτηριακό  είδος 
Verrucomicrobia  spinosum,  το οποίο διαθέτει  ένα  γονίδιο  ελέγχου  του  τύπου  ΙΙΙ  συστήματος 
εκκρίσεων  χωρίς  μαστίγιο,  ένα  εργαλείο  πρωτεϊνικών  εκκρίσεων  που  μεσολαβεί  στην 
αλληλεπίδραση  μεταξύ  βακτηρίων  και  ευκαρυωτικών  κυττάρων  (Wagner  and  Horn,  2007). 
Τέλος, ένας κλώνος Alvin εμφάνισε ομοιότητα 96% με αλληλουχία 16S rRNA γονιδίου που έχει 
ανιχνευτεί σε έδαφος δασικού οικοσυστήματος  (Roesch et al., unpublished όπως αναφέρεται 
στην  βάση  δεδομένων  BLAST),  ενώ  τρεις  επιπλέον  κλώνοι  ομαδοποιήθηκαν  με  χερσαίες 
βακτηριακές αλληλουχίες. 
 

  5.3.2 Βιβλιοθήκη ΚΜ3 
Παρά το γεγονός ότι κατασκευάστηκε μία μόνο βιβλιοθήκη κλώνων του γονιδίου του 

16S ριβοσωμικού RNA για την μελέτη της βακτηριακής βιοποικιλότητας των ιζημάτων βάθους 
4000  μέτρων  στο  Ιόνιο  Πέλαγος  (Ανατολική Μεσόγειο)  εξαιτίας  τεχνικών  δυσκολιών,  με  την 
χρήση του λογισμικού BLAST διαπιστώθηκε ένας σημαντικός συσχετισμός των κλώνων ΚΜ3 με 
αλληλουχίες 16S rRNA που εντοπίστηκαν στην Ανατολική Μεσόγειο σε προηγούμενες μελέτες 
(βλ. Polymenakou et al., 2005 και Heijs et al., 2007).  

Σύμφωνα με  την παρούσα φυλογενετική ανάλυση  των  κλώνων  του  γονιδίου  του 16S 
rRNA  της  βιβλιοθήκης  ΚΜ3  της  Ανατολικής  Μεσογείου,  στο  υπό  μελέτη  μικροπεριβάλλον 
φαίνεται  να  επικρατούν  τα  Acidobacteria  και  ακολούθως  τα  Actinobacteria  και  τα 
Gammaproteobacteria.  Επιπλέον,  ένας  σημαντικός  αριθμός  κλώνων  ταξινομήθηκε  με  τις 
φυλογενετικές  ομάδες  Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria,  Deltaproteobacteria, 
Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chloroflexi, Nitrospirae και Bacteroidetes. Τα αποτελέσματα 
αυτά  συμφωνούν  με  προηγούμενη  μελέτη  των  Polymenakou  και  συνεργατών  (2005)  που 
πραγματοποιήθηκε  σε  ιζήματα  μεγάλου  βάθους  του  Ιονίου Πελάγους  με    τις  διαφορές  που 
εντοπίζονται,  να  είναι  ελάχιστες  και  να  αφορούν  κυρίως  στα  ποσοστά  των  κλώνων  των 
επιμέρους  φυλοτύπων  και  ελάχιστα  στην  σύνθεση  της  βακτηριακής  βιοκοινωνίας.  Αξίζει  να 
σημειωθεί ότι 27 κλώνοι της βιβλιοθήκης ΚΜ3 εμφάνισαν ομοιότητα μεγαλύτερη από 90% με 
κλώνους  του γονιδίου του 16S rRNA, που εντοπίστηκαν σε διάφορες περιοχές της Ανατολικής 
Μεσογείου, με 17 από αυτούς να έχουν ομοιότητα 98‐99% (Polymenakou et al., 2005).  

Στην  βιβλιοθήκη  ΚΜ3,  τα  Acidobacteria  συνιστούν  την  επικρατούσα  φυλογενετική 
ομάδα,  επιβεβαιώνοντας  προηγούμενες  εργασίες  που  έχουν  πραγματοποιηθεί  σε  άλλες 
περιοχές  της  Ανατολικής  Μεσογείου.  Συγκεκριμένα,  το  συγκεκριμένο  φύλο  έχει  βρεθεί  να 
επικρατεί σε  ιζήματα  του Νοτίου  Ιονίου Πελάγους  (Polymenakou et al., 2005),  καθώς και σε 
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ιζήματα μεγάλου βάθους στο υποθαλάσσιο φαράγγι της Σαμαριάς και του Παξιμαδά νότια της 
Κρήτης  (Polymenakou  et  al.,  2009).  Τα Acidobacteria  γενικά  διαθέτουν  αντιπροσώπους  που 
κυριαρχούν  σε  διάφορους  τύπους  εδαφών,  θερμοπηγών  και  ιζημάτων  (Fry,  2000).  Η 
βιοποικιλότητα του φύλου αυτού έχει αυξηθεί με τον εντοπισμό νέων φυλοτύπων του φύλου 
Acidobacteria  που  δραστηριοποιούνται  σε  ιζήματα  μολυσμένα  από  το  ραδιενεργό  ουράνιο 
(Barns et al, 2007). Ο Selenska‐Pobell και συνεργάτες (2002) επίσης εντόπισαν αλληλουχίες 16S 
rDNA  του  φύλου  Acidobacteria  σε  υλικά  μολυσμένα  με  ουράνιο  στην  Γερμανία  και  στο 
Κολοράντο με  το ποσοστό αφθονίας  τους  να  είναι 26%  και 9%  των συνολικών βακτηριακών 
κλώνων  του  16S  rRNA  γονιδίου  αντίστοιχα.  Τέλος,  ένας  από  τους  καλλιεργημένους 
αντιπροσώπους  του  φύλου  αυτού,  το  είδος    Acidobacterium  capsulatum  ‐  αερόβιο, 
μεσοφιλικό,  χημειο‐οργανότροφο βακτήριο,  το οποίο μπορεί  να αξιοποιήσει ποικιλία πηγών 
άνθρακα (Fry, 2000) ‐ βρέθηκε να συνδέεται στενά με ένα κλώνο της βιβλιοθήκης ΚΜ3.   

Ιδιαίτερο  ενδιαφέρον  παρουσιάζει  το  γεγονός  ότι  τα  Actinobacteria  είναι  εξίσου 
άφθονα  με  τα  Gammaproteobacteria,  σε  αντίθεση  με  την  Polymenakou  και  συνεργατών 
(2005), οι οποίοι εντόπισαν ένα πολύ μικρό ποσοστό των πρώτων για την ίδια περιοχή. Γενικά, 
έχουν  γίνει  πολλές  αναφορές  σχετικά  με  το  ότι  τα  Actinobacteria  αποτελούν  ένα  μεγάλο  ή 
ακόμη και επικρατές κλάσμα των βακτηριακών πληθυσμών μεγάλου βάθους (Bull et al., 2005). 
Μέχρι πρόσφατα επικρατούσε η άποψη ότι τα Actinobacteria είναι χερσαία και μεταφέρονται 
στην  θάλασσα,  όπου  και  επιβιώνουν  στα  ιζήματα  με  την  μορφή  σπορίων  ή  σωματιδίων 
λανθάνουσας  κατάστασης  (Bull et  al., 2005).  Από  ότι  φαίνεται,  υπάρχουν  στελέχη  τους  που 
δραστηριοποιούνται στα ιζήματα, γεγονός βέβαια  που απαιτεί περαιτέρω έρευνα (Bull et al., 
2005).  Ένας  κλώνος  από  την  βιβλιοθήκη  ΚΜ3  του  φύλου  Actinobacteria  βρέθηκε  να  έχει 
ομοιότητα 99% με κλώνο του ίδιου φύλου που εντοπίστηκε στα έξι πρώτα εκατοστά ιζήματος 
από το ενεργό ηφαίστειο ιλύος Kazan της Ανατολικής Μεσογείου που βρίσκεται σε βάθος 1673 
μέτρων από την επιφάνεια της θάλασσας (Heijs et al., 2007).  

Γενικά,  οι  κλώνοι  ΚΜ3  βρέθηκαν  να συνδέονται  στενά με  έξι  καλλιεργημένα στελέχη 
των  φύλων  Acidobacteria,  Actinobacteria,  Gammaproteobacteria,  Deltaproteobacteria, 
Nitrospirae και Cytophaga σε αντίθεση με την Polymenakou και συνεργάτες  (2005), οι οποίοι 
δεν  εντόπισαν  κανένα  κλώνο  που  να  έχει  σημαντική  ομοιότητα  με  κάποιο  γνωστό 
καλλιεργημένο στέλεχος.  Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι ένας κλώνος ΚΜ3 
φαίνεται  να  συνδέεται  στενά  με  το  στέλεχος  Coxiella  burnetii    του    φύλου 
Gammaproteobacteria,  του  οποίου  μία  ομάδα  κλώνων  Coxiella  εντοπίστηκαν  σε  οξικά  και 
ανοξικά  ιζήματα  της  Ανταρκτικής  υφαλοκρηπίδας  σε  βάθος  761  μέτρων  (Bowman  and 
McCuaig, 2003). Παρόλα αυτά, το ποσοστό των άγνωστων αλληλουχιών αγγίζει το 24.05%, το 
οποίο είναι υψηλότερο ακόμη και από την αφθονία του επικρατούς φύλου Acidobacteria. Μία 
από  τις  ΄άγνωστες΄αλληλουχίες  ΚΜ3  παρουσιάζει  ομοιότητα  92%  με  μία  επίσης  ‘άγνωστη’ 
αλληλουχία  16S  rDNA,  η  οποία  εντοπίστηκε  σε  ανοξικό  έδαφος  (Derakshani et  al., 2001).  Η 
άγνωστη αυτή αλληλουχία αποκτά  ιδιαίτερο ενδιαφέρον,  καθώς δεν παρουσιάζει ομοιότητα 
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με  κάποια  γνωστή  φυλογενετική  ομάδα,  ενώ  σε  δέντρα  που  κατασκευάστηκαν  με 
διαφορετικούς φυλογενετικούς αλγορίθμους φαινόταν να ομαδοποιείται με αλληλουχίες του 
υποψήφιου φύλου ΟΡ3  (Derakshani et al., 2001),  που εντοπίστηκαν για πρώτη φορά σε μία 
θερμοπηγή στο Εθνικό πάρκο Yellowstone των Η.Π.Α. (Hugenholtz et al., 1998).  

Η απουσία του φύλου Firmicutes  γεννά πολλά ερωτηματικά,  καθώς κλώνοι 16S rDNA 
του  φύλου  αυτού  έχουν  ευρέως  εντοπιστεί  σε  προηγούμενες  μελέτες  στην  Ανατολική 
Μεσόγειο  (Polymenakou  et  al.,  2005  και  Polymenakou  et  al.,2009).  Οι  Firmicutes  είναι  ένα 
φύλο  με  πολλά  καλλιεργημένα  στελέχη  και  μεγάλη  μεταβολική  ποικιλότητα,  τα  οποία 
κατηγοριοποιούνται σε βακτήρια που σχηματίζουν ενδοσπόρια, βακτήρια λακτικού οξέος και 
σε  Gram‐θετικούς  βακτηριόκοκκους  (Ahmad  et  al.,  2000).  Αξίζει  εδώ  να  σημειωθεί  ότι  η 
Polymenakou και συνεργάτες (2008) εντόπισαν ένα σημαντικό αριθμό βακτηρίων που ανήκουν 
στο συγκεκριμένο φύλο σε δείγματα ατμόσφαιρας από την περιοχή της Ανατολικής Μεσογείου 
που  συλλέχθηκαν  κατά  την  περίοδο  έντονης  μεταφοράς  σκόνης  από  την  Σαχάρα.  Η  μελέτη 
αυτή ήταν ιδιαίτερα σημαντική λόγω σύνδεσής της με τις κλιματικές αλλαγές, καθώς σύμφωνα 
με  τους  Prospero  and  Lamb  (2003)  η  ποσότητα  της  μεταφερόμενης  σκόνης  από  τη  Βόρεια 
Αφρική έχει αυξηθεί ιδιαίτερα τις τελευταίες δεκαετίες, εξαιτίας της επικρατούσας ξηρασίας. 
Για τον λόγο αυτό η μεταφορά μελών του φύλου Firmicutes στην περιοχή του Νοτίου  Ιονίου 
μέσω ξηρής και υγρής εναπόθεσης είναι αναμενόμενη και η παρουσία τους στην βιβλιοθήκη 
ΚΜ3 θα ήταν δικαιολογημένη. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι εκτός από αντιπροσώπους γνωστών 
φύλων,  η  βιβλιοθήκη  ΚΜ3  περιλαμβάνει  συν  τοις  άλλοις  βακτηριακούς  κλώνους,  οι  οποίοι 
φαίνεται να δραστηριοποιούνται σε χερσαία οικοσυστήματα. Συγκεκριμένα, στην βιβλιοθήκη 
του Νοτίου  Ιονίου  εντοπίστηκαν  δύο  κλώνοι  ομαδοποιημένοι  με  μη  καλλιεργημένα  χερσαία 
βακτήρια, ενώ τρεις κλώνοι ΚΜ3 βρέθηκαν να διαθέτουν ομοιότητα ίση και μεγαλύτερη από 
92% με βακτήρια του εδάφους. Μάλιστα, η μία από αυτές εμφανίζει 100% ομοιότητα με μη 
καλλιεργημένο  χερσαίο  βακτήριο  που  ανιχνεύτηκε  σε  ίζημα  εδάφους  από  οικοσύστημα 
δασικού τύπου Pinyon ‐ Juniper στην περιοχή της Αριζόνα (Dunbar et al., 2002). 
 

5.4  Σύγκριση  των  βενθικών  μικροκοινωνιών  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  και  της  Ανατολικής 
Μεσογείου. 

Οι  βιβλιοθήκες  16S  ριβοσωμικού  DNA  που  κατασκευάστηκαν  στα  πλαίσια  της 
παρούσας  μελέτης,  είναι  ενδεικτικές  της  υψηλής  βακτηριακής  βιοποικιλότητας  των 
μικροκοινωνιών  που  δραστηριοποιούνται  σε  ιζήματα  μεγάλου  βάθους.  Το  γεγονός  ότι 
εντοπίστηκαν  κλώνοι  συγγενικοί  με  βακτηριακές  αλληλουχίες  που  εντοπίζονται  σε 
διαφορετικού  τύπου  ενδιαιτήματα,  όπως  χερσαία,  ανοξικά,  ηφαίστεια  ιλύος,  πιθανόν  να 
οφείλεται σε παράγοντες, όπως ρεύματα και άνεμοι, καθώς παραμένει άγνωστο το γεγονός αν 
αυτά  μπορούν  να  επιβιώσουν  σε  συνθήκες  υψηλής  πίεσης  και  περιοριμένης 
βιοδιαθεσιμότητας θρεπτικών (Li et al., 1999).  
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Η  σύνθεση  των  βακτηριακών  βιοκοινωνιών  Alvin  και  ΚΜ3  δεν  εμφανίζει  σημαντικές 
διαφορές  παρά  το  ότι  δεν  πραγματοποιείται  καμία  ανταλλαγή  υδάτινων  μαζών  μεταξύ  των 
δύο υπό μελέτη θαλασσίων οικοσυστημάτων και διαφέρουν ως προς την τροφική κατάσταση 
και τη θερμοκρασία τους. Οι μοναδικές διαφοροποιήσεις που εντοπίστηκαν, είναι η απουσία 
αντιπροσώπων κάποιων μικρών φύλων από το ένα από τα δύο θαλάσσια οικοσυστήματα και η 
διαφορά στα ποσοστά των κλώνων που ταξινομήθηκαν στις επιμέρους φυλογενετικές ομάδες. 
Μάλιστα,  στα φυλογενετικά  δέντρα  που  κατασκευάστηκαν,  παρατηρείται  ότι  πολλοί  κλώνοι 
των  ΚΜ3  και  Alvin  εμφανίζονται  να  συνδέονται  στενά  μεταξύ  τους.  Χαρακτηριστικό 
παράδειγμα  αποτελεί  το  φύλο  Betaproteobacteria.  Ως  τέτοια  έχουν  ταξινομηθεί  τρεις 
αλληλουχίες  16S  rRNA  γονιδίου  με  την  ομοιότητα  της  αλληλουχίας  από  την  βιβλιοθήκη 
κλώνων  ΚΜ3  με  τις  δύο  αλληλουχίες  από  τις  βιβλιοθήκες  κλώνων  Alvin  να  αγγίζει  το  76%. 
Ομοίως,  στην  περίπτωση  του  φύλου  Planctomycetes,  βρέθηκαν  τέσσερις  κλώνοι  από  τις 
βιβλιοθήκες  κλώνων Alvin  με  υψηλή  ομοιότητα  με  δύο  κλώνους  που  είχαν  εντοπιστεί  στην 
Ανατολική Μεσόγειο. 

 Έτσι, φαίνεται ότι τόσο η υψηλή πίεση που επικρατεί στο βάθος των 4000 μέτρων, όσο 
και  η  ποιότητα  της  τροφικής  ύλης,  καθορίζουν  τη  δομή  των  βακτηριακών  βιοκοινωνιών. 
Πράγματι,  η  πίεση  θεωρείται  ότι  έχει  σημαντική  επίδραση  στην  στρωματοποίηση  μεγάλου 
βάθους, εφόσον έχουν απομονωθεί βαροφιλικά βακτήρια και έχουν εντοπιστεί συγκεκριμένες 
προσαρμογές,  όπως  τα  οπερόνια  βακτηρίων  μεγάλου  βάθους  ρυθμιζόμενα  από  την  πίεση 
(Martin‐Cuadrado et al., 2007). Όμως, σύμφωνα με τον Luna  και συνεργάτες  (2004), ο  τύπος 
των  ιζημάτων,  και  όχι  η  πίεση,  φαίνεται  να  διαδραματίζει  σπουδαίο  ρόλο  στην  δομή  της 
βακτηριακής  βιοκοινωνίας,  καθώς  παρατήρησαν  ότι  η  κατανομή  της  βακτηριακής 
ποικιλότητας είναι ανεξάρτητη από το βάθος. 

Στα  μεγάλα  θαλάσσια  βάθη  όπου  οι  φωτοσυνθετικοί  ρυθμοί  είναι  μηδενικοί,  η 
διαθεσιμότητα του οργανικού υλικού είναι αυτή που καθορίζει την βενθική παραγωγικότητα 
και  βιομάζα  (Jorgensen  and  Boetius,  2007).  Η  Polymenakou  και  συνεργάτες  (2005c) 
διαπίστωσαν  ότι  η  περιεκτικότητα  σε  οργανικό  άνθρακα  και  σε  χλωροφύλλη  α  ήταν  οι 
παράγοντες που συνδέονται με την δομή βακτηριακών κοινωνιών σε ιζήματα ποικίλου βάθους 
(30 – 2860 μέτρα) από την Ανατολική Μεσόγειο. Αντίθετα, από  την στατιστική ανάλυση των 
αποτελεσμάτων της παρούσας μελέτης προέκυψε ότι μονάχα η συγκέντρωση του οργανικού 
άνθρακα συσχετίζεται με τη δομή των μικροκοινωνιών και στα δύο θαλάσσια οικοσυστήματα. 
Παρόλα  αυτά,  μία  πιθανή  ερμηνεία  της  ομοιότητας  που  παρατηρήθηκε  μεταξύ  των 
μικροβιακών  κοινωνιών  των  δύο  διαφορετικών  οικοσυστημάτων  μπορεί  να  βασιστεί  στην 
διαθεσιμότητα  της  τροφής.  Τόσο  στην  περίπτωση  του  Ειρηνικού  Ωκεανού  όσο  και  στην 
περίπτωση της Ανατολικής Μεσογείου, το οργανικό υλικό βρέθηκε να είναι υψηλής ποιότητας 
καθώς  ο  λόγος  οργανικού  άνθρακα  και  αζώτου  βρέθηκε  να  είναι  ιδιαίτερα  χαμηλός.  Αυτό 
υποδεικνύει ότι τα βακτήρια στα συγκεκριμένα οικοσυστήματα διαθέτουν ένα μεγάλο εύρος 
διαφορετικών οργανικών ουσιών που φαίνεται να καθορίζει την υψηλή ποικιλότητά τους. 
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5.5 Μελλοντικοί στόχοι 
Η  παρούσα  μελέτη  αποκάλυψε  ένα  πολύ  μικρό  κομμάτι  της  γνώσης  που  μπορεί  να 

αντληθεί από τα συγκεκριμένα μικροπεριβάλλοντα. Το μεγάλο ποσοστό των αλληλουχιών 16S 
rDNA που δεν ταξινομήθηκε σε καμία γνωστή ταξινομική ομάδα σε συνδυασμό με την υψηλή 
βιοποικιλότητα  όλων  των  βιβλιοθηκών,  είναι  ενδεικτικά  μικροπεριβαλλόντων  υψίστης 
σημασίας καθιστώντας αναγκαία την περαιτέρω διερεύνησή τους. Ερωτήματα, τα οποία έχουν 
ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον να απαντηθούν μελλοντικά, είναι: 

 Ποιος  είναι  ο  καθοριστικός  παράγοντας  της  σύνθεσης  των  μικροβιακών  κοινωνιών,  πχ 
τύπος ιζήματος, πίεση, διαθεσιμότητα τροφής; 

 Ποιο  είναι  το  ενεργό  πληθυσμιακό  κλάσμα  των  βακτηρίων  που  εντοπίζονται  σε  βάθος 
4000 μέτρων; Με το ερώτημα αυτό πρόκειται να αποσαφηνισθεί η επιρροή των φυσικών 
παραγόντων, όπως άνεμοι, θαλάσσια ρεύματα, στην ποικιλότητα και δομή των βενθικών 
κοινωνιών. 

 Ποιο  είναι,  εφόσον  υπάρχει,  το  ποσοστό  λάθους  όσον  αφορά  στην  κατανομή  των 
φυλοτύπων  σε  σχέση  με  την  κατανομή  τους  στο  περιβάλλον  σαν  αποτέλεσμα  των 
μεθοδολογικών περιορισμών της PCR; Μήπως η απουσία των φύλων Epsilonbacteria και  
Firmicutes οφείλεται σε αυτό; 

 Γενικά,  υπάρχει  η  εμπειρική  και  θεωρητική  αντίληψη  ότι  στα  ακραία  περιβάλλοντα  τα 
αρχαία είναι αυτά που έχουν πετυχημένες προσαρμογές, σε αντίθεση με τα βακτήρια που 
φαίνεται  να  προσαρμόζονται  αποτελεσματικά  σε  δυναμικά  περιβάλλοντα  (Lipp  et  al., 
2008).  Θα  είχε  πολύ μεγάλο  ενδιαφέρον  να  διευρενηθεί  η  βιοποικιλότητα  των αρχαίων 
στα μικροπεριβάλλοντα αυτά προκειμένου να διαπιστωθεί εάν στην παρούσα περίπτωση 
η παραπάνω θεωρία επιβεβαιώνεται ή όχι. 
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6. Παράρτημα 

Πίνακας  2. Χημικά χαρακτηριστικά των μικροπεριβαλλόντων Alvin και ΚΜ3 του Ειρηνικού Ωκεανού και 
της Ανατολικής Μεσογείου αντίστοιχα. 

  Βάθος 
Chl a 
(μg/g) 

% Corg  C/N 

ΚΜ3  4015 m  0,12  0,82  10,45 
Alvin24  4100 m  0,94  1,53  9,11 
Alvin25  4100 m  0,97  1,69  6,6 
Alvin28  4100 m  0,9  1,66  6,1 
Alvin29  4100 m  0,83  1,53  6,87 

 

 
Πίνακας  3. Βακτηριακή βιοποικιλότητα των μικροπεριβαλλόντων Alvin και ΚΜ3. 
 

 

Πλήθος 
κλώνων 
16S rRNA 

Πλήθος 
Ειδών 

Παράγοντας 
Chao  Coverage 

KM3  105 82 188,78 43,44 

Αlvin24  73 55 209,08 26,30 

Αlvin25  65 43 78,64 54,68 

Αlvin28  87 64 142,89 44,79 

Αlvin29  81 60 137,88 43,51 
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Πίνακας 4. Ταξινομικές ομάδες και κατανομή των κλώνων του γονιδίου 16s rRNA των βιβλιοθηκών του 
Ειρηνικού Ωκεανού και της Ανατολικής Μεσογείου. 

 
 
 

  % ποσοστό κλώνων 16S rDNA επιμέρους ταξινομικών ομάδων 

Ταξινομική Ομάδα  Alvin24  Alvin25  Alvin28  Alvin29 
Alvin 

(Σύνολο)  ΚΜ3 
Acidobacteria  7,14  4,76  8,06  6,67  6,66  17,72 

Actinobacteria  14,29  14,29  9,68  10,00  12,07  13,92 

Planctomycetes  10,71  16,67  16,13  10,00  13,38  8,86 

Delta Proteobacteria  10,71  14,29  16,13  13,33  13,62  7,59 

Alpha Proteobacteria  8,93  4,76  6,45  6,67  6,7  7,59 

Beta Proteobacteria  1,79  ‐  1,61  ‐  0,85  1,27 

Gamma Proteobacteria  23,21  19,05  20,98  30,00  23,31  13,92 

Nitrospirae  1,79  ‐  ‐  1,67  0,87  1,27 

Chloroflexi  ‐  2,38  ‐  ‐  0,6  1,27 

Verrucomicrobia  5,36  4,76  3,23  3,33  4,17  1,27 

Bacteroidetes  5,36  2,38  6,45  5,00  4,8  1,27 

Cluster1  1,79  2,38  ‐  1,67  4,59  ‐ 

Cluster2  ‐  ‐  1,61  1,67  0,65  ‐ 

‘άγνωστες’ αλληλουχίες  8,93  14,29  9,68  8,33  10,31  24,05 

OP11  ‐  ‐  ‐  1,67  0,42  ‐ 
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bstract A

The variability of bacterial community composition and diversity was studied by comparative 
nalysis of five large 16S ribosomal-DNA clone libraries fa rom deep-sea sediments (water 

column depth: 4000 m) of the Eastern Mediterranean Sea and the Pacific Ocean. This is the first 
ttempt having ea ver been documented, to compare the bacterial communities living in these 

deep-sea ecosystems. The estimated chrorophyll-a, organic carbon and C/N ratios demonstrated 
signifi
Mediterranean sediments. A diverse range of prokaryotes was found in the sedim
represented by 11 different taxonomic groups at the phylum level. The ph
total of 304 clones revealed that these sequences group
Actinobac
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Nitrospirae, Chloroflexi, Veruccomicrobia, 
Bacteroidetes and ΟΡ11 (candidate division). Gammaproteobacteria was the prevalent bacterial 
group in the Pacific Ocean sediments, in contrast to Acidobacteria which dominated the Eastern 
Mediterranean microcommunity. In addition, it is worthmentioning that the clones, not affiliated 
with any known taxon, represent a sensible fraction of the total sequences retrieved not only 
from the Pacific Ocean microenvironments (10.31%), but also from the one located in the 
Eastern Mediterranean (24.05%). A large number of clones from both sampling regions appeared 
to be affiliated to each other in the phylogenetic trees. Both the high biodiversity and the 
significant percentage of the ‘non-affilliated’ 16s rRNA gene clones reveal these 
microenvironments being hot spots, urging that further research is indispensable. 
 
Keywords: Biodiversity; Deep-sea sediments; 16S rRNA genes  
Introduction 

Deep-sea sediments (water depth ≥ 1000 m) cover about the 95% of the total oceanic bottom 
and the 67% of the total earth’s surface representing one of the largest ecosystems on earth 
[Wenzhöfer and Glud, 2002 and references therein]. For years, the deep-sea floor was considered 
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as a very stable and biologically inert environment due to its high hydrostatic pressure and the 
absence of sunlight. However, recent technological developments and monitoring methods have 
shown that the deep sea ecosystems constitute a dynamic environment linked to the upper water 
column processes through the influx of organic matter [Sarda et al., 2004; Jørgensen and 

oetius, 2007]. The microbial processes occurring there have shown to be essential to sustain the 
ler, 1991]. In addition, the 

 microbial cells account for the most of the benthic biomass while an enormous 
amo

general, with the exception of some 
fun

igh surface nutrient level, chlorophyll concentrations and high biological 
pro

B
oceanic primary and secondary production [Gage and Ty
accommodated

unt of about 0.3 – 8.3 × 106 undiscovered species has been estimated to harbor the deep-sea 
floor [Grassle and Maciolek, 1992; Gage and Tyler, 1991]. 

Despite the vast contribution of microbial biomass on the deep ocean floor and their 
indispensable role in the biogeochemical cycles, the cultivated strains constitute just a scant 
piece of the total biodiversity [Amann et al, 1995; Bull et al., 1992; Torsvik et al., 2002; DeLong 
and Karl, 2005]. Molecular methods targeting 16S rRNA genes have revealed that we know only 
a very small part of the diversity of the microbial world which most of this seems to be hiding in 
the large amount of yet uncultured bacteria [Amann et al, 1995; Hugenholtz et al., 1998]. 
However, the number of the constructed large clone libraries in deep-sea sediments is very 
limited since most of them are small in size with only few exceptions such as the clone libraries 
constructed from the Antarctic sediment [Bowman and McCuaig, 2003] and the deep Eastern 
Mediterranean Sea [Polymenakou et al., 2005a; 2009]. In 

ctionally defined bacterial groups (methanogens, methanotrophs, sulfate reducing bacteria), 
our knowledge about the ecology and physiology of sediment bacteria is fragmentary due to the 
lack of extensive biogeographical studies of sediment bacterial populations [Bowman and 
McCuaig, 2003]. 

In the present study, we used molecular-based methods to analyze the microbial components 
in the deep-sea sediments (water-column depth: 4000m) of two contrasting environments, the 
Eastern Mediterranean Sea and the Pacific Ocean. The deep eastern basin of the Mediterranean 
Sea is one of the most oligotrophic regions in the world [Ignatiades, 1969; Krom, 1991; 
Tselepides et al., 2000] and it represents a complex hydrographic and geomorphologic system 
[Malanotte-Rizzoli and Hecht, 1988; Theocharis et al, 2002]. Despite being deep (average depth: 
2000 m), its deep water mass temperature is at least 13.5οC. Hence, the Eastern Mediterranean 
Sea constitutes a model for a deep relatively warm and highly oligotrophic bathypelagic habitat 
[Robinson et al., 2001; Martin-Cuadrado et al, 2007]. On the other hand, the Eastern Pacific 
Ocean exhibits h

ductivity [Schlitzer, 2004] representing an eutrophic and relatively cold environment 
compared to the Eastern Mediterranean Sea. The main objective of the present study is the 
comparative phylogenetic analysis of the microbial community composition and biodiversity 
dwelling in the aforementioned environments by means of 16S ribosomal DNA clone libraries. If 
the trophic state plays a key role on microbial community composition then it is expected that the 
eutrophic environment of the Pacific Ocean will support a different microbial assemblage 
compared to the oligotrophic Mediterranean Sea. To our knowledge, this is the first attempt 
having ever been documented, to compare the bacterial communities living in these deep-sea 
ecosystems. 
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Materials and Methods 
Sampling sites and environmental parameters analyses 

Four sampling sites at the Pacific Ocean (Alvin samples) and one at the Eastern 
Mediterranean Sea (KM3 station; South Ionian Sea; Fig. 1; Table 1) were selected at water 
column depth approximately 4000 m. Undisturbed Pacific sediment samples were collected by 
means of the submersible Alvin (Woods Hole O.I.) in August 2006 (Fig. 1a). Piston cores 
manipulated by the arms of the submersible Alvin were used for collecting undisturbed sediment 
sam les from four microenvironments in the Pacific Ocean (Fig. 2). In particular, the sediment 
core Alvin24 was collected on a bioturbation mound whereas the core Alvin 25 was used as a 
control since it was collected away from the observed mound. Similarly, core Alvin28 was 

ldfast baitfall on the seafloor whereas core Alvin29 was used as a 
d. 9.0 cm; [Barnett et al, 1984]) was 

use

(5´-
GYTACCTTGTTACGACTT-3´). For each sample, eight replicate PCR reactions of 20µl were 

ation at 94oC for 3 min followed by 30 
cyc

p

collected near a Kelp ho
control. A Bowers and Conelly Multiple-corer (8 cores, i.

d to collect cores with an undisturbed sediment-water interface and with overlying bottom 
water from the South Ionian Sea in May 2007 on board the R/V Aegaeo of the Hellenic Centre 
for Marine Research (Fig. 1b). Due to technical difficulties on board, only three independent 
deployments were made possible in the South Ionian sampling site (KM3 station). Mixed surface 
sediment samples (0-1 cm) from each of the sampling sites (one Ionian and four Pacific oxic 
sediments) were stored frozen in sterile vials for subsequent analysis in the laboratory. 
Chloroplastic pigments (chlorophyll a and phaeopigments) and total organic carbon and nitrogen 
concentrations were estimated using a Turner TD-700 fluorometer [Lorenzen and Jeffrey, 1980] 
and a Perkin Elmer CHN 2400 analyzer [Hedges and Stern, 1984], respectively. Chloroplastic 
pigment equivalents (CPE) are considered as the sum of chlorophyll a and phaeopigments.    
 
16S ribosomal RNA gene clone library construction 

Five large 16S rRNA gene clone libraries were constructed from the surface sediments in 
order to study benthic bacterial diversity and community composition. Total sedimentary DNA 
was extracted directly from the deep-sea samples using the FastDNA-SPIN Kit for Soil (Q-
Biogene, Carlsbad, CA, USA) following the manufacturer’s instructions. DNA concentration 
contained in the extracts was measured using the spectrophotometer ND-1000 (NanoDrop, 
Wilmington, DE, USA). Bacterial 16S ribosomal RNA genes were amplified by using the 
polymerase chain reaction (PCR) with the universal bacterial primers 27f (modified to match 
also Planctomycetales; 5´-AGRGTTTGATCMTGGCTCAG-3´) and 1492r 
G
amplified in a Perkin-Elmer Cycler with initial denatur

les of 1 min at 94°C, 1 min annealing at 55°C, 2 min primer extension at 72°C and a final 
extension at 72°C for 7 min. In the case of KM3 sample, the PCR annealing took place at 50°C. 
Each PCR tube contained 1-4 ng of target DNA,  PCR buffer (10mM Tris-HCl, pH 9, 50mM 
KCl, 0.1% Triton X-100 και 2mM MgCl2), 100nM of each primer, 200µΜ of each dNTP and 
0.25 U Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA). Then, all PCR reactions were pooled 
and precipitated in centrifugal vacuum evaporator (SpeedVac; Heraeus Instruments, Hanau, 
Germany) followed by gel purification using the Quiaquick PCR purification kit (Quiagen, 
Valencia, CA, USA). For each sample, 5-10 ng of PCR product was cloned into the pCR 4-
TOPO vector and transformed into chemically competent cells of E.coli One shot TOP10 cells 
using the TOPO TA Cloning kit (Version M) as recommended by the manufacturer (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA). The bacterial clones collected were transferred in 96-deep well plates and 
incubated for 24 hours at 37°C in Luria-Bertani (LB) medium containing 25 mg kanamycin ml-1. 
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Aliquots of the individual clones were either archived at -80°C in 7% dimethyl sulfoxide or 
processed for plasmid DNA extraction using the 800 µl Unifilter miroplates (Whatman Inc., NJ, 
USA). The extracts were further used for sequencing.  
 
Phylogenetic analysis, species richness and statistical analysis  

A total of 472 clones were successfully sequenced on an ABI 3700 96-capillary sequencer 
(Applied Biosystems) using the BigDye terminator kit (v.3.1; Applied Biosystems), as it 
provides high-quality reads of between 450-780 bases. Three sequences were identified as likely 
chimeric products using the Chimera Check included in Ribosomal Database Project II 
(Mischigan State University, East Lansing, MI, USA) and were excluded from the phylogenetic 
analysis. The remaining sequences were compared to Genbank entries using BLAST  (Basic 
Local Alignment Tool; National Center for Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA) in 
order to obtain a preliminary phylogenetic affiliation of the clones. Sequences that were also 
xcluded from further analysis included 55 clones related to eukaryotic organelles and clone 

 the reference clones of the 
Ge

ites. As for the ratio 
/N, its highest value was found in the KM3 sediment (10.45), which can only be paralleled with 

24 sample (9.11). The rest of the Alvin samples were characterized by a lower C/N 

e
vector sequences, and three clones not having any relation to

nBank. Eventually, the remaining 411 clones were imported to the ARB software (Version 
2.5b; Techische Univeritat Munchen, Munchen, Germany; Lundwig et al, 2004) and aligned 
using the integrated aligner tool and the fast aligner option followed by manual alignment of the 
sequences to closely related sequences in the ARB database. Similarity matrices among the 
sequences of the clones were calculated in order to identify the operational taxonomic units 
(OTUs) which were further used to estimate species richness (Chao-1) using the web based 
Rarefaction calculator software (http://www2.biology.ualberta.ca./jbrzusto/rarefact.php; [Chao, 
1984]). A total of 304 OTUs were finally identified and used for the calculation of the 
phylogenetic trees by applying the maximum parsimony method. The robustness of tree 
topologies was confirmed by maximum parsimony analysis [Ludwig et al., 2004] with 100 
bootstrap replications. Values <50 were removed. All 304 partial 16S rDNA sequences generated 
in the present study have been deposited in Genbank under accession numbers FJ197343–
FJ197646. Novel clusters of uncultured sediment bacteria were defined as monophyletic groups 
of 16S rDNA sequences with a minimum sequence similarity of 98%. Additional criteria were 
that the cluster should contain sequences from a minimum of two libraries. Multivariable 
analysis using Euclidean Distance that is integrated in the PRIMER 6.1.5 software (Plymouth 
Marine Laboratory) was carried out in order to compare bacterial community composition 
among the environmental samples, at the level of large taxonomic groups.  
 
Results 
Geochemical sediment characteristics 

Chloroplastic pigments, organic carbon and carbon-to-nitrogen ratio (C/N) are useful 
indicators depicting the amount of the food being available to the sediment dwellers. According 
to the chemical analysis results (Table 1), the Alvin samples contain greater quantity of 
chlorophyll a (0.83-0.97 µg g-1), chloroplastic pigment equivalents (7.04-7.75 µg g-1) and organic 
carbon content (1.53-1.69%) compared to the Eastern Mediterranean sediment having only 0.12 
µg g-1, 1.07 µg g-1, and 0.82% respectively. Amongst the Alvin samples, slightly lower 
concentrations of organic carbon were observed at the control sampling s
C
the Alvin
ratio fluctuating between 6.1 and 6.87.  
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mic groups and phylogenetic analysis 
RNA gene clones was used so that a comparative phylogenetic analysis 

amo

As far as the Pacific Ocean microenvironments were concerned (a total of 220 16S rRNA 
mong them. In general, Gammaproteobacteria 

con

ria, Actinobacteria, Planctomycetes, 
Del

the Pacific Ocean and Eastern Mediterranean Sea sediments. 
Hie

 
 

      
Bacterial biodiversity 

The species richness was estimated by means of rarefaction analysis and the rarefaction 
curve was constructed (Fig. 3), so that the bacterial biodiversity of the KM3 and Alvin deep-sea 
microenvironments would be illustrated. We compared a total of 411 clones, so that 82 different 
OTUs among the 105 screened clones from the KM3 clone library were identified, whereas 55 of 
73, 43 of 65, 64 of 87, 60 of 81 from the Alvin24, Alvin25, Alvin28, Alvin29 clone libraries, 
respectively, were further identified. Apparently, all of the 16S rRNA gene libraries were highly 
diverse, while their curves diverge minimally from the reference curve.  
 
Taxono

A total of 304 16S r
ng the five clone libraries would be enabled. Phylogenetic analysis (Fig. 4; Fig. 5) classified 

the majority of sequences (252 clones) in eleven widespread phyla that are Acidobacteria, 
Actinobacteria, Planctomycetes, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, 
Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Nitrospirae, Chloroflexi, Veruccomicrobia and 
Bacteroidetes. Among the rest 52 clones, five were classified as Cluster1 and Cluster2, one clone 
was found to be affiliated with the candidate division OP11, whereas the majority of them (40 
clones) could not fall into any known taxonomic group.  

clones), there were found trivial differences a
stituted the dominant subphylum (23.31%), while Deltaproteobacteria (13.62%) and 

Actinobacteria (12.06%) were the following more multitudinous taxonomic groups. There were 
also retrieved bacterial clones affiliated with the Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, 
Acidobacteria, Bacteroidetes, Verruccomicrobia, Nitrospirae, Chloroflexi, Cluster2, the 
candidate division OP11 and a significant percentage of clones non-affiliated with any known 
taxonomic group (10.31%).  

On the other hand, the KM3 clone library (84 clones) included bacterial sequences sorted in 
eleven phylogenetic groups that are Acidobacte

taproteobacteria, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, 
Nitrospirae, Chloroflexi, Verrucomicrobia and Bacteroidetes. It is worthmentioning the fact that 
the 16S rRNA gene sequences non-affiliated with any known taxonomic group were the most 
multitudinous group (24.05%). At the same time, Acidobacteria was the prevalent known 
phylum (17.72%) followed by Gammaproteobacteria and Actinobacteria (17.72% and 13.92% 
respectively).  

Surprisingly enough, there were not any noticeable discrepancies regarding the bacterial 
community composition in 

rarchical cluster analysis based on the similarity matrices for bacterial community 
composition revealed the following differences between the Alvin and KM3 clone libraries: 
Acidobacteria and Gammaproteobacteria were the prevalent phylogenetic groups in the 
sediments of the Eastern Mediterranean Sea and the Pacific Ocean, respectively, whereas the 
KM3 clone library had the highest percentage of the 16S rRNA gene sequences not clustered 
into any known taxonomic group (Fig. 4; Fig. 5).   
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Dis

 the Southern Ocean with a maximum of 0.15 
rmanently open-ocean zone [Riaux-Gobin et al, 1997]. Our data regarding the 

acific Ocean sampling sites (Chl a: 0.83-0.94 µg g-1; Table 1) were higher than the 
forementioned deep-sea ecosystem values and were found to be comparable to mesotrophic 
nvironments. As for the Eastern Mediterranean sediment, its chlorophyll a value (0.12 µg g-1; 

 accordance with previous measurements in South Ionian Sea sediment (0.05 µg g-1; 
wat

irm 
the 

cussion 
Deep-sea sediments have been characterized as the final depository for the accumulation of 

autochthonous and allochthonous organic matter (e.g. [Hedges and Keil, 1995; Fabiano and 
Danovaro, 1994]) whereas the levels of chlorophyll a and CPE have been widely used for 
assessing the contribution of phytodetritus to the sediments. Based on these levels various 
trophic state regions can be defined. For example, deep-sea oligotrophic ecosystems exhibited 
values of chlorophyll a less than 0.06 µg g-1 in the central equatorial Pacific [Smith et al, 1996] 
and an average of 0.15 µg g-1 in the Indian sector of
µg g-1 at the pe
P
a
e
Table 1) is in

er depth: 2790m; [Polymenakou et al., 2005a; c]), typical for oligotrophic environments.  
As far as organic matter was concerned, just a minor part of it being produced in the euphotic 

zone escapes mineralization during settling within the water column and reaches the sediment 
surface (e.g. [Hartman et al., 1976]). Due to a preferential decomposition of nitrogen 
compounds, the organic matter shows increasing C/N ratios with increasing water depth [Muller, 
1977]. As a matter of fact, below 1000 m water depth the C/N ratios were found to be higher 
than 10 and increasing to values around 15 in the deeper parts of the oceans [Muller, 1977]. 
Nevertheless, our data were lower enough, as the C/N ratio ranged between 6.1 and 9.11 for the 
Pacific sediments and equal to 10.45 for the Eastern Mediterranean one. The C/N value of the 
KM3 station is concordant to the value range (>10.00) previously estimated for other sites in the 
Eastern Mediterranean (water depth: 30 - 3532.5m; [Pusceddu et al., 2005; Polymenakou et al, 
2007]). The organic carbon content was found to be lower in the KM3 sediment (0.82%) 
comparing to the Pacific sediments which contain approximately 1.53 – 1.69%. Our data conf

organic carbon values previously documented for the Eastern Mediterranean Sea sediments 
that range between 0.37% and 1.63% [Polymenakou et al., 2005c]. On the other hand, the Alvin 
organic carbon content was considered to be as high as the sapropel content. The sapropels, 
found only at the Eastern Mediterranean Sea, are organic carbon-rich layers (>1-2% for the 
recent sapropel S1; [Rossignol-Strick, 1985]) and  are considered to have been formatted due to 
either protracted anoxic conditions in the deep sea [Passier et al., 1999] or increased primary 
production [Calvert et al, 1992]. 

Overall, because of the trifling photosynthetic rates, the deep-sea organic matter availability 
regulates the benthic productivity and biomass [Jorgensen and Boetius, 2007]. Polymenakou et al 
[2005c] found out that both organic carbon and chlorophyll a is linked with the bacterial 
community composition in Eastern Mediterranean Sea sediments from various depths (30-
2860m). In the present study, all the 16S rRNA gene clone libraries were proved to be highly 
diverse. There were detected several 16S rRNA gene clones affiliated with bacterial sequences 
from various inhabitants, such as terrestrial, anoxic inhabitants and mud volcanoes. Such high 
biodiversity in deep sea sediments has already been appointed, namely in Arctic Ocean 
[Ravenschlag et al, 1999], in Antarctica [Bowman and McGuaig, 2003] and in Eastern 
Mediterranean Sea [Polymenakou et al., 2005]. In fact, Bowman and McGuaig [2003] reported 
that sedimentary biodiversity of both oxic and anoxic layers can be compared with the diversity 
of the terrestrial ecosystems.  
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The Alvin bacterial community composition appears to resemble enough with sedimentary 
bacterial communities spotted in other regions of the Pacific Ocean. In a similar research 
conducted in Pacific Ocean deep-sea sediments near Japan (water column depths: 2339 - 4031 
m), Li et al [1999] retrieved 16S rRNA gene clones that clustered into the Alphaproteobacteria, 
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria, 
Bacteroidetes, and Actinobacteria. The fact that just 55 clones were analyzed, is reflected in the 
smaller number of the phylogenetic groups identified compared to the present study. 
Furthermore, Gammaproteobacteria were proved to be the dominant taxonomic group in the 37 
clone cosmid library constructed from a deep-sea sediment (depth: 5274m) in the Pacific Nodule 
Province [Xu et al, 2007]. Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Actinobacteria and 
Fir

ected with 
the

s sampling sites all over the Mediterranean Sea [Polymenakou et 
al, 

micutes were the rest groups retrieved. According to Li et al [1999b], the presence of the 
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria and Bacteroidetes appears to be common in the 
deep-sea sediments. In fact, the Gammaproteobacteria are proved to be the most popular 
phylogenetic group, as they prevail over the rest taxa in several deep-sea researches (e.g. [Li et 
al, 1999; Kato et al, 1997; Bowman and McGuaig, 2003; Polymenakou et al, 2005]).   

Deltaproteobacteria are one of the multitudinous taxonomic groups defined in the Pacific 
sediments. A couple of clones included in the Alvin25 and Alvin29 libraries are clustered with 
the species Nitrospina gracilis. This species being an aerobic, nitrifying, chemolithotrophic 
bacteria [Fry, 2000], seems to belong to a distinct taxonomic group named Nitrospina, although 
it has been embodied at the Deltaproteobacteria phylogenetic tree. Nitrospina is considered to be 
so much diverse as Proteobacteria do, as its representatives have inhabited a wide variety of 
marine, freshwater and terrestrial environments [Fry, 2000]. On the other hand, due to their 
common role in the sulfur cycle regulation, the presence of the subphylum Deltaproteobacteria is 
linked with the Epsilonproteobacteria one. Nevertheless, clones affiliated with the 
Epsilonproteobacteria were not spotted. It is pretty possible their absence to be conn

ir inhabiting limited in either shallow coastal marine water or deep hydrothermal vents 
[Longnecker and Reysenbach, 2001]. It is very intriguing the fact that several clones from the 
Pacific sampling sites were closely related to 16S rRNA gene clones previously found in the 
Eastern Mediterranean Sea (i.e. clones from the Thermaikos Gulf, South Ionian Sea, Cretan Sea; 
[Polymenakou et al., 2005]).  

Based on the phylogenetic analysis of the KM3 16S rRNA gene clone library, this bacterial 
community appeared to be dominated by Acidobacteria, Actinobacteria and 
Gammaproteobacteria in succession. A noticeable number of 16S rRNA genes were affiliated 
with Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Planctomycetes, 
Verrucomicrobia, Chloroflexi, Nitrospirae and Bacteroidetes. Phylogenetic analysis results were 
in accordance with a former study being conducted at deep-sea sediment from the Ionian Sea 
[Polymenakou et al, 2005], despite some trivial discrepancies concerning the number of the 
clones included in the OTUs and the absence of certain phylogenetic groups. In particular, a total 
of 17 16S rRNA gene clones from the KM3 library exhibited high sequence similarity (98-99%) 
to clones obtained from variou

2005].  
The fact that Acidobacteria was dominated the KM3 clone library is verified by previous 

researches in the Eastern Mediterranean Sea. Particularly, this phylum is proved to be the 
prevalent one in the sedimentary bacterial communities in South Ionian Sea [Polymenakou et al, 
2005] and in deep-sea sediments from both the submarine Samaria gorge and the Paximades 
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channel in the southern Cretan margin [Polymenakou et al, 2009]. Overall, Acidobacteria 
representatives predominate in a variety of soils, hot springs and sediments [Fry, 2000]. 

Actinobacteria and Gammaproteobacteria constituted the next more abundant phylogenetic 
taxa included in the KM3 clone library. However, a quite limited number of Actinobacteria 
clones were found in Eastern Mediterranean sediments [Polymenakou et al, 2005]. Overall, 
Act

S rRNA 
gen

eral explanation but the few 
sug

inobacteria are reported to form a major or dominant component of the bacterial populations 
both at bathyal and abyssal depths [Bull et al, 2005]. Until recently, Actinobacteria were 
regarded to be terrestrial. Thus, having been transferred at the sea, they can be detected in the 
sediments, where they survive as either spores or resting propagules [Bull et al, 2005]. Recent 
evidence suggests that certain actinobacterial clades identified in freshwaters and estuaries are 
indigenous and not inoculated from terrestrial sources [Warnecke et al, 2004]. The 16

e sequences not affiliated with any known bacterial clone formed the most multitudinous 
KM3 group, as their abundance (24.05%) was higher than the Acidobacteria one. Despite being 
quite widespread in the Eastern Mediterranean Sea [Polymenakou et al, 2005; 2009] and 
especially in the air [Polymenakou et al., 2008], 16S rRNA gene clones affiliated with the 
phylum Firmicutes were not detected in the KM3 sediment at all.  

The Pacific and Eastern Mediterranean ecosystems scrutinized, have different trophic state 
and temperature conditions but the same water column depth. Nevertheless, their bacterial 
community composition did not have sensible discrepancies. The only differences spotted 
concern the clone presence or absence of certain minor phyla and the clone percentage classified 
in each phylogenetic group. In fact, several KM3 and Alvin clones appeared to be affiliated to 
each other in the phylogenetic trees.  It is worth mentioning the fact that all sampling sites are 
located at the same latitude. Generally, most organisms show latitudinal gradients in species 
diversity while their species richness generally increases from the poles towards the equator 
[Hillebrand, 2004; Maguran, 2004]. Such a pattern lacks a gen

gested mechanisms are based on the species-area relationships, the productivity levels, and 
the evolutionary history of the ecosystem [Hillebrand, 2004]. Finlay [2002] suggested that the 
free-living microbial species (e.g. protists) do not show biogeographies and their ubiquity-
biogeography transition is believed to be located in the species size range between 1 and 10 mm. 
He also suggested that as prokaryotes are much smaller and several orders of magnitude more 
abundant compared to microbial eukaryotes, they are even less likely to be restricted by 
geographical barriers [Finlay, 2002]. However, Pommier et al. [2007] by analyzing the 
bacterioplankton communities from coastal waters at nine world-wide distributed locations 
demonstrated that these tiny communities share many of the biogeographical and 
macroecological features of macroscopic organisms. In particular, the investigated marine 
bacterioplankton community showed a high degree of endemism and followed a latitudinal 
gradient of their species richness. Although several arguments and debates have been made 
regarding the biogeographical patterns and the ubiquitous distribution of microbial taxa as well 
as the occurrence of endemic bacterial communities, most studies are restricted to free-living 
bacterioplankton communities and microbial eykaryotes (e.g. [Finlay, 2002; Pommier et al., 
2007; Gray et al., 2007]). This restriction is due to the capability of planktonic communities to be 
well mixed as there are few barriers to microbial dispersal [Falkowski and de Vergas, 2004].  On 
the other hand, sediments may seem unlikely to support ubiquitous dispersal of microorganisms 
relative to the water column. However, although there is little evidence to support the idea of 
ubiquitous dispersal in the sediments, there have been several studies suggesting habitat 
specificity of different types of bacteria. Recent studies have shown that the water column depth 
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is one of the factors controlling the microbial community composition in the sediments 
[Polymenakou et al., 2005c; Hewson et al., 2007] despite the trophic state of the ecosystem. The 
results of the present study confirm this statement since similar bacterial communities were 
observed between widely dispersed habitats of different trophic state and temperature conditions. 
The present study has unveiled just a scant piece of information that can be obtained by 
scrutinizing benthic communities. Both the high biodiversity and the significant percentage of 
the ‘non-affilliated’ 16s rRNA clones denote these microenvironments being hot spots, urging 
that further research is indispensable. Extensive biogeographical studies will further scrutinized 
the factors determining bacterial distribution and dispersal in the deep-sea sediments.  
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Fig. 2  procedure followed with the submersible Alvin.  

Fig. 3.  Rarefaction analysis of 16S rDNA sequence heterogeneity in clone libraries from the 
al numbers of screened clones are plotted against unique operational 

ig. 4. A) Column chart denoting the bacterial community composition of the Pacific Ocean and 
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e different surface sediment samples. Scale indicates Euclidean distance.  

teobacteria, (B) Alphaproteobacteria, (C) Deltaproteobacteria, (D) 
cidobacteria, (E) Actinobacteria, (F) Planctomycetes, (G) Nitrospirae, Chloroflexi, 

with MP method and 
e bootstrap values, determined as percentages of the 100 trees inferred by MP method, are 
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FIGURE LEGENDS 
. Map showing the positions of the sampling sites in A) the Pacific Ocean and B) the 

Eastern Mediterranean Sea 

.  Photos showing the sampling
 

sediment samples. Tot
taxonomic units (OTUs). 
 
F
Eastern Mediterranean sediments. B) Cluster analysis of bacterial community compos
th
 
Fig. 5. Maximum parsimony (MP) 16S rDNA trees showing positions of phylotypes affiliated 
with (A) Betagammapro
A
Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Clusters 1, and 2, candidate division OP11, and unidentified 
clones from the sediment samples. The closest matching entries in GenBank were also included 
in the tree. The trees are a summary of 100 multiple bootstrapped replicates 
th
given for branches with greater than 50% support. The scale bar indicates 10% nucleotide 
change per 16S rDNA positions. Sequences from cultured representatives are indicated in italics. 
Table 1. Geochemical characteristics of the deep-sea sediments collected from the Pacific Ocean 
and the Eastern Mediterranean Sea (Chl a: chlorophyll a; CPE: chloroplastic pigment 
equivalents; OC (%): organic carbon content; C/N: organic carbon to nitrogen ratio). 
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  ΚΜ3 Alvin24 Alvin25 Alvin28 Alvin29 

Station character Deep-sea basin 
away from 

bioturbation 
mound 

on 
bioturbation 

mound 

near a Kelp 
holdfast 

away from 
Kelp holdfast 

Depth (m) 4015 4100 4100 4100 4100 
T emperature (oC) 14.00 1.48 1.48 1.48 1.48 
Chl a (µg g-1) 0.12 0.94 0.97 0.90 0.83 
CPE (µg g-1) 1.07 7.75 7.38 7.46 7.04 
OC (%) 0.82 1.53 1  .69 1.66 1.53 
C/N 10.45 9.11 6.60 6.10 6.87 
Sequenced clones 105 73 65 87 81 
OTUs 82 55 43 64 60 
Coverage (%) 43.44 26.31 54.68 44.79 43.51 
Chao-1 188.78 2  09.08 78.64 1  1  42.89 37.88
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