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1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

1.1 Προκαρυωτικοί οργανισμοί και περιβάλλον  

ΚΥΤΤΑΡΙΚΗ ΔΟΜΗ και ΡΟΛΟΣ   

Οι μικροοργανισμοί είναι ένα πολύπλοκο κομμάτι του πλανήτη. Ως κύτταρα έχουν 

δεδομένη δομή ίσως με μικρές  διαφοροποιήσεις οι οποίες μπορεί να δημιουργηθούν 

λόγω των συνθηκών επιβίωσης. Μια από τις  βασικές δομές των κυττάρων είναι η 

κυτταρική μεμβράνη η οποία είναι ο φραγμός που διαχωρίζει το εσωτερικό του 

κυττάρου από το εξωτερικό περιβάλλον. Στο εσωτερικό του κυττάρου υπάρχουν οι 

δομές και οι χημικές ουσίες που του επιτρέπουν να λειτουργεί. Δομή με καθοριστική 

σημασία είναι ο πυρήνας ή το πυρηνοειδές, όπου εκεί βρίσκεται αποθηκευμένη η 

γενετική πληροφορία υπό τη μορφή δεοξυριβονουκλεικού οξέος (DNA). Εξίσου 

καθοριστικό είναι και το κυτταρόπλασμα, όπου βρίσκονται στοιχεία που απαιτούνται 

για την ανάπτυξη και λειτουργία των κυττάρων. Ο ρόλος των μικροβίων είναι ιδιαίτερα 

σημαντικός για το πλανήτη αλλά και για τον άνθρωπο. Αρχικά τα βακτήρια και 

μονοκύτταροι φωτοσυνθετικοί οργανισμοί όπως είναι το φυτοπλακτό είναι υπεύθυνα 

για το ήμισυ περίπου της  

φωτοσύνθεσης στη γη. Τα περισσότερα φωτοσυνθετικά Η γνώση πάνω στα βακτήρια 

κολυμπούν ελεύθερα στους ωκεανούς, οι οποίοι μικρόβια που διατηρούν καλύπτουν το 70% 

της επιφάνειας της γης. Τα βακτήρια τη ζωή στο πλανήτη και αυτά επηρεάζουν βασικές 

χημικές ισορροπίες στην στο ανθρώπινο σώμα   

ατμόσφαιρα  επηρεάζοντας  σημαντικές  βιογεωχημικές  ξεπερνούν τα όρια 

της φαντασίας. διεργασίες όπως είναι ο κύκλος του άνθρακα. Ακόμα σε ζώνες χωρίς φως 

χημειοσυνθετικά βακτήρια παρέχουν την απαραίτητη ενέργεια καθώς και τον οργανικό 

άνθρακα που οι άλλοι οργανισμοί έχουν ανάγκη. Τέλος οι μικροοργανισμοί και κυρίως τα 

βακτήρια λόγω των συμβιωτικών σχέσεων που αναπτύσσουν έχουν σημαντικό ρόλο 

καθώς οι επιπτώσεις αυτών των αλληλεπιδράσεων επηρεάζουν όλο το οικοσύστημα (1).  

ΠΙΘΑΝΕΣ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΩΝ ΜΙΚΡΟΒΙΩΝ  

  

H έρευνα και η κατανόηση της Μικροβιακής Βιολογίας είναι καταλυτική για την 

οικονομία και την κοινωνία καθώς οι εφαρμογές και τα οφέλη της επεκτείνονται σε 

όλους τους παρακάτω τομείς:  

• Παραγωγή Ενέργειας: Κατανόηση και εμπορική εκμετάλλευση των 

μηχανισμών με τους οποίους διάφοροι μικροοργανισμοί προσλαμβάνουν, 

μετασχηματίζουν και αποθηκεύουν ενέργεια για πιθανή ανθρώπινη χρήση. Για 

παράδειγμα το μεγαλύτερο μέρος του φυσικού αερίου (μεθάνιο) παράγεται από 

μεθανογόνους προκαρυωτικούς οργανισμούς (αρχαία). Άλλοι μικροοργανισμοί 

έχουν τη δυνατότητα εκμετάλλευσης της φωτεινής ενέργειας  
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για την παραγωγή βιομάζας, ενώ κάποιοι άλλοι έχουν την ικανότητα 

παραγωγής υδρογόνου (Η2) (2).  

• Εξυγίανση και Διαχείριση του Περιβάλλοντος: Κατανόηση και εμπορική 

εκμετάλλευση των μεταβολικών διεργασιών των μικροοργανισμών στον 

καθαρισμό των οργανικών και ανόργανων στοιχείων που αντιπροσωπεύουν 

εστίες ρύπανσης του περιβάλλοντος (π.χ. μόλυνση από βαρέα μέταλλα) και 

ανάπτυξη διαγνωστικής τεχνολογίας για τη μέτρηση των επιπέδων και 

επιδράσεων των παθογόνων μικροοργανισμών στην ισορροπία των 

οικοσυστημάτων. Κατανόηση και εμπορική εκμετάλλευση βακτηριακών 

βιομορίων που θα χρησιμοποιηθούν σε ολοκληρωμένες μορφές διαχείρισης 

καλλιεργειών. Για παράδειγμα η πρωτεΐνη HrpZ από το φυτοπαθογόνο 

βακτήριο Erwinia amylovora χρησιμοποιείται για φυτοπροστατευτικούς 

σκοπούς με την ονομασία «Messenger» (2).   

• Γεωργία, Τρόφιμα και Υδατοκαλλιέργειες: Παραγωγή θρεπτικών και ασφαλών 

τροφίμων, με παράλληλη διατήρηση του περιβάλλοντος, της χλωρίδας και 

πανίδας αυτού (αειφορική διαχείριση). Γενετική βελτίωση των φυτών με νέα 

εργαλεία γονιδιωματικής ανάλυσης βασιζόμενα σε μικροβιακούς βιοδείχτες 

αντοχής σε ασθένειες (2).   

• Ανθρώπινη Υγεία: Ανακάλυψη μικροβιακών γονιδίων που θα αποτελέσουν 

νέους στόχους για εμβόλια και αντιβιοτικά, νέα διαγνωστικά τεστ και νέους 

δείκτες για διάφορες ασθένειες. Ας σημειωθεί ότι πολλά μικροβιακά γονίδια 

και ένζυμα με αποπτωτική/αντιαποπτωτική δράση ελκύουν το ενδιαφέρον (και 

κατοχυρώνονται ευρεσιτεχνειακά στις ΗΠΑ και αλλού) ως εν δυνάμει 

εργαλείων «πρωτεϊνικής θεραπείας» για ασθένειες όπως ο καρκίνος (2).  

• Βιοτεχνολογία: κατανόηση και εμπορική εκμετάλλευση της δημιουργικής 

ικανότητας των μικροοργανισμών στην παραγωγή νέων προϊόντων που μπορεί 

να κυμαίνονται από νέα πολυμερή, ή θερμό- και ψυχρό- ανθεκτικούς καταλύτες 

έως νέα αντιβιοτικά και εναντιοσυνθέσεις. Η ανάπτυξη μιας ολόκληρης 

τεχνολογίας (αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης) βασίζεται σε ένα 

προκαρυωτικό γονίδιο (Τaq πολυμεράση) (2).   

• Εξέλιξη Οργανισμών και Οικοσυστημάτων: Συμβολή στην κατανόηση της 

προέλευσης και εξέλιξης της ζωής στη Γη. Κατανόηση της έννοιας του είδους, 

της δομής και λειτουργίας της μικροβιακής ποικιλότητας, το ρόλο της στη 

λειτουργία των οικοσυστημάτων, την απόκρισή της σε τοπικές και πλανητικές 

αλλαγές, τη μελέτη της ενδοειδικής ποικιλότητας και των μηχανισμών 

προσαρμογής σε διαφορετικά ενδιαιτήματα, των συμβιωτικών σχέσεων, την 

ανακάλυψη νέων βιοχημικών μονοπατιών, λειτουργιών, τη συμβολή στη 

μελέτη της βιολογίας και της καλλιεργησιμότητας των ειδών (2).  

Ως «Βιολογική ποικιλότητα» εννοείται η ποικιλομορφία που εμφανίζει η ζωή σε όλα 

τα επίπεδα οργάνωσης της. Ο ορισμός περιλαμβάνει την ποικιλότητα μέσα σε ένα είδος 
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όπως και εκείνη μεταξύ διαφορετικών ειδών και μεταξύ των οικοσυστημάτων (από τη 

Σύμβαση του Rio de Janeiro για την Βιολογική Ποικιλότητα, άρθρο 2). Η 

βιοποικιλότητα διακρίνεται σε 3 τύπους κυρίως, τους α, β και γ.   

 α-ποικιλότητα: η ποικιλότητα των ειδών μέσα σε µία βιοκοινότητα ή 

ενδιαίτημα   

 β-ποικιλότητα: η μέτρηση του ρυθμού και της έκτασης της αλλαγής των ειδών 

από το ένα ενδιαίτημα στο άλλο. Συγκεκριμένα, μπορεί να εξετάζει και το 

ρυθμό μεταβολής μέσα στο χρόνο ή λαμβάνοντας υπόψη κάποια άλλη 

μεταβλητή.  

 γ-ποικιλότητα: η αφθονία των ειδών σε ένα σύνολο ενδιαιτημάτων μιας 

γεωγραφικής περιοχής  

Η βιοποικιλότητα υπολογίζεται μέσω δεικτών βασισμένων στην ποικιλότητα και την 

αφθονία των ειδών. Οι δείκτες αυτοί είναι οι εξής:  

 Δείκτης Chao 1 αναλύει τον αριθμό των ειδών που υπάρχουν σε μια μικροβιακή 

κοινότητα.  

 Δείκτης ποικιλότητας του Shannon (Η΄) μετρά το βαθμό της αβεβαιότητας στην 

πρόβλεψη του είδους, στο οποίο ανήκει ένα άτομο που συλλαμβάνεται τυχαία.  

 Δείκτης Simpson δείχνει την πιθανότητα για κάθε δυο άτομα που επιλέγονται 

τυχαία από έναν απείρως μεγάλο πληθυσμό να ανήκουν στο ίδιο είδος.  

  

1.2 Ενδιαιτήματα   

  

1.2.1 ΒΑΚΤΗΡΙΑ ΚΑΙ ΕΔΑΦΟΣ  

Η μικροβιακή βιομάζα στο έδαφος αποτελεί περίπου το 5% του συνολικού οργανικού 

άνθρακα ενώ έχει αναγνωρισθεί ο σημαντικός ρόλος της όσον αφορά την ανακύκλωση 

των θρεπτικών στοιχείων αλλά και ως πηγή θρεπτικών στοιχείων συμβάλλοντας έτσι 

στην διατήρηση της γονιμότητας των εδαφών (3). Τους μεγαλύτερους πληθυσμούς των 

μικροοργανισμών τους συναντάμε στα πρώτα 30-40 εκατοστά βάθους στο έδαφος (4). 

Ο Metting εκτίμησε ότι ένα γραμμάριο γόνιμου εδάφους περιέχει 105–108 βακτήρια, 

106–107 Αctinomycetes και 105–106 είδη μυκήτων ή μικροβιακές αποικίες. Η 

μικροβιακή δραστηριότητα στο έδαφος είναι συνάρτηση της διαθεσιμότητας του 

άνθρακα, με την ριζόσφαιρα να παρουσιάζει μια σταθερή παροχή ανθρακα. Έτσι στην 

περιοχή της ριζόσφαιρας είναι αναμενόμενο η μικροβιακή βιομάζα αλλά και η 

μικροβιακή δραστηριότητα να είναι μεγαλύτερη από ότι στο υπόλοιπο έδαφος (5). Το 

έδαφος είναι ο χώρος κατοικίας για βακτήρια, μύκητες, πρωτόζωα, νηματώδης, έντομα 

και άλλους οργανισμούς. Όλοι αυτοί οι οργανισμοί συμβάλουν στον σχηματισμό και 

διατήρηση των εδαφών (6).  

Τα βακτήρια είναι οι περισσότερο άφθονοι μικροοργανισμοί του εδάφους με πληθυσμό 

που κυμαίνεται από 105 έως 108 και σε κάποιες περιπτώσεις 109 κύτταρα ανά κυβικό 



 6    

  

εκατοστό εδάφους και βάρος κατά προσέγγιση 10 τόνους ανά εκτάριο, ενώ η μάζα τους 

αντιστοιχεί στο 5% της οργανικής ουσίας ξηρού βάρους του εδάφους. Ο αριθμός τους 

ποικίλει ανάλογα με την εποχή, την υγρασία, τη μηχανική σύσταση, την οργανική 

ουσία, το οξυγόνο, τη θερμοκρασία, το pΗ, την καλλιέργεια του εδάφους και την 

λίπανση. Το μικρό τους μέγεθος, τα υψηλά επίπεδα πληθυσμού και η υψηλή ταχύτητα 

πολλαπλασιασμού τους τα καθιστούν το πιο ενεργό τμήμα της μικροβιακής χλωρίδας 

του εδάφους. Κατά κύριο λόγο συμβάλουν στην ανακύκλωση των στοιχείων (4). Τα 

περισσότερα βακτήρια που συναντούμε στο έδαφος είναι μεσόφιλα με άριστη 

θερμοκρασία ανάπτυξης τους 25 οC έως 35οC με κατώτατα και ανώτατα όρια τους 15οC 

και 45οC. Λιγότερα είναι τα ψυχρόφιλα με άριστη θερμοκρασία ανάπτυξης τους 20οC 

ή και λιγότερο, ενώ πολλά ανήκουν στα θερμόφιλα με άριστη θερμοκρασία που 

κυμαίνεται ανάμεσα στους 45οC και 65οC (1). Το μεγαλύτερο μέρος του πληθυσμού 

των βακτηρίων εντοπίζεται στα δέκα πρώτα εκατοστά του εδάφους ενώ σε βάθος 100-

120 εκατοστών ουσιαστικά μηδενίζεται. Pseudomonas, Arthrobacter, Clostridium, 

Achromobacter, Bacillus, Micrococcus είναι μερικά από τα πιο κοινά γένη στο έδαφος. 

Αρκετά συχνά θα συναντήσουμε είδη του γένους Corynebacterium ενώ από το γένος 

Bacillus τα πιο συχνά  είδη είναι το megaterium, cereus και subtilis (5).  

1.2.2 ΒΑΚΤΗΡΙΑ ΚΑΙ ΑΕΡΑΣ  

Η σύσταση της ατμόσφαιρας έχει χαρακτηριστεί ως μια θεματική αιχμής της 

βιολογικής έρευνας στη Γη. Η σύνθεση των μικροβιακών κοινοτήτων στην 

ατμόσφαιρα εξακολουθεί να μην είναι σαφώς καθορισμένη και οι μελέτες για την 

κατάταξη της βακτηριδιακής ποικιλότητας στον εξωτερικό αέρα μόλις έχουν αρχίσει 

να αναδύονται. Η βασική εκτίμηση είναι πως οι γνώσεις για τη λειτουργική δυνατότητα 

της μικροχλωρίδας του αέρα είναι ελάχιστες (7). Στον αέρα οι μικροοργανισμοί 

μπορούν να συνδεθούν με σωματίδια ή και να ενσωματωθούν σε σταγονίδια νερού από 

τα σύννεφα, ή την ομίχλη καθώς και σε κατακρημνίσματα (βροχή, χιόνι, χαλάζι)(8-13). 

Επιπλέον μπορούν να επιστρέψουν στην επιφάνεια της Γης μέσω υγρής ή ξηρής 

εναπόθεσης και να προκαλέσουν ενδεχομένως προβλήματα στην βιοποικιλότητα 

καθώς και τη λειτουργία των υδάτινων και χερσαίων οικοσυστημάτων. Μια από τις 

επιπτώσεις είναι και η επιβάρυνση της ανθρώπινης υγείας λόγω της διασποράς 

παθογόνων μικροβίων. Λαμβάνοντας υπόψη τις επιπτώσεις των μικροοργανισμών στο 

οικοσύστημα όπως επίσης και στην ανθρώπινη υγεία, υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι 

τα μικρόβια του αέρα είναι μεταβολικά δραστήρια και καλά προσαρμοσμένα στις 

σκληρές καιρικές συνθήκες (7). Τα τελευταία χρόνια η παγκόσμια μεταφορά σκόνης 

θεωρείται ότι παίζει έναν ιδιαίτερα σημαντικό ρόλο σε πολλές γεωχημικές, κλιματικές 

και περιβαλλοντικές διεργασίες (14-17). Η σκόνη μπορεί να μεταφέρει μέταλλα και 

θρεπτικά συστατικά (18), μπορεί όμως να μεταφέρει και παράγοντες μόλυνσης (19) 

καθώς και ποικίλους μικροοργανισμούς που έχουν την δυνατότητα να βλάψουν την 

υγεία του οικοσυστήματος (20-24). Λαμβάνοντας υπόψη τις περίπλοκες και 

εκτεταμένες  διαδρομές της ατμοσφαιρικής κυκλοφορίας, η αερομεταφερόμενη σκόνη 

μπορεί να μεταφέρει μικροοργανισμούς για μεγάλες αποστάσεις. Πολλά είναι τα οφέλη 

από τη βαθύτερη γνώση των πιθανά αερομεταφερόμενων βακτηρίων, μυκήτων, και ιών 

για τους τομείς της ανθρώπινης υγείας, της κτηνιατρικής πρόληψης και της προστασίας 
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των γεωργικών καλλιεργειών (25). Η αερομεταφερόμενη σκόνη περιέχει βακτήρια, 

μύκητες, ιούς και τα σποριά τους. Παρόλα αυτά ο αριθμός των καλλιεργήσιμων 

οργανισμών είναι κάτω του 1% (26). Μελέτες που έχουν γίνει βασιζόμενες στις 

καλλιέργειες μικροοργανισμών υποστηρίζουν πώς η μικροβιακή πυκνότητα εξαρτάται 

από την εποχή και τις περιβαλλοντικές συνθήκες (26-28). Αυξημένη παρουσιάζεται 

κατά τους καλοκαιρινούς μήνες όπως επίσης και το φθινόπωρο ενώ τους μήνες 

Δεκέμβριο με Φεβρουάριο είναι ιδιαίτερα χαμηλή (27). Καθώς οι τεχνικές που 

χρησιμοποιούν την καλλιέργεια ως μέσο αναγνώρισης της μικροβιακής ποικιλότητας 

κρίθηκαν αναποτελεσματικές, πλέον χρησιμοποιούνται πιο άμεσες μοριακές 

προσεγγίσεις στο πλαίσιο της μεταγονιδιωματικής ώστε να διευκρινιστεί η σύνθεση 

της μικροβιακής κοινότητας (28). Η εμφάνιση νέων λοιμωδών νόσων σε πολλά μέρη 

του κόσμου (29) και η αναβίωση των παλαιών όπως η φυματίωση και η μηνιγγίτιδα 

υποστηρίζουν την άποψη πώς οι συνέπειες που σχετίζονται με την εναέρια μεταφορά 

των μικροβίων μεταξύ των εθνών και των ηπείρων αποτελούν απειλή (30,31). Η 

ατμόσφαιρα αποτελείται από ένα μίγμα σωματιδίων που περιέχουν μεταβλητά 

κλάσματα στερεών συστατικών και ρύπων, αποτελεί λοιπόν ένα φορέα παθητικής 

μεταφοράς διαφορετικών οργανισμών (32-34).  

Μετά το 2000 το U.S. Geological Survey στο St. Petersburg, της Φλόριντα, ξεκίνησε 

το παγκόσμιο πρόγραμμα σκόνης που στηρίχθηκε οικονομικά από τη NASA με στόχο 

να διερευνηθεί κατά πόσο μεταφέρονται ζωντανοί μικροοργανισμοί στις μάζες σκόνης 

(ξεκίνησε με σκόνη από την περιοχή της Sahara) (35). Οι ερευνητές εξετάζοντας τις 

αλληλουχίες του ριβοσωμικού DNA, ήταν σε θέση να χαρακτηρίσουν 200 διαφορετικά 

είδη βακτηρίων και μυκήτων σε δείγματα που συλλέχτηκαν το 2000 κατά τη διάρκεια 

ενός φαινομένου μεταφοράς σκόνης (36).  

Πολλοί από τους μικροοργανισμούς που χαρακτηρίστηκαν στη σκόνη της Σαχάρας 

είναι γνωστό, από κλινικά αρχεία, ότι προκαλούν αναπνευστικές ασθένειες (αλλεργικές 

αντιδράσεις, άσθμα, και πνευμονικές λοιμώξεις), των καρδιαγγειακών παθήσεων, ή 

λοιμώξεις του δέρματος (37). Άλλοι μικροοργανισμοί που βρίσκονται στην 

αερομεταφερόμενη σκόνη είναι γνωστό ότι προκαλούν παθήσεις όπως η πανούκλα, ό 

άνθρακας (36,39), ασθένειες των ποδιών και του στόματος (23), προβλήματα σε ζώα 

και φυτά (40-42). Επιπλέον η συσχέτιση μεταξύ των μικροοργανισμών και των 

ατμοσφαιρικών ρύπων όπως είναι τα σωματίδια διαμέτρου 2,5 και 10 (43) θα μπορούσε 

να υποδεικνύει ένα μηχανισμό μεταφοράς και διασποράς. Η Ευρώπη εκτίθεται σε μια 

μεγάλης κλίμακας μεταφορά σκόνης, με  80120Tg σκόνης ετησίως να μεταφέρονται 

σε όλη την Ευρώπη από την Αφρικανική ήπειρο (44,45). Ειδικότερα, η 

αερομεταφερόμενη σκόνη μπορεί να καταλήξει σε υψόμετρο έως και 8 χιλιόμετρα 

στην ατμόσφαιρα πάνω από τη λεκάνη της Μεσογείου (46).  

1.3 Μέθοδοι ταυτοποίησης μικροβιακού φορτίου σε διάφορα περιβάλλοντα  

ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΕΣ ΑΛΛΗΛΟΎΧΙΣΗΣ ΝΕΑΣ ΓΕΝΙΑΣ   

Όπως αναφέρθηκε η επιβίωση των μικροβίων σε ακραίες συνθήκες έχει επιτευχθεί 

αναπτύσσοντας  πολλές και διάφορες στρατηγικές. Πιο συγκεκριμένα το γονιδίωμα 
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τους περιέχει ένα ευρύ φάσμα γενετικής πληροφορίας που επιτρέπει κατάλληλους 

βιοχημικούς μετασχηματισμούς προκειμένου να ανταπεξέλθουν επιτυχώς στο 

περιβάλλον που ζουν, ενώ  συσσωρευμένες αλλαγές στο DN, που συνέβησαν σταδιακά 

και περιλαμβάνουν προσαρμογές σε περιβαλλοντικές αλλαγές τους, έχουν δώσει την 

ικανότητα της εξελικτικής επιβίωσης (47).   

Τα μικρόβια είναι η πιο διαδεδομένη φυλογενετική ομάδα. Η πλειοψηφία των 

μικροοργανισμών αυτών χαρακτηρίζεται με μοριακές τεχνικές οι οποίες δεν 

στηρίζονται σε μεθόδους  καλλιέργειας αλλά χρησιμοποιούν συντηρημένα γονίδια 

δείκτες, όπως το RNA της μικρής ριβοσωμικής υπομονάδας (48,49). Παρά το γεγονός 

ότι τα μικρόβια είναι μια τόσο σημαντική ομάδα, ο χαρακτηρισμός, η ταυτοποίηση και 

η ποσοτικοποίηση τους παραμένει πρόκληση παρά τα μοριακά εργαλεία που 

διατίθενται (50,51). Η πιο σημαντική επανάσταση στη μικροβιακή οικολογία  ήταν η 

χρήση των αλληλουχιών DNA σε φυλογενετικές μελέτες. Αυτή η μεταμόρφωση της 

μικροβιολογίας αποκάλυψε πως η προκαρυωτική ποικιλότητα είναι ιδιαιτέρα 

υποτιμημένη με τη χρήση κλασσικών μεθόδων καλλιέργειας (47,48,52,53). Κατά τη 

διάρκεια της τελευταίας δεκαετίας η μεταγονιδιωματική συνδυάστηκε με τεχνολογίες 

νέας γενιάς, κάτι που έχει δώσει ιδιαίτερη ώθηση στη μικροβιακή οικολογία (54,55). 

Η χρήση της μεταγονιδιωματικής προσέγγισης οδήγησε στην ανακάλυψη νέων 

γονιδιωμάτων  από πολλά μη καλλιεργήσιμα μικρόβια (56-58). Η χρήση της 

προσέγγισης αυτής λειτουργεί άψογα σε οικοσυστήματα χαμηλής έως μέτριας 

πολυπλοκότητας. Σε οικοσυστήματα μεγάλης ποικιλότητας η συγκεκριμένη 

προσέγγιση δεν είναι αποτελεσματική καθώς η μεγάλη ετερογένεια των δειγμάτων 

αυτών δεν ευνοεί την ανάλυση. Ένας τρόπος να ξεπεραστεί αυτό το πρόβλημα είναι να 

χρησιμοποιηθεί η τεχνική της γονιδιωματικής του ενός κυττάρου(Single Cell 

Genomics) προσέγγιση που αναπτύχθηκε πρόσφατα και επιτρέπει την ανάλυση του 

γονιδιώματος του κάθε μέλους της κοινότητας (59,60). Η αρχή των σύγχρονων 

μεθόδων αλληλούχισης ξεκίνησε με την ολοκλήρωση του πρώτου χάρτη καταγραφής 

του ανθρώπινου γονιδιώματος (61,62,63). Αυτό ήταν το σημείο καμπής στην ανάπτυξη 

βελτιωμένων στρατηγικών αλληλούχισης οι οποίες ονομάστηκαν νέες τεχνολογίες 

αλληλούχισης. Η βασική αρχή λειτουργίας των τεχνολογιών αυτών είναι η παράλληλη 

αλληλούχιση μορίων DNA. Η αλληλούχιση γίνεται είτε σε πραγματικό χρόνο 

συνεχόμενα είτε σε βήματα με επαναληπτικό τρόπο (64). Αυτή τη στιγμή είναι 

διαθέσιμες  6 πλατφόρμες από τις τεχνολογίες δεύτερης και τρίτης γενιάς.   

1.3.1 454-πυροαλληλούχιση  

Η μέθοδος της πυροαλληλούχισης έχει εξελιχθεί ώστε να γίνει περισσότερο αποδοτική 

και λιγότερο δαπανηρή. Η νέα μέθοδος συνδυάζει τις ιδιότητες της χρήσης του 

πυροφωσφορικού πάνω σε στερεό υπόστρωμα οπτικών ινών με 1600000 μεμονωμένα 

φρεάτια (65). Έτσι είναι ικανή να προσφέρει αλληλούχιση 25 εκατομμυρίων βάσεων 

σε τέσσερις ώρες με σχετικά μεγάλη ακρίβεια. Για τη δημιουργία εκμαγείων 

αλληλούχισης τμήματα DNA ενισχύονται σε μικροσφαιρίδια μέσα σε σταγονίδια 

γαλακτώματος. Τα σφαιρίδια στα οποία έχουν ενσωματωθεί τα εκμαγεία 

τοποθετούνται στο εσωτερικό των φρεατίων, μετατρέποντάς τα σε αντιδραστήρες 

αλληλούχισης χρησιμοποιώντας την μέθοδο της πυραλληλούχισης.  
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Διαδικασία  

Αρχικά δημιουργούνται βιβλιοθήκες από θραύσματα του DNA. Το πλήρες γονιδίωμα 

τεμαχίζεται τυχαία και στα τμήματα αυτά προστίθενται κατάλληλοι προσαρμογείς 

ώστε να προσδεθούν στα μικροσφαιρίδια. Τα τμήματα του DNA που έχουν 

προσκολληθεί πάνω στα μικροσφαιρίδια πολλαπλασιάζονται με την τεχνική της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης σε γαλάκτωμα (66).  

  

Εικόνα 1 : Προετοιμασία του δείγματος. a. Το γονιδιακό DNA απομονώνεται, 

τεμαχίζεται, συνδέεται σε προσαρμογείς και χωρίζεται σε μονές έλικες. b. Στη 

συνέχεια συνδέονται σε σφαιρίδια ένα κατά προτίμηση. Αυτά με την μέθοδο της 

PCR πολλαπλασιάζονται με αποτέλεσμα το κάθε μικροσφαιρίδιο να μεταφέρει 

δέκα εκατομμύρια αντίγραφα του αρχικού. e. Τα μικροσφαιρίδια τοποθετούνται 

στο εσωτερικό φρεατίων πάνω σε επιφάνεια οπτικών ινών. f. Τα σφαιρίδια που θα 

αλληλουχηθούν με πυροφωσφορικό θα τοποθετηθούν στο εσωτερικό φρεατίων 

που περιέχουν κατάλληλα ένζυμα. g. Φωτογραφία στην οποία φαίνονται σταγόνες 

που περιέχουν σφαιρίδια και κενές θέσεις. h. Φωτογραφία από ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο στην οποία φαίνονται τα φρεάτια πριν την τοποθέτηση των 

μικροσφαιριδίων (103).   

Σε αντίθεση με τις άλλες μεθόδους στην παρούσα δεν απαιτείται υποκλωνοποίηση σε 

βακτήρια ή διαχείριση μεμονωμένων κλώνων, τα εκμαγεία διακινούνται ελεύθερα στο 

γαλάκτωμα (66). Χρησιμοποιώντας την μέθοδο της πυραλληλούχισης η αλληλούχιση 

επιτυγχάνεται άμεσα από τα ανοιχτά φρεάτια μικρού μεγέθους των οπτικών ινών. Κάθε 

πλακίδιο οπτικής ίνας περιέχει εξαγωνικά πηγάδια διαμέτρου 55μm που περιβάλλεται 

από επένδυση 2-3μm. Το κάθε φρεάτιο έχει όγκο 75pL και σε κάθε πλακίδιο 

περιέχονται 480 πηγάδια/mm2. Το κάθε πλακίδιο περιέχει 1,6 εκατομμύρια πηγάδια τα 

οποία γεμίζουν με τα μικροσφαιρίδια τα οποία τοποθετούνται σε θάλαμο, ο οποίος έχει 

σχεδιαστεί να περιέχει κανάλια ύψους 300μm πάνω από το ύψος των πηγαδιών μέσω 

των οποίων γίνεται η ροή των αντιδραστηρίων αλληλουχίας. Η μη χαραγμένη βάση 

του πλακιδίου είναι σε οπτική επαφή με αισθητήρα CCD κάμερας. Έτσι τα 

εκπεμπόμενα φωτόνια από κάθε πηγάδι αποτυπώνονται (67).  Στο θάλαμο ροής 

κυκλικά παραδίδονται αντιδραστήρια τα οποία επιτρέπουν την επέκταση των 
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προτύπων. Ο χρόνος διάχυσης προς και από τα πηγάδια είναι περίπου 10 sec αλλά 

μπορεί να διαφοροποιηθεί ανάλογα με τις διαστάσεις του πηγαδιού και το ύψος του 

καναλιού ροής. Το βάθος του κάθε πηγαδιού εξαρτάται από διάφορους παράγοντες, 

αλλά θα πρέπει:  

i) Να καλύπτει τα μικροσφαιρίδια κατά την μεταφορά των αντιδραστηρίων.  ii) 

Να παρέχει απομόνωση ώστε να αποτραπεί η διάχυση των υποπροϊόντων από το 

ένα πηγάδι στο άλλο   

iii) Να είναι αρκετά ρηχό ώστε να επιτρέπει την ταχεία διάδοση των νουκλεοτιδίων 

μέσα από τα πηγάδια και γρήγορη απομάκρυνση των νουκλεοτιδίων που δεν 

έχουν συνδεθεί στο τέλος του κάθε κύκλου (68).   

Κάθε σύνδεση νουκλεοτιδίου γίνεται αντιληπτή από την απελευθέρωση του 

πυροφωσφορικού με την ταυτόχρονη παραγωγή φωτονίου. Κάθε πηγάδι που περιέχει 

μικροσφαιρίδιο προσδιορίζεται από την ανίχνευση μια σειράς τεσσάρων γνωστών 

νουκλεοτιδίων που ορίζονται ως «κλειδί» αλληλούχισης στην αρχή της ανάγνωσης. 

Ανάλογα με τον αριθμό των νουκλεοτιδίων που θα συνδεθούν θα εκπεμφθεί στη 

συνέχεια και το αντίστοιχο ποσό πυροφωσφορικού και φωτονίων (68).   
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Εικόνα 2:Διάγραμμα ροής 113 βάσεων. Τα νουκλεοτίδια τοποθετούνται με την 

σειρά T, A, C, G. Η αλληλουχία των βάσεων φαίνεται πάνω από το διάγραμμα. Το 

εύρος του σήματος φαίνεται στην δεξιά στήλη. Οι πρώτες τέσσερις βάσεις που 

υπάρχουν στην αλληλουχία τοποθετούνται για να ελεγχτεί αν το φρεάτιο περιέχει 

μικροσφαιρίδιο με κλάδο DNA (104).  

1.3.2 Illumina (Solexa) sequencing   

Η βασική ιδέα, πάνω στην οποία στηρίχτηκε ο S. Balasubramanian και ο D. Klenerman 

από το Cambridge University το 1990, δεν έχει αλλάξει ριζικά από τις υπάρχουσες 

μεθόδους αλληλούχισης. Είναι παρόμοια μ’ αυτή της αλληλούχισης με 

ηλεκτροφόρηση σε gel πολυακρυλαμίδης μέσα σε τριχοειδείς διαδρομές. 

Χρησιμοποιούν νουκλεοτίδια τα οποία έχουν σημανθεί με φθορίζουσα ουσία ώστε να 

γίνεται εφικτή η παρακολούθηση, με διαδοχικές επαναλήψεις, της δράσης της 

πολυμεράσης σε μονόκλωνο DNA το οποίο έχει ακινητοποιηθεί σε μια επιφάνεια (67). 

Η βασική διαφορά από τις παλαιότερες μεθόδους αλληλούχισης είναι ότι η προσθήκη 

των νουκλεοτιδίων δεν γίνεται μεμονωμένα αλλά ταυτόχρονα – παράλληλα σε πολλούς 

κλώνους του DNA. Η μέθοδος χαρακτιρίζεται και ως reversible διότι ο τερματισμός 

της προσθήκης βάσεων δεν είναι μόνιμος, όπως γίνεται στην μέθοδο του Sanger, αλλά 

μπορεί να αναστραφεί και να συνεχιστεί μετά από μια διαδικασία “επιδιόρθωσης” του 

τμήματος που σταμάτησε την προσθήκη. Η παρουσία του H+ στη θέση επέκτασης της 

αλληλούχισης κατά Sanger θα σταματούσε την διαδικασία μη αναστρέψιμα (μόνιμα). 

Η παρουσία όμως ομάδων που μπορούν να αντικατασταθούν από μια ομάδα 

υδροξυλίου μπορούν να συνεχίσουν την επέκταση της αλυσίδας ελεγχόμενα (69).   

Διαδικασία   

Το πρώτο βήμα περιλαμβάνει τη δημιουργία συστάδων, δηλαδή τον πολλαπλασιασμό 

του δείγματος. Το δείγμα του DNA που έχει επιλεχθεί τεμαχίζεται σε μικρότερα 
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τμήματα μήκους περίπου 400 bp. Τμήματα με μικρό αριθμό βάσεων – νουκλεοτιδίων 

(υποδοχείς) των οποίων την αλληλουχία την γνωρίζουμε, προσδένονται στα άκρα τους.  

  

Εικόνα 3: Προετοιμασία του δείγματος. Τυχαία τμήματα συνδέονται με υποδοχείς 

στο άκρο τους (105) .  

Τα μικρά αυτά τμήματα λειτουργούν σαν λαβές που σκοπό τους έχουν την 

ακινητοποίηση του DNA, επιτρέποντας όμως τις επαναλαμβανόμενες αντιδράσεις,  

στην κυψελίδα ροής (70). Επίσης οι υποδοχείς δημιουργούν περιοχές στις οποίες 

μπορούν να προσδεθούν οι εκκινητές για τις αντιδράσεις αλληλούχισης. Στην συνέχεια 

το δείγμα εγχέεται στην κυψελίδα ροής, η οποία περιέχει πυκνά προσδεμένα πάνω σ’ 

αυτή τμήματα ολιγο-νουκλεοτιδίων, στα οποία με την σειρά τους θα προσδεθούν οι 

υποδοχείς που πριν ενσωματώθηκαν στα τμήματα του DNA. Η πυκνότητα ελέγχεται 

με προσοχή ώστε να υπάρχει μόνο ένας κλώνος σε μια συγκεκριμένη περιοχή του 

πλακιδίου ροής (71).  

 .   
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Εικόνα 4: Τμήματα DNA τοποθετημένα σε κυψέλες ροής (106)  

  

  

 Τα τμήματα πολλαπλασιάζονται με την μέθοδο της γεφύρωσης PCR. Με την 

διαδικασία αυτή, το προς αλληλούχιση τμήμα πολλαπλασιάζεται δημιουργώντας μια 

πυκνή συστοιχία μονών κλάδων του DNA της τάξης των χιλιάδων πανομοιότυπων 

αντιγράφων, σε μια συγκεκριμένη περιοχή της κυψέλης ροής (Εικ. 5).   

  

 

Εικόνα 5: Τρόπος πολλαπλασιασμού αλληλουχιών στην τεχνολογία Illumina. Η 

διαδικασία επαναλαμβάνεται μέχρι τον σχηματισμό πυκνών συστοιχιών. Τα 

κόκκινα και πράσινα τμήματα είναι οι εκκινητές που συνδέθηκαν με το τμήμα 

αλληλούχισης. Οι πουά περιοχές είναι αυτές που έχουν συνδεθεί με το πλακίδιο.  

Όταν ολοκληρωθεί η ενίσχυση τα τμήματα μπορούν να αλληλουχηθούν από κάθε 

πλευρά (107).  

 Κατά την διαδικασία του πολλαπλασιασμού με την μέθοδο της γεφύρωσης με PCR 

προκύπτουν δίκλωνα μόρια DNA τα οποία μετουσιώνονται και προκύπτουν στην 

συνέχεια τα μονόκλωνα που επιθυμούμε.   
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Εικόνα 6: Συστοιχίες τμημάτων DNA(105)  

 Αυτές οι συστοιχίες στη συνέχεια θα αλληλουχηθούν. Συνεχίζουν να είναι 

ακινητοποιημένες στην κυψελίδα ροής, η οποία μπορεί να περιέχει εκατομμύρια 

συστοιχιών, δέκα μονόκλωνες συστοιχίες ανά τετραγωνικό εκατοστό, οι οποίες είναι 

διαχωρισμένες μεταξύ τους ώστε να είμαστε σε θέση να διακρίνουμε την διαφορετική 

ακτινοβολία που θα εκπέμπεται κάθε φορά (72).   

  

Εικόνα 7: Εκπομπή φωτός μετά την ενσωμάτωση του νουκλεοτιδίου (108).  

  

  

Η αλληλούχιση πραγματοποιείται με την σύνθεση του μονού κλάδου του DNA σε 

δίκλωνο, προσθέτοντας ένα νουκλεοτίδιο κάθε φορά. Συγκεκριμένα στην κυψελίδα 

ροής προστίθενται εκκινητές που θα προσδεθούν στο μονόκλωνο DNA ώστε να είναι 

δυνατή η προσθήκη νουκλεοτιδίων. Στη συνέχεια θα προστεθούν και τα τέσσερα είδη 
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νουκλεοτιδίων, με την χαρακτηριστική ομάδα 3΄-O-azidomethyl 2΄-deoxynucleoside 

triphosphates (A, C, G και T) με διαφορετικό χρώμα ταυτόχρονα, με την ταυτόχρονη 

παρουσία της DNA πολυμεράσης η οποία θα καταλύσει την προσθήκη τους. Οι βάσεις 

που πρόκειται να προστεθούν και να συμπληρώσουν τον κλάδο εκμαγείο έχουν μια 

ιδιαιτερότητα. Δεν σταματούν την προσθήκη της επόμενης βάσης μόνιμα, αλλά 

παροδικά. Η κάθε συστοιχία όπως περιγράφηκε παραπάνω αποτελείται από 

μονόκλωνο DNA του ίδιου είδους, η διπλανή αλλά και οι επόμενες είναι διαφορετικές 

μεταξύ τους. Όταν προστεθεί ένα νουκλεοτίδιο το οποίο περιλαμβάνει την ουσία που 

εκπέμπει το φωτεινό σήμα από τον ένα κλάδο και το επόμενο στον διπλανό αλλά και 

σε όλους τους υπόλοιπους κλάδους θα εκπεμφθεί σήμα ισχυρό το οποίο είναι εύκολο 

να παρατηρηθεί. Τα νουκλεοτίδια τα οποία δεν έχουν ενσωματωθεί απομακρύνονται 

με έκπλυση. Το νουκλεοτίδιο το οποίο έχει τοποθετηθεί εξ αιτίας της παρουσίας 

κατάλληλης ομάδας O-R, όπου R ο αντιστρέψιμος όρος ο οποίος θα απομακρυνθεί, 

στην θέση 3΄ δεν επιτρέπει την προσθήκη της επόμενης βάσης (73).  

  

 
   

Εικόνα 8:Η διαδικασία επαναλαμβάνεται πολλές φορές μέχρι την πλήρη 

αλληλούχιση του τμήματος (108).  

   

Οι τερματικοί όροι απομακρύνονται από την tris (2-carboxyethyl) phosphine (TCEP) 

μαζί με την φθορίζουσα ουσία, και την άμεση δημιουργία της 3΄ ύδροξυ ομάδας ώστε 

να είναι δυνατή η προσθήκη της επόμενης βάσης η οποία με την σειρά της θα εκπέμψει 

φωτεινό σήμα ίδιου χρώματος, αν είναι ίδια με την προηγούμενη ή διαφορετικού αν 

είναι διαφορετική. Το σήμα της κάθε προσθήκης αναγνωρίζεται άμεσα και η 

πιθανότητα σφάλματος στην αναγνώριση ελαχιστοποιείται (74). Τα δεδομένα αυτά θα 

οδηγηθούν σε ηλεκτρονική επεξεργασία. Σκοπός αυτής της επεξεργασίας είναι να 

ευθυγραμμιστούν τα δεδομένα που προέρχονται από διάφορα σημεία του DNA τα 

οποία με τυχαίο τρόπο τεμαχίστηκαν.    

1.3.3 Ion Torrent  

H Τεχνολογία αλληλουχίας ημιαγωγών είναι παρόμοια με την 454 εκτός από το ότι  

ανιχνεύει πρωτόνια που ελευθερώνονται κατά τον πολυμερισμό του DNA και 

χρησιμοποιεί ένα μικροτσίπ ημιαγωγών για να διαβάσει τα βακτηριακά γονιδιώματα 

(75). Αυτή η χρήση κάνει την τεχνολογία Ion Torrent απλούστερη, ταχύτερη και πιο 

αποδοτική από άλλες τεχνολογίες αλληλούχισης νέας γενιάς. Σε αντίθεση με την 

Illumina και την 454, η Ion Torrent δεν κάνει χρήση οπτικών σημάτων. Αντίθετα 
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εκμεταλλεύεται το γεγονός ότι η προσθήκη ενός διδεοξυνουκλεοτιδίου (dNTP) σε ένα 

κλώνο DNA απελευθερώνει ένα ιόν υδρογόνου. Η Ion Torrent αγοράστηκε από την 

Life Technologies το 2010. Οι πρώτες πλατφόρμες, Ion Personal Genome Machine 

(PGM), κυκλοφόρησαν στα τέλη του 2010, ενώ τον Σεπτέμβριο του 2012 ξεκίνησε ο 

Ion Proton με δυνατότητες μεγάλης παραγωγής. Αισθητήρες ιόντων  χρησιμοποιούνται 

για να ανιχνεύουν αλλαγές στο pH από τα ιόντα που απελευθερώνονται κατά την 

προσθήκη των βάσεων κατά τη σύνθεση του DNA σε κάθε θέση αντίδρασης. Οι 

αλλαγές στο pH μας επιτρέπουν να προσδιορίσουμε εάν η βάση ή πόσες βάσεις 

προστέθηκαν στην αλληλουχία που είναι να διαβαστεί. Για να αυξηθεί η απόδοση, η 

Ion Torrent, χρησιμοποιεί μια εξαιρετικά πυκνή διάταξη μικροοπών στις οποίες κάθε 

φρεάτιο δρα ως θάλαμος αντίδρασης πολυμερισμού DNA. Σε κάθε φρεάτιο υπάρχουν 

τμήματα DNA, ένα είδος dNTP, ρυθμιστικά και πολυμεράση. Κάτω από το στρώμα 

των φρεατίων υπάρχει  μια παράλληλη συστοιχία αισθητήρων ημιαγωγών για να 

εκτελέσει απευθείας την μέτρηση των ιόντων υδρογόνου  που παράγονται. Με 

επαναλήψεις, πολλαπλά μόρια dNTPs θα ενσωματωθούν  σε έναν κύκλο. Αυτό οδηγεί 

στην απελευθέρωση περισσότερων πρωτονίων και υψηλότερο αναλογικά ηλεκτρονικό 

σήμα. H σειρά των ηλεκτρικών παλμών που μεταδίδεται από το τσιπ σε έναν 

υπολογιστή μεταφράζεται σε  μια αλληλουχία DNA. Ενώ αυτή η μέθοδος ανίχνευσης 

που βασίζεται  στην αλληλούχιση ιόντων με σύνθεση προσφέρει μεγάλες δυνατότητες 

για τη μείωση του κόστους της αλληλούχισης,  υπάρχουν αρκετοί περιορισμοί σε σχέση 

με την πλήρη αλληλούχιση γονιδιωμάτων. Ο Ion PGM στοχεύει κυρίως μικρά 

γονιδιώματα με απόδοση έως και 1 Gbp. Ο νεοσύστατος Ion Proton χρησιμοποιεί 

μεγαλύτερα τσιπ με υψηλότερες πυκνότητες και  είναι σε θέση να παράγει 10 Gbp ανά 

αντίδραση. Αυτά τα χαρακτηριστικά καθιστούν την τεχνολογία κατάλληλη για εξώμια 

και αλληλούχιση ολόκληρων  γονιδιωμάτων. Τα μικρά μήκη ανάγνωσης και η 

αδυναμία απαρίθμησης υψηλού αριθμού επαναλήψεων του γονιδιώματος αποτελεί 

μειονέκτημα για τη διαδικασία αλληλούχισης και για de novo συναρμολόγηση του 

γονιδιώματος. Τέλος, σφάλμα μπορεί να προκύψει, εάν τα φρεάτια αντίδρασης δεν 

καθαρίζονται σωστά μεταξύ των βημάτων της αντίδρασης, με ένα ποσοστό σφάλματος 

που φτάνει  το 1,78% (76,77) .  

1.3.4 SOLiD   

Η μέθοδος αυτή της οποίας η ονομασία προέρχεται από την αλληλούχιση με χρήση 

ολιγονουκλεοτιδίων τα οποία συντίθενται με DNA λιγάση, τα οποία στη συνέχεια θα 

αναγνωριστούν (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection). Την μέθοδο 

αυτή δεν θα πρέπει να την συγχέουμε με τις άλλες μεθόδους αλληλούχισης, οι οποίες 

στηρίζονται στην αλληλούχιση με την μέθοδο της σύνθεσης των νουκλεοτιδίων. Αντ’ 

αυτού χρησιμοποιεί την σύνδεση ολιγονουκλεοτιδίων με μήκος οκτώ ή εννέα βάσεων 

κάθε φορά, οι οποίες έχουν σημανθεί με φθορίζουσα ουσία για τον προσδιορισμό δύο 

βάσεων του εκμαγείου κάθε φορά. Με αυτή την μέθοδο μειώθηκε το κόστος 

αλληλούχισης από 0,01$/νουκλεοτίδιο το 2004 στο 0,0001$/νουκλεοτίδιο αυξάνοντας 

τον αριθμό των νουκλεοτιδίων που αλληλουχήθηκαν από το 1000000 νουκλεοτίδια την 

ημέρα στα 5000000000 νουκλεοτίδια την ημέρα το 2009(78).  
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Εικόνα 9 Η αντίδραση της DNA λιγάσης. Η DNA λιγάση καταλύει τη σύνδεση ενός 

κλώνου DNA που έχει μια ελεύθερη 3’-υδροξυλική ομάδα με έναν άλλο που έχει 

μια ελεύθερη 5’- φωσφορική ομάδα. Στα ευκαρυωτικά και τα αρχαία, η ΑΤΡ 

διασπάται προς AΜP και PPi για να προωθήσει την αντίδραση αυτή. Στα 

βακτήρια, το NAD+ διασπάται προς ΑΜΡ και νικοτιναμινομονονουκλεοτίδιο 

(ΝΜΜ) (109).  

Η μέθοδος βασίζεται στην ικανότητα που έχει η DNA λιγάση, συγκεκριμένα δεν μπορεί 

να συνδέσει δύο μόρια μονόκλωνου DNA ή να κυκλοποιήσει μονόκλωνο DNA, 

αντιθέτως έχει την ικανότητα να κλείνει ανοίγματα σε δίκλωνα μόρια DNA (79). Το 

ένζυμο αυτό καταλύει τον σχηματισμό ενός φωσφοδιεστερικού δεσμού μεταξύ της 3’-

υδροξυλικής ομάδας στο άκρο της μιας αλυσίδας του DNA και της 5’φωσφορικής 

ομάδας στο άκρο της άλλης.  Αρχικά, και σ’ αυτή την μέθοδο είναι η παραγωγή του 

δείγματος το οποίο πρόκειται να αλληλουχηθεί. Κατά την διαδικασία της 

αλληλούχησης η συσκευή επεξεργάζεται ταυτόχρονα δύο κυψελίδες ροής. Ο 

πολλαπλασιασμός του δείγματος γίνεται εφαρμόζοντας την μέθοδο emPCR κάνοντας 

χρήση μαγνητικών μικροσφαιριδίων επιφάνειας 1μm με σκοπό την παραγωγή ικανού 

σήματος κα την διάρκεια της διαδικασία της αλληλούχησης (66). Αυτό το πολύ μικρό 

μέγεθος των σφαιριδίων προσφέρει στη SOLiD την απαιτούμενη χωρητικότητα ώστε 

να παράγει μεγαλύτερο αριθμό αποτελεσμάτων αλληλούχισης (80). Αυτά τα μαγνητικά 

μικροσφαιρίδια στη συνέχεια θα τοποθετηθούν μέσα σε κυψελίδες ροής.  

  

Εικόνα 10 Μαγνητικά μικροσφαιρίδια προσαρμοσμένα σε επιφάνεια γυάλινου 

πλακιδίου (109)  
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 Σ’ αυτά τα μικροσφαιρίδια έχουν προσδεθεί τα προς αλληλούχιση τμήματα του DNA 

το μήκος των οποίων είναι μεταξύ 25-35 bp. Στο στάδιο αυτό ο εκκινητής P1 θα 

δημιουργήσει την απαιτούμενη σύνδεση μεταξύ των μαγνητικών μικροσφαιριδίων και 

των τμημάτων του DNA. Σε κάθε κύκλο αλληλούχισης μπορεί να αλληλουχιθεί DNA 

του οποίου το μήκος μπορεί να φθάσει το 2-4 Gbp Η μέθοδος περιλαμβάνει δύο βήματα 

(81). Στο πρώτο χρησιμοποιούνται οκταμερή ολιγονουκλεοτίδια με τα οποία 

πραγματοποιείται ο υβριδισμός τους στο σημείο στόχο του μονόκλωνου υπό 

αλληλούχιση εκμαγείου. Όταν το οκταμερές υβριδοποιηθεί θα αφήσει ένα κενό μεταξύ 

του 5’ του εκκινητή και του 3’ του οκταμερούς. Εκεί θα αναλάβει δράση, κλείνοντας 

αυτό το κενό η DNA λιγάση, όπως ακριβώς συμβαίνει και στην περίπτωση των κενών 

που υπάρχουν μεταξύ των τμημάτων Okazaki κατά την διαδικασία της αντιγραφής 

(81).   

  

Εικόνα 11 Οκταμερές στο άκρο του οποίου υπάρχει φθορίζουσα η ουσία.(109).  

Οι οκταμερείς εκκινητές αποτελούνται από οκτώ βάσεις συνδεδεμένες μεταξύ τους με 

τυχαίο τρόπο. Σε κάθε οκταμερές μας ενδιαφέρουν τα πρώτα δύο του μέλη. Αυτά είναι 

που θα καθορίσουν και την αλληλουχία στη συνέχεια. Οι βάσεις από την τρίτη έως και 

την όγδοη δεν θα μας απασχολήσουν. Στο άκρο του οκταμερούς έχει τοποθετηθεί 

δείκτης ο οποίος δηλώνει το είδος των δύο βάσεων που υπάρχουν στην αρχή. Έτσι 

έχουμε δεκαέξι συνδυασμούς βάσεων με τέσσερα διαφορετικά χρώματα δεικτών.   
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Εικόνα 12  Σύνδεση μεταξύ του οκταμερούς και του τέλους του εκκινητή. 

Εκπομπή φωτός από το φθορίζον τμήμα και στη συνέχεια αποκοπή του (109).   

Το κάθε χρώμα αντιστοιχεί σε τέσσερα διαφορετικά ζευγάρια δεικτών.  Αρχικά το 

κατάλληλο οκταμερές, το οποίο θα είναι συμπληρωματικό με το τμήμα του εκμαγείου, 

θα προσδεθεί στον αρχικό εκκινητή . Μετά την πρόσδεσή του και την απομάκρυνση 

των περιττών δεικτών το φωτεινό σήμα που εκπέμπεται θα καταγραφεί (78). Μετά την 

καταγραφή του σήματος οι τρείς τελευταίες βάσεις, στις οποίες είναι προσδεμένη η 

φθορίζουσα ουσία, αποκόπτονται και τα εναπομένοντα υλικά απομακρύνονται. Η 

διαδικασία αυτή είναι γνωστή ως “κύκλος της λιγάσης” (82).  Στη συνέχεια θα 

πραγματοποιηθεί εκ νέου τοποθέτηση οκταμερών με την αποβολή του φθορίζοντος 

τμήματος αφού γίνει η καταγραφή του. Η διαδικασία θα συνεχιστεί μέχρι την πλήρη 

κάλυψη του αρχικού κλώνου με τις βάσεις που απέμειναν. Κατ’ αυτό τον τρόπο έχει 

αναδημιουργηθεί δίκλωνο DNA το οποίο στη συνέχεια θα μετουσιωθεί. Τα 

απομεινάρια των ολιγοεκκινητών αποβάλλονται. Όπως γίνεται αντιληπτό από τις 

παραπάνω φωτογραφίες υπάρχουν νουκλεοτίδια τα οποία δεν έχουν αναγνωριστεί προς 

το παρόν. Για το λόγο αυτό η διαδικασία επαναλαμβάνεται τέσσερις φορές. Αυτό 

συμβαίνει για να αναγνωριστούν όλα τα νουκλεοτίδια. Αυτό επιτυγχάνεται με τον εξής 
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τρόπο, οι ολιγοεκκινητές την δεύτερη, τρίτη, τέταρτη και πέμπτη φορά θα είναι κατά 

μια βάση λιγότερη. Δηλαδή ο εκκινητής την δεύτερη φορά θα έχει n-1 νουκλεοτίδια, 

n-2, n-3 και n-4 την τρίτη, τέταρτη και πέμπτη φορά αντίστοιχα. Συνολικά θα 

πραγματοποιηθούν πέντε κύκλοι λιγάσης (82). Με αυτή την διαδικασία το κάθε 

νουκλεοτίδιο αναγνωρίζεται δύο φορές. Μια φορά με την εξ αριστερών βάση και μια 

φορά με την εκ δεξιών της βάση (72). Το αποτέλεσμα της αλληλούχισης αποδίδεται με 

την μορφή χρωμάτων τα οποία είναι δυνατόν να αναγνωριστούν-αντιστοιχιστούν με 

βάσεις άμεσα. Για να πραγματοποιηθεί η αλληλούχιση με ακρίβεια θα πρέπει να 

υπάρχει μια βάση η οποία να είναι εξ αρχής γνωστή πάνω στην οποία θα στηριχτεί η 

αναγνώριση των επόμενων, ως σημείο αναφοράς. Η βάση αυτή προϋπάρχει στον 

πρώτο εκκινητή που θα τοποθετηθεί στο μονόκλωνο DNA (83).   

 Το φωτεινό σήμα εκπέμπεται μετά την ενσωμάτωση του οκταμερούς (Εικόνα 11) 

αποκωδικοποιείται με μια διαδικασία που την ονομάζουν αποκωδικοποίηση των δύο 

βάσεων. Όπως και προηγουμένως αναφέρθηκε θα δυνατά χρώματα που μπορούν να 

παραχθούν είναι τέσσερα, κάθε ένα από τα οποία ανταποκρίνεται σε τέσσερα 

διαφορετικά ζεύγη νουκλεοτιδίων (71).  

  

Εικόνα 13 Αποκωδικοποίηση χρωμάτων με βάση τα ζεύγη βάσεων (109).  

Η αποκωδικοποίηση της αλληλουχίας των νουκλεοτιδίων, δεν θα πρέπει να ξεχνάμε 

ότι γίνεται δύο φορές.  

  

Εικόνα 14 Αποκωδικοποίηση των χρωμάτων (109)  

  



 21    

  

 Όλα ξεκινούν από γνώση του τελευταίου νουκλεοτιδίου του εκκινητή n. Το 

νουκλεοτίδιο αυτό το χαρακτηρίζουμε ως “βάση μηδέν”. Έτσι από τα διαδοχικά 

χρώματα που λαμβάνουμε μπορούμε να δημιουργήσουμε την αλληλουχία των 

νουκλεοτιδίων (84). Είναι απόλυτα κατανοητό ότι για να γίνει σωστά η αλληλούχιση 

πρέπει να είμαστε απόλυτα βέβαιοι για το είδος του τελευταίου νουκλεοτιδίου “βάση 

μηδέν” του εκκινητή. Ένα από τα πλεονεκτήματα αυτής της σημαντικής 

διαφοροποίησης από τις πιο συμβατικές τεχνολογίες προσδιορισμού αλληλουχίας είναι 

ότι, είναι δυνατόν να αναγνωρίσουμε την διαφορά μεταξύ ενός πολυμορφισμού 

νουκλεοτιδίων και ενός σφάλματος αλληλούχισης στην αλληλουχία των χρωμάτων. 

Αυτή η ικανότητα προέρχεται εξαιτίας του ότι ένα και μόνο νουκλεοτίδιο επηρεάζει 

δύο από τα χρώματα στη χρωματική ακολουθία (λόγω του ότι αναγνωρίζεται δύο 

φορές), ενώ ένα σφάλμα αλληλούχισης αλλάζει μόνο ένα από τα χρώματα. Αυτό 

μπορεί να γίνει άμεσα εφαρμόσιμο στους πολυμορφισμούς ενός νουκλεοτιδίου (SNPs) 

(84). Έτσι άμεσα μπορεί να εξεταστεί η ύπαρξη μεταλλάξεων στο υπό μελέτη δείγμα 

του DNA. Η μέθοδος είναι επίσης σε θέση να κάνει αλληλούχιση διπλού άκρου με μια 

ιδιαιτερότητα, η δεύτερη ανάγνωση του κάθε ζεύγους περιλαμβάνει πολύ μικρότερο 

αριθμό νουκλεοτιδίων από τη πρώτη ανάγνωση (35 bp αντί του 75 bp της πρώτης 

ανάγνωσης). Αυτό το μικρότερο μήκος ανάγνωσης κάνει τη SOLiD να έχει 

περιορισμούς στην αλληλούχιση de novo, για γονιδιώματα με μεγάλο αριθμό βάσεων 

(72).  

  

  

  

  

  

Πίνακας : Συγκριτικός πίνακας των τεχνολογιών αλληλούχισης νέας γενειάς  

 Μήκος  Gb 

Μέθοδος  



 22    

  

 
  

     



 23    

  

  

1.4 Σκοπός   

  

Η παρούσα διπλωματική εργασία είχε ως στόχο της τον χαρακτηρισμό της 

βακτηριακής ποικιλότητας στην αερομεταφερόμενη σκόνη από τη Σαχάρα με τη χρήση 

νέων τεχνολογιών αλληλλούχισης. Ο προσδιορισμός της μικροβιακής ποικιλότητας 

της αφρικανικής σκόνης καθώς και ο χαρακτηρισμός των βακτηριακών κοινοτήτων 

που εν δυνάμει θα μπορούσαν να αποτελέσουν κίνδυνο για την ανθρώπινη υγεία ήταν 

ο σκοπός της παρούσας διπλωματικής. Οι νέες τεχνολογίες επιλέχθηκαν διότι 

προσφέρουν μεγαλύτερη απόδοση, λεπτομέρεια, διακριτική ικανότητα και  

μεγαλύτερη ταχύτητα. Αυτή είναι η πρώτη μελέτη στην Ελλάδα όπου η βακτηριακή 

ποικιλότητα χαρακτηρίζεται με την χρησιμοποίηση ομικών τεχνολογιών.  

 Η δειγματοληπτική διαδικασία ξεκίνησε το 2013 όπου λήφθηκαν τα πρώτα δείγματα 

και συνεχίστηκε έως το 2014. Ο συνολικός αριθμός των δειγμάτων ήταν 22 και 

χωρίστηκαν σε δείγματα όπου το φαινόμενο ήταν στην ακμή του και σε δείγματα που 

το φαινόμενο δεν υπήρχε ώστε να έχουμε την δυνατότητα να συγκρίνουμε και να 

διαχωρίσουμε τη βακτηριακή ποικιλότητα μεταξύ των 2 περιόδων. Η δειγματοληψία 

έλαβε χώρα στο Εργαστήριο Χημικών Περιβαλλοντικών Διεργασιών από το κ. 

Ιακωβίδη. Στη συνέχεια τα δείγματα μεταφέρθηκαν στο εργαστήριο Μοριακής 

Βιολογίας του Πανεπιστημίου Πατρών όπου ξεκίνησε η διαδικασία για το 

χαρακτηρισμό των βακτηριακών κοινοτήτων. Το πρώτο βήμα στη διαδικασία ήταν η 

απομόνωση του γενετικού υλικού η οποία πραγματοποιήθηκε με το DNA Isolation kit 

της εταιρίας MOBIO. Εν συνεχεία αφού εκτιμήθηκε η ποσότητα και η καθαρότητα του 

γενετικού υλικού ξεκίνησε η ενίσχυση του. Η απαιτούμενη ποσότητα που χρειάζονταν 

ώστε να μελετηθεί το δείγμα είναι 300 ng γενετικού υλικού. Μετά το πέρας της 

διαδικασίας της ενίσχυσης του γενετικού υλικού ακλούθησε ο καθαρισμός και η τελική 

ποσοτικοποίηση. Το τελικό στάδιο της πειραματικής διαδικασίας έλαβε χώρα στην 

εταιρία IMGM S.A όπου πραγματοποιήθηκε και η τελική αλληλούχιση. Για την 

ανάλυση των δεδομένων χρησιμοποιήθηκε το λογισμικό πακέτο Qiime.  

Τέλος για την στατιστική ανάλυση και την εικονική παρουσίαση των δεδομένων που 

αναλύθηκαν έγινε χρήση των προγραμμάτων Past 3, Primer 7 και Excel.    

  

  

  

  

2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ  

2.1 Δειγματοληψία στην περιοχή της Κρήτης  

  

  



 24    

  

Στα πλαίσια του ερευνητικού προγράμματος CHEMISAND (Hazardous 

Chemicals and Microorganisms transported by Saharan Dust into the Mediterranean), 

πραγματοποιήθηκε δειγματοληπτική εκστρατεία, η οποία χωρίστηκε σε δύο περιόδους, 

με διαφορετικά χαρακτηριστικά και χρονικό διάστημα εφαρμογής. Ακολουθώντας 

φθίνουσα χρονολογική σειρά, η πρώτη δειγματοληπτική περίοδος πραγματοποιήθηκε 

το χρονικό διάστημα από 05/2013 έως 06/2014 και έλαβε χώρα στις κτηριακές 

εγκαταστάσεις του Τμήματος Χημείας του Πανεπιστημίου Κρήτης (35°18' N, 25°4' E; 

7 m AGL). Το σημείο αυτό βρίσκεται στο χώρο της Πανεπιστημιούπολης Βουτών, 

περίπου 8 Km μακριά από το κέντρο της πόλης του Ηρακλείου και 5 Km μακριά από 

τον κοντινότερο και περισσότερο πυκνοκατοικημένο (1,200 μόνιμοι κάτοικοι) οικισμό 

(κοινότητα Βουτών), ενώ ο κοντινότερος αστικός ιστός (Δήμος Γαζίου) βρίσκεται σε 

απόσταση περίπου 6 Km, στο βορειοδυτικό τμήμα του σημείου. Επιπλέον, η εγγύς 

περιοχή χαρακτηρίζεται από μικρής έντασης κατοικημένες περιοχές και σχετικά έντονη 

βλάστηση, ενώ περιστοιχίζεται από διαφόρων ειδών γεωργικές καλλιέργειες. Για το 

λόγο αυτό, το σημείο έχει χαρακτηριστεί ως ημιαγροτικό.   

Στην πρώτη δειγματοληπτική περίοδο, χρησιμοποιήθηκε αντλία Milipore (Model 

XX5552223300), δυνατότητας άντλησης αέρα ροής 5-15 L min-1, ενώ για τη συλλογή 

των αιωρούμενων σωματιδίων χρησιμοποιήθηκε δειγματολήπτης τύπου Harvard 

Honeycomb (Εικόνα 15). ο οποίος συνίσταται σε βάση, σώμα, ακροφύσιο που παρέχει 

το προκαθορισμένο μέγεθος των σωματιδίων που ανιχνεύονται (αεροδυναμικής 

διαμέτρου 2.5 μm ή μικρότερο), ένα πιάτο που προσφύεται στην κεφαλή του 

δειγματολήπτη και συλλέγει τα χονδρύτερα σωματίδια και τέλος, την είσοδο του 

δειγματολήπτη.   

  

Εικόνα 15 Δειγματολήπτης PM2.5 τύπου Harvard Honeycomb και τα εσωτερικά του μέρη.  

Για την μέτρηση της ροής χρησιμοποιήθηκε κατάλληλο ροόμετρο (Brooks 

Instruments, Inc.). Το γράφημα και οι προδιαγραφές βαθμονόμησης του ροόμετρου 

παρουσιάζονται στην Εικόνα 16.   
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Εικόνα 16 Το γράφημα και οι προδιαγραφές βαθμονόμησης του ροόμετρου Brooks που 

χρησιμοποιήθηκε για τις μετρήσεις ροής στις αντλίες τύπου Milipore.  

Η ροή που εφαρμόστηκε ήταν σταθερή, περίπου 10 L min-1, με τη βοήθεια 

κρίσιμων στομίων στην αντλία αέρα. Πριν τη χρησιμοποίηση των αντλιών, 

διαπιστωνόταν ότι η ροή του αέρα είναι η επιθυμητή (10±0.5 L min-1) και 

συγκρίνονταν οι χρόνοι απόκρισης του μετρητή με τον πραγματικό. Η ροή κατά τη 

διάρκεια της δειγματοληψίας παρέμεινε σταθερή, γεγονός που οδηγεί στο συμπέρασμα 

ότι η πιθανή πτώση πίεσης πάνω στο φίλτρο, εξαιτίας των σωματιδίων που έχουν 

συλλεχθεί σ’ αυτό και της υγρασίας στο περιβάλλον, δεν είναι τόσο μεγάλη (85).   

Η δεύτερη δειγματοληπτική περίοδος έλαβε χώρα στο ίδιο σημείο 

δειγματοληψίας (ημι-αγροτικό) με την πρώτη (35°18' N, 25°4' E; 7 m AGL), κατά το 

χρονικό διάστημα από 01/2013 έως 05/2013. Για τη συλλογή των ατμοσφαιρικών 

δειγμάτων σωματιδιακής φάσης, χρησιμοποιήθηκε δειγματολήπτης Υψηλού Όγκου 

(High Volume sampler, HV) της εταιρίας General Metal Works (GMWL-2000H). Η 

ροή του ατμοσφαιρικού αέρα εξασφαλιζόταν με τη χρήση αντλίας Becker (Becker 

GmbH, USA) υψηλής απόδοσης και λειτουργικότητας, αφού δεν απαιτείται χρήση 

παλετών κάρβουνου ή λαδιού για την εύρυθμη λειτουργία του, διασφαλίζοντας ότι ο 

αέρας που εξέρχεται της αντλίας δεν είναι επιβαρυμένος με οργανικές ή ανόργανες 

ενώσεις που θα μπορούσαν να επιμολύνουν τον περιβάλλοντα αέρα στο χώρο της 

δειγματοληψίας. Η ροή άντλησης του αέρα κατά τη διάρκεια της δειγματοληψίας 

μετρείτο με τη βοήθεια ειδικού ροόμετρου υψηλής ροής, βαθμονομημένο από την 

εταιρία Becker (ίδιας με αυτής των αντλιών), τοποθετώντας το ροόμετρο σε ειδική 

προσαρμογή σε ξεχωριστή εγκολπή της αντλίας, που βρίσκεται στην έξοδο της 

διαδρομής του αέρα που απορροφάται. Ο υπολογισμός της τελικής ροής αέρα που 

λήφθηκε σε κάθε δειγματοληψία πραγματοποιούνταν λαμβάνοντας τη μέση 

αριθμητική τιμή της ένδειξης του ροόμετρου σε τρία στάδια, μισή ώρα μετά την 

έναρξη, στο μέσο και πριν τη λήξη της κάθε δειγματοληψίας. Για τη συλλογή του 

αερολύματος, χρησιμοποιήθηκε δειγματοληπτική κεφαλή, αποτελούμενη από ένα 



 26    

  

δικτυωτό μεταλλικό πλαίσιο, μεγέθους 20×25 cm, πάνω στο οποίο προσεφύετο 

συστάδα κρουστικού διαχωριστή σωματιδίων τριών (3) σταδίων (Sierra High Volume 

Cascade Impactor, Model 235, Andersen Instruments, Inc., USA). Συγκεκριμένα, κάθε 

στάδιο διαχωρισμού σωματιδίων επιτυγχάνετο με τη βοήθεια μιας πλάκας αλουμινίου 

που φέρει 9 έως 10 παράλληλες εγκοπές, με σταθερό πλάτος σε καθεμία πλάκα, αλλά 

μειούμενο βαθμιαία (Εικόνα 17). Ανάμεσα στις πλάκες τοποθετούντο ειδικά φίλτρα 

συλλογής σωματιδίων. Το φίλτρο που βρισκόταν μεταξύ του τρίτου και του τελικού 

σταδίου της συστάδας ελάμβανε αιωρούμενα σωματίδια με μέγεθος 2.5 μm ή 

μικρότερο.   

  

Εικόνα 17 Κρουστικός διαχωριστής σωματιδίων υψηλής ροής αέρα  

Για  τη  συλλογή  των  αιωρούμενων  σωματιδίων  τύπου  PM2.5 

χρησιμοποιήθηκαν φίλτρα ινών υάλου (Glass MicroFiber Filters, GFF, 37mm, 0 cycles, 

Cat No: 1820-037, Whatman και Pall Life Sciences, Type A/E, Glass Fiber Filter, 20.3 cm 

× 25.4 cm, P/N 61638, Qty 1). Συνολικά, τα δείγματα χαμηλού όγκου  

(LV) που συλλέχθησαν την πρώτη περίοδο ήταν δεκαπέντε (15), από τα οποία τα πέντε 

(5) ήταν  τυφλά, ενώ κατά τη διάρκεια της δεύτερης δειγματολητικής περιόδου 

ελήφθησαν συνολικά επτά (7) δείγματα υψηλού όγκου (HV), εκ των οποίων το ένα (1) 

ήταν τυφλό. Ο χειρισμός των φίλτρων που ελήφθησαν κατά την πρώτη περίοδο είχε ως 

εξής: Πριν τη χρησιμοποίηση του, κάθε φίλτρο, αφού τινάχθηκε αρκετές φορές (blow 

up) χρησιμοποιώντας καθαρή λαβίδα, είτε τοποθετήθηκε σε επαγωγό εστία τύπου 
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Laminar (λειτουργία UV) για 30 min, είτε θερμαινόταν στους 440°C για 3 ώρες, με 

σκοπό την αποστείρωση και τον καθαρισμό τους από τυχόν επιμολύνσεις. Στη 

συνέχεια, όλα τα φίλτρα ζυγίζονταν σε ζυγό ακριβείας και τέλος, φυλάσσονταν με 

αλουμινόχαρτο σε αποστειρωμένο τρυβλίο Petri κλεισμένο ερμητικά, μέχρι τη 

χρησιμοποίηση τους στο πεδίο. Την ημέρα της προγραμματισμένης δειγματοληψίας, 

τοποθετούνταν στην κασέτα του δειγματολήπτη.  

  

Μετά το πέρας της δειγματοληψίας, τα φίλτρα τοποθετούνταν σε επαγωγό εστία 

τύπου LAMINAR (λειτουργία flow fan) για περίπου 30 λεπτά με σκοπό την 

εξισορρόπηση σε κανονικές συνθήκες περιβάλλοντος, ενώ στη συνέχεια ζυγίζονταν 

χρησιμοποιώντας αποστειρωμένη λαβίδα, τυλίγονταν στο ίδιο αλουμινόχαρτο και 

τοποθετούνταν στο ίδιο τρυβλίο Petri και στη συνέχεια στους -18°C, μέχρι την 

ανάλυση τους.   

Ο χειρισμός των φίλτρων (εκτεθειμένων και τυφλών) που ελήφθησαν κατά τη διάρκεια 

της δεύτερης δειγματοληπτικής περιόδου ήταν παρόμοιος με αυτόν που ακολουθήθηκε 

στα φίλτρα της πρώτης περιόδου, ο οποίος αναφέρθηκε παραπάνω.  

 

Εικόνα 18 Το βέλος δείχνει την ακριβή τοποθεσία της δειγματοληψίας  

  

  

Πίνακας 2.2. Δείγματα και συνθήκες δειγματοληψίας  

  

ΔΕΙΓΜΑΤΑ  ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ  PM2.5  mass  

concentration [ug/m3]  

T  

(°C)  

RH  

(%)  

WS  

(Km/h)  

AP  

(hPa)  

1  17/1/2013  35,35  14,00  65,71  14,60  1012,01  

2  3/2/2013  44,5  16,50  68,78  20,90  1014,54  

4  7/2/2013  87,93  14,90  67,89  18,20  1008,27  

5  22/2/2013  58,76  17,60  65,31  14,60  1001,92  

6  11/3/2013  49,82  20,80  54,85  12,60  1004,00  
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7  19/5/2013  101,82  24,10  63,36  5,00  1013,80  

8  20/5/2013  97,31  25,90  50,03  5,30  1012,77  

9  21/5/2013  74,62  23,70  63,67  2,60  1012,29  

10  22/5/2013  124,06  26,90  42,48  6,80  1010,18  

11  28/5/2013  131,33  24,95  50,74  11,30  1007,79  

12  30/5/2013  22,12  23,10  56,22  5,10  1007,45  

13  21/1/2014  24,96  17,70  60,66  8,90  1014,89  

14  17/2/2014  15,27  13,40  64,41  5,60  1023,17  

16  22/4/2014  15,06  26,80  28,61  12,60  1013,85  

15  27/3/2014  21,03  19,80  47,50  21,20  1013,27  

17  23/4/2014  14,61  26,30  25,92  16,90  1012,65  

19  5/6/2014  13,02  21,10  74,66  6,80  1011,11  

18  3/6/2014  35,38  23,70  57,45  12,40  1007,84  

20  26/6/2014  18,99  30,70  31,01  6,00  1012,67  

21  27/6/2014  21,38  32,40  20,89  5,60  1012,62  

22  16/1/2013  12,56  15,30  70,37  19,30  1013,97  

23  18/2/2014  12,86  15,60  64,33  6,30  1024,79  

   

Στο πίνακα 2.2 φαίνονται όλα τα δείγματα (με κόκκινο είναι τα δείγματα ελέγχου) 

καθώς και  I. Η ημερομηνία δειγματοληψίας  

II. Περιβαλλοντικές  συνθήκες 

 κατά  τη  

δειγματοληψία  

III. Η ποσότητα μάζας στο κάθε 

φίλτρο     

2.2 Απομόνωση περιβαλλοντικού γενετικού υλικού (eDNA)  

Η εξέταση του γονιδιώματος ενός οργανισμού προϋποθέτει την εξαγωγή και 

απομόνωση του DNA. Η εξαγωγή DNA πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας 

το Powersoil DNA Isolation kit της εταιρίας MOBIO Laboratories. Η 

διαδικασία που ακολουθήθηκε παρατίθεται στο παράρτημα. Για το κάθε δείγμα 

έχουν γίνει 3 επαναλήψεις ώστε να εξασφαλιστεί η μέγιστη ακρίβεια στην 

συγκέντρωση του γενετικού υλικού καθώς αυτό πιθανότατα να μην  

κατανέμεται ομοιόμορφα σε όλη την έκταση του φίλτρου. Επίσης, οι 3 

επαναλήψεις μας δίνουν την δυνατότητα στατιστικού ελέγχου και εύρεσης των 

τυπικών σφαλμάτων που προκύπτουν από τις μετρήσεις. Ακόμα, για την κάθε 

επανάληψη πραγματοποιήθηκαν 2 εκχυλίσεις ώστε να επιτευχθεί η μέγιστη ανάκτηση 

του γενετικού υλικού.  Στη συνέχεια η ποσότητα DNA υπολογίστηκε με το 

φασματοφωτόμετρο Quawell UV-Vis 5000 (nanodrop) και εκτιμήθηκε σε 

ηλεκτροφόρηση πηκτής αγαρόζης. Παράλληλα με την εκτίμηση της ποσότητας 

πραγματοποιήθηκε και εκτίμηση της καθαρότητας εξετάζοντας τους λόγους 260/280 

και 260/230 στην κάθε μέτρηση.  
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Πίνακας 2.3 Συγκεντρώσεις Conc. (ng/ul)  

       1η  2η  3η  

δείγματα  ημερομηνία    1. elusion 2.elusion 1. elusion 2.elusion 1. elusion 2.elusion  

1 17/1/2013  HV  0,93  1,23  0,39  -0,84  5,7  -2,07  

2 3/2/2013  HV  -0,05  -0,47  -0,39  -0,57  0,38  32,58  

4 7/2/2013  HV  0,95  2,47  2,96  3,49  1,96  7,53  

5 22/2/2013  HV  2,35  2,69  2,16  1,7  1,44  3  

6 11/3/2013  HV  1,49  1,94  2,7  3,84  2,18  2,77  

7 19/5/2013  HV  3,57  2,62  3,63  4,29  2,36  1,73  

8 20/5/2013  LV  4,28  -1,6  -0,72  -0,16  -1,18  -1,21  

9 21/5/2013  LV  1,55  -0,42  -0,08  0,16  -0,11  -0,77  

10 22/5/2013  LV  -0,31  -0,61  -1,32  0,74  -0,2  -0,61  

11 28/5/2013  LV  -0,15  -0,38  4,91  1,9  -0,09  -0,33  

12 30/5/2013  LV  -8,19  -7,87  -8,43  7,86  -7,95  -8  

13 21/1/2014  LV  -0,38  -0,85  -0,31  0,09  -0,28  -0,32  

14 17/2/2014  LV  -7,25  -8,52  -8,78  -7,71  -7,65  -8,63  

15 27/3/2014  LV  1,22  0,85  0,56  0,09  1,04  0,6  

16 22/4/2014 LV -6 -8,24 -6,19 -6,48 -7,92 -8,75 17 23/4/2014 LV 0,09 0,62 0,02 0,81 -0,09 0,11  

18 3/6/2014  LV  0,57  -0,39  0,28  0,43  0,42  -0,01  

19 5/6/2014  LV  -8,97  -8,12  -7,71  -8,44  -7,97  -8,43  

20 26/6/2014  LV  -0,53  0,2  0,27  -0,2  6,17  6,93  

21 27/6/2014  LV  -7,61  -8,56  -7,25  -8,25  -8,1  -5,93  

22 16/1/2013  HV  0,78  -0,26  0,52  -0,43  0,21  0,52  

23 18/2/2014  LV  0,74  9,94  -0,08  -0,3  -0,79  -0,16  

  

2.3 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης για την ενίσχυση του γονιδίου 16S rRNA  

Για την ενίσχυση του γονίδιου 16S rRNA, στη συντηρημένη περιοχή V3 – V4 

χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές U341F_MiSeqF1  (5’ TCG TCG GCA GCG TCA 

GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG GGR SGC AGC AG -3’) και 

805R_MiSeqR1 (5’ GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA 

GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C -3’) οι οποίοι είναι κατάλληλοι για 

αλληλούχιση με την τεχνολογία Illumina.  

  

Εικόνα 19 Η αλληλουχία του 16S RRNA γονίδιου αποτελείται από συντηρημένες και μεταβλητές 

περιοχές (V περιοχές). Οι συντηρημένες περιοχές χρησιμοποιούνται για την κατασκευή εκκινητικών 

μορίων με το προϊόν ενίσχυσης να περιλαμβάνει τις μεταβλητές περιοχές που περιέχουν τις 

πληροφορίες για τον φυλογενετικό χαρακτηρισμού των βακτηρίων (110)  

Τα αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα διπλωματική εργασία για 

PCR αντιδράσεις με τελικό όγκο 25μl ήταν τα εξής:  
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 5μl 5x Kapa HiFi  

 0,75μl dNTPs (25mM)  

 0,5μl Taq polymerase  

 0.3μl forward primer (25mM)  

 0.3μl reverse primer (25mM)  

 15μl SDW   

 3μl DNA  

ακολουθώντας τις εξής συνθήκες:  

1ο βήμα:  95οC για 5 min (αποδιάταξη)  

2ο βήμα:  98οC για 20 s  

3ο βήμα:  60οC για 30 s (υβριδοποίηση)  

4ο βήμα:  72οC για 45 s (Επιμήκυνση)  

5ο βήμα:  Τα βήματα 2-4 για 30 κύκλους  

6ο βήμα:  72οC για 5 min  

7ο βήμα:  4οC   

   

  

Εικόνα 20 Διαδικασία αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (111)  

Ακόμα για δείγματα που χαρακτηρίστηκαν ως control, λόγω της πολύ μικρής 

ποσότητας DNA που απομονώθηκε και της ύπαρξης αναστολέων, χρησιμοποιήθηκε η 

Taq Titanium με τα εξής αντιδραστήρια:  

 2.5μl 10x Buffer   

 0,5μl dNTPs 50x mix  

 0,5μl Taq polymerase  

 0.5μl forward primer (10mM)  

 0.5μl reverse primer (10mM)  
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 16.5μl SDW   4μl DNA  

ακολουθώντας τις εξής συνθήκες:  

1ο βήμα:  95οC για 1 min  

2ο βήμα:  95οC για 30 s  

3ο βήμα:  68οC για 1min 30s   

4ο βήμα:  Τα βήματα 2-3 για 35 κύκλους  

5ο βήμα:  68οC για 3 min   

6ο βήμα: 4οC για πάντα   

  

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε απομάκρυνση των εκκινητών με κατακρήμνιση 

με PEG. Αμέσως μετά πραγματοποιήθηκε ποσοτικοποίηση. Τα δείγματα 

αλληλουχήθηκαν χρησιμοποιώντας αντιδραστήρια 2x 300 db στην εταιρία IMGM  

S.A. Η ανάλυση των δεδομένων πραγματοποιήθηκε με το λογισμικό πακέτο Qiime.  

3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ- ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

3.1 Trajectories  

Οι ρετροπορείες υπολογίζονται με τη χρήση του μοντέλου HYSPLIT 4, το 

οποίο δημιουργήθηκε από το Air Resources Laboratory (ARL), του National Oceanic 

and Atmospheric Administration (NOAA) των ΗΠΑ. Το HYSPLIT ΜODEL (HYbrid 

Single – Particle Langrangian Integrated Trajectory) έχει σχεδιαστεί για να υποστηρίζει 

έναν μεγάλο αριθμό προσομοιώσεων που σχετίζονται με μακράς διάρκειας μεταφορά, 

διάχυση και απόθεση ρύπων. Το συγκεκριμένο μοντέλο είναι Λαγκρανζιανό και 

προσομοιώνει απλά την πορεία μίας αέριας μάζας, λαμβάνοντας υπόψη τη διασπορά, 

την εναπόθεση που λαμβάνει χώρα και το πεδίο των ανέμων (86).  Αυτό το μοντέλο 

όπως και άλλα παρόμοια υπολογίζουν τις τροχιές των αερίων μαζών με μεγάλη 

αβεβαιότητα. Τα λάθη στον υπολογισμό των τροχιών οφείλονται κυρίως στο ότι δεν 

είναι πάντα διαθέσιμα τα μετεωρολογικά δεδομένα (που συνεχώς μεταβάλλονται σε 

χώρο και χρόνο) για καθορισμένη τοποθεσία σε συγκεκριμένο χρονικό διάστημα (87). 

Το τυπικό σφάλμα στον υπολογισμό της απόστασης που διανύει µια αέρια μάζα είναι 

της τάξης του 20-30%. Γι’ αυτό τον λόγο οι τροχιές που υπολογίζονται πρέπει να 

θεωρούνται μια καλή εκτίμηση της μέσης κίνησης μιας αέριας μάζας. Στη παρούσα 

διπλωματική εργασία το μοντέλο αυτό χρησιμοποιήθηκε για την εύρεση των 

ρετροπορειών των αερίων μαζών σε μέρες με αυξημένες συγκεντρώσεις αιωρούμενων 

σωματιδίων για να εξακριβωθεί αν ο λόγος που οι συγκεντρώσεις ήταν αυξημένες ήταν 

το ότι οι αέριες μάζες πριν φτάσουν στην περιοχή ενδιαφέροντος είχαν περάσει πάνω 

από την έρημο Σαχάρα.  Για τον υπολογισμό της ρετροπορείας χρειάζονται ορισμένα 

δεδομένα εισόδου. Βάζοντας αυτά τα δεδομένα εισόδου προκύπτει κάθε φορά ένας 

χάρτης ρετροπορείας που απεικονίζει ένα εναέριο πλάνο της πορείας της αέριας μάζας 

μέχρι να φτάσει στην περιοχή ενδιαφέροντος καθώς και µία κατακόρυφη εικόνα της 

κίνησής του σε διαφορετικά ύψη. Συγκεκριμένα λάβαμε 3 ρετροπορείες ανά 24h 

δειγματοληψία, η 1η ρετροπορεία λήφθηκε 4 ώρες μετά την έναρξη της κάθε 

δειγματοληψίας, η 2η μετά από 8 ώρες από το πέρας της πρώτης και η 3η ρετροπορεία, 
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ομοίως, μετά από 8 ώρες από το πέρας της δεύτερης (ή 4 ώρες πριν την λήξη της 

δειγματοληψίας) και 1000 m πάνω από την επιφάνεια της θάλασσας. Ο σκοπός που 

πραγματοποιήθηκε ο υπολογισμός των ρετροπορειών ήταν για εξεταστεί η πηγή των 

αιωρούμενων σωματιδίων καθώς και η πορεία της αέριας μάζας. Οι ρετροπορείες 

έδειξαν ότι δεν ήταν ίδια η πορεία της εκάστοτε αέριας μάζας καθώς πολλές από αυτές 

72 ώρες πριν δεν βρίσκονταν κοντά στην περιοχή ενδιαφέροντος. Παρατηρήθηκε μια 

διαφοροποίηση μεταξύ των δυο ετών στη πορεία των αέριων μαζών και συγκεκριμένα 

το 2014 οι αέριες μάζες βρίσκονταν στη περιοχή ενδιαφέροντος στο διάστημα των 72 

ωρών που τέθηκε ως δεδομένο ( οι ρετροπορείες παρατίθενται στο παράρτημα).    

  

  

Εικόνα 21 Ρετροπορεία της δειγματοληψίας που πραγματοποιήθηκε 3/6/2014  
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3.2 Χαρακτηρισμός βακτηριακής ποικιλότητας  

Στη παρούσα εργασία αναλύθηκαν συνολικά 1.329.769 αλληλουχίες και με τη χρήση 

του λογισμικού πακέτου Qiime υπολογίστηκαν οι δείκτες ποικιλότητας (88).  

Ανάλυση του αριθμού των αλληλουχιών σε συνάρτηση με τον αριθμό των ειδών που 

έχουν χαρακτηριστεί με την μέθοδο των καμπυλών αραίωσης (rarefaction curves) 

επιβεβαίωσε ότι ο αριθμός των δειγμάτων που αναλύθηκε είναι ικανοποιητικός για την 

πλήρη περιγραφή της βακτηριακής ποικιλότητας καθώς οι καμπύλες δεν έχουν μόνο 

εκθετική φάση (Εικόνα  21).   

Η μέθοδος των καμπυλών αραίωσης είναι μια τεχνική που χρησιμοποιείται για την 

εκτίμηση της ποικιλότητας στα διαφορετικά δείγματα αλλά και για την κατανόηση της 

πολυμορφίας. Είναι μια γραφική παράσταση του αριθμού των ταξινομικών μονάδων 

συναρτήσει του αριθμού των δειγμάτων.  

  

  

 

  
Εικόνα 21 Καμπύλες αραίωσης για όλα τα δείγματα που αναλύθηκαν  
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ειδών   ειδών   

Δείγμα   O.S.   PD_Whole_tree   Chao 1   Shannon   Simpson   

/6/14(sandstorm ) 27   38 , 2   5 , 9   96 , 8   4 , 0   0 , 8   

  
Πίνακας 1 Μοριακοί δείκτες ποικιλότητας   

     Δείκτες αφθονίας Δείκτες ποικιλότητας  

(Observed Species)  
 16/1/13(control)  64,7  8,1  201,5  5,7  0,9  

17/1/13(sandstorm)  56,7  7,5  143,9  5,3  0,9 3/2/13(sandstorm)  58,8  7,7  170,8 

 5,4  0,9  

7/2/13(sandstorm)  55,8  7,8  160,2  5,2  0,9 22/2/13(sandstorm)  41,3  6,4  126,2 

 4,2  0,8  

 11/3/13(sandstorm)  59,9  7,6  191,4  5,5  0,9  

 19/5/13(sandstorm)  59,9  7,6  188,2  5,4  0,9  

 20/5/13(sandstorm)  46,5  6,4  127,3  4,6  0,9  

 21/5/13(sandstorm)  75,3  9,7  241,4  6,1  0,9  

 22/5/13(sandstorm)  72,9  9,6  230,3  5,9  0,9  

 28/5/13(sandstorm)  48,5  6,9  88,1  5,1  0,9  

 30/5/13(control)  45,7  6,5  121,9  4,6  0,9  

 21/1/14(sandstorm)  45,1  6,4  91,8  4,7  0,9  

 17/2/14 (control)  45,5  6,5  99,9  4,7  0,9  

 18/2/14 (control)  36,1  5,5  119,2  3,9  0,8  

 27/3/14(sandstorm)  38,5  5,4  93,3  4,4  0,9  

 22/4/14 (control)  47,6  6,5  129,4  4,7  0,9  

 23/4/14(sandstorm)  39,1  5,7  78,6  4,3  0,9  

 3/6/14(sandstorm)  38,6  5,6  90,6  4,3  0,9  

 5/6/14 (control)  39,6  5,7  104,7  4,3  0,9  

 26/6/14(sandstorm)  39,9  6,4  74,9  4,3  0,9  

Η στατιστική ανάλυση των δεικτών ποικιλότητας υποδεικνύει στατιστικά σημαντική 

διαφορά μεταξύ των δειγμάτων. Ο δείκτης Shannon εμφανίζεται στατιστικά σημαντικά 

μεγαλύτερος κατά την περίοδο αμμοθύελλας σε σχέση με τα δείγματα που 

συλλέχθηκαν την περίοδο ηρεμίας (p<0.001) (Πίνακας 3.1). Η ίδια τάση παρατηρείται 

τόσο με τον αριθμό των λειτουργικών ταξινομικών ομάδων που χαρακτηριστήκανε 

αλλά και με τον δείκτη chao1 (p<0.001) (Πίνακας 3.1, Εικόνα 22).   
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Εικόνα 22 Δείκτες ποικιλότητας (A) Shannon και (Β) αριθμός ειδών  για τα δείγματα αμμοθύελλας 

και κοντρολ.  

3.3 Ετήσιας διακύμανσης  

Για τον έλεγχο της ετήσιας διακύμανσης η ομαδοποίηση των δειγμάτων έγινε 

διαχωρίζοντας τα δείγματα μας ανάλογα με το έτος δειγματοληψίας. Στην ετήσια 

διακύμανση σε επίπεδο κλάσης εμφανίζονται στο Διάγραμμα 2 όλες οι ημερομηνίες 

που πραγματοποιήθηκε δειγματοληψία κατά τη διάρκεια του εκάστοτε έτους και οι 

κλάσεις των βακτηρίων που ταυτοποιήθηκαν.  

 

Διάγραμμα 1 Σχετική αφθονία βακτηρίων σε επίπεδο κλάσης για το έτος 2013  
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Διάγραμμα 2 Σχετική αφθονία βακτηρίων σε επίπεδο κλάσης για το έτος 2014  

 Παρατηρούνται μεγάλες διακυμάνσεις στα δυο έτη σε συγκεκριμένες κλάσεις βακτηρίων 

όπως  τα α-πρωτεοβακτήρια, β-πρωτεοβακτήρια, γ-πρωτεοβακτήρια και ακτινοβακτήρια. 

Παρατηρείται ότι τόσο για το 2013 όσο και για το 2014 όσο αυξάνονται τα 

Alphaproteobacteria  μειώνονται τα Actinobacteria και τα Betaproteobacteria. Παρόλα αυτά 

η βακηριακή ποικιλότητα δεν παρουσιάζει σημαντικές διαφορές μεταξύ των δυο ετών.  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
Στη συνέχεια για να είναι πιο εύκολη η κατανόηση έγινε μια περαιτέρω ομαδοποίηση σε 

σχέση με τη παρουσία (sandstorm) ή απουσία(control) αμμοθύελλας.  
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Διάγραμμα 3 Σχετική αφθονία βακτηρίων συγκρίνοντας τις περιπτώσεις αμμοθύελλας και κοντρολ 

για το έτος 2013  

2014 

 

Candidatus_Chloracidobacterium 
Corynebacteriales 
Frankiales 
Micrococcales 
Propionibacteriales 
Cytophagales 
Flavobacteriales 
Sphingobacteriales 
Chloroplast 
Cyanobacteria;__SubsectionIII 
Deinococcales 
Bacillales 
Lactobacillales 
Clostridiales 
Gemmatimonadales 
Caulobacterales 
Rhizobiales 
Rhodobacterales 
Rhodospirillales 
Rickettsiales 

Sphingomonadales 
Burkholderiales 
Pseudomonadales 
Xanthomonadales 

Διάγραμμα 4 Σχετική αφθονία βακτηρίων συγκρίνοντας τις περιπτώσεις αμμοθύελλας και κοντρολ 

για το έτος 2014  

Η ανάλυση των δεδομένων υποδεικνύει ότι κατά την διάρκεια των ανεμοθυελλών 

παρατηρείται αύξηση των Rhizobiales, συνοδευόμενη από μια μικρότερη αύξηση σε 

αντιπροσώπους των Caulobacterales (Διάγραμμα 3 & 4). Ακόμα για τις τάξεις των 
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Propionibacteriales και Rickettsiales παρατηρείται μια σχετική μείωση της σχετικής 

αφθονίας (Διάγραμμα 3 & 4).   

3.3.1 Σε επίπεδο γένους:  

Σε αυτό το στάδιο εξετάσαμε τα γένη που παρουσίασαν αφθονία μεγαλύτερη του 1% καθώς 

είναι και αυτά που σημειώνουν τις διαφορές που παρατηρήσαμε παραπάνω.  

 

Διάγραμμα 5 Σχετική αφθονία βακτηρίων με ποσοστό μεγαλύτερο του 1% συγκρίνοντας τις 

περιπτώσεις αμμοθύελλας και κοντρόλ για το έτος 2013  
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Διάγραμμα 6 Σχετική αφθονία βακτηρίων με ποσοστό μεγαλύτερο του 1% συγκρίνοντας τις 

περιπτώσεις αμμοθύελλας και κοντρόλ για το έτος 2014  

Συγκεκριμένα παρατηρούμε ότι ο αριθμός των αλληλουχιών που σχετίζονται με τα γένη 

των Rhizobium και  Pseudomonas αυξάνονται κατά τη διάρκεια ανεμοθυελλών ενώ 

αντίθετα μειώνονται οι αντιπρόσωποι των Propiniobacterium. Επίσης τα 

Comamonadacea μειώνονται σε περιόδους μεταφοράς σκόνης (Διάγραμμα 5 &6).  

  

  

  

  

  

  

  

3.4 Ποιοτική παρουσίαση της ετήσιας διακύμανσης (heatmap)  

  

 sandstorm  control  sandstorm  control  
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 OTU  2013  2013  2014  2014  

Chloracidobacterium;__f  

Corynebacteriaceae  

Geodermatophilaceae  

Frankiales;__uncultured  

Micrococcaceae  

Propionibacteriaceae  

Cytophagaceae  

Flavobacteriaceae  

Chitinophagaceae  

Anaerolineaceae  

Chloroplast  

Paenibacillaceae  

Staphylococcaceae  

Peptostreptococcaceae  

Gemmatimonadaceae  

Caulobacteraceae  

Bradyrhizobiaceae  

Hyphomicrobiaceae  

Methylobacteriaceae  

Phyllobacteriaceae  

Rhizobiaceae  

Rhodobacteraceae 

Rhodospirillaceae 

mitochondria 

Erythrobacteraceae  

Sphingomonadaceae  

Comamonadaceae  

Oxalobacteraceae  

Hot_Creek_32;__f  

Enterobacteriaceae  

Pseudomonadaceae  

Xanthomonadaceae   

 high  low  

         

  

Στο  διάγραμμα αυτό μπορούμε να παρατηρήσουμε ποιοτικά τις διαφορές που 

παρουσιάζονται στα δείγματα μας ανάλογα με το έτος και την παρουσία η όχι 

αμμοθύελλας. Η χρωματική απεικόνιση των τιμών ευνοεί την κατανόηση των 

διαφορών. Αρχικά παρατηρείται το γεγονός ότι υπάρχουν οικογένειες που μένουν 

ανεπηρέαστες από το αν υπάρχει αμμοθύελλα η όχι. Οι οικογένειες αυτές είναι : 

Chloracidobacterium;f, Flavobacteriaceae, Paenibacillaceae, Gemmatimonadaceae  

Methylobacteriaceae, Erythrobacteraceae, Sphingomonadace, Comamonadaceae, 

Rhodospirillaceae. Οι μικρές διαφορές που δύναται να υπάρχουν στις τιμές δεν είναι 

στατιστικά σημαντικές. Παρατηρείται, ότι κάποιες από τις οικογένειες αυτές παρότι 
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δεν τις επηρεάζει η παρουσία η απουσία σκόνης έχουν αυξομειώσεις σε ότι αφορά τον 

πληθυσμό τους ανάμεσα στα δυο έτη, όπως είναι η Comamonadaceae και  η 

Rhodospirillaceae. Η διαφορά αυτή πιθανώς οφείλεται στις διαφορετικές 

περιβαλλοντικές συνθήκες που επικρατούν στα 2 έτη ή στις διαφορετικές 

ρετροπορείες. Επίσης, οι αντιπρόσωποι της οικογένειας Enterobacteriaceae έχουν 

πτωτικές τάσεις κατά τη διάρκεια της αμμοθύελλας και αυτό συμβαίνει και στα δυο 

έτη δειγματοληψίας.   

Με ακριβώς αντίθετο τρόπο κινούνται οι αντιπρόσωποι της οικογένειας 

Pseudomonadaceae, παρουσιάζουν αύξηση κατά τη διάρκεια της αμμοθύελλας.  

Αντιπρόσωποι της οικογένειας αυτής έχουν απομονωθεί από δείγματα εδάφους, από 

ιστούς φυτών και ζώων συνεπώς η αυξημένη παρουσία τους κατά την αμμοθύελλα 

είναι αναμενόμενη (89). Κατά τη διάρκεια της αμμοθύελλας παρατηρείται μια αύξηση 

των βακτηρίων που ανήκουν στην οικογένεια των Geodermatophilaceae.  

Μέλη της οικογένειας αυτής έχουν βρεθεί σε ποικίλα δείγματα εδάφους και πολλά από 

αυτά σε δείγματα από ερήμους. Συγκεκριμένα τα είδη Geodermatophilus και 

Blastococcus θεωρούνται ιδιαίτερα ανθεκτικά σε ακραία περιβάλλοντα. Η κυτταρική 

δομή τους καθώς και το υψηλό περιεχόμενο G+C αυξάνουν την προστασία τους 

απέναντι στην υψηλή ακτινοβολία που παρατηρείται στις ερήμους (90). Τέλος, έχουν 

τη δυνατότητα να δημιουργούν σπόρια, γεγονός που τους επιτρέπει την ανάπτυξη σε 

ακραία περιβάλλοντα.   

Τα μέλη της οικογένειας Propionibacteriaceae τείνουν να μειώνονται κατά τη διάρκεια 

της αμμοθύελλας και αυτό συμβαίνει κατά τη διάρκεια και των 2 ετών. Το 

Propionibacterium είναι ένα είδος το οποίο αναπτύσσεται σε γαλακτοκομικά προϊόντα, 

σε φυτά αλλά και στην επιδερμίδα του ανθρώπου. Δεν διαθέτει ιδιαίτερους 

μηχανισμούς ώστε να μπορεί να προστατευτεί από ακραίες συνθήκες, γεγονός που 

επιβεβαιώνεται με την μείωση της σχετικής αφθονίας του Propionibacterium κατά τη 

διάρκεια των αμμοθυελλών.   

Η οικογένεια Caulobacteraceae παρουσιάζει άνοδο κατά τη διάρκεια της 

αμμοθύελλας. Αυτό συμβαίνει λόγω του γένους Brevundimonas του οποίου τα στελέχη 

διαβιούν σε ιδιαίτερα ακραίες συνθήκες. Στελέχη του γένους αυτού έχουν απομονωθεί 

στην ανταρκτική και επίσης έχουν πραγματοποιηθεί πειράματα από τα οποία 

ανακαλύφθηκε η αντοχή τους απέναντι στην ακτινοβολία. Επομένως η άνοδος που 

παρατηρείται τις περιόδους που υπάρχει αμμοθύελλα είναι φυσιολογική καθώς οι 

ακραίες συνθήκες δεν τα επηρεάζουν (91). Τέλος στελέχη που ανήκουν στην 

οικογένεια Rhizobiaceae παρατηρείται να έχουν ανοδική τάση κατά τη διάρκεια της 

αμμοθύελλας. Τα βακτήρια της οικογένειας αυτής είναι συμβιωτικά, έχουν 

απομονωθεί από διάφορα περιβάλλοντα και χαρακτηρίζονται από σχετική αντοχή σε 

δύσκολες συνθήκες. Διαθέτουν υψηλό περιεχόμενο σε G + C βάσεις και λειτουργούν 

εξαιρετικά σε συνθήκες στρες (92).   

3.5 Εποχιακή διακύμανση  

Παρατηρώντας διαφορές στην ετήσια διακύμανση της ποικιλότητας επιλέξαμε να 

εξετάσουμε και την εποχιακή διακύμανση ώστε να εντοπίσουμε τις διαφορές μεταξύ 
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των εποχών. Για να διεξάγουμε τον έλεγχο της εποχιακής διακύμανσης 

πραγματοποιήθηκε η εξής ομαδοποίηση των δειγμάτων μας. Αρχικά διαχωρίστηκαν σε 

παρουσία (sandstorm) και απουσία (control) αμμοθύελλας. Στη συνέχεια σύμφωνα με 

την ημερομηνία δειγματοληψίας τα διαχωρίσαμε σε χειμώνα και άνοιξη. Υπήρξε και 

χρονικός διαχωρισμός για τα 2 έτη που έγινε η δειγματοληψία. Εξετάζοντας την 

εποχιακή διακύμανση δεν παρατηρούνται ιδιαίτερες διακυμάνσεις μεταξύ των εποχών 

στα περισσότερα φύλα εξαιρώντας τις ομάδες των πρωτεοβακτηρίων και των 

ακτινοβακτηρίων (Διάγραμμα 1,2). Στα φύλα αυτά παρατηρείται μια διαφοροποίηση 

της τάξης του 10% μεταξύ των εποχών, παρόλα αυτά μεγάλη διακύμανση παρατηρείται 

μεταξύ των ετών που είναι της τάξης του 20% στα συγκεκριμένα φύλα.   

 Ακτινοβακτήρια   

 

Διάγραμμα 7 Διακύμανση αντιπροσώπων ακτινοβακτηρίων κατά τη διάρκεια του χειμώνα του  

2013  
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Διάγραμμα 8 Διακύμανση αντιπροσώπων ακτινοβακτηρίων κατά τη διάρκεια της άνοιξης του 2013  

 

Διάγραμμα 9 Διακύμανση αντιπροσώπων ακτινοβακτηρίων κατά τη διάρκεια του χειμώνα του  

2014  
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Διάγραμμα 10 Διακύμανση αντιπροσώπων ακτινοβακτηρίων κατά τη διάρκεια της άνοιξης του 2014  

  

Σε ότι αφορά τα ακτινοβακτήρια εποχικά δεν παρατηρούνται πολύ μεγάλες 

διακυμάνσεις. Συγκεκριμένα ισχυρή παρουσία έχουν τα γένη Propionibacterium, 

Arthrobacter, Geodermatophilus. Μεταξύ των εποχών (χειμώνας- άνοιξη) η 

διακύμανση είναι της τάξης του 8-10%. Παρόλα αυτά η πολύ μεγάλη διαφορά 

εμφανίζεται μεταξύ των ετών, που στη περίπτωση του Propionibacterium είναι 

περίπου 50% (Διάγραμμα7,8,9,10). Υπάρχουν διάφοροι λόγοι που υφίσταται αυτό το 

γεγονός. Αρχικά σημαντικό ρόλο παίζει η προέλευση της σκόνης  εξετάζοντας τις 

ρετροπορείες παρατηρείται μια διαφοροποίηση μεταξύ των 2 ετών. Επίσης οι 

περιβαλλοντικές συνθήκες ενδέχεται στο ένα έτος να ήταν ευνοϊκότερες σε σχέση με 

το άλλο για κάποιες ομάδες βακτηρίων. Τέλος το γένος του Propionibacterium πολλές 

φορές λόγω συγγένειας  συγχέεται με το γένος του Corynebacterium καθώς κάποια 

είδη είναι πολύ όμοια συνεπώς επειδή η ανάλυση έγινε μέχρι το επίπεδο γένους υπάρχει 

και αυτό το ενδεχόμενο (93).  

 Πρωτεοβακτήρια   
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   

Διάγραμμα 11  Διακύμανση αντιπροσώπων πρωτεοβακτηρίων κατά τη διάρκεια της άνοιξης του 

2013  
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Διάγραμμα 12 Διακύμανση αντιπροσώπων πρωτεοβακτηρίων κατά τη διάρκεια το χειμώνα του  

2013  
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Διάγραμμα 13 Διακύμανση αντιπροσώπων πρωτεοβακτηρίων κατά τη διάρκεια της άνοιξης του  

2014  
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Διάγραμμα 14 Διακύμανση αντιπροσώπων πρωτεοβακτηρίων κατά τη διάρκεια του χειμώνα του 

2014  

Αναφορικά με τα πρωτεοβακτήρια παρατηρούνται κάποιες διαφορές μεταξύ των 

εποχών, στα γένη Rubellimicrobium, Sphingomonas, Brevundimonas, Skermanella, 

Rhizobium, Variovorax  της τάξεως του 4-10%. Οι διαφορές αυτές που προκύπτουν 

μεταξύ των εποχών είναι λογικές καθώς οι περιβαλλοντικές συνθήκες μεταβάλλονται. 

Στα αναφερόμενα γένη παρατηρείται πολύ μεγάλη διαφορά μεταξύ των ετών. Πιο 

συγκεκριμένα τα μέλη του γένους Rhizobium παρουσιάζουν μια διαφορά της τάξεως 

του 18% ενώ στο γένος Brevundimonas είναι στο 14%. Τα στελέχη που ανήκουν στο 

γένος Rubellimicrobium παρουσιάζουν μια αύξηση περίπου 12% κατά τη διάρκεια του 

χειμώνα του 2013 ενώ την άνοιξη του 2013 και 2014 είναι στο 1-3%. Όπως αναφέραμε 

και παραπάνω οι διαφορές αυτές μπορεί να προκύπτουν είτε από τις διαφορετικές 

περιβαλλοντικές συνθήκες που επικρατούσαν κατά τη διάρκεια των 2 ετών, είτε λόγω 

της πορείας της σκόνης όπως αυτή εξετάστηκε από τις ρετροπορείες.   

  

  

3.6 Στατιστική ανάλυση  

 Principal Coordinate Analysis   
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PCoA  

  

Η μέθοδος των Κυρίων Συνιστωσών είναι μία τεχνική ανάλυσης δεδομένων με σκοπό 

τη δημιουργία καινούργιων μεταβλητών, οι οποίες είναι γραμμικοί συνδυασμοί των 

αρχικών μεταβλητών, έτσι ώστε να είναι ασυσχέτιστες μεταξύ τους και να περιέχουν 

όσο το δυνατόν μεγαλύτερο μέρος της διακύμανσης των αρχικών μεταβλητών. Οι νέες 

μεταβλητές που παράγονται ονομάζονται Κύριες Συνιστώσες. Αυτό που επιτυγχάνεται 

από τη μέθοδο αυτή είναι ότι από ένα σύνολο συσχετισμένων μεταβλητών 

καταλήγουμε σε ένα σύνολο ασυσχέτιστων μεταβλητών, το οποίο είναι χρήσιμο για 

αρκετές στατιστικές μεθόδους. Επίσης, οι κύριες συνιστώσες που προκύπτουν μπορούν 

να ερμηνεύσουν το μεγαλύτερο ποσοστό της διακύμανσης, που σημαίνει πως 

καταλήγουμε σε ένα πιο μικρό αριθμό μεταβλητών από ότι είχαμε αρχικά, με κόστος 

ότι χάνουμε ένα μικρό ποσοστό της συνολικής μεταβλητότητας. Τέλος, ένα χρήσιμο 

γράφημα που χρησιμοποιείται στην ανάλυση σε κύριες συνιστώσες είναι το biplot. 

Είναι η γραφική παράσταση των τιμών των κυρίων συνιστωσών (principal components 

scores) και των συντελεστών (principal components loadings) ταυτόχρονα στο ίδιο 

γράφημα.   

Η κανονική ανάλυση κύριων συντεταγμένων (CAP) συσχετίζει τα δεδομένα του 

συνόλου των ειδών με κάποιες άλλες ποσοτικές μεταβλητές (π.χ. περιβαλλοντικές 

μεταβλητές) για να δείξει την αλληλεπίδραση ενός εξωτερικού και ανεξάρτητου 

παράγοντα στα βιολογικά δεδομένα μας. Ωστόσο αυτές οι μέθοδοι είναι "μόνο" 

τεχνικές οπτικοποίησης ομάδων και πρέπει να συνοδεύονται από στατιστικές 

αναλύσεις για την εύρεση σημαντικών διαφορών μεταξύ των ομάδων (π.χ. ANOSIM, 

PERMANOVA, κλπ). Τα σημεία βρίσκονται πλησιέστερα στο χώρο m διαστάσεων 

ομαδοποιούνται με βάση το δείκτη ομοιότητας Bray-Curtis  σε ομογενείς κατά 

σύσταση ομάδες. Με βάση αυτόν τον αλγόριθμο, είδη εντός της ίδιας ομάδας 

βρίσκονται κοντά μεταξύ τους ενώ είδη που είναι μακριά μεταξύ τους διαχωρίζονται 

σε διαφορετικές ομάδες. Τα αποτελέσματα της PCoA και της CAP δείχνουν ότι 

υπάρχει απόσταση μεταξύ των δειγμάτων κοντρόλ και ανεμοθύελλας καθώς και 

μεταξύ των ετών κατά τη διάρκεια των οποίων πραγματοποιήθηκαν οι δειγματοληψίες. 

Η ανάλυση PCoA  δείχνει ευδιάκριτα τις ανομοιότητες μεταξύ των δειγμάτων πράγμα 

που υποστηρίζεται διακριτά και από την CAP  

   2014 Control  

 2014 Sandstorm  

• 2013 Sandstorm  

• 2013 Control  
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Διάγραμμα 15 Ανάλυση κύριων συντεταγμένων (PCoA)  

Στο παραπάνω διάγραμμα παρατηρείται  πως τα δείγματα αμμοθύελλας του 2013 με αυτά 

του 2014 σχηματίζουν 2 διακριτές ομάδες. Το σχηματισμό διαφορετικών διακριτών 

ομάδων παρατηρούμε και μεταξύ των δειγμάτων αμμοθύελλας και κοντρόλ. Γεγονός που 

δεν παρατηρείται μεταξύ των δειγμάτων κοντρόλ στα 2 έτη αφού αυτά επικαλύπτονται.   

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 Canonical Correspondence Analysis  
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Διάγραμμα 16 Συσχέτιση μεταξύ των δειγμάτων και των μεγεθών θερμοκρασίας και μάζας.  

Στο διάγραμμα 16 εξετάζεται η συσχέτιση των δειγμάτων με τους παράγοντες της 

θερμοκρασίας και της μάζας. Παρατηρείται λοιπόν ότι τα δείγματα 8 και 11 

σχετίζονται περισσότερο με τη θερμοκρασία, μια πιθανή αύξηση της θερμοκρασίας 

επηρεάζει περισσότερο τα δείγματα αυτά καθώς υπάρχει μια θετική συσχέτιση. 

Αναλόγως τα δείγματα 7 και 10 επηρεάζονται περισσότερο από την συγκέντρωση της 

μάζας. Με τα υπόλοιπα δείγματα υπάρχει μια αρνητική συσχέτιση, η θερμοκρασία και 

η συγκέντρωση της μάζας δεν τα επηρεάζουν.  

  

 2014 Control  

 2014 Sandstorm  

• 2013 Sandstorm  

• 2013 Control  
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Διάγραμμα 17 Συσχέτιση μεταξύ των βακτηριακών ομάδων και των μεγεθών θερμοκρασίας, μάζας 

και ταχύτητας του αέρα.  

Στο παραπάνω διάγραμμα παρατηρείται η συσχέτιση κάποιων ομάδων με τους 

περιβαλλοντικούς παράγοντες της θερμοκρασίας, της μάζας και της ταχύτητας του αέρα. 

Παρατηρείται μια θετική συσχέτιση μεταξύ της θερμοκρασίας και των αντιπροσώπων 

που ανήκουν στα γένη Rhodoplanes, Phyllobacteriaceae_g, Pseudomonas και 

Exiguobacterium. Ομοίως θετική συσχέτιση παρατηρείται μεταξύ των γενών Bacillus και 

Gemmatimonadaceae_g και τη συγκέντρωση της μάζας. Ενώ τα γένη Undibacterium, 

Sphingomonadaceae;other, Peptostreptococcaceae_g και Rhodobacteraceae_g  

παρουσιάζουν θετική συσχέτιση με την ταχύτητα του αέρα. Όσο αυξάνεται ο καθένας 

από αυτούς περιβαλλοντικούς παράγοντες τόσο επηρεάζονται οι βακτηριακές αυτές 

ομάδες.   
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Διάγραμμα 18 Συσχέτιση μεταξύ των βακτηριακών ομάδων και των ΡΜ2,5 και ΡΜ 10.  

Στόχος μας στο παραπάνω διάγραμμα ήταν να εξετάσουμε πόσο επηρεάζουν τις 

χαρακτηρισμένα γένη των βακτηρίων οι συγκεντρώσεις των διαφόρων σωματιδίων σκόνης. 

Εξετάσαμε πως αντιδρούν τα μέλη των βακτηρίων παρουσία ΡΜ2,5 και ΡΜ 10 μόνο για τα 

δείγματα στα οποία υπήρχαν δειγματοληπτικά δεδομένα, δηλαδή για 15 από τα 22 

δείγματα. Παρατηρήθηκε ότι τα γένη των βακτηρίων( Bacilus , Altererythrobacter και 

Rhizobiales;other;other) που είδαμε και παραπάνω να επηρεάζονται από την παρουσία των 

ΡΜ 2,5 συνεχίζουν να συσχετίζονται με αυτά εκτός από το γένος Gemmatimonadaceae_g 

που τείνει προς τα ΡΜ 10. Τέλος παρατηρήθηκε μια θετική συσχέτιση μεταξύ των ΡΜ 10 και 

των γενών Pseudomonas και Sphingomonas .  

  

  

  

  

  

 Canonical Principal coordinates Analysis  
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Διάγραμμα 19 Κανονική ανάλυση συντεταγμένων (CAP)  

Στο διάγραμμα 18 παρατηρείται ότι η κάθε χρονιά καθώς και η κάθε συνθήκη (αμμοθύελλα ή 

κοντρόλ) συνιστά διαφορετική δομή μικροβιακής κοινότητας.  

Συμπερασματικά από την στατιστική ανάλυση προκύπτουν τα εξής :  

• Υπάρχει σημαντική στατιστική διαφορά μεταξύ των δειγμάτων sandstorm και 

control  

• Η ομοιότητα Bray-Curtis υποδεικνύει διακριτές συστάδες στο χώρο μεταξύ των 

δειγμάτων sandstorm και control που ποσοτικά υποστηρίζεται από τα ποσοστά 

της ανάλυσης CAP  

• Τα αποτελέσματα της CAP δείχνουν ότι υπάρχει απόσταση μεταξύ των δειγμάτων 

sandstorm και control καθώς και μεταξύ των ετών κατά τη διάρκεια των οποίων 

πραγματοποιήθηκαν οι δειγματοληψίες  

  

  

  

  

4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ  

Κατά τη διάρκεια των τελευταίων δεκαετιών η αύξηση του ποσού της αφρικανικής 

σκόνης έχει αποδοθεί στη συνεχιζόμενη ξηρασία στη Βόρεια Αφρική, που ξεκίνησε τη 

δεκαετία του 1970 (94). Δορυφορικές εικόνες δείχνουν ότι η αφρικανική σκόνη 

μεταφέρεται σε όλη την Μεσόγειο Θάλασσα προς την Ευρώπη και προς δυσμάς  

διασχίζει τον Ατλαντικό Ωκεανό, επηρεάζοντας απομακρυσμένες περιοχές. 

Μεταφορές της σκόνης από τη Σαχάρα πάνω από την περιοχή της ανατολικής 

Μεσογείου είναι πολύ συχνές το χειμώνα , το φθινόπωρο και την άνοιξη και ελάχιστες 

κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού (95). Έχουν πραγματοποιηθεί διάφορες μελέτες με 
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στόχο την ταυτοποίηση των μικροβίων στην ατμόσφαιρα με μεθόδους καλλιέργειας 

(26,28). Αυτά τα καλλιεργήσιμα μικρόβια αντιπροσωπεύουν μόνο ένα μικρό κλάσμα 

του τι υπάρχει στην ατμόσφαιρα (27,96,97). Σε αντίθεση με τεχνικές καλλιέργειας, η 

χρήση νέων τεχνολογιών για την μικροβιακή ταυτοποίηση δεν εξαρτάται από τη 

βιωσιμότητα κάτω από εργαστηριακές συνθήκες (29).  

Στην παρούσα μελέτη, διερευνήθηκε η σύνθεση των αερομεταφερόμενων βακτηρίων 

στην ατμόσφαιρα της ανατολικής Μεσογείου κατά τη διάρκεια αμμοθύελλας από τη  

Σαχάρα, με τη χρήση νέων τεχνολογιών αλληλούχισης. Παρά την υψηλή συγκέντρωση 

μάζας αερολύματος κατά τη διάρκεια της εκδήλωσης του φαινομένου, δεν μπορούμε 

να αποκλείσουμε την πιθανότητα ότι ορισμένοι από τους μικροοργανισμούς που 

ανιχνεύθηκαν μπορεί να έχουν προέλθει από άλλες πηγές πλην της Σαχάρας. Στην 

περίπτωσή μας, το μικροβιακό περιεχόμενο της σκόνης θα μπορούσε να έχει αναμιχθεί 

με τα σωματίδια του εδάφους από τις επιφάνειες της Βόρειας Αφρικής και της Κρήτης 

κατά μήκος της οριζόντιας μεταφοράς των μαζών αέρα στο χώρο δειγματοληψίας. Για 

να εξεταστεί και το μικροβιακό περιεχόμενο του αέρα ανεξαρτήτως του φαινομένου 

συλλέχθηκαν δείγματα πριν και μετά από τα επεισόδια σκόνης. Η πλειοψηφία των 

στελεχών που ανιχνεύθηκαν στη παρούσα εργασία συνήθως ανιχνεύονται στο έδαφος, 

σε θαλάσσια περιβάλλοντα, στο δέρμα αλλά και σε περιβάλλοντα που επικρατούν 

ακραίες συνθήκες (θερμοκρασίας, πίεσης, ακτινοβολίας, κλπ.). Επίσης πολλά από τα 

στελέχη σχηματίζουν σπόρια και θεωρούνται παθογόνα καθώς μπορεί να προκαλέσουν 

από αλλεργίες μέχρι σοβαρές πνευμονικές παθήσεις. Η δειγματοληπτική περίοδος 

διήρκησε 2 χρόνια και παρατηρήθηκε ότι η προέλευση των αερίων μαζών δεν ήταν 

πάντα η ίδια, για αυτό παρατηρήθηκαν και αρκετές διαφορές στο μικροβιακό φορτίο. 

Παρομοίως, η μελέτη των Prospero et al. 2005 (20) έδειξαν ότι οι συγκεντρώσεις των 

βιώσιμων βακτηρίων και μυκήτων στην ατμόσφαιρα της Καραϊβικής ήταν ουσιαστικά 

ασυσχέτιστες με τα επίπεδα της μεταφερόμενης σκόνης από την Αφρική, υπονοώντας 

ότι η σκόνη από τη Σαχάρα δεν ήταν η μόνη πηγή των αερομεταφερόμενων μικροβίων.   

Αναφορικά με την τεχνολογία αλληλούχισης που χρησιμοποιήθηκε, πρέπει να 

αναφέρουμε ότι οι περισσότερες μελέτες πλέον χρησιμοποιούν τεχνολογίες νέας γενιάς 

καθώς μας προσφέρουν μεγαλύτερη απόδοση, λεπτομέρεια, διακριτική ικανότητα και 

πολύ μεγάλη ταχύτητα. Δεδομένου του δείγματος (τα δείγματα αέρα χαρακτηρίζονται 

από χαμηλή περιεκτικότητα γενετικού υλικού και παρουσία αναστολέων) οι νέες 

τεχνολογίες κρίθηκαν ως οι καταλληλότερες για την χαρτογράφηση του μικροβιακού 

φορτίου γεγονός που επιβεβαιώνεται και από τους Rosselli et al., An S et al., Meola et 

al.(98,99,100)   

Στην συνέχεια εξετάσαμε την α-ποικιλότητα στα δείγματα μας, δηλαδή την 

ποικιλότητα ειδών που παρουσιάζει το δείγμα μας. Η μελέτη αυτή έγινε 

χρησιμοποιώντας τους δείκτες Shannon και Simpson που μας δείχνουν την σχετική 

αφθονία και τους δείκτες Chao1 και O.S που αφορούν την εκτίμηση του αριθμού των 

διαφορετικών ειδών που παρατηρήθηκαν στο δείγμα μας. Η στατιστική ανάλυση των 

δεικτών ποικιλότητας υποδεικνύει στατιστικά σημαντική διαφορά μεταξύ των 

δειγμάτων. Ο δείκτης Shannon εμφανίζεται στατιστικά σημαντικά μεγαλύτερος κατά 
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την περίοδο αμμοθύελλας σε σχέση με τα δείγματα που συλλέχθηκαν την περίοδο 

ηρεμίας (p<0.001). Η ίδια τάση παρατηρείται τόσο με τον αριθμό των λειτουργικών 

ταξινομικών ομάδων(O.S) που χαρακτηριστήκανε αλλά και με τον δείκτη Chao1 

(p<0.001). Αντίθετα με τα αποτελέσματά μας, κατά την ανάλογη μελέτη που 

πραγματοποίησαν οι An S et al.(99) στη περιοχή της Κίνας δεν παρατήρησαν μεγάλη 

διαφορά μεταξύ της παρουσίας ή όχι του φαινομένου αλλά και ούτε μεταξύ των χρόνων 

δειγματοληψίας. Η επόμενη παρατήρηση που πραγματοποιήσαμε αφορούσε την 

κατανομή των βακτηρίων κατά τη διάρκεια του φαινομένου αλλά και κατά την απουσία 

αυτού. Οι Meola et al.(100) παρατήρησαν ότι μέλη της οικογένειας  

Comamonadaceae και  Gemmatimonaceae υπάρχουν σε αφθονία μόνο στα δείγματα 

που υπάρχει η παρουσία σκόνης , γεγονός που έρχεται σε αντίθεση με την παρούσα 

μελέτη στην οποία παρατηρήσαμε σταθερή παρουσία των οικογενειών αυτών. Επίσης 

η μελέτη που πραγματοποιήθηκε στην Κίνα από τους S An et al. (99)υπέδειξε μείωση 

των μελών του Propionibacterium  και  του Corynebacterium παρουσία του φαινομένου 

γεγονός που παρατηρήθηκε και από εμάς. Τέλος οι Rosselli et al. (98) παρατήρησαν 

ότι τα γένη αυτά ήταν τα πιο άφθονα κατά την διάρκεια της αμμοθύελλας γεγονός που 

παρατηρήσαμε και στην παρούσα εργασία ιδιαίτερα το 2014. Ακόμα παρατήρησαν την 

παρουσία taxa όπως Sphingomonas, Methylobacterium, Caulobacter και 

Brevundimonas σε δείγματα που περιείχαν σκόνη όπως συνέβη και στη παρούσα 

εργασία.   

Η μελέτη της β-ποικιλότητας μέσω της οποίας εξετάζουμε τον ρυθμό μεταβολής μέσα 

στο χρόνο μας υπέδειξε ένα παρόμοιο βακτηριακό προφίλ μεταξύ των δειγμάτων μας. 

Τα δείγματα μας ομαδοποιούνται ξεκάθαρα αναφορικά με την παρουσία ή όχι σκόνης 

αλλά και μεταξύ των ετών. Παρόμοια προσπάθεια ομαδοποίησης έγινε από τους S An 

et al. (99) η οποία όμως δεν υπέδειξε την παρουσία κάποιου κοινού μοτίβου στα 

δείγματα που είχαν συλλέξει.   

Σκεπτόμενοι τον άνθρωπο ως τελικού αποδέκτη του μικροβιακού αυτού φορτίου, 

αναρωτηθήκαμε ποιο είναι το μέγεθος της επιβάρυνσης της ανθρώπινης υγείας. Η 

ανθρώπινη υγεία και η ισορροπία του περιβάλλοντος έχουν άμεσες αλλά και έμμεσες 

επιπτώσεις από τη μεταφορά σκόνης. Έχουν πραγματοποιηθεί πολλές και ποικίλες 

μελέτες που εξετάζουν την παθογένεια μικροοργανισμών που υπάρχουν και 

μεταφέρονται με τον αέρα (36,101,102). Ο χαρακτηρισμός της βακτηριακής 

ποικιλότητας που μεταφέρεται με τη σκόνη από τη Σαχάρα και είναι υπεύθυνη για την 

επιβάρυνση της ανθρώπινης υγείας αλλά κυρίως οι τρόποι που επιδρά σε αυτήν είναι 

στα επόμενα σχέδια μας.  
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6 ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ  

6.1 Πρωτόκολλα   

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΓΕΝΟΜΙΚΟΥ DNA / ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΤΗΣ MOBIO  

 Ζυγίστηκε 0.25 gr δείγμα   

 Χρησιμοποιούμε σωληνάρια Power Beat Tubes   

 Ελαφριά μείξη με το vortex για 5-10 sec  
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 Παίρνουμε το διάλυμα C1 και προσθέτουμε 60 μlt C1(διάλυμα SDS για λύση 

των κυττάρων) στο κάθε δείγμα και καλή μίξη  

 Τα δείγματα ασφαλίζονται πάνω στο vortex και αναδεύονται στη μέγιστη 

ταχύτητα για 10 min  

 Ακολουθεί φυγοκέντριση στα 10000g σε θερμοκρασία δωματίου για 30 sec και 

απομόνωση του υπερκείμενου διαλύματος σε νέα tubes  

 Προσθήκη 250 μlt διάλυμα C2(διάλυμα που ιζηματοποιεί οργανικό και 

ανόργανο υλικό). Vortex για 5 sec. Επώαση στους 40C για 5 min  

 Φυγοκέντριση σε θερμοκρασία δωματίου για 1 min στα 10000g και απομόνωση 

του υπερκείμενου σε νέα tubes  

 Προσθήκη 200 μlt από το διάλυμα C3(διάλυμα που επίσης ιζηματοποιεί 

πρωτεΐνες, χουμικά οξέα και υπολείμματα του κυττάρου). Vortex για 5 sec. 

Επώαση στους 40C για 5 min.  

 Φυγοκέντριση σε θερμοκρασία δωματίου στα 10.000g για 1 min και 

απομόνωση του υπερκείμενου σε νέα tubes  

 Προσθέτουμε 1200 μlt διάλυμα C4(διάλυμα υψηλής συγκέντρωσης αλάτων). 

Κάνουμε vortex για 5 sec.  

 Χρήση Spin Filters και τους προσθέτουμε 675 μlt. Φυγοκέντριση στα 10.000g 

για 1 min σε θερμοκρασία δωματίου. πετάμε και βάζουμε ξανά άλλα 675 μlt. 

Φυγοκέντριση και επαναλαμβάνουμε εως τέλους  

 Προσθήκη στην κολώνα 500 μlt από το C5(διάλυμα αιθανόλης).  

Φυγοκέντριση την κολώνα στα 10.000g για 30 sec.  

 Προσθήκη της κολώνας σε νέο σωληνάριο 2.0 ml Tubes.  

 Προσθήκη 100 μlt από το διάλυμα C6(διάλυμα 10mM Tris).  

 Φυγοκέντριση στα 10.000g για 30 sec.  

 Επανάληψη ώστε να έχουμε και δεύτερο elusion   

  

  

  

  

  

6.2 Ανάλυση των δεδομένων με το βιοπληροφορικό πακέτο QIIME  

 Πραγματοποιείται είσοδος στο putty.exe  

 Είσοδος στο φάκελο με τα δεδομένα στα οποία θα πραγματοποιηθεί η ανάλυση  

 Πληκτρολογούμε mac qiime για να εισέλθουμε στο πρόγραμμα και να 

ξεκινήσουμε την ανάλυση   

 identify_chimeric_seqs.py  -i  seqs.fna  -m  usearch61  -o 

usearch_checked_chimeras/ -r gold.fa : γίνεται εντοπισμός των χιμερικών 

αλληλουχιών στο αρχείο μας  
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 filter_fasta.py -f seqs.fna -o seqs_chimeras_filtered.fna -s 

usearch_checked_chimeras/chimeras.txt –n: καθαρισμός των χιμερικών  

αλληλουχιών από το αρχείο μας συμφωνά με κάποια κριτήρια   

 pick_open_reference_otus.py  -i  seqs.fna  –r  

Users/ΑΝΤΩΝΗΣ/SILVA/SILVA_111/rep_set/97_Silva_111_rep_set.fasta -o 

open_ref_OTUs/ -p parameter_open_pick.txt: να βρει και να εισέλθει στο 

αρχείο αναφοράς  

 pick_otus.py -i seqs_chimeras_filtered.fna -m uclust_ref -C -r 

Silva_111/rep_set/97_Silva_111_rep_set.fasta -o uclust_ref_picked_otus/ : Να 

πάρει τα OTUs αναφοράς  

 assign_taxonomy.py  -i  rep_set.fna  -r  

 Silva_111/rep_set/97_Silva_111_rep_set.fasta  -t  

Silva_111/taxonomy/97_Silva_111_taxa_map_RDP_6_levels.txt  -o 

taxonomy_results/ --rdp_max_memory 6000: προσδιορίζεται η ταξινόμηση της 

κάθε αλληλουχίας σύμφωνα με τα αρχεία αναφοράς από τα οποία πήραμε τα 

στοιχεία  

 make_otu_table.py -i uclust_ref_picked_otus/seqs_chimeras_filtered_otus.txt t 

taxonomy_results/rep_set_tax_assignments.txt -o otu_table_silva.biom: να 

φτιαχτεί ένας πίνακας με τα OTUs που βρέθηκαν στις αλληλουχίες μας  

 summarize_taxa.py -i otu_table_silva.biom -o taxonomy_summaries/: Να γίνει 

μια σύνοψη των βακτηριακών taxa που βρέθηκαν και να φτιαχτεί εκ νέου ένας 

πίνακας  

 plot_taxa_summary.py -i taxonomy_summaries/otu_table_silva_L2.txt -o 

taxonomy_plot_L2/ : Να γίνουν τα διαγράμματα ταξινόμησης στις αλληλουχίες 

μας σε επίπεδο φύλου(L2)  

 plot_taxa_summary.py -i taxonomy_summaries/otu_table_silva_L3.txt -o 

taxonomy_plot_L3/: Να γίνουν τα διαγράμματα ταξινόμησης στις αλληλουχίες 

μας σε επίπεδο κλάσης(L3)  

 plot_taxa_summary.py -i taxonomy_summaries/otu_table_silva_L4.txt -o 

taxonomy_plot_L4/: Να γίνουν τα διαγράμματα ταξινόμησης στις αλληλουχίες 

μας σε επίπεδο σειράς(L4)  

 plot_taxa_summary.py -i taxonomy_summaries/otu_table_silva_L5.txt -o 

taxonomy_plot_L5/: Να γίνουν τα διαγράμματα ταξινόμησης στις αλληλουχίες 

μας σε επίπεδο οικογένειας(L5)  

 plot_taxa_summary.py -i taxonomy_summaries/otu_table_silva_L6.txt -o 

taxonomy_plot_L6/: Να γίνουν τα διαγράμματα ταξινόμησης στις αλληλουχίες 

μας σε επίπεδο γένους(L6)  

 multiple_rarefactions.py -i otu_table_silva.biom -m 20 -x 100 -s 20 -n 10 -o 

rare_20-100/: Να δημιουργηθεί ένας νέος πίνακας με τα βακτηριακά taxa που 

βρέθηκαν στα δείγματα μας, χρησιμοποιώντας ως ελάχιστο αριθμό 

αλληλουχιών τις 20 και ως μέγιστο τις 100 με βήμα 20 αλληλουχιών για το  

κάθε δείγμα και η διαδικασία να γίνει 10 φορές  
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 align_seqs.py -i rep_set.fna -t core_set_aligned.fasta -o 

pynast_aligned_defaults/: Να γίνει ευθυγράμμιση των αλληλουχιών   

 make_phylogeny.py -i pynast_aligned_defaults/rep_set_aligned.fasta -o 

rep_set_tree.tre: Δημιουργείται ένα αρχείο στο οποίο φαίνεται η φυλογένεια 

των ευθυγραμμισμένων αλληλουχιών.  

 alpha_diversity.py -i rare_20-100/ -o alpha_rare/ -t rep_set_tree.tre -m 

observed_species,chao1,PD_whole_tree,ace,shannon,simpson,goods_coverag 

e,observed_otus,osd: Υπολογίζεται η ποικιλότητα με τη βοήθεια διάφορων 

δεικτών.  
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6.3 Ρετροπορείες   
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