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Περίλθψθ 

Το μικροβιακό πλαγκτόν εμφανίηει διακυμάνςεισ ωσ προσ τθ ςφνκεςθ και τθν αφκονία του ςε θμεριςια 

κλίμακα. Αυτζσ οι διακυμάνςεισ ςχετίηονται κυρίωσ με τθν ζνταςθ τθσ θλιακισ ακτινοβολίασ αλλά και τθ 

διακεςιμότθτα των κρεπτικϊν ςτοιχείων, και πικανϊσ είναι ιδιαίτερα ςθμαντικζσ ςτο περιβάλλον των 

υδατοκαλλιεργειϊν όπου κακθμερινά προςτίκενται μεγάλεσ ποςότθτεσ τζτοιων ςτοιχείων. Στθν παροφςα 

εργαςία γίνεται για πρϊτθ φορά μελζτθ τθσ θμεριςιασ μεταβλθτότθτασ των κφριων μικροβιακϊν 

πλαγκτονικϊν ομάδων (προκαρυϊτεσ, ευκαρυϊτεσ και ιοί) υπό τθν επίδραςθ υδατοκαλλιεργθτικισ 

δραςτθριότθτασ. Για τον ςκοπό αυτό, πραγματοποιικθκε ανάλυςθ metabarcoding (μετακωδικοποιθςθ) ςε 

πολλαπλά δείγματα νεροφ από περιβάλλον υδατοκαλλιεργειϊν (Αργολικόσ κόλποσ, Βουρλιάσ) που 

ςυλλζχκθκαν ςε τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (πρωί, μεςθμζρι, βράδυ). Ρροκειμζνου να ελεγχκεί θ 

επαναλθψιμότθτα των αποτελεςμάτων δειγματολθψία ζγινε επί τρεισ θμζρεσ ςτουσ τρεισ ςτακμοφσ: ζνασ 

ανεπθρζαςτοσ (control), ζνασ με ζναν κλωβό (one farm) και ζνασ με πολλοφσ κλωβοφσ (multiple farms). 

Ενιςχφκθκαν περιοχζσ των γονιδίων 16S και 18S rRNA και τθσ περιοχισ ITS για τθν ανίχνευςθ των 

βακτθρίων, ευκαρυωτϊν και μυκιτων αντίςτοιχα, και ζγινε προςπάκεια ενίςχυςθσ των ιικϊν γονιδίων DNA 

πολυμεράςθσ, g20, g23 και φωςφατάςθσ για τουσ ιοφσ. Με τα αποτελζςματα μασ φαίνεται πωσ με τθν 

αφξθςθ τθσ υδατοκαλλιεργθτικισ δραςτθριότθτασ θ ςφνκεςθ των κοινοτιτων προκαρυωτϊν 

διαφοροποιικθκε και ςυγκριμζνα, υπιρξαν ευκαιριακά ςτελζχθ που φάνθκε να «αντικακιςτοφν» ςτελζχθ 

που δεν είναι προςαρμοςμζνα ςε μεγάλεσ ςυγκεντρϊςεισ κρεπτικϊν κοντά ςτουσ κλωβοφσ. Επιπλζον, 

βρζκθκε θμεριςια μεταβλθτότθτα ςτουσ προκαρυϊτεσ που είναι προςκολλθμζνοι ςε ςωματίδια, κάτι που 

πικανά ςχετίηεται με τθν άμεςθ εξάρτθςι τουσ από ςωματιδιακι οργανικι φλθ. Το μεςο-ηωοπλαγκτόν και 

οι πικο- και νανο- αυτότροφοι και ετερότροφοι ευκαρυϊτεσ ςυμπεριλαμβανομζνων των μυκιτων 

επθρεαςτικαν από τθν υδατοκαλλιζργεια, ενϊ και θ θμζρα δειγματολθψίασ, δθλαδι περιβαλλοντικζσ 

παράμετροι που άλλαξαν κατά τθ διάρκεια τθσ δειγματολθψίασ (π.χ. θ κυκλοφορία του νεροφ, θ 

κερμοκραςία) επθρζαςαν τισ ευκαρυωτικζσ κοινότθτεσ. Θ θμεριςια μεταβλθτότθτα παρατθρικθκε ςε 

οριςμζνα ηωοπλαγκτονικά φφλα που είναι γνωςτά πωσ κάνουν κάκετθ θμεριςια μετανάςτευςθ και ζχουν 

μζγιςτθ ςυνειςφορά ςτα επιφανειακά νερά το βράδυ. Τα μικρά διάτομα βρζκθκαν να ςυνειςφζρουν 

λιγότερο ςτουσ ςτακμοφσ με υδατοκαλλιζργεια, ενϊ τα μικρά δινομαςτιγωτά ςυνειςζφεραν λιγότερο το 

βράδυ ςε όλουσ τουσ ςτακμοφσ. Τα αποτελζςματα χρειάηονται περαιτζρω διερεφνθςθ, ϊςτε να 

ανιχνευκοφν τυχόν διαφοροποιιςεισ ςε ειδικότερα ταξινομικά επίπεδα. Σε αυτιν τθν πρϊτθ μελζτθ των 

μυκιτων ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο βρζκθκε ζνα μεγάλο ποςοςτό αχαρακτιριςτων ειδϊν και μια ςυςχζτιςθ 

με τα ανόργανα και οργανικά κρεπτικά. Τζλοσ, οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν ενίςχυςθ των 

ιικϊν γονιδίων πικανϊσ δεν ιταν κατάλλθλοι για το περιβάλλον που μελετικθκε. 

 

Λζξεισ Κλειδιά: προκαρυϊτεσ, ευκαρυϊτεσ, μφκθτεσ, ιοί, θμεριςια μεταβλθτότθτα, υδατοκαλλιζργειεσ, DNA 

μετακωδικοποίθςθ 
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Summary 

Microbial plankton exhibits diel fluctuations in composition and abundance. These fluctuations are related 

to the light cycle as well as the availability of nutrients, and are probably particularly important in the 

aquaculture environment where large amounts of such nutrients are added daily. In the present work, for 

the first time, the daily variability of the main microbial planktonic groups is studied (prokaryotes, 

eukaryotes and viruses) under the influence of aquaculture activity. For this purpose, DNA metabarcoding 

analysis was performed on multiple water samples from an aquaculture environment (Argolikos Gulf, 

Vourlias) that were collected at three time points of the day (morning, noon, evening). To test the 

repeatability of the results, sampling was repeated for three days in each station: a non-impacted site 

(control), a site with one fish cage (one farm) and a site with many fish cages (multiple farms). Specific 

regions of the 16S and 18S rRNA genes and the ITS region were amplified for the detection of prokaryotes, 

eukaryotes and fungi, respectively, and an attempt was made to amplify the DNA polymerase, g20, g23 and 

phosphatase genes of viruses. Our results show that the increase in aquaculture activity lead to changes in 

the composition of prokaryotic communities. In particular, there may be opportunistic strains that "replace" 

strains that are not adapted to high concentrations of nutrients in areas where fish cages exist. In addition, 

diurnal variability was found in particle-attached prokaryotes, possibly related to their direct dependence on 

particulate organic matter. Meso-zooplankton and pico- and nano-autotrophic and heterotrophic 

eukaryotes, including fungi, were affected by aquaculture. Sampling day, i.e. environmental parameters that 

change from day to day like water circulation and temperature, significantly affected eukaryotic 

communities too. The diurnal variability was observed in several zooplankton phyla that are known to 

perform diel vertical migration, having maximum contribution to the surface waters at night. Small diatoms 

were found to contribute less to aquaculture stations, while small Dinoflagellata contributed less to all 

stations at night. Results need further investigation in order to detect any other difference at lower 

taxonomic levels. In this first study of fungal diversity in the Eastern Mediterranean, a large percentage of 

uncharacterized species was found along with an association with inorganic and organic nutrients. Finally, 

the primers used to amplify the viral genes may not have been suitable for the studied environment. 

 

 

Key words: prokaryotes, eukaryotes, fungi, viruses, diel variability, aquacultures, DNA metabarcoding 
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1.Ειςαγωγι 

1.1. Ειςαγωγι ςτο μικροβιακό πλαγκτόν 

Ο όροσ πλαγκτόν αναφζρεται ςε κάκε οργανιςμό που αναπτφςςεται ςε υδάτινο οικοςφςτθμα και 

μετακινείται παραςυρόμενοσ με τα ρεφματα, χωρίσ να ζχει ενεργι δυνατότθτα κίνθςθσ. Το 

πλαγκτόν περιλαμβάνει μικρζσ οντότθτεσ όπωσ είναι οι ιοί, μικροοργανιςμοφσ όπωσ είναι τα 

Βακτιρια και τα Ρρϊτιςτα αλλά και ανϊτερουσ οργανιςμοφσ όπωσ είναι οι μζδουςεσ και τα αυγά 

των ψαριϊν (Suthers and Rissik, 2009). Το καλάςςιο μικροβιακό πλαγκτόν αναφζρεται ςε 

οργανιςμοφσ που είναι πολφ μικροί για να γίνουν αντιλθπτοί με ευκρίνεια με το γυμνό μάτι 

(δθλαδι <0.1 χιλιοςτό) και περιλαμβάνει τόςο προκαρυϊτεσ όςο και ευκαρυϊτεσ. Το φάςμα 

μεγεκϊν που καλφπτεται με τον όρο «μικροβιακό πλαγκτόν» είναι ευρφ: ςφμφωνα με τουσ 

Sieburth et al. (1978), αναφερόμαςτε ςε φεμτο-πλακγτόν όταν πρόκειται για ιοφσ (<0.2 μm), ςε 

πικο-πλαγκτόν όταν πρόκειται για μικροοργανιςμοφσ 0.2-2 μm, ςε νανο-πλαγκτόν όταν πρόκειται 

για μικροοργανιςμοφσ 2-20 μm και ςε μικρο-πλαγκτόν όταν πρόκειται για μικροοργανιςμοφσ 20-

200 μm. Σε όλεσ αυτζσ τισ τάξεισ μεγζκουσ περιζχονται ιοί, αυτότροφοι και ετερότροφοι 

προκαρυϊτεσ αλλά και αυτότροφοι, μικτότροφοι και ετερότροφοι ευκαρυϊτεσ. Πλοι αυτοί οι 

οργανιςμοί αλλθλεπιδροφν μεταξφ τουσ αλλά και με το περιβάλλον και παίηουν κακοριςτικό ρόλο 

ςτθ ρφκμιςθ των ωκεάνιων και ατμοςφαιρικϊν βιογεωχθμικϊν κφκλων, για παράδειγμα μζςω τθσ 

ανοργανοποίθςθσ τθσ οργανικισ φλθσ από τα βακτιρια και μζςω τθσ απελευκζρωςθσ οξυγόνου 

ςτθν ατμόςφαιρα από τουσ φωτοςυνκετικοφσ   μικροοργανιςμοφσ. Επίςθσ, το μικροβιακό 

πλαγκτόν τροφοδοτεί τα ανϊτερα τροφικά επίπεδα ζωσ τα ψάρια και τα κθτϊδθ, και παίηει βαςικό 

ρόλο ςτθ ρφκμιςθ του κλίματοσ, για παράδειγμα μζςω τθσ παραγωγισ αερίων του κερμοκθπίου 

(Azam and Malfatti, 2007; Fenchel, 2008; Guinder et al., 2020). 

Οι αλλθλεπιδράςεισ των πλαγκτονικϊν κοινοτιτων μεταξφ τουσ και με το περιβάλλον 

φαίνονται ςχθματικά ςτθν Εικόνα 1.1. Ππωσ φαίνεται ςτθν εικόνα, ςθμαντικό ρόλο ςτο καλάςςιο 

περιβάλλον παίηουν τα ετερότροφα Βακτιρια και Αρχαία τα οποία είναι οι μόνοι οργανιςμοί που 

ζχουν πρόςβαςθ ςτθν ςωματιδιακι οργανικι φλθ (>0.45 μm), που ζχει παραγάγει το 

φυτοπλαγκτόν, κακϊσ επίςθσ και ςτα απεκκρίματα των ψαριϊν και του ηωοπλαγκτοφ. Με αυτόν 

τον τρόπο, τα Βακτιρια και Αρχαία ζχουν τθν ικανότθτα να ανακυκλϊνουν τθν οργανικι φλθ και 

να τθν μετατρζπουν ςε μορφζσ που είναι διακζςιμεσ εκ νζου από άλλουσ μικροοργανιςμοφσ. 

Λόγω αυτισ τθσ ανακφκλωςθσ, θ δράςθ των Βακτθρίων και Αρχαίων ςτο καλάςςιο τροφικό 

πλζγμα ζχει ονομαςτεί «μικροβιακόσ βρόχοσ» (Azam et al., 1983; Azam and Malfatti, 2007; 

Pomeroy, 2007). Θ μεταφορά βιομάηασ και ενζργειασ ςε ανϊτερα τροφικά επίπεδα ελζγχεται ςτθ 

ςυνζχεια από τθν κιρευςθ των Βακτθρίων και Αρχαίων από Ρρϊτιςτα και τθν μετζπειτα κιρευςθ 

των Ρρωτίςτων από το ηωοπλαγκτόν. Ππωσ φαίνεται ςτο αριςτερό μζροσ τθσ εικόνασ, ςε 

περίπτωςθ που θ ςωματιδιακι οργανικι φλθ δεν υδρολυκεί από μικροοργανιςμοφσ είναι πικανόν 

να διαφφγει/απομακρυνκεί ςε βακφτερα ςτρϊματα (μεςοπελαγικι και βακυπελαγικι ηϊνθ) και 

να καταλιξει ςτον πυκμζνα των καλαςςϊν. Θ απομάκρυνςθ τθσ οργανικισ φλθσ (εκτόσ από 

ρεφματα και δυνάμεισ ανάμειξθσ) εμπεριζχει επίςθσ τθν δράςθ μικροοργανιςμϊν κακϊσ πολλοί 
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από αυτοφσ προςκολλϊνται ςτθν φλθ δίνοντάσ τθσ μια πιο κολλϊδθ και πιο βαριά μορφι που 

κακιηάνει ευκολότερα προσ τον πυκμζνα. Αυτι θ διαδικαςία περιγράφεται και λίγο παρακάτω. 

  

 

    Εικόνα 1.1. Οι αλλθλεπιδράςεισ των πλαγκτονικϊν κοινοτιτων μεταξφ τουσ και με το περιβάλλον (από Azam and 

Malfatti, 2007). 

 

Σθμαντικζσ οικολογικζσ πλθροφορίεσ απορρζουν από το μζγεκοσ των κυττάρων του πλαγκτοφ 

(Peters, 1983) που ςχετίηονται με τθ δράςθ των μικροοργανιςμϊν όπωσ περιγράφθκε εν ςυντομία 

παραπάνω. Για παράδειγμα, θ κατάςταςθ του οικοςυςτιματοσ, οι ςχζςεισ ανάμεςα ςε κθρευτζσ 

και κθράματα και θ απόδοςθ τθσ απομάκρυνςθσ άνκρακα ςτθ μεςοπελαγικι και βακυπελαγικι 

ηϊνθ ςχετίηονται με τα μεγζκθ των κυττάρων.  Ζτςι, πολφ ςυχνά το μζγεκοσ του πλαγκτοφ 

χρθςιμοποιείται ωσ ζνα πρϊτο βιμα ςτθν ταξινόμθςθ και μελζτθ των μικροοργανιςμϊν. 

Το πλαγκτόν περιλαμβάνει τισ εξισ τάξεισ μεγζκουσ: 1) το μεςο-πλαγκτόν (0,2–20 mm) που 

περιλαμβάνει κυρίωσ Κωπιποδα, Κλαδοκεραιωτά και προνφμφεσ πολλϊν βενκικϊν οργανιςμϊν, 

2) το μικρο-πλαγκτόν (20–200 μm) που περιλαμβάνει από τθν μια πλευρά το λεγόμενο «μεγάλο» 

φυτοπλαγκτόν δθλαδι  Διάτομα (είτε ςε μεμονωμζνα κφτταρα είτε ωσ αλυςίδεσ), Δινομαςτιγωτά 

και Βλεφαριδωτά με ικανότθτα φωτοςφνκεςθσ, Τρθματοφόρα και Ακτινόηωα και από τθν άλλθ 

πλευρά ετερότροφουσ μικροοργανιςμοφσ όπωσ Δινομαςτιγωτά και Βλεφαριδωτά, 3) το νανο-

πλαγκτόν (2–20 µm) που επίςθσ περιλαμβάνει  αυτότροφα και ετερότροφα κφτταρα (κυρίωσ 

Διάτομα, Μαςτιγωτά, μικρά Βλεφαριδωτά και Κοκκολικοφόρα και Μφκθτεσ), 4) το πικο-πλαγκτόν 
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(0,2–2 μm) που περιλαμβάνει ωσ επί το πλείςτον Βακτιρια και Αρχαία και λίγα Μαςτιγωτά, και 

τζλοσ 4) το φεμτο-πλαγκτόν  (<0,2 μm) που περιλαμβάνει τουσ καλάςςιουσ ιοφσ. Ππωσ γίνεται 

αντιλθπτό, οι κατθγορίεσ μεγεκϊν που αναφζρκθκαν παραπάνω δεν αντικατοπτρίηουν 

ςυγκεκριμζνεσ ταξινομικζσ ομάδεσ οφτε φυλογενετικά οφτε μεταβολικά. Ρράγματι, για 

παράδειγμα το μικρο-πλαγκτόν μπορεί να περιλαμβάνει αυτότροφα κφτταρα, ετερότροφα και 

μικτότροφα, ενϊ το πικο-πλαγκτόν μπορεί να περιλαμβάνει προκαρυϊτεσ και ευκαρυϊτεσ και 

ςπανιότερα ακόμα και μερικοφσ μεγάλουσ ιοφσ. Επίςθσ, είναι γνωςτό πωσ διάφορα 

φυτοπλαγκτονικά κφτταρα μπορεί να διατθροφν εκατοντάδεσ άλλα μικρότερα κφτταρα 

«κολλθμζνα» πάνω τουσ. Θ ςτενι αυτι ςχζςθ μπορεί να είναι ςυμβιωτικι (Suthers and Rissik, 

2009), (όπωσ για παράδειγμα θ ςχζςθ ανάμεςα ςε αηωτοδεςμευτικά κυανοβακτιρια και 

κοκκολικοφόρα (Not et al., 2016),  παραςιτικι (όπωσ για παράδειγμα ανάμεςα ςε μφκθτεσ και 

άλλα ευκαρυωτικά ςτελζχθ) ι ακόμα και ςχζςθ ςυςςιτιςμοφ όπου το πρόςθμο τθσ ςφνδεςθσ των 

δφο κυττάρων είναι ουδζτερο (οφτε ευνοεί οφτε δυςχεραίνει τθν ανάπτυξθ κάποιου από τα δυο). 

Θ ςτενι ςχζςθ μπορεί επίςθσ να υποδθλϊνει ανάπτυξθ των μικρότερων κυττάρων επάνω ςτο 

μεγαλφτερο κφτταρο που λειτουργεί ςαν μια ευνοϊκι επιφάνεια ανάπτυξθσ. Το ςυςςωμάτωμα που 

δθμιουργείται από τουσ προςκολλθμζνουσ μικροφσ και μεγάλουσ μικροοργανιςμοφσ (είτε 

ενεργοφσ είτε ανενεργοφσ) και τα απεκκρίματα τουσ ςυχνά αναφζρεται ωσ «marine snow» ι το 

«χιόνι τθσ κάλαςςασ». 

Τζτοια ςυςςωματϊματα αλλά και οι προθγοφμενεσ περιπτϊςεισ (ςυμβίωςθ, παραςιτιςμόσ) 

αποδεικνφουν τθν ανάγκθ μελζτθσ όλων των ταξινομικϊν ομάδων ςε όλεσ τισ τάξεισ μεγζκουσ. Για 

να γίνει αυτι θ ανάγκθ αντιλθπτι αξίηει να αναφερκεί το εξισ αξιοςθμείωτο: ζνα τεράςτιο 

ποςοςτό Βακτθρίων βρίςκεται προςκολλθμζνο ςε άλλουσ οργανιςμοφσ και ςυςςωματϊματα 

(Lopez-Perez et al., 2016),  ςυνεπϊσ  δεν αρκεί θ μελζτθ τουσ μόνο ςτο πικο-πλαγκτονικό εφροσ 

μεγζκουσ. 

H λειτουργία των καλάςςιων πλαγκτονικϊν μυκιτων ςτα καλάςςια οικοςυςτιματα 

αναγνωρίςτθκε πρόςφατα (Gao et al., 2010; Wang et al., 2014; Taylor και Cunliffe, 2016) και ζτςι οι 

μφκθτεσ κεωροφνται ςε μεγάλο βακμό υπομελετθμζνοι (Wang et al., 2018). Σε κάκε περίπτωςθ 

είναι γνωςτό πωσ οι μφκθτεσ αποδομοφν τθν οργανικι φλθ που ζχει παραχκεί από το 

φυτοπλαγκτόν ι φλθ που βρίςκεται ςε αποςφνκεςθ (ςαπροφαγία) ενϊ επίςθσ απορροφοφν τον 

διαλυμζνο οργανικό άνκρακα με αξιοςθμείωτθ ςυμβολι ςτθ δευτερογενι παραγωγι ςτα 

παράκτια καλάςςια οικοςυςτιματα (Gao et al., 2010; Gutiérrez et al., 2011). Ωςτόςο, αυτοί οι 

οικολογικοί ρόλοι προτείνονται κυρίωσ με βάςθ τθ ςφγκριςθ με τουσ ομολόγουσ τουσ ςτα χερςαία 

και γλυκά υδάτινα οικοςυςτιματα (Richards et al., 2012; Taylor και Cunliffe, 2016). 

Σιμερα υπάρχουν μελζτεσ γφρω από τθν εποχιακι και άλλθ χρονικι μεταβλθτότθτα των 

μυκιτων ςε μερικά καλάςςια ςυςτιματα, κυρίωσ ςτθν παράκτια ηϊνθ (τόςο ςε ιηιματα όςο και 

ςτθ ςτιλθ του νεροφ). Θ ανάπτυξι τουσ ςτο νερό κεωρείται πικανά περιοριςμζνθ λόγω τθσ 

ανάγκθσ τουσ για υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ κρεπτικϊν και για προςκόλλθςθ ςτο υπόςτρωμα. Και οι 

μφκθτεσ, όπωσ και τα βακτιρια που είναι προςκολλθμζνα ςε ςωματίδια είναι ζνα τυπικό 
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παράδειγμα ανάγκθσ μελζτθσ αυτϊν των οργανιςμϊν ςε όλα τα εφρθ μεγζκουσ, κακϊσ 

ςυνθκίηουν να παραςιτοφν/ςυμβιϊνουν με μεγαλφτερουσ ι μικρότερουσ οργανιςμοφσ. 

 

1.2. Μζκοδοι μελζτθσ του μικροβιακοφ πλαγκτοφ 

Θ επιλογι τθσ μεκόδου ςε μια μελζτθ του μικροβιακοφ πλαγκτοφ εξαρτάται κατά βάςθ από το 

επιςτθμονικό ερϊτθμα, όμωσ και θ χρονικι περίοδοσ (ιςτορικά) που τζκθκε και απαντικθκε αυτό 

το ερϊτθμα ζχουν κακορίςει τθν μζκοδο. Ζτςι λοιπόν, οι επιλογζσ ζχουν κυμανκεί από 

παρατθριςεισ με μικροςκόπιο ςε μεμονωμζνα δείγματα ζωσ ζρευνεσ μεγάλθσ κλίμακασ, 

χρθςιμοποιϊντασ ςυνεχείσ καταγραφείσ πλαγκτοφ και ποςοτικι δορυφορικι τθλεπιςκόπθςθ. Στισ 

μζρεσ μασ παρατθρείται μια προςπάκεια να μελετθκεί το πλαγκτόν ςε λειτουργικζσ ομάδεσ (π.χ. 

φυτοπλαγκτόν, παράςιτα, φωτοετερότροφα βακτιρια), που όμωσ προχποκζτει τον εντοπιςμό και 

διαχωριςμό αυτϊν των ομάδων από το ςφνολο του πλαγκτοφ (που ςυνοδεφεται από τισ δυςκολίεσ 

που αναφζρκθκαν πιο πάνω ςχετικά με τα μεγζκθ). Μια επιπλζον αλλαγι τθσ ςφγχρονθσ εποχισ 

ςε ςχζςθ με τα προθγοφμενα περίπου 25 χρόνια είναι θ ανάγκθ μελζτθσ του μικροβιακοφ 

πλαγκτοφ ςτο κατά το δυνατόν πιο εξειδικευμζνο ταξινομικό επίπεδο με χριςθ μοριακϊν 

τεχνικϊν. 

Γενικότερα, θ χριςθ τθσ θλεκτρονικισ μικροςκοπίασ, τθσ μικροςκοπίασ φκοριςμοφ και τθσ 

κυτταρομετρίασ ροισ ζχουν οδθγιςει ςτθν ανακάλυψθ και περαιτζρω διερεφνθςθ των 

μικρότερων κυττάρων και των ιϊν. Επιπλζον, οι μοριακζσ τεχνικζσ επιτρζπουν πλζον τθν μελζτθ 

τθσ ςφνκεςθσ των κοινοτιτων ακόμθ και κάτω από το επίπεδο του είδουσ (Bratbak et al., 2011). 

Επιπλζον ςτθν περίπτωςθ  τθσ θμεριςιασ μεταβλθτότθτασ, αυτι ζχει μελετθκεί τόςο με 

κλαςςικζσ μεκόδουσ, όπωσ είναι για παράδειγμα το μικροςκόπιο για μετριςεισ αφκονίασ και τα 

πειράματα κινθτικισ για μετριςεισ παραγωγικότθτασ (για παράδειγμα: Ghiglione et al., 2007; 

Bratbak et al., 2011), αλλά και με μοριακά εργαλεία, όπωσ είναι θ ανάλυςθ του μεταγονιδιϊματοσ 

και του μεταγραφϊματοσ (για παράδειγμα: Aylward et al., 2015; De Corte et al., 2018,  ; Becker et 

al., 2020 π.χ.).  

Τρζχουςεσ μελζτεσ DNA μετακωδικοποίθςθσ που ςτοχεφουν ςτον χαρακτθριςμό των 

μικροβιακϊν κοινοτιτων βαςίηονται ςτθν ενίςχυςθ και τον προςδιοριςμό  τθσ αλλθλουχίασ 

ςχετικά μικρϊν περιοχϊν του γονιδιϊματοσ, οι οποίεσ βρίςκοναι ςε όλουσ τουσ οργανιςμοφσ που 

μελετϊνται και ζχουν επαρκι ανάγνωςθ αλλθλουχίασ. Επιπλζον περιλαμβάνουν ςυντθρθμζνεσ 

περιοχζσ (με βραδφ ρυκμό αλλαγισ)Πςον αφορά τουσ προκαρυϊτεσ, από τα τζλθ τθσ δεκαετίασ 

του 1980 χρθςιμοποιοφνται βιβλιοκικεσ κλϊνων ενιςχυμζνων με PCR που ςτοχεφουν τα γονίδια 

16S rRNA τθσ μικρισ υπομονάδασ (SSU) - χωρίσ τθ μεςολάβθςθ καλλιζργειασ. Θ αλλθλοφχθςθ 

αυτϊν των γονιδίων ζχει χρθςιμεφςει ςτθ μελζτθ τθσ ποικιλομορφίασ και ςφνκεςθσ φυςικϊν 

κοινοτιτων Βακτθρίων και Αρχαίων και ςτθν αποςαφινιςθ οικολογικϊν προτφπων χωρικισ και 

χρονικισ ποικιλότθτασ (για παράδειγμα: Koid et al., 2012; Banerji et al., 2018). Για τθν ταξινομικι 

ταυτοποίθςθ των ευκαρυωτϊν, το γονίδιο τθσ μικρισ υπομονάδασ 18S rRNA (18S) είναι από τουσ 
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πιο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενουσ δείκτεσ, μαηί με το μιτοχονδριακό γονίδιο τθσ υπομονάδασ 1 τθσ 

κυτοχρωμικισ οξειδάςθσ (COI) (για παράδειγμα: Banerji et al., 2018; Gong and Marchetti, 2019; 

Loos and Nijland, 2020). Για τθν ταυτοποίθςθ των μυκιτων ιδιαίτερα, θ περιοχι ITS ςτο οπερόνιο 

του ριβοςωμικοφ RNA (rRNA), που περιλαμβάνει τισ ITS1, 5.8S και ITS2 περιοχζσ, ζχει γίνει 

αποδεκτι ωσ ο επίςθμοσ γραμμοκϊδικασ (barcode) μυκιτων (για παράδειγμα: Blaalid et al., 2013; 

Vangronsveld and Colpaert, 2014; Heeger et al., 2018). Ωςτόςο, οι πλαγκτονικζσ κοινότθτεσ των 

μυκιτων μποροφν να ανακτθκοφν και με τθ χριςθ του γονιδίου τθσ μικρισ υπομονάδασ 18S rRNA 

(Wang et al., 2018; 2019) με πικανά διαφορετικά αποτελζςματα ςτθν ταξινομικι ευκρίνεια. 

Θ ποικιλότθτα και μεταβλθτότθτα των ιικϊν κοινοτιτων ςε φυςικά περιβάλλοντα δεν είναι 

τόςο καλά μελετθμζνθ. Αυτό οφείλεται εν μζρει ςτθν ζλλειψθ κακολικϊν φυλογενετικϊν δεικτϊν 

για ιοφσ κακϊσ και ςτθ ςχετικά πρόςφατθ ανάπτυξθ μεκόδων ανεξάρτθτων από καλλιζργεια για 

τθ διερεφνθςθ τθσ ιικισ ποικιλομορφίασ ςτο περιβάλλον (Aylward et al., 2017). Ραρά τθ γενικι 

ζλλειψθ κακολικϊν δεικτϊν, οριςμζνα γονίδια φαίνεται να διατθροφνται μεταξφ ςυγκεκριμζνων 

ομάδων. Τζτοια γονίδια είναι αυτό τθσ DNA πολυμεράςθσ (DNA pol) ςε ιοφσ που μοιάηουν με Τ7, 

δομικά γονίδια όπωσ τα g20 και g23 ςε κυανομυο-ιοφσ, και γονίδια που ςχετίηονται με τθν 

φωτοςφνκεςθ (π.χ. psbA) ςε κυανο-ιοφσ (Chen et al., 2009; Hou et al., 2018). 

 

1.3. Χρονικζσ διακυμάνςεισ των μικροβιακϊν πλαγκτονικϊν κοινοτιτων 

Θ καλάςςια μικροβιακι ποικιλότθτα αποτελεί ςθμαντικό παράγοντα εκτίμθςθσ των υδρολογικϊν 

και κλιματικϊν ςυνκθκϊν ςε ποικίλα περιβάλλοντα, τα οποία μπορεί να διαφοροποιοφνται τόςο 

ςε χρονικι όςο και ςε χωρικι κλίμακα.  Θ χρθςιμότθτα τθσ ωσ δείκτθσ ευκφνεται ςτο ότι οι 

καλάςςιοι μικροοργανιςμοί ζχουν μικρό μζγεκοσ, μικρό κφκλο ηωισ και ςτο ότι μεταφζρονται ςτθ 

ςτιλθ του νεροφ πακθτικά. Συγκεκριμζνα οι πλαγκτονικζσ μικροβιακζσ κοινότθτεσ κακορίηουν τθν 

ροι άνκρακα και ενζργειασ προσ το βενκικό ςφςτθμα, και άρα θ γνϊςθ τθσ ςφνκεςθσ και 

λειτουργίασ τουσ είναι μεγάλθσ ςθμαςίασ για τθν λειτουργία των ωκεανϊν γενικότερα. Ραρά τθ 

δεδομζνθ ςθμαςία τουσ όμωσ, θ δυναμικι των πλαγκτονικϊν μικροβιακϊν κοινοτιτων ζχει 

μελετθκεί ςε μζτριο βακμό ςυνυπολογίηοντασ ζναν ςθμαντικό παράγοντα: τθν διαρκι 

μεταβλθτότθτα τουσ. Ρράγματι, διάφορα οικολογικά χαρακτθριςτικά των μικροοργανιςμϊν 

μεταβάλλονται, όπωσ για παράδειγμα οι απαιτιςεισ τουσ ςε πόρουσ, ο τρόποσ παραγωγισ 

ενζργειασ, το μζγεκοσ, θ μορφολογία τουσ ακόμα και θ κινθτικότθτα τουσ ι θ παραγωγι τοξινϊν 

(Guinder et al., 2020). Συνολικά λοιπόν, θ ςφνκεςθ, θ αφκονία, θ παραγωγικότθτα και άλλα 

βιολογικά χαρακτθριςτικά των μικροβιακϊν πλαγκτονικϊν κοινοτιτων μεταβάλλονται με τον 

χϊρο, αλλά και τον χρόνο. 

Πςον αφορά τισ χρονικζσ διακυμάνςεισ, αυτζσ μπορεί να είναι εποχιακζσ και θμεριςιεσ, 

όμωσ ζχουν εντοπιςτεί και ςε μικρότερθ χρονικι κλίμακα, όπωσ κατά τθ διάρκεια μιασ θμζρασ κάτι 

που φαίνεται να ςχετίηεται με το ότι αποκρίνονται γριγορα ςε περιβαλλοντικζσ μεταβολζσ. Τα 

θμεριςια μοτίβα κακοδθγοφνται κυρίωσ από τον θμεριςιο κφκλο φωτόσ, αλλά και από τθ 
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διακεςιμότθτα των κρεπτικϊν. Σιμερα γνωρίηουμε πωσ δεν υπάρχουν κακολικά θμεριςια μοτίβα 

για όλουσ τουσ μικροοργανιςμοφσ ςε όλα τα περιβάλλοντα. Από τισ πιο ςθμαντικζσ παραμζτρουσ 

που κακορίηουν τα μοτίβα πάντωσ είναι θ ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροφφλλθσ, θ κερμοκραςία, θ 

ζνταςθ και το μικοσ κφματοσ τθσ θλιακισ ακτινοβολίασ, θ διάρκεια τθσ θμζρασ  αλλά και θ 

παρουςία άλλων οργανιςμϊν (κυρίωσ κθραμάτων, κθρευτϊν, ιϊν). 

Στθν θμεριςια κλίμακα, το βαςικότερο ςτοιχείο που μεταβάλλεται είναι θ ζνταςθ τθσ 

ακτινοβολίασ που με τθ ςειρά τθσ προκαλεί μεταβολζσ ςτον μεταβολιςμό των κυττάρων, τθν 

ζκφραςθ γονιδίων, τθν περιεκτικότθτα ςε φωτοςυνκετικζσ χρωςτικζσ (Becker et al., 2020) και 

ακόμα και τθν απορρόφθςθ ςτοιχείων (π.χ. μζταλλα και άλλα κρεπτικά). Ραρόμοιεσ μεταβολζσ 

δεν ςυμβαίνουν μόνο ςτουσ φωτοςυνκετικοφσ οργανιςμοφσ. Για παράδειγμα, ςτισ βαςικότερεσ και 

πιο μελετθμζνεσ μεταβολζσ κατά τον θμεριςιο κφκλο φωτόσ ςυγκαταλζγεται θ λεγόμενθ 

«θμεριςια κάκετθ μετανάςτευςθ του μεςο-ηωοπλαγκοφ» (ι DVM: diel vertical migration) με 

ςθμαντικζσ επιπτϊςεισ ςτθν ροι των κρεπτικϊν (N, P, Fe και άλλων, Davis et al., 2019).  Επιπλζον, 

και το μικρο-πλαγκτόν (βαςικό κιραμα για το μεςο-ηωοπλαγκτόν) ακολουκεί θμεριςια 

μεταβλθτότθτα (Arias et al., 2020), ενϊ είναι χαρακτθριςτικό το εφρθμα των Ghiglione et al. (2007) 

για τθν ζντονθ θμεριςια μεταβλθτότθτα ςτα βακτιρια που είναι προςκολλθμζνα ςε ςωματίδια με 

ςθμαντικι αφξθςθ παραγωγισ τθ νφχτα (ςε αντίκεςθ με τα ελεφκερα βακτιρια), ςφγχρονθ με 

μεταβλθτότθτα τθσ ποικιλότθτάσ τουσ. 

Μια καλι κατανόθςθ τθσ θμεριςιασ μεταβλθτότθτασ του μικροβιακοφ πλαγκτοφ (είτε 

πρόκειται για άμεςεσ επιδράςεισ του φωτόσ ςτθν πρωτογενι παραγωγικότθτα είτε για ζμμεςεσ 

επιδράςεισ ςτθν κυτταρικι φυςιολογία) είναι προαπαιτοφμενο για τθν κατανόθςθ τθσ 

μεταβλθτότθτασ που παρατθρείται ςε μεγαλφτερθ κλίμακα: δθλαδι, μοτίβων ςε εποχιακι και 

ετιςια κλίμακα (Binder and DuRand, 2002). Κακϊσ θ βιβλιογραφία παρουςιάηει μεγάλθ ποικιλία 

ςτουσ μικροοργανιςμοφσ υπό μελζτθ, το οικολογικό χαρακτθριςτικό υπό μελζτθ (π.χ. αφκονία, 

παραγωγικότθτα, μεταβολιςμόσ κ.τ.λ.) αλλά και τα εργαλεία που χρθςιμοποιικθκαν, θ ανάπτυξθ 

των βιβλιογραφικϊν δεδομζνων κα γίνει παρακάτω ςε υπο-κεφάλαια. 

 

1.3.1. Μεταβλθτότθτα ςτουσ Προκαρυϊτεσ 

Θ ςυνολικι θμεριςια μικροβιακι μεταβλθτότθτα κεωρείται πωσ κακοδθγείται κατά κφριο λόγο 

από τα μικρότερα πλαγκτονικά κφτταρα, ακριβϊσ γιατί αυτά τα κφτταρα (δθλαδι τα ετερότροφα 

και αυτότροφα βακτιρια) ζχουν τεράςτια αφκονία και βιομάηα (Binder and DuRand, 2002). Οι 

ίδιοι επιςτιμονεσ παρατιρθςαν πωσ θ αφκονία των αυτότροφων και ετερότροφων βακτθρίων 

(μαηί με τθν αφκονία των <3 μm αυτότροφων πικο-ευκαρυωτικϊν κυττάρων) είχε τθν υψθλότερθ 

τιμι ςτο δεφτερο μιςό τθσ θμζρασ και κατά τθ νφχτα. Σε μια ςυγκριτικι αναςκόπθςθ για τθν 

θμεριςια μεταβλθτότθτα των κυανοβακτθρίων Synechococcus και Prochlorococcus, οι Binder and 

DuRand (2002) παρατιρθςαν πωσ το πρϊτο γζνοσ ζφταςε τθν υψθλότερθ αφκονία πριν το 

δεφτερο και αυτό ςυνζβαινε το απόγευμα ι τθ νφχτα ςε νερά του Ειρθνικοφ Ωκεανοφ. Ραρομοίωσ, 

ςτθν παλαιότερθ εργαςία των Vaulot and Marie (1999), βρζκθκε πωσ κφτταρα Synechococcus 
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διαιροφνταν περίπου δφο ϊρεσ πριν από τα κφτταρα Prochlorococcus. Επίςθσ, από τθν μελζτθ των 

Tsai et al. (2005) προζκυψε πωσ μόνο για το γζνοσ Synechococcus, με τθν αφκονία του να φτάνει 

μζγιςτεσ τιμζσ τθ νφχτα. Και το γζνοσ Prochlorococcus φάνθκε να ακολουκεί θμεριςιο μοτίβο 

πρόςλθψθσ του αμινοξζοσ μεκειονίνθ και ςε καλλιζργειεσ, με τθν μζγιςτθ απορρόφθςθ τθ νφχτα 

που ακολουκοφνταν από γριγορθ πρωτεϊνοςφνκεςθ και κυτταρικι διαίρεςθ (Mary et al., 2008). 

Οι δφο τελευταίεσ ζρευνεσ (Tsai et al., 2005; Mary et al., 2008) ςχολίαςαν το γεγονόσ πωσ θ 

διαφορετικι πρόςλθψθ των κρεπτικϊν ςτον θμεριςιο κφκλο οδθγοφςε ςε ανταγωνιςμό ανάμεςα 

ςτα ςτελζχθ των  κυανοβακτθρίων. Σε μια άλλθ μελζτθ για τον ανταγωνιςμό των βακτθρίων για 

περιοριςτικά κρεπτικά κατά τον θμεριςιο κφκλο φάνθκε πωσ το ςφνολο των βακτθρίων 

παρουςιάηει μζγιςτθ κυτταρικι διαίρεςθ το βράδυ και επακόλουκθ μζγιςτθ αφκονία το πρωί 

χωρίσ να υπάρχει περιοριςμόσ από το διακζςιμο άηωτο και φϊςφορο. Αντικζτωσ, το μεςθμζρι ο 

περιοριςμόσ φάνθκε να είναι και από τα δφο κρεπτικά πικανόν λόγω ανταγωνιςμοφ με το 

φυτοπλαγκτόν (Kuipers et al. 2000). Στθν Βόρεια κάλαςςα, οι Bratbak et al. (2011) περιζγραψαν 

δφο χρονικζσ ςτιγμζσ κατά το εικοςιτετράωρο όπου οι αφκονίεσ των βακτθρίων (και των ιϊν και 

των πικοπλαγκτονικϊν κυττάρων) ιταν μζγιςτεσ: το μεςθμζρι και αργά τθ νφχτα, γεγονόσ που 

υποδεικνφει πωσ θ θμεριςια μεταβλθτότθτα των μικροβιακϊν ομάδων δεν ρυκμίηεται μόνο από 

τθν θλιακι ακτινοβολία, αλλά και από τθν κιρευςθ, τθν ιικι αποδόμθςθ και τθν 

φωτοπαρεμπόδιςθ. 

Σε πιο πρόςφατεσ μελζτεσ που βαςίςτθκαν ςε μεταγονιδιωματικι και 

μεταμεταγραφωματικι προςζγγιςθ φάνθκε πωσ θ βακτθριακι κοινότθτα είχε υψθλότερθ 

ποικιλότθτα τθν νφχτα (Gilbert et al., 2010). Ρράγματι, τόςο θ ποικιλότθτα τθσ κοινότθτασ (όπωσ 

αυτι εκτιμικθκε από τθν αλλθλοφχθςθ του 16S rRNA) όςο και θ λειτουργικι ποικιλότθτα (όπωσ 

αυτι εκτιμικθκε από τθν αλλθλοφχθςθ του μεταγραφϊματοσ) ιταν υψθλότερθ τθ νφχτα, με το 

μοτίβο να επαναλαμβάνεται ςε διάφορεσ εποχζσ. Σε αυτιν τθν μελζτθ αξίηει να ςθμειωκεί πωσ  το 

αποτζλεςμα προζκυψε από δείγματα που ελιφκθςαν μόνο το πρωί και το βράδυ ςτο κανάλι τθσ 

Μάγχθσ (Gilbert et al., 2010) οπότε δεν υπάρχει πλθροφορία για τισ υπόλοιπεσ ϊρεσ τθσ θμζρασ. 

Ραρόμοιο αποτζλεςμα περιγράφεται και ςτθν εργαςία των Ghiglione et al. (2007) όπου θ ομάδα 

των βακτθρίων που είναι προςκολλθμζνθ ςε ςωματίδια ιταν πιο ενεργι τθ νφχτα – παρότι 

λιγότερο άφκονθ και λιγότερο ποικιλόμορφθ – ςυγκεκριμζνα κάτω από μεςοτροφικζσ ςυνκικεσ. 

Το αποτζλεςμα αυτό είναι από τα λίγα που αφοροφν τθν Μεςόγειο κάλαςςα (βορειοδυτικά, 

ςτακμόσ DYFAMED), κακϊσ οι περιςςότερεσ αντίςτοιχεσ εργαςίεσ ζχουν γίνει ςτον Ειρθνικό 

Ωκεανό. Κάτω από ολιγοτροφικζσ ςυνκικεσ (Λοφνιοσ μινασ), το θμεριςιο μοτίβο ιταν λιγότερο 

ιςχυρό, και μόνο ςε μεγαλφτερο βάκοσ παρατθρικθκε αυξθμζνθ ςυνειςφορά των βακτθρίων 

προςκολλθμζνων ςε ςωματίδια ςτθν ςυνολικι βακτθριακι παραγωγικότθτα τθν θμζρα. 

Σε μια άλλθ μελζτθ ςτθν βορειοδυτικι Μεςόγειο (Blanes Bay Microbial Observatory) 

βρζκθκε μζγιςτθ βακτθριακι αφκονία, παραγωγικότθτα και ποςοςτό ενεργϊν κυττάρων τθ νφχτα 

(Ruiz-Gonzalez et al., 2012). Σε αυτιν τθν περίπτωςθ θ δειγματολθψία ζγινε Φεβρουάριο-Μάρτιο. 

Αυτι θ ενδιαφζρουςα μελζτθ τόνιςε εκτόσ των άλλων τθν ςθμαςία των καιρικϊν φαινομζνων ςτθν 

παρατιρθςθ των θμεριςιων μοτίβων κακϊσ ζντονα καιρικά φαινόμενα ανάμεςα ςτισ 
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δειγματολθψίεσ εμπόδιςαν τθν επαναλθψιμότθτα των αποτελεςμάτων. Ριο ςυγκεκριμζνα, οι Ruiz-

Gonzalez et al. (2012) παρουςίαςαν μια αφξθςθ ςτθν ενεργότθτα των ςτελεχϊν Pelagibacter και 

Roseobacter και των Gammaproteobacteria τθν νφχτα, ενϊ και το ςτζλεχοσ Synechococcus 

ενεργοποίθςε τθν ετερότροφθ δράςθ του τθ νφχτα. Στο ςφνολο των βακτθρίων, βρζκθκε πωσ θ 

ςυνειςφορά των Alphaproteobacteria Roseobacter και Pelagibacter ιταν χαμθλότερθ το μεςθμζρι, 

ενϊ των Gammaproteobacteria και Bacteroidetes ιταν υψθλότερθ το μεςθμζρι. 

Θ θμεριςια μεταβλθτότθτα ζχει μελετθκεί και ςε πιο ςπάνιεσ βακτθριακζσ ομάδεσ, όπωσ 

είναι τα φωτοετερότροφα βακτιρια. Τα εν λόγω βακτιρια χρθςιμοποιοφν τθν θλιακι ακτινοβολία 

μζςω τθσ βακτθριοχλωροφφλλθσ για να διαςπάςουν οργανικζσ ενϊςεισ. Σε μια εργαςία βρζκθκε 

πωσ θ ςυγκζντρωςθ τθσ βακτθριοχλωροφφλλθσ ιταν υψθλότερθ τισ ϊρεσ τθσ θμζρασ που δεν είχε 

φωσ, κακϊσ διαπιςτϊκθκε ςε πειράματα πωσ θ ςφνκεςθ τθσ χρωςτικισ αυτισ παρεμποδίηεται από 

το φωσ (Koblizek et al., 2005). 

Σε γενικζσ γραμμζσ ζχουν παρατθρθκεί διάφορα θμεριςια μοτίβα ςε διαφορετικζσ 

περιοχζσ αλλά και ςε διαφορετικά βάκθ, κακϊσ θ αλλαγι ςτισ ςυνκικεσ φωτόσ επθρεάηει το 

μικροβιακό πλαγκτόν. Χαρακτθριςτικό παράδειγμα είναι θ πρόςφατθ εργαςία των Vilsova et al. 

(2018) που ανζλυςαν το ςυνολικό μικροβιακό μεταμεταγράφωμα ανά τετράωρο ςε διαφορετικά 

βάκθ ςε μια περιοχι του ολιγοτροφικοφ Ειρθνικοφ Ωκεανοφ. Οι ςυγγραφείσ βρικαν πωσ ςτα υπο-

επιφανειακά νερά (κάτω από τα 25 μζτρα) θ θμεριςια μεταβλθτότθτα ςτο μεταγράφωμα των πιο 

διαδεδομζνων ετερότροφων Βακτθρίων και Αρχαίων ιταν ανφπαρκτθ. Αντικζτωσ, ςτα 

επιφανειακά νερά κάποια ςτελζχθ παρουςίαςαν θμεριςια μοτίβα ενϊ άλλα όχι. Για παράδειγμα, 

μεταγραφϊματα του ςτελζχουσ Pelagibacter (SAR11) που κωδικοποιοφν πρωτεΐνεσ για τον 

διπλαςιαςμό των κυττάρων παρουςίαςαν μζγιςτθ αφκονία τθ νφχτα, ενϊ μεταγραφϊματα του 

ςτελζχουσ SAR116 που κωδικοποιοφν πρωτεΐνεσ για τθν αναπνοι και τον μεταβολιςμό του αηϊτου 

παρουςίαςαν μζγιςτεσ αφκονίεσ το πρωί.  

Από μια άλλθ οπτικι, θ θμεριςια μεταβλθτότθτα των βακτθρίων ςχετίηεται με τθν 

ποιότθτα και τθν ποςότθτα του διακζςιμου οργανικοφ υλικοφ (DOM: dissolved organic matter). Τα 

βακτιρια είναι ικανά να προςλάβουν το DOM που μπορεί να προζρχεται είτε από τθν 

φωτοςφνκεςθ είτε από τθν κιρευςθ. Συνεπϊσ, αν ςε ζνα περιβάλλον τα βακτιρια ζχουν ςτενι 

ςχζςθ με το DOM του φυτοπλαγκτοφ, τότε αναμζνεται να ακολουκοφν ζναν κφκλο 

παραγωγικότθτασ με μζγιςτεσ τιμζσ το μεςθμζρι και απόγευμα. Αντικζτωσ, αν ςτο περιβάλλον τα 

βακτιρια ζχουν ςτενι ςχζςθ με το DOM τθσ κιρευςθσ ι το DOM άλλων (εξωγενϊν) πθγϊν 

οργανικισ φλθσ, τότε αναμζνεται να ακολουκοφν ζναν κφκλο παραγωγικότθτασ που ςχετίηεται με 

αυτζσ τισ πθγζσ (Ruiz Gonzalez et al., 2012). Ειδικότερα ςτα ολιγοτροφικά περιβάλλοντα, αυτι θ 

ςχζςθ ανάμεςα ςτθν παραγωγικότθτα των βακτθρίων και τθν διακεςιμότθτα/προζλευςθ του DOM 

είναι πιο ζντονθ, κακϊσ οι πθγζσ των κρεπτικϊν είναι χαμθλζσ. Σε ευτροφικά ι παράκτια 

ςυςτιματα ςυχνά θ θμεριςια μεταβλθτότθτα που κακοδθγείται από το DOM μπορεί και να μθν 

είναι ορατι (Gasol et al., 1998). 
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Τα βακτιρια επιδεικνφουν επίςθσ εποχιακά μοτίβα ςτθν ποικιλότθτά τουσ με ςυχνά 

μεγαλφτερθ ποικιλότθτα κατά τθ διάρκεια του χειμϊνα από ότι το καλοκαίρι ςε πελαγικά 

οικοςυςτιματα (Gilbert et al., 2010). Αξίηει να ςθμειωκεί πωσ οι ςυγγραφείσ τθσ τελευταίασ 

εργαςίασ τόνιςαν πωσ ςυνικωσ ο περιβαλλοντικόσ παράγοντασ που επθρεάηει τθν εποχιακι 

μεταβλθτότθτα είναι θ διάρκεια τθσ θμζρασ, ενϊ επιπλζον παράγοντεσ που παίηουν ρόλο είναι θ 

κερμοκραςία και τα κρεπτικά ςυςτατικά. 

 

1.3.2. Μεταβλθτότθτα ςτουσ Ευκαρυϊτεσ 

Ρρόςφατεσ μελζτεσ με χριςθ ςφγχρονων μεκόδων υψθλισ ακρίβειασ (π.χ. μετα-

μεταγραφωματικι ανάλυςθ) επιβεβαίωςαν πωσ το φωσ του ιλιου ρυκμίηει τθν ανάπτυξθ και τισ 

κυτταρικζσ λειτουργίεσ όλων των φωτοςυνκετικϊν οργανιςμϊν ςτουσ ωκεανοφσ (Becker et al., 

2020, Coesel et al., 2020).  

Ξεκινϊντασ με τθν μεγάλθ ομάδα του φυτοπλαγκτοφ, ζχει βρεκεί πωσ πολλζσ 

φυτοπλαγκτονικζσ διεργαςίεσ επθρεάηονται από τον θμεριςιο κφκλο φωτόσ: θ φωτοςυνκετικι 

δραςτθριότθτα, θ δζςμευςθ του αηϊτου, θ κυτταρικι διαίρεςθ, θ πρόςλθψθ αμινοξζων και θ 

γονιδιακι ζκφραςθ. Είναι γνωςτό πωσ θ μζγιςτθ ζνταςθ ακτινοβολίασ - που λαμβάνει χϊρα 

ςυνικωσ νωρίσ το μεςθμζρι - μειϊνει ι παρεμποδίηει τθν φωτοςυνκετικι δραςτθριότθτα, μζςω 

ενεργοποίθςθσ ενόσ φωτο-προςτατευτικοφ μθχανιςμοφ (Brunet et al., 2008). Αυτόσ ο μθχανιςμόσ 

ζχει μελετθκεί εκτενϊσ ςτα διάτομα. Επιπροςκζτωσ, θ αφκονία μεταγραφωμάτων που 

κωδικοποιοφν φωτοευαίςκθτεσ πρωτεΐνεσ βρζκθκε να εμφανίηει μζγιςτθ τιμι τθν αυγι ςε νερά 

του ανοικτοφ Ειρθνικοφ ωκεανοφ, ενϊ κάποια άλλα μεταγραφϊματα ςχετιηόμενα με τθ 

φωτοςφνκεςθ εμφάνιηαν μζγιςτεσ τιμζσ κακ’ όλθ τθ διάρκεια ι ςε ποικίλεσ ςτιγμζσ τθσ μζρασ 

(Coesel et al., 2020). Επίςθσ ςτον Ειρθνικό ωκεανό βρζκθκε πωσ θ παραγωγι των διάφορων 

χρωςτικϊν (χλωροφφλλεσ, καροτενοειδι, φαιοφυτίνεσ) ιταν μζγιςτθ τθ νφχτα ςε πικο-

φυτοπλαγκτονικά κφτταρα, ςε μια μελζτθ που ςυνδφαςε τθν μεταμεταγραφωματικι με τθν 

πρωτεωμικι ανάλυςθ (Becker et al., 2020). Είναι αξιοςθμείωτο πωσ οι μεταβολζσ ςτθ 

φωτοςυνκετικι δραςτθριότθτα του φυτοπλαγκτοφ κατά τθ διάρκεια ενόσ εικοςιτετραϊρου είναι 

άρρθκτα ςυνδεδεμζνεσ με τισ μεταβολζσ ςτο μεταβολιςμό των ετερότροφων μικροοργανιςμϊν 

(Aylward et al., 2017), κάτι που κα ςυηθτθκεί και παρακάτω. 

Αναφορικά με τθν θμεριςια μεταβλθτότθτα του πικο-φυτοπλαγκτοφ βρζκθκε από 

ανεξάρτθτεσ ερευνθτικζσ ομάδεσ πωσ οι αφκονίεσ φτάνουν υψθλότερεσ τιμζσ αργά το απόγευμα ι 

τθ νφχτα τόςο ςτθν Βόρεια Κάλαςςα (Bratbak et al., 2011) όςο και ςτον Ειρθνικό (Tsai et al. 2005, 

Hu et al., 2018) που μάλιςτα ςχετίηονται με αυξθμζνθ κυτταρικι διαίρεςθ εκείνεσ τισ ϊρεσ. Σε 

καλλιζργειεσ επίςθσ επιβεβαιϊκθκε θ αυξθμζνθ κυτταρικι διαίρεςθ κατά τθ διάρκεια τθσ νφχτασ 

ςτο ςτζλεχοσ Phaeocystis pouchetii (Jakobsen and Veldhuis, 2005). 

Ρροχωρϊντασ προσ τα ετερότροφα ευκαρυωτικά κφτταρα, ζχει βρεκεί ςυςχζτιςθ ανάμεςα 

ςτθν κιρευςθ μζςω φαγοκυττάρωςθσ από Ρρϊτιςτα ςε φυτοπλαγκτονικά κθράματα ςτον 
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Ειρθνικό Ωκεανό: θ φαγοκυττάρωςθ βρζκθκε μζγιςτθ τθ νφχτα, πικανά ακολουκϊντασ τθν 

αφκονία (δθλαδι τθν διακεςιμότθτα) του κθράματοσ-φυτοπλαγκτοφ (Hu et al., 2008). Αντίςτοιχα 

αποτελζςματα βρζκθκαν και ςε καλλιζργειεσ ετερότροφων δινομαςτιγωτϊν (Gyrodinium 

dominans και Oxyrrhis marina) που ανζπτυξαν υψθλότερουσ ρυκμοφσ κυτταρικισ διαίρεςθσ τθν 

νφχτα, ςε αντίκεςθ με μικτότροφα ςτελζχθ (Karlodinium armiger και Strombidium sp) που 

διαιροφνταν περιςςότερο κατά τθν διάρκεια τθσ θμζρασ (Arias et al., 2020). Θ βιομάηα των 

βλεφαριδωτϊν ςε μια μελζτθ ςτθν βορειοδυτικι Μεςόγειο που ςυνυπολόγιςε το ςυνολικό 

επιφανειακό ςτρϊμα (ωσ τα 50 μζτρα βάκοσ) παρουςίαςε τισ χαμθλότερεσ τιμζσ τθ νφχτα και  τισ 

υψθλότερεσ αργά το απόγευμα (Perez et al., 2000). Στθν ίδια εργαςία ιταν χαρακτθριςτικό πωσ 

κάποια ετερότροφα βλεφαριδωτά βρίςκονταν ςτα 20-30 m βάκοσ τθν θμζρα και ςτθν επιφάνεια 

τθ νφχτα, ενϊ άλλα παρουςίαηαν το ακριβϊσ αντίκετο μοτίβο.  Τζλοσ, θ αφκονία των νανο-

μαςτιγωτϊν παρουςίαςε υψθλότερεσ τιμζσ τθν θμζρα ςτθν Ανατολικι Κάλαςςα τθσ Κίνασ (Tsai et 

al., 2005). 

Θ θμεριςια κατακόρυφθ μετανάςτευςθ  του μεςοηωοπλαγκτοφ ι DVM αποτελεί ίςωσ το 

πιο μελετθμζνο θμεριςιο πλαγκτονικό μοτίβο. Θ DVM μπορεί να περιγραφεί ωσ θ κατακόρυφθ 

μετακίνθςθ του μεςο-ηωοπλαγκτοφ ςτθ ςτιλθ του νεροφ μζςα ςε εικοςιτζςςερισ ϊρεσ, κάτι που 

δθμιουργεί μια ενεργι ροι άνκρακα. Συγκεκριμζνα, θ DVM ςε ςυνδυαςμό με άλλεσ διαδικαςίεσ 

(βιοτικζσ και αβιοτικζσ) προκαλεί τθν μεταφορά  άνκρακα από το επιπελαγικό προσ το 

μεςοπελαγικό και βακυπελαγικό ςτρϊμα (Turner, 2014). Το πιο κοινό μοτίβο ςχετικά με τθν DVM 

είναι μια κάκοδοσ οργανιςμϊν ςε κάποιο βάκοσ κατά τθ διάρκεια τθσ θμζρασ και μια άνοδοσ 

αυτϊν    ςτθν επιφάνεια κατά τθ διάρκεια τθσ νφχτασ (Cohen and Forward, 2009). Θ DVM είναι μια 

ςυμπεριφορά του μεςο-ηωοπλαγκτοφ που ζχει ςυςχετιςτεί με διάφορεσ εξωγενείσ και ενδογενείσ 

παραμζτρουσ, με τισ πρϊτεσ να περιλαμβάνουν το φωσ, τθ κερμοκραςία, αλατότθτα, 

ςυγκζντρωςθ του οξυγόνου και τθσ χλωροφφλλθσ, τθν υδροςτατικι πίεςθ και τθν ςτρωμάτωςθ τθσ 

ςτιλθσ και τουσ δεφτερουσ να περιλαμβάνουν το φφλο, τθν θλικία, κατάςταςθ ςίτιςθσ και τουσ 

βιολογικοφσ ρυκμοφσ του οργανιςμοφ (van Haren, 2014). Ανάμεςα ςε αυτά, οι αλλαγζσ ςτθν 

ζνταςθ του φωτόσ (ςελθνιακόσ κφκλοσ, διάρκεια του φωτόσ τθσ θμζρασ, ςυννεφιά), όπωσ και θ 

παρουςία κθραμάτων και κθρευτϊν φαίνεται να είναι οι κφριοι παράγοντεσ για τθν 

παρατθροφμενθ θμεριςια, μθνιαία και εποχιακι μεταβλθτότθτα τθσ DVM (Cohen and Forward, 

2009). Συγκεκριμζνα το φωσ μπορεί να δράςει ωσ ενδογενισ παράγοντασ, ρυκμίηοντασ τουσ 

κιρκαδικοφσ ρυκμοφσ των οργανιςμϊν, ι ωσ εξωγενισ παράγοντασ (Potiris et al., 2018). Ρικανζσ 

αιτίεσ για τθν αλλαγι βάκουσ το πρωί που ζχουν προτακεί είναι θ προςπάκεια αποφυγισ τθσ 

επιβλαβοφσ UV ακτινοβολίασ ι/και θ αναηιτθςθ τροφισ ςε βάκθ χωρίσ παρουςία κθρευτϊν. 

Στθν εργαςία τουσ οι Potiris et al. (2018) παρατιρθςαν τζςςερα διαφορετικά  πρότυπα 

μετανάςτευςθσ του μεςο-ηωοπλαγκτοφ ςτο Κρθτικό πζλαγοσ: θ πρϊτθ ομάδα οργανιςμϊν δεν 

μετανάςτευε και παρζμενε μόνιμα ςε βάκοσ 400-450 μζτρων, θ δεφτερθ ακολουκοφςε το 

«κλαςςικό» θμεριςιο πρότυπο που προαναφζρκθκε και ςυγκεκριμζνα παρζμενε ςε βάκοσ 400-

450 μζτρων το πρωί (με άμεςθ ςυςχζτιςθ με το βάκοσ μζγιςτθσ χλωροφφλλθσ) και ςε βάκθ 0-150 

μζτρων το βράδυ, θ τρίτθ μετανάςτευε διαφορετικά και ανάλογα με τθ χρονικι περίοδο του ζτουσ 

από τα 350 ςτα 300 μζτρα ι από τα 250 ςτα 200 μζτρα, και τζλοσ, θ τζταρτθ ομάδα ακολουκοφςε 
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παρόμοιο πρότυπο με τθ δεφτερθ με τθ διαφορά ότι το πρωί βριςκόταν ςε ρθχότερα νερά (180-

240 μζτρα) και το βράδυ ςε ακόμα ρθχότερα νερά (60-90 μζτρα). 

Πςον αφορά τουσ καλάςςιουσ πλαγκτονικοφσ μφκθτεσ, όπωσ προαναφζρκθκε είναι γενικά 

υπομελετθμζνοι ωσ προσ τθν ποικιλότθτα και λειτουργία τουσ. Το ίδιο ιςχφει και για τα θμεριςια 

μοτίβα που μπορεί να παρουςιάηουν. Ωςτόςο, οι Kolody et al. (2019) μελζτθςαν το μεταγράφωμα 

ςυνολικά του μικροβιακοφ πλαγκτοφ ςε τετράωρα διαςτιματα για περίπου 3 θμζρεσ και 

παρατιρθςαν πωσ οι μφκθτεσ δεν παρουςίαςαν κάποια ςθμαντικι θμεριςια μεταβλθτότθτα 

(παρόμοια με τα Αρχαία), ενϊ όλοι οι άλλοι μικροοργανιςμοί ζκαναν το αντίκετο. 

  

1.3.3. Μεταβλθτότθτα ςτουσ ιοφσ 

Μοριακζσ αναλφςεισ τθσ κοινότθτασ των ιϊν ζχουν δείξει πωσ ο ρυκμόσ με τον οποίο αλλάηει θ 

ςφνκεςθ τθσ κοινότθτασ δεν είναι ςτακερόσ και εξαρτάται πικανά από το περιβάλλον και τθν 

εποχι του χρόνου. Οι Needham et al. (2013) δεν βρικαν ανιχνεφςιμθ αλλαγι τθσ ςφνκεςθσ τθσ 

ιικισ κοινότθτασ ςε διάςτθμα 48 ωρϊν. 

Ανάμεςα ςτα πιο τυπικά ευριματα για τθν χρονικι μεταβλθτότθτα των ιϊν είναι θ ςτενι ςχζςθ 

που αναπτφςςουν  με τουσ ξενιςτζσ του. Για παράδειγμα, μια μελζτθ με εκτεταμζνθ 

δειγματολθψία κατά τθ διάρκεια μιασ άνκιςθσ φυτοπλαγκτοφ ζδειξε πολφ ςτενι ςυςχζτιςθ μεταξφ 

τθσ βακτθριακισ και ιικισ παραγωγισ κυρίωσ μετά τθν κατάρρευςθ τθσ άνκιςθσ. Αυτι θ ςυςχζτιςθ 

είχε κακυςτζρθςθ μιασ θμζρασ (time lag) με τθν αφξθςθ τθσ βακτθριακισ παραγωγικότθτασ να 

προθγείται. Επιπλζον, θ ιικι παραγωγικότθτα και ςε άλλθ μελζτθ φάνθκε να μεγιςτοποιείται ςε 

διαςτιματα υψθλισ βακτθριακισ δραςτθριότθτασ και αυτό κα μποροφςε να είναι μια ςτρατθγικι 

για τθν αφξθςθ του αρικμοφ των νεοπαραγόμενων ιϊν (Winter et al., 2004).  Στθν τελευταία 

εργαςία βρζκθκε πωσ θ ιικι λφςθ ςυνζβαινε από το μεςθμζρι ζωσ το απόγευμα και θ ιικι 

μόλυνςθ κυρίωσ κατά τθ διάρκεια τθσ νφχτασ ςτθν Βόρεια Κάλαςςα. Οι Winget et al. (2009) 

ανζφεραν πωσ δεν υπιρχαν ςθμαντικζσ θμεριςιεσ διακυμάνςεισ ςτθν ιικι αφκονία, ςε αντίκεςθ 

με τθν ιικι παραγωγικότθτα. Τζλοσ, μελζτεσ που αφοροφςαν τθν μεταγραφικι δραςτθριότθτα των 

ιϊν ςτθν εφφωτθ ηϊνθ ςτον ανοιχτο Ειρθνικό (Aylward et al., 2017) και ςε παράκτιο ςφςτθμα 

επίςθσ του Ειρθνικοφ ωκεανοφ (κόλποσ Οςάκα, Yoshida et al., 2017), βρικαν θμεριςιεσ 

διακυμάνςεισ ςτθν μεταγραφι γονιδίων με μζγιςτθ μεταγραφικι δραςτθριότθτα το απόγευμα. 

 

1.4. Σο περιβάλλον τθσ υδατοκαλλιζργειασ 

Θ υδατοκαλλιζργεια αναμζνεται να αποτελζςει βαςικι πθγι πρωτεϊνϊν ςτο κοντινό μζλλον και 

πικανά να ξεπεράςει τθν παροχι καλαςςινϊν για τον ανκρϊπινο πλθκυςμό από τθν αλιεία 

(Duarte et al., 2009). Αν και θ υδατοκαλλιζργεια παρζχει μια ςτακερι, υψθλισ ποιότθτασ  τροφισ 

για τον άνκρωπο, θ μεγάλθ βιομθχανικι δραςτθριότθτα υδατοκαλλιζργειασ προκαλεί ςοβαρζσ 
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περιβαλλοντικζσ ανθςυχίεσ, λόγω τθσ απελευκζρωςθσ μεγάλων ποςοτιτων οργανικισ  και 

ανόργανθσ φλθσ ςτο εγγφσ περιβάλλον, όπωσ είναι οι ιχκυοτροφζσ που δεν ζχουν καταναλωκεί 

αλλά και οι απεκκρίςεισ των ψαριϊν (Choi et al., 2018). Επιπλζον πικανά καταςτροφικζσ ςυνζπειεσ 

για το περιβάλλον μπορεί να προκφψουν από τθν χριςθ αντιβιοτικϊν, τθν απελευκζρωςθ 

μετάλλων και τθν αλλθλεπίδραςθ άγριων και καλλιεργοφμενων ειδϊν (για παράδειγμα μζςω τθσ 

μετάδοςθσ αςκενειϊν και τθν ανταλλαγι γονιδίων). Μζχρι ςιμερα, οι περιςςότερεσ αρνθτικζσ 

ςυνζπειεσ ζχουν παρατθρθκεί ςτο υποκείμενο ίηθμα, π.χ. ευτροφιςμόσ, υποξικά φαινόμενα, 

μείωςθ λιβαδιϊν, αλλαγι τθσ μειο- και μακρο-πανίδασ (Karakassis et al., 2000; Kalanzti and 

Karakassis, 2006). 

Στθν Ανατολικι Μεςόγειο, οι μονάδεσ υδατοκαλλιζργειασ λαυρακιοφ και τςιποφρασ 

βρίςκονται ςυνικωσ ςε ρθχζσ και προςτατευόμενεσ περιοχζσ, κακϊσ και ςε θμίκλειςτουσ κόλπουσ, 

κάτι που μπορεί να ζχει ωσ αποτζλεςμα μεγαλφτερο περιβαλλοντικό αντίκτυπο λόγω τθσ  

μειωμζνθσ ανανζωςθσ του νεροφ, από ότι ςε μονάδεσ ςε πιο εκτεκειμζνεσ περιοχζσ (Maldonado et 

al., 2005). Ραρόλα αυτά είναι γνωςτό πωσ οι περιβαλλοντικζσ επιπτϊςεισ  εξαρτϊνται και από 

άλλουσ παράγοντεσ, όπωσ είναι για παράδειγμα θ υδρογραφία τθσ περιοχισ, οι περιβαλλοντικζσ 

ςυνκικεσ (κερμοκραςία κ.α.) και θ  παλιρροιακι ροι (Duarte et al., 2019; Tsagkaraki et al., 2013). 

Συγκεκριμζνα θ μεγάλθ ειςροι ανόργανων κρεπτικϊν (π.χ. NH4+, NO3− and PO43− κ.ά.) αλλά και 

οργανικϊν ενϊςεων προκαλεί εμπλουτιςμό τόςο ςτο περιβάλλον νερό όςο και ςτο υποκείμενο 

ίηθμα (Stirling and Dey, 1990; Karakassis et al., 2001). Λδιαίτερα για τα φωςφορικά και τθν 

αμμωνία, ζχει βρεκεί ότι παίρνουν τισ μεγαλφτερεσ τιμζσ τουσ λίγεσ ϊρεσ μετά το τάιςμα των 

ψαριϊν (Pitta et al., 1999; Karakassis et al., 2001). Ραρά όμωσ, τθ μεγάλθ ποςότθτα διαλυμζνων 

κρεπτικϊν ςτοιχείων που απορρίπτονται ςτο καλάςςιο περιβάλλον κοντά ςε μονάδεσ 

υδατοκαλλιζργειασ (από τα οποία τουλάχιςτον τα μιςά είναι άμεςα διακζςιμα για το 

φυτοπλαγκτόν) ςυχνά δεν ανιχνεφονται ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτθν ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροφφλλθσ 

ςτθ ςτιλθ του νεροφ (Pitta et al., 1999; Karakassis et al., 2001) οφτε ςτθν αφκονία του πικο-, νανο- 

και μικροπλαγκτοφ (Pitta et al. 1999, 2005; Yucel-Gier et al. 2008) ι τθν ποικιλότθτα του 

μικροπλαγκτοφ (Pitta et al. 1999, Yucel-Gier et al. 2008).. Αυτό παλαιότερα είχε αποδοκεί ςε 

περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ όπωσ θ γριγορθ διαςπορά των κρεπτικϊν λόγω ρευμάτων (Gowen 

and Bradbury, 1987). Μελζτθ που πραγματοποιικθκε ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο πιο πρόςφατα 

όμωσ, ζχοντασ ςτόχο να εξθγθκεί αυτό το φαινόμενο (θ λεγόμενθ μοίρα των «κρεπτικϊν 

φανταςμάτων»), ζδειξε ότι θ κιρευςθ από τα πρϊτιςτα παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθ ρφκμιςθ τθσ 

βιομάηασ του φυτοπλαγκτοφ, μεταφζροντασ ζτςι αποτελεςματικά τα κρεπτικά ςτα ανϊτερα 

τροφικά επίπεδα και διατθρϊντασ τθν χλωροφφλλθ ςε πολφ χαμθλά επίπεδα (Pitta et al., 2009). 

Οι Maldonado et al. (2005) εξζταςαν τθ ςυγκζντρωςθ διαλυμζνων ανόργανων κρεπτικϊν 

ουςιϊν και τθν αφκονία ετερότροφων βακτθρίων τόςο ςτο επιφανειακό νερό όςο και ςτο νερό 

κοντά ςτο βυκό ςε μονάδεσ υδατοκαλλιζργειασ που βρίςκονταν ςε εκτεκειμζνεσ περιοχζσ, και δεν 

βρικαν ουςιαςτικζσ διαφορζσ με τουσ ςτακμοφσ ελζγχου. Αντίκετα, οι περιςςότερεσ διακυμάνςεισ 

εξθγικθκαν ωσ ςυνάρτθςθ του βάκουσ (επιφάνεια ζναντι του βυκοφ) ι τθσ εποχισ (άνοιξθ ζναντι 

του καλοκαιριοφ). Μία άλλθ μελζτθ που εξζταςε τθν εποχιακι διακφμανςθ και τισ πικανζσ 

αλλθλεπιδράςεισ βακτθριακϊν και μικρο-ευκαρυωτικϊν πλαγκτονικϊν κοινοτιτων ςε μια θμι-
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εντατικι υδατοκαλλιζργεια λαβρακιοφ ςτθ λιμνοκάλαςςα Ria de Aveiro (Ρορτογαλία) ζδειξε ότι θ 

ςφνκεςθ των κοινοτιτων αυτϊν παρουςίαηε εποχιακι διακφμανςθ. Οι κφριοι παράγοντεσ όςον 

αφορά αυτι τθν διακφμανςθ ιταν θ κερμοκραςία, θ αλατότθτα και θ διακεςιμότθτα των νιτρικϊν 

αλάτων που διζφεραν ανάλογα με τθν εποχι (Duarte et al, 2019). Επίςθσ, θ ιςχυρι τροφικι και 

μεταβολικι ςυςχζτιςθ μεταξφ των βακτθριακϊν και μικρο-ευκαρυωτϊν κοινοτιτων που 

παρατθρικθκε ςε αυτι τθ μελζτθ μπορεί να ςυμβάλει ςτισ εποχιακζσ διακυμάνςεισ των 

κοινοτιτων ςτα ςυςτιματα υδατοκαλλιζργειασ (Duarte et al., 2019). 

Οι αλλαγζσ που προκαλοφνται ςτα υδάτινα οικοςυςτιματα ςε περιοχζσ όπου υπάρχει 

υδατοκαλλιεργθτικι δραςτθριότθτα λόγω τθσ διαςποράσ ουςιϊν γφρω από τουσ κλωβοφσ, 

μποροφν να χρθςιμεφςουν για τθ μελζτθ τθσ απόκριςθσ των μικροβιακϊν πλαγκτονικϊν 

κοινοτιτων ςε άλλεσ διαταραχζσ,  υπό το πρίςμα ενόσ δυναμικοφ περιβάλλοντοσ. Μια μελζτθ για 

τισ αλλαγζσ ςτθν ςφνκεςθ των πλαγκτονικϊν κοινοτιτων ωσ απόκριςθ ςτον εμπλουτιςμό του 

νεροφ με κρεπτικά ςε δφο περιοχζσ (με υδατοκαλλιζργειεσ και εκτεκειμζνεσ ςε μεγάλεσ ταχφτθτεσ 

ρευμάτων) ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο, ζδειξε ότι πρϊτον ο τφποσ του ςυςτιματοσ (π.χ. το πόςο 

ολιγοτροφικό είναι) και οι υπάρχουςεσ πλαγκτονικζσ κοινότθτεσ ςτθν περιοχι μελζτθσ παίηουν 

ςθμαντικό ρόλο ςτισ αλλαγζσ μετά τον εμπλουτιςμό. Δεφτερον, θ μελζτθ ζδειξε ότι θ γνϊςθ τθσ 

υδρογραφίασ τθσ περιοχισ είναι πολφ ςθμαντικι για τθν ανίχνευςθ τθσ επίδραςθσ που υπάρχει 

από τισ υδατοκαλλιζργειεσ ακόμα και αν πρόκειται για ζνα ςφςτθμα με καλι ανανζωςθ τθσ 

ςτιλθσ. Για παράδειγμα ςτθν περίπτωςθ τθσ Λζςβου, θ ςυςςϊρευςθ των κρεπτικϊν ιταν αρκετά 

μακριά και κατάντθ των κλωβϊν και θ απόκριςθ του πλαγκτοφ ςτον εμπλουτιςμό κρεπτικϊν ιταν 

πιο ζντονθ εκεί. Σε μεγάλεσ αποςτάςεισ από τουσ κλωβοφσ των ψαριϊν (>80 μζτρα) 

παρατθρικθκε αφξθςθ τθσ αφκονίασ των βακτθρίων, νανο-μαςτιγωτϊν και μεςο-ηωοπλαγκτοφ, 

μείωςθ των διατόμων και αφξθςθ των μεγαλφτερων δινομαςτιγωτϊν και βλεφαριδωτϊν. Με άλλα 

λόγια, το μεγαλφτερου μεγζκουσ μικρο-ηωοπλαγκτόν επικράτθςε κατάντθ των κλωβϊν. Ανάντθ 

των κλωβϊν, θ ςφνκεςθ των κοινοτιτων φάνθκε να είναι χαρακτθριςτικι των ολιγοτροφικϊν 

ςυνκθκϊν τθσ περιοχισ το καλοκαίρι, δθλαδι ςτο μικρο-πλαγκτόν κυριαρχοφςαν μεγάλα διάτομα 

και μικρότερα κφτταρα μικρο-ηωοπλαγκτοφ (Tsagkaraki et al., 2013). 

 

1.5. κοπόσ τθσ εργαςίασ 

Στόχοσ τθσ παροφςασ εργαςίασ είναι θ μελζτθ τθσ θμεριςιασ μεταβλθτότθτασ, για πρϊτθ φορά, 

όλων των μικροβιακϊν πλαγκτονικϊν ομάδων (προκαρυϊτεσ, ευκαρυϊτεσ, μφκθτεσ, ιοί) ςτθν 

παράκτια ηϊνθ τθσ Ανατολικισ Μεςογείου ςε ζνα περιβάλλον όπου υπάρχει επίδραςθ 

υδατοκαλλιεργθτικισ δραςτθριότθτασ. Ριο ςυγκεκριμζνα, με το πζρασ τθσ εργαςίασ ςτοχεφουμε 

να απαντιςουμε ςτα ακόλουκα ερωτιματα: 1+ Ροιά είναι θ επίδραςθ τθσ ςτιγμισ τθσ θμζρασ ςτθν 

ποικιλότθτα των μικροβιακϊν πλαγκτονικϊν ομάδων; Υπάρχουν ςτελζχθ που επικρατοφςαν 

κάποια ςτιγμι; 2+ Ροιά είναι θ επίδραςθ τθσ υδατοκαλλιεργθτικισ δραςτθριότθτασ ςτθν 

ποικιλότθτα των μικροβιακϊν πλαγκτονικϊν ομάδων; Υπάρχουν ςτελζχθ που ευνοοφνται ι 

επθρεάηονται αρνθτικά από τθν υδατοκαλλιζργεια; 3+ Ροιζσ βιοτικζσ (ςυγκζντρωςθ χλωροφφλλθσ 
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και φαιοφυτίνθσ) ι/και αβιοτικζσ (ςυγκζντρωςθ ανόργανων και οργανικϊν κρεπτικϊν αλάτων) 

παράμετροι επθρεάηουν περιςςότερο τθν ςφνκεςθ των μικροβιακϊν κοινοτιτων και τισ διαφορζσ 

μεταξφ τουσ; 

Για τθν προςζγγιςθ των παραπάνω ερωτθμάτων, πραγματοποιικθκε ανάλυςθ DNA 

μετακωδικοποίθςθσ ςε πολλαπλά δείγματα νεροφ από περιβάλλον υδατοκαλλιεργειϊν. 

 

2. Τλικά και Μζκοδοι 

2. 1. υλλογι δειγμάτων 

Στθν παροφςα εργαςία ςυλλζχκθκαν δείγματα επιφανειακοφ καλαςςινοφ νεροφ (1-2 μζτρα 

βάκοσ) από περιβάλλον υδατοκαλλιεργειϊν. Τα δείγματα ςυλλζχκθκαν κατά τθν αποςτολι του 

ΕΛ.ΚΕ.Κ.Ε. ςτα πλαίςια του Ευρωπαϊκοφ προγράμματοσ TAPAS (http://tapas-h2020.eu/) που 

πραγματοποιικθκε τον Λοφνιο του 2017 ςτον Βουρλιά (Αργολικόσ Κόλποσ)  με το Ωκεανογραφικό 

Σκάφοσ “ΦΛΛΛΑ”. Στθν περιοχι τθσ δειγματολθψίασ (Εικόνα 2.1.) αναπτφςςεται εντατικι εμπορικι 

υδατοκαλλιζργεια τςιποφρασ και λαβρακιοφ και παράγονται πάνω από 2.500 τόνοι ψαριϊν 

ετθςίωσ ςε πολλοφσ μικροφσ κλωβοφσ. Θ επιχείρθςθ ακολουκεί πρότυπα ISO 14001, 

GLOBALG.A.P., Fish from Greece and OHSAS 18001 και ζχει ενταχκεί ωσ Allocated Zone for 

Aquaculture. 

Δείγματα ςυλλζχκθκαν από δφο ςτακμοφσ εντόσ τθσ ηϊνθσ ανάπτυξθσ των 

υδατοκαλλιεργειϊν. Συγκεκριμζνα, ςε απόςταςθ λίγων μζτρων από τον πρϊτο ςτακμό υπιρχε 

ζνασ κλωβόσ (από εδϊ και ςτο εξισ αναφζρεται ωσ OF: one farm), ενϊ ςε απόςταςθ λίγων μζτρων 

από τον δεφτερο ςτακμό  υπιρχαν πολλοί κλωβοί (από εδϊ και ςτο εξισ αναφζρεται ωσ MF: 

multiple farms). Επιπλζον δείγματα ςυλλζχκθκαν από ζναν τρίτο ςτακμό μάρτυρα που βριςκόταν 

>1 χιλιόμετρο μακριά από τουσ κλωβοφσ (control: C), δθλαδι εκτόσ τθσ ηϊνθσ ανάπτυξθσ των 

υδατοκαλλιεργειϊν. Οι ςυντεταγμζνεσ των ςτακμϊν φαίνονται ςτον Ρίνακα 2.1. και ςτθν Εικόνα 

2.1. απεικονίηεται ο χάρτθσ με τισ περιοχζσ δειγματολθψίασ. Στον κάκε ςτακμό ζγινε 

δειγματολθψία ςε τρεισ διαφορετικζσ ςτιγμζσ μζςα ςτθ μζρα: 06:00 το πρωί (αυτι θ ςτιγμι κα 

αναφζρεται ωσ morning), 14:00  το μεςθμζρι (αυτι θ ςτιγμι κα αναφζρεται ωσ  noon) και 22:00 το 

βράδυ (αυτι θ ςτιγμι κα αναφζρεται ωσ evening). Θ δειγματολθψία ςτουσ τρεισ ςτακμοφσ και ςτισ 

τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ επαναλιφκθκε τρεισ ςυνεχόμενεσ θμζρεσ προκειμζνου να ελεγχκεί θ 

επαναλθψιμότθτα των αποτελεςμάτων (29 και 30 Λουνίου και 1 Λουλίου 2017, που αναφζρονται 

ωσ D1, D2 και D3, αντίςτοιχα). 

 

http://tapas-h2020.eu/
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  Εικόνα 2.1. Ο χάρτθσ και οι ςυντεταγμζνεσ των ςτακμϊν δειγματολθψίασ. 

 

Πίνακασ 2.1. Οι ςυντεταγμζνεσ των ςτακμϊν δειγματολθψίασ C, OF, MF (ίδιοι για κάκε ςτιγμι και θμζρα). Θ 

ςυγκζντρωςθ του ςωματιδιακοφ άνκρακα και αηϊτου (POC, PON), τθσ χλωροφφλλθσ (Chl) και φαιοφυτίνθσ, των 

φωςφορικϊν (PO4 3-), νιτρικϊν (NO2-) και νιτρωδϊν (NO3-), αμμωνιακϊν (NH4+) και πυριτικϊν (SiO2) αλάτων ςτουσ 

ςτακμοφσ δειγματολθψίασ. 

 

Δείγμα Γεωγραφι
κό μικοσ 

Γεωγραφικ
ό πλάτοσ 

Ημζρα POC POΝ Chl Φαιοφυτίνθ PO4 3- NO2- NO3
- 

NH4+ SiO2 

C morning 23.02473 37.45472 1 149.6 18.2 0.23 0.04 0.01 0 0.07 0.14 0.06 

C noon     1 155.8 13.7 0.25 0.04 0 0 0.13 0.1 0.11 

C evening   1 238.2 23.8 3.42 0.62 0 0.01 0.21 0.11 0.09 

MF morning 23.02679 37.47132 1 272.8 42.2 0.52 0.15 0.02 0.01 0.37 0.69 0.06 

MF noon     1 282.2 37.4 0.48 0.1 0.05 0.01 0.23 1.53 0.1 

MF evening   1 282.2 37.4 0.96 0.37 0.03 0.02 0.28 1.24 0.12 

OF morning 23.04813 37.4634 1 241.9 40.5 0.22 0.11 0.03 0.02 0.29 1.16 0.1 

OF noon     1 222.7 28.2 1.69 0.52 0.01 0 0.18 0.23 0.09 

OF evening   1 316.4 35.6 0.49 0.16 0 0.01 0.17 0.78 0.11 

C morning   2 99.1 9.8 0.22 0.06 0.01 0 0.12 0.05 0.1 

C noon     2 194.2 21.1 0.73 0.1 0 0.01 0.24 0.07 0.1 

C evening   2 237 26 0.73 0.18 0.01 0.02 0.27 0.1 0.05 

MF morning   2 153 19.4 0.58 0.11 0.02 0.02 0.25 0.55 0.13 



20 
 

MF noon     2 202.6 29.4 0.84 0.17 0.02 0.02 0.22 0.7 0.09 

MF evening   2 294.6 44.9 0.77 0.21 0.01 0.02 0.2 0.7 0.11 

OF morning   2 230 30.8 0.61 0.19 0.04 0.01 0.24 1.09 0.14 

OF noon     2 267.5 38.2 0.85 0.25 0.01 0.02 0.22 0.74 0.1 

OF evening   2 312.9 50.2 0.83 0.22 0.01 0.02 0.39 0.82 0.1 

C morning   3 111.4 11.8 0.33 0.06 0.01 0.05 0.2 0.04 0.07 

C noon     3 170.9 21.5 0.36 0.1 0 0.06 0.2 0.04 0.05 

C evening   3 157.2 16.4 0.38 0.1 0 0.06 0.31 0.08 0.03 

MF morning   3 156.7 23.2 0.88 0.19 0.02 0.09 0.38 0.61 0.06 

MF noon     3 265.4 35.2 1.13 0.37 0.04 0.06 1.46 1.45 0.08 

MF evening   3 193.1 24.9 0.6 0.24 0.01 0.09 0.34 0.7 0.05 

OF morning   3 200.9 32.9 0.65 0.25 0.02 0.07 0.42 0.7 0.09 

OF noon     3 315.4 40.2 0.7 0.26 0.01 0.06 0.44 0.59 0.05 

OF evening   3 382.4 55.5 0.98 0.48 0.03 0.04 0.27 1.28 0.04 

 

Ρροκειμζνου να μελετθκεί θ ποικιλότθτα του πικο-, νανο-, μικρο-πλαγκτοφ και μεςο-πλαγκτοφ με 

γενετικοφσ δείκτεσ, ςυλλζχκθκε νερό από τουσ προαναφερκζντεσ ςτακμοφσ. Συγκεκριμζνα, για τθ 

ςυλλογι του πικο-, νανο- και μικρο-πλαγκτοφ ζγινε χριςθ φιαλϊν Niskin και ςτθ ςυνζχεια, το νερό 

μεταφζρκθκε ςε δοχεία πολυεκυλενίου με χαμθλι πυκνότθτα (low-density polyethylene) τα οποία 

είχαν προθγουμζνωσ πλυκεί μια φορά με χαμθλισ περιεκτικότθτασ υδροχλωρικό οξφ και ξεπλυκεί 

τρεισ φορζσ με απιονιςμζνο νερό. Ακολοφκθςε διικθςθ του νεροφ ςε πολυανκρακικζσ μεμβράνεσ 

με περιςταλτικι αντλία υπό χαμθλι πίεςθ. Συγκεκριμζνα, περίπου 20 λίτρα νερό διθκικθκαν 

πρϊτα ςε δίχτυ 200 μm για να απομακρυνκοφν μεγάλοι οργανιςμοί και ακολοφκωσ 1) ςε 

μεμβράνεσ με διάμετρο πόρου 20 μm για τθν απομόνωςθ του μικρο-πλαγκτοφ και 2) 

ςε μεμβράνεσ με διάμετρο πόρων 5 και 2 μm για τθν απομόνωςθ του νανο-πλαγκτοφ (θ ςειριακι 

χριςθ των 5 και 2 μm μεμβρανϊν είχε ςκοπό τθν διευκόλυνςθ τθσ διικθςθσ). Για τθν ςυλλογι του 

πικο-πλαγκτοφ το τελευταίο διικθμα διθκικθκε περαιτζρω 3) ςε πολυεκερςουλφονικζσ 

μεμβράνεσ με διάμετρο πόρου 0,2 μm. Για όλεσ αυτζσ τισ διθκιςεισ χρθςιμοποιικθκε ανοξείδωτο 

ςφςτθμα διικθςθσ από ατςάλι διαμζτρου 142 mm. Για τθ ςυλλογι του μεςο-ηωοπλαγκτοφ 

χρθςιμοποιικθκε πλαγκτονικό δίχτυ με διάμετρο πόρου 200 μm το οποίο ςφρκθκε κάκετα. Το 

δίχτυ είχε διάμετρο 0.57 μζτρα και ςε αυτό ιταν προςαρτθμζνο ζνα ροόμετρο (περίπου 5 κυβικά 

μζτρα νερό διθκικθκε ςε κάκε ςφρςθ). Το δίχτυ ξεπλφκθκε με διθκθμζνο ςε 0,2 μm καλαςςινό 

νερό και ςυγκεντρϊκθκε ςε μεμβράνεσ πόρου 2 μm με χριςθ αντλίασ κενοφ. 
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Συνολικά, προζκυψαν 27 δείγματα για κάκε μία από τισ παραπάνω κλάςεισ μεγζκουσ (δθλ. 

0,2 μm, 2 και 5 μm, 20 μm και 200 μm, Ρίνακασ 2.2.) από όπου ανακτικθκαν οι μικροβιακζσ 

πλαγκτονικζσ κοινότθτεσ   με τθ διαδικαςία που κα περιγραφεί παρακάτω. Οι μεμβράνεσ 

αποκθκεφτθκαν ςτουσ -20οC ςτο Ω/Σ «ΦΛΛΛΑ» και μεταφζρκθκαν ςτουσ -80oC ζωσ τθν επεξεργαςία 

τουσ ςτο εργαςτιριο Μικροβιακισ Οικολογίασ ςτο ΕΛ.ΚΕ.Κ.Ε. 

 

Πίνακασ 2.2. Σφνοψθ των δειγμάτων που ελιφκθςαν (κλάςθ μεγζκουσ, τρόποσ ςυλλογισ, γονίδιο ι περιοχι προσ 

πολλαπλαςιαςμό και αλλθλοφχθςθ και αντιςτοίχιςθ ςε πλαγκτονικι ομάδα). 

 Κλάςθ μεγζκουσ 

  <0.2 μm 0,2-2 μm 2-20 μm 20-200 μm >200 μm 

Σρόποσ 
ςυλλογισ 
δείγματοσ 

χθμικι υπερςυγκζντρωςθ και 
διικθςθ 

διικθςθ ςε 
πολυεκερςουλφονικ
ι μεμβράνθ 0,2 μm 

διικθςθ ςε 
πολυκαρβονικ
ζσ μεμβράνεσ 
5 και 2 μm 

διικθςθ ςε 
πολυκαρβονι
κι μεμβράνθ 
20 μm 

ςφρςθ 
πλαγκτονικο
φ διχτυοφ 
200 μm 

Επιλεγμζνο 
γονίδιο ι 
περιοχι 
προσ 
αλλθλοφχθς
θ 

DNApol, g20, g23, vPHO 1) 16S rRNA 1) 16S rRNA 1) 16S rRNA 1) 16S rRNA 

  2) 18S rRNA 2) 18S rRNA 2) 18S rRNA 2) 18S rRNA 

      3)  ITS1-ITS2 3)  ITS1-ITS2 3)  ITS1-ITS2 

Σι 
περιλαμβάν
εται ςε κάκε 
κλάςθ 
μεγζκουσ 

ιοί 1) προκαρυϊτεσ ςε 
"ελεφκερθ" μορφι 

1) προκαρυϊτεσ προςκολλθμζνοι ςε >2 μm 
ςωματίδια 

  2) πικο-ευκαρυϊτεσ 2) νανο-
ευκαρυϊτεσ 

2) μικρο-
ευκαρυϊτεσ 

2) μεςο-
ευκαρυϊτεσ 

      3) μφκθτεσ είτε ςε "ελεφκερθ" μορφι είτε 
προςκολλθμζνοι ςε >2 μm ςωματίδια 

 

2.2. Λφςθ κυττάρων, εκχφλιςθ και κακαριςμόσ γενετικοφ υλικοφ 

Ρραγματοποιικθκε εκχφλιςθ του ολικοφ γενετικοφ υλικοφ (DNA) από όλεσ τισ μεμβράνεσ  

χρθςιμοποιϊντασ ζνα τροποποιθμζνο CTAB πρωτόκολλο (Winnepenninckx et al., 1993; Hingamp et 

al. 2013). Αρχικά πραγματοποιικθκε παραςκευι του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ CTAB ςε 

υπερκάκαρο νερό (*2% CTAB (βρωμιοφχο κετυλοτριμεκυλαμμϊνιο), 100 mM TrisHCl (pΘ = 8), 20 
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mM ΕDΤΑ, 1.4 Μ NaCl, 0,2% β-μερκαπτοαικανόλθ, 0.1 mg mL-1 πρωτεϊνάςθ Κ, 10 mM DTT 

(δικειοκρεϊτόλθ), Ρίνακασ 2.3.+ με ανάδευςθ ςε μαγνθτικι πλάκα και ιπια κζρμανςθ (<50οC). Στθ 

ςυνζχεια, ζγινε λφςθ των κυττάρων με επϊαςθ των μεμβρανϊν ςτο διάλυμα CTAB  ςτουσ 58-60°C 

και περιςτροφι με ταχφτθτα περίπου μία ςτροφι/δζκα δευτερόλεπτα για δφο ϊρεσ. Θ επιλογι 

του εν λόγω πρωτοκόλλου  ζγινε γνωρίηοντασ πωσ το CTAB προκαλεί  τθ λφςθ των μεμβρανϊν των 

κυττάρων, ενϊ ταυτόχρονα απομακρφνει τουσ πολυςακχαρίτεσ και δευτερογενείσ μεταβολίτεσ 

(ουςίεσ που αν δεν απομακρυνκοφν μπορεί να αναςτείλουν τθ διαδικαςία τθσ PCR μετζπειτα). H 

β-μερκαπτοαικανόλθ μετουςιϊνει τισ RNάςεσ, θ πρωτεϊνάςθ Κ πζπτει τισ πρωτεΐνεσ, ενϊ θ 

δικειοκρεϊτόλθ παίηει βοθκθτικό ρόλο ςτθν αποδιάταξθ των πρωτεϊνϊν. Μετά το πζρασ τθσ 

επϊαςθσ, ζγινε προςκικθ διαλφματοσ χλωροφορμίου/ιςοαμυλικισ αλκοόλθσ (24:1) ςε ίςο όγκο 

με τον όγκο του δείγματοσ υπό λφςθ (περίπου 10 mL). Σκοπόσ τθσ προςκικθσ αυτισ ιταν θ 

απομάκρυνςθ των οργανικϊν ςτοιχείων που προζκυψαν από τθν λφςθ των κυττάρων (για 

παράδειγμα, λιπίδια, υδατάνκρακεσ, ςτοιχεία των μεμβρανϊν και τοιχωμάτων) ςτθν λεγόμενθ 

«οργανικι φάςθ» και τθσ απομόνωςθσ του γενετικοφ υλικοφ ςτθν λεγόμενθ «υδάτινθ φάςθ» 

(υπερκείμενθ). Ο διαχωριςμόσ των φάςεων  ζγινε με φυγοκζντρθςθ των φιαλιδίων ςτισ 8000 rpm 

για 20 λεπτά ςτουσ 10°C. Μετά από τθν φυγοκζντρθςθ, θ υδάτινθ φάςθ μεταφζρκθκε ςε νζο 

φιαλίδιο με ιδιαίτερθ προςοχι ϊςτε να προςτατευκεί το γυμνό DNA. Στο νζο φιαλίδιο προςτζκθκε 

κακαρι ιςοπροπανόλθ ςε όγκο 2/3 του όγκου του δείγματοσ. Σκοπόσ αυτισ τθσ προςκικθσ ιταν θ 

κατακριμνιςθ του DNA. Για τθν αποτελεςματικότερθ κατακριμνιςθ, τα δείγματα παρζμειναν 

ςτουσ 4°C για όλθ τθ νφχτα. Τθν επόμενθ μζρα ακολοφκθςε φυγοκζντρθςθ ςτισ 8000 rpm για 25 

λεπτά ςτουσ 4°C, προκειμζνου να δθμιουργθκεί θ πελζτα (ίηθμα) του DNA. Στθν πελζτα 

προςτζκθκε διάλυμα αικανόλθσ (76%) και οξικοφ αμμωνίου (10 mM) ςε όγκο 2 ml και το διάλυμα 

φυγοκεντρικθκε ςτισ 8000 rpm για 25 λεπτά ςτουσ 4°C. Στισ περιπτϊςεισ όπου θ πελζτα δεν ιταν 

ορατι με το γυμνό μάτι, θ διαδικαςία τθσ κατακριμνιςθσ επαναλιφκθκε για να βεβαιωκοφμε ότι 

δεν είχαμε απϊλεια DNA. Με το πζρασ τθσ διαδικαςίασ, θ πελζτα του DNA παρζμεινε ςτουσ 37oC 

για περίπου 1 ϊρα ζωσ ότου εξατμιςτεί πλιρωσ θ υπολειπόμενθ αικανόλθ. Στθν ξθρι πελζτα  

προςτζκθκαν 100-200 μL υπερκάκαρο νερό  ϊςτε να επαναδιαλυτοποιθκεί το DNA. 

Θ εκχφλιςθ του ολικοφ γενετικοφ υλικοφ από τουσ ιοφσ δεν πραγματοποιικθκε ςτθν παροφςα 

εργαςία, ενϊ χρθςιμοποιικθκε διαφορετικό πρωτόκολλο. 

Θ ποςότθτα και ποιότθτα του DNA που εκχυλίςτθκε προςδιορίςτθκε με φωτόμετρο 

NanoDrop (ND-100, Thermo Scientific). Στθ ςυνζχεια, τα δείγματα αποκθκεφτθκαν ςτουσ -20°C. 

Κακ’ όλθ τθ διαδικαςία, φοροφςαμε γάντια με ςκοπό τθν προςταςία τθσ υγείασ μασ από τοξικά 

χθμικά διαλφματα κακϊσ και τθν αποφυγι επιμόλυνςθσ των δειγμάτων τόςο μεταξφ τουσ όςο και 

με το πλθςίον περιβάλλον. 

 



23 
 

Πίνακασ 2.3. Συνταγι διαλφματοσ CTAB 2% (οι ποςότθτεσ αντιςτοιχοφν ςε όγκο διαλφματοσ 100 ml). Τα ςυςτατικά με 

* αντιςτοιχοφν ςε 10 ml δείγματοσ, κακϊσ τοποκετοφνταν ςε κάκε φιαλίδιο ξεχωριςτά. 

υςτατικά Ποςότθτα Σελικι ςυγκζντρωςθ 

CTAB 2 gr 2% w/v 

Tris-HCl 1 M, Ph 8 10 ml 100 mM 
EDTA 0.5 M, Ph 8 4 ml  20 mM 
NaCl 5 M 28 ml 1.4 M 
β-μερκαπτοαικανόλθ με ποςότθτεσ και ςυγκεντρϊςεισ 20 μl* 0,2% 
πρωτεϊνάςθ Κ  100ul* 0.1 mg mL

-1
 

 DTT 100ul* 10 mM 
Υπερκάκαρο νερό 54 ml  

 

Στθν Εικόνα 2.2. παρουςιάηεται ζνα ενδεικτικό αποτζλεςμα εκχφλιςθσ DNA από το δείγμα D2, OF 

evening (2 και 5 μm). Θ ποςότθτα του DNA που εκχυλίςτθκε από το ςυγκεκριμζνο δείγμα είναι 

153,1 ng/μl με λόγο 260/280 nm 2,06. Γνωρίηουμε πωσ ο λόγοσ 260/280 αντιπροςωπεφει το μικοσ 

κφματοσ όπου απορροφά το DNA (260 nm) προσ το μικοσ κφματοσ όπου απορροφοφν οι 

πρωτεΐνεσ (280 nm), ςυνεπϊσ αποτελεί ζνα μζτρο τθσ κακαρότθτασ του DNA. Πςο ο λόγοσ αυτόσ 

πλθςιάηει τθν τιμι 2, τόςο πιο κακαρό DNA ζχει εκχυλιςτεί. Για το ςυγκεκριμζνο δείγμα, 

ςυμπεράναμε λοιπόν πωσ τόςο θ ποςότθτα όςο και θ ποιότθτα του DNA του ιταν ικανοποιθτικζσ. 

 

 

Εικόνα 2.2. Τα αποτελζςματα τθσ εκχφλιςθσ DNA, όπωσ προζκυψαν από το όργανο μζτρθςθσ (NanoDrop™ 100 

Spectrophotometer). 

 

2.3. Πολλαπλαςιαςμόσ γονιδίων μζςω τθσ Αλυςιδωτισ Αντίδραςθσ Πολυμεράςθσ 

(PCR) 

Σκοπόσ τθσ εργαςίασ ιταν να εκτιμθκεί θ ποικιλότθτα του πικο-, νανο- και μικρο-πλαγκτοφ με 

γενετικοφσ δείκτεσ. Για αυτό το ςκοπό, επιλζχκθκαν γονίδια ειδικά για κάκε πλαγκτονικι ομάδα 

και αγοράςτθκαν οι αντίςτοιχοι εκκινθτζσ των γονιδίων. Για τον πολλαπλαςιαςμό των γονιδίων 

χρθςιμοποιικθκε ζνα πρωτόκολλο PCR δφο ςταδίων. 
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Τα γονίδια που επιλζχκθκαν για να χαρακτθριςτεί θ ποικιλότθτα του μικροβιακοφ 

πλαγκτοφ ςτα δείγματα ςυνοψίηονται ςτον Ρίνακα 2.2. και ιταν τα ακόλουκα: 

1) το γονίδιο 16S rRNA και ςυγκεκριμζνα θ περιοχι του V3-V4 για τθν ανίχνευςθ των 

προκαρυωτϊν (Βακτιρια και Αρχαία) τόςο ςτθν κλάςθ μεγζκουσ 0,2-2 μm (περιλαμβάνει τουσ 

λεγόμενουσ «ελεφκερουσ» προκαρυϊτεσ) όςο και ςτθν κλάςθ μεγζκουσ >2 μm  (περιλαμβάνει 

τουσ λεγόμενουσ προκαρυϊτεσ προςκολλθμζνουσ ςε ςωματίδια) 

2) το γονίδιο 18S rRNA και ςυγκεκριμζνα θ περιοχι του V9 για τθν ανίχνευςθ των ευκαρυωτϊν ςε 

όλεσ τισ κλάςεισ μεγζκουσ: 0,2-2 μm (περιλαμβάνει το λεγόμενο ευκαρυωτικό πικο-πλαγκτόν), 2-

20 μm (περιλαμβάνει το νανο-πλαγκτόν), 20-200 μm (περιλαμβάνει το μικρο-πλαγκτόν) και >200 

μm (περιλαμβάνει το μεςο-πλαγκτόν) 

3) μζροσ τθσ περιοχισ ITS του rRNA οπερονίου για τθν ανίχνευςθ των μυκιτων ςτισ κλάςεισ 

μεγζκουσ 2-20 μm, 20-200 μm και >200 μm. 

Στον Ρίνακα 2.2. παρουςιάηονται και τα γονίδια που επιλζχκθκαν για τον εντοπιςμό των ιικϊν 

ομάδων που όμωσ δεν ςυηθτιοφνται περαιτζρω, κακϊσ θ διαδικαςία πολλαπλαςιαςμοφ τουσ δεν 

ιταν επιτυχθμζνθ. 

Στθν πρϊτθ αντίδραςθ PCR, το εκάςτοτε γονίδιο-ςτόχοσ πολλαπλαςιάςτθκε με τουσ 

ειδικοφσ εκκινθτζσ (τα ηεφγθ των εκκινθτϊν κακϊσ και πλθροφορίεσ ςχετικά με τθν αλλθλουχία 

τουσ και το αναμενόμενο μζγεκοσ του προϊόντοσ παρατίκενται ςτον Ρίνακα 2.3.). Θ πρϊτθ αυτι 

αντίδραςθ για τα γονίδια 16S rRNA και 18S rRNA περιείχε το υπόςτρωμα DNA,  το ρυκμιςτικό 

διάλυμα τθσ PCR (5X) με μείγμα νουκλεοτιδίων (dNTPs, 10 mΜ) και MgCl2 (25 mM) από το KAPA 

Hifi PCR kit, τουσ αντίςτοιχουσ για κάκε γονίδιο εμπρόςκιουσ και οπίςκιουσ εκκινθτζσ (10 μΜ) και 

Kapa Taq DNA πολυμεράςθ υψθλισ ακριβείασ (1U/μl). Τα ςτάδια του πρωτοκόλλου τθσ PCR που 

χρθςιμοποιικθκε για το 16S rRNA γονίδιο ιταν: 95 οC για 5 min, ακολοφκωσ 26 κφκλοι ςτουσ 98 οC 

για 20s, 57 oC για 2 min, 72 oC για 1 min, και τζλοσ 72 oC για 7 min. Τα ςτάδια του πρωτοκόλλου τθσ 

PCR που χρθςιμοποιικθκε για το 18S rRNA γονίδιο ιταν: 95 οC για 5 min, ακολοφκωσ 30 κφκλοι 

ςτουσ 98 οC για 20s, 63 oC για 90s, 72 oC για 90s, και τζλοσ 72 oC για 10 min. 

Για τθν περιοχι ITS1-ITS2, το πρωτόκολλο τροποποιικθκε και κατζλθξε μετά από πολλζσ 

δοκιμζσ να είναι ωσ εξισ: H αντίδραςθ περιείχε το υπόςτρωμα DNA, το ρυκμιςτικό διάλυμα τθσ 

PCR (Buffer A 10X with MgCl2)  από το FastGene® Taq DNA PCR kit, μείγμα νουκλεοτιδίων (dNTPs, 

10mΜ) από το KAPA Hifi PCR kit, τουσ αντίςτοιχουσ για κάκε γονίδιο εμπρόςκιουσ και οπίςκιουσ 

εκκινθτζσ (10μΜ) και FastGene® DNA πολυμεράςθ (5U/μl). Τα ςτάδια του πρωτοκόλλου τθσ PCR 

που χρθςιμοποιικθκε για τθν περιοχι ITS1-ITS2 ιταν: 95 οC για 5 min, ακολοφκωσ 35 κφκλοι ςτουσ 

95 οC για 30s, 52 οC για 30s, 68 οC για 30s, και τζλοσ 68 οC για 10 min. 

 

Πίνακασ 2.3.  Ρλθροφορίεσ για τουσ εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν για το κάκε γονίδιο. 
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Γενετικόσ τόποσ 
Όνομα 

εκκινθτι 
Αλλθλουχία (5’ - 3’) 

Μζγεκοσ 
προϊόντοσ 

Βιβλιογραφικι αναφορά 

16S rRNA 

341F1 
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTG
TATAAGAGACAGCCTACGGGN
GGCWGCAG 

450-500 bp Klindworth et al., 2013 

805RB1 
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
GTATAAGAGACAGGACTACNV
GGGTATCTAATCC 

18S rRNA 

1380f 
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTG
TATAAGAGACAGCCCTGCCHTT
TGTACACAC 

180-250 bp Amaral-Zettler et al., 2009 

1510r 
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
GTATAAGAGACAGCCTTCYGC
AGGTTCACCTAC 

ITS1-ITS2 
ITS1-F 

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTA
A 300-400 bp Wang et al., 2018 

ITS2-(R) GCTGCGTTCTTCATCGATGC 

 

Πςον αφορά τα δείγματα που είχαν λιγοςτό DNA ι/και πολλοφσ παρεμποδιςτζσ PCR  

χρθςιμοποιικθκε θ τεχνικι τθσ nested PCR κατά τθν οποία γίνεται αρχικά πολλαπλαςιαςμόσ του 

επικυμθτοφ γονιδίου με τουσ αντίςτοιχουσ εκκινθτζσ και ςτθ ςυνζχεια το προϊόν αυτισ τθσ 

αντίδραςθσ χρθςιμοποιείται ωσ υπόςτρωμα για τθν επόμενθ αντίδραςθ. Το πρωτόκολλο που 

ακολουκικθκε ςτθν nested PCR ιταν το ίδιο με το αρχικό για το κάκε γονίδιο. 

Θ δεφτερθ αντίδραςθ PCR ζγινε με εκκινθτζσ που περιλαμβάνουν τουσ δείκτεσ και τουσ 

ςυνδζτεσ Illumina, ϊςτε το κάκε δείγμα να αποκτιςει ζναν μοναδικό κωδικό και να μπορεί να 

αναγνωριςτεί ςτα ςτάδια που ακολουκοφν μετά τθν αλλθλοφχθςθ. Θ αντίδραςθ αυτι περιείχε ωσ 

υπόςτρωμα το κακαριςμζνο προϊόν τθσ πρϊτθσ PCR, το ρυκμιςτικό διάλυμα τθσ PCR (5X) με 

μείγμα νουκλεοτιδίων (dNTPs, 10mΜ) από το KAPA Hifi PCR kit, εμπρόςκιουσ και οπίςκιουσ 

εκκινθτζσ (10μΜ) και Kapa Taq DNA πολυμεράςθ υψθλισ ακριβείασ (1U/μl). Τα ςτάδια του 

πρωτοκόλλου τθσ PCR που χρθςιμοποιικθκε ιταν: 98 οC για 3min, ακολοφκωσ 8 κφκλοι ςτουσ 98 
οC για 30s, 55 οC για 30s, 72 οC για 30s, και τζλοσ 72 οC για 5 min. 

Για τον ζλεγχο του αποτελζςματοσ τθσ πρϊτθσ αντίδραςθσ και ανεξάρτθτα από το 

πρωτόκολλο, ζγινε θλεκτροφόρθςθ με 4 μl από το προϊόν τθσ PCR για 35 λεπτά ςτα 90 volt ςε 

πικτωμα αγαρόηθσ 1-1.5%, το οποίο περιείχε 3.5 μl βρωμιοφχο αικίδιο. Το βρωμιοφχο αικίδιο 

χρθςιμοποιικθκε κακϊσ ζχει τθν ικανότθτα να ςυνδζεται με τα μόρια DNA και να φκορίηει ςε 

υπεριϊδθ ακτινοβολία, δίνοντασ τθ δυνατότθτα να εκτιμθκεί οπτικά  θ αποτελεςματικότθτα τθσ 

PCR. Το πικτωμα αγαρόηθσ φωτογραφιηόταν υπό υπεριϊδθ φωτιςμό με  το DNA να εμφανίηεται 

ςε πορτοκαλί ηϊνεσ και τθν ποςότθτά του να είναι ανάλογθ τθσ ζνταςθσ του χρϊματοσ των 

ηωνϊν. Για να ελεγχκεί αν είχε πολλαπλαςιαςτεί το επικυμθτό γονίδιο ζγινε ςφγκριςθ με 2,5 μl 
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δείκτθ μοριακϊν μεγεκϊν (ladder Nippon Genetics, με διακριτζσ ηϊνεσ μεγζκουσ 200-600 bp) κατά 

τθ διάρκεια τθσ θλεκτροφόρθςθσ. Για τον ζλεγχο του αποτελζςματοσ τθσ δεφτερθσ αντίδραςθσ, 

ζγινε θλεκτροφόρθςθ και επεξεργαςία των εικόνων με 2,5 μl από το προϊόν τθσ PCR όπωσ 

περιγράφθκε παραπάνω. 

 

2.4. Κακαριςμόσ των προϊόντων τθσ PCR 

Προετοιμαςία 

Για τον κακαριςμό των προϊόντων τθσ PCR χρθςιμοποιθκικαν μαγνθτικά ςφαιρίδια AMPure XP. Τα 

ςφαιρίδια και θ αικανόλθ που περιλαμβάνει το πρωτόκολλο αφινονταν εκτόσ ψυγείου ϊςπου να 

ζρκουν ςε κερμοκραςία δωματίου προτοφ χρθςιμοποιθκοφν. 

Διαδικαςία 

Για τθν διαδικαςία κακαριςμοφ των προϊόντων τθσ PCR αρχικά ζγινε ανάδευςθ των μαγνθτικϊν 

ςφαιριδίων AMPure XP για περίπου 30 δευτερόλεπτα ςε κερμοκραςία δωματίου και ςτθ ςυνζχεια 

με τθ χριςθ πολυπιπζτασ προςτζκθκε κατάλλθλοσ όγκοσ ςφαιριδίων ςε κάκε φρεάτιο τθσ πλάκασ 

PCR που περιείχε δείγμα. Ο όγκοσ υπολογίςτθκε ωσ 0.9 μl επί του όγκου του κάκε δείγματοσ για να 

απομακρυνκοφν παραπροϊόντα τθσ PCR με μεγαλφτερο ι μικρότερο μζγεκοσ από το επικυμθτό 

γονίδιο. Ακολοφκωσ,  πραγματοποιικθκε ανάδευςθ των δειγμάτων με τα μαγνθτικά ςφαιρίδια με 

τθν πολυπιπζτα, ϊςπου να ομογενοποιθκεί το δείγμα. Αφοφ επωάςτθκαν τα δείγματα ςε 

κερμοκραςία δωματίου χωρίσ ανακίνθςθ για 5 λεπτά, θ πλάκα PCR τοποκετικθκε ςε ειδικι 

μαγνθτικι βάςθ για 2 λεπτά ι μζχρι το υπερκείμενο να είναι διαυγζσ. Σε αυτό το βιμα, τα 

μαγνθτικά ςφαιρίδια ζχουν δεςμεφςει το DNA και προςκολλϊνται ςτουσ μαγνιτεσ τθσ μαγνθτικισ 

πλάκασ. Ενϊ θ πλάκα PCR βριςκόταν ακόμθ  ςτθ μαγνθτικι βάςθ, το υπερκείμενο αφαιρζκθκε με 

τθ χριςθ πολυπιπζτασ. Κατόπιν, με τθν πλάκα  PCR ακόμθ ςτθ μαγνθτικι βάςθ, 

πραγματοποιικθκε κακαριςμόσ των ςφαιριδίων με τθν προςκικθ 200 μl  αικανόλθσ 80% ςε κάκε 

φρεάτιο που περιείχε δείγμα. Ακολοφκθςε επϊαςθ τθσ πλάκασ PCR ςτθ μαγνθτικι βάςθ για 30 

δευτερόλεπτα και ςτθ ςυνζχεια το υπερκείμενο αφαιρζκθκε και απορρίφκθκε. Θ διαδικαςία του 

κακαριςμοφ με αικανόλθ επαναλιφκθκε δφο φορζσ.  Θ πλάκα PCR παρζμεινε ςτθ μαγνθτικι βάςθ 

ζωσ ότου εξατμιςτεί πλιρωσ θ αικανόλθ (περίπου για 10 λεπτά), μετά αφαιρζκθκε από τθ 

μαγνθτικι βάςθ και τζλοσ προςτζκθκαν 25 μl νεροφ PCR ςε κάκε φρεάτιο που περιείχε δείγμα. 

Ζτςι, το προϊόν τθσ PCR επαναιωρικθκε με ιπια ανάδευςθ με χριςθ πολυπιπζτασ. Ακολοφκθςε 

επϊαςθ ςε κερμοκραςία δωματίου για 2 λεπτά και θ πλάκα τοποκετικθκε ςτθ μαγνθτικι βάςθ εκ 

νζου για 2 λεπτά ι μζχρι το υπερκείμενο να είναι διαυγζσ. Με τθ χριςθ πολυπιπζτασ το κακαρό 

πλζον υπερκείμενο μεταφζρκθκε προςεκτικά  ςε μια νζα πλάκα PCR.  

 

2.5. Ποςοτικοποίθςθ DNA και προετοιμαςία βιβλιοκθκϊν 
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Μετά τον κακαριςμό των προϊόντων τθσ δεφτερθσ αντίδραςθσ PCR, ποςοτικοποιικθκε το DNA με 

τθ χριςθ φκοριόμετρου QubitTM 4 Fluorometer. Σκοπόσ αυτισ τθσ ακριβοφσ ποςοτικοποίθςθσ ιταν 

να υπολογιςτεί θ ποςότθτα του κάκε δείγματοσ που κα πρζπει να προςτεκεί ςτθν βιβλιοκικθ 

ϊςτε το κάκε δείγμα να ςυνειςφζρει ιςόποςα ςτθν βιβλιοκικθ. Για τθν ποςοτικοποίθςθ  

χρθςιμοποιικθκε το QubitTM dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) και 

ακολουκικθκε θ διαδικαςία ςφμφωνα με τισ οδθγίεσ του καταςκευαςτι. 

Συνολικά, δθμιουργικθκαν τρεισ βιβλιοκικεσ: θ πρϊτθ περιείχε τα  αντίγραφα των 

γονιδίων 16S rRNA, θ δεφτερθ τα αντίγραφα των γονιδίων 18s rRNA και θ τρίτθ τα αντίγραφα τθσ 

περιοχισ ITS1-ITS2. Θ αλλθλοφχθςθ πραγματοποιικθκε ςτθν πλατφόρμα Illumina MiSeq ςτο 

ΕΛ.ΚΕ.Κ.Ε. Κριτθσ. 

 

2.6. Βιοπλθροφορικι επεξεργαςία των προϊόντων αλλθλοφχθςθσ 

H βιοπλθροφορικι επεξεργαςία των προϊόντων αλλθλοφχιςθσ πραγματοποιικθκε μζςω  τθσ PEMA 

v. 2.1.4 (Zafeiropoulos et al., 2020), που είναι διακζςιμθ ςτθ ςυςτοιχία υπολογιςτϊν υψθλισ 

υπολογιςτικισ απόδοςθσ HPC Zorbas (παρζχεται από το Λ.ΚΑ.Β.Β.ΥΚ., ΕΛ.ΚΕ.Κ.Ε., Zafeiropoulos et 

al., 2021, https://hpc.hcmr.gr).  

Εργαλεία/εφαρμόγεσ όπωσ τα QIIME 2 (Boylen et al., 2019), SLIM (Dufresne et al., 2019), OBI TOOLS 

https://git.metabarcoding.org/obitools/obitools/-/wikis/home), κα μποροφςαν υπό 

προυποκζςεισ/ςυνδιαςτικά να χρθςιμοποιθκοφν επίςθσ για βιοπλθροφορικι επεξεργαςία των 

προϊόντων αλλθλοφχιςθσ. Το γεγονόσ ότι θ ροι εργαςίασ PEMA υποςτθρίηει τθν βιοπλθροφορικι 

ανάλυςθ όλων των γονιδίων «μαρτφρων» (marker genes) που αναλφκθκαν πειραματικα 

ςυνετζλεςε ςτθν επιλογι τθσ. Θ άμεςθ διακεςιμότθτα τθσ ροισ εργαςίασ (ςυμπεριλαμβανομζνων 

όλων των απαραίτθτων τρίτων πακζτων λογιςμικοφ) ςυνετζλεςαν επίςθσ ςε αυτι τθν επιλογι. 

Οι ακατζργαςτεσ αναγνϊςεισ (ορκι και ανάςτροφθ) του γονιδίου 16S rRNA για κάκε δείγμα 

επεξεργάςτθκαν με τθ χριςθ του trimmomatic (v.0.38) (Bolger et al., 2014). Οι  αλλθλουχίεσ των 

δφο άκρων ςχθματίςτθκαν με τθ χριςθ του αλγόρικμου PANDAseq (v. 2.11), με ελάχιςτθ 

επικάλυψθ τθσ ορκισ και ανάςτροφθσ ανάγνωςθσ κάκε δείγματοσ οριςμζνθ ςτα 5 νουκλεοτίδια 

για το γονίδιο 16S, ςτα 20 νουκλεοτίδια για το γονίδιο 18S και ςτα 10 νουκλεοτίδια για τθν 

περιοχι ITS1-ITS2. Μόνο αλλθλουχίεσ με μικοσ περιςςότερο από 150 νουκλεοτίδια κρατικθκαν 

για περαιτζρω αναλφςεισ. Θ ομαδοποίθςθ ςε φυλότυπουσ (Operational taxοnomic Units, OTUs), 

που είχαν ομοιότθτα αλλθλουχίασ 98%, πραγματοποιικθκε με τθ χριςθ του αλγορίκμου VSEARCH  

(v2.9.1) για τα 16S και 18S, και με τον αλγόρικμο SWARM (v2) (Mahé et al., 2015) για τθν περιοχι 

ITS1-ITS2. Οι αλλθλουχίεσ χίμαιρεσ αφαιρζκθκαν είτε με τον αλγόρικμο VSEARCH (v2.9.1.) είτε με 

τον αλγόρικμο UCHIME_DENOVO3 (μφκθτεσ). Σε όλεσ τισ περιπτϊςεισ, θ ταξινομικι ταυτοποίθςθ 

των OTUs ζγινε με τθ χριςθ του αλγόρικμου CREST (version 3.0) και τθ βάςθ δεδομζνων Silva_132 

(προκαρυϊτεσ), PR2 (ευκαρυϊτεσ) και PR2 και MIDORI version 2 (μφκθτεσ) (Ρίνακασ 2.4.). Τζλοσ, ο 

https://imbbc.hcmr.gr/
https://hpc.hcmr.gr/
https://git.metabarcoding.org/obitools/obitools/-/wikis/home
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αρικμόσ των OTUs για κάκε δείγμα και θ ταξινομικι τουσ ανάλυςθ ενςωματϊκθκαν ςε ζναν 

πίνακα OTU. Ο προκφπτων πίνακασ OTU χρθςιμοποιικθκε για περαιτζρω ςτατιςτικζσ αναλφςεισ. 

 

Πίνακασ 2.4.  Ρλθροφορίεσ για τισ βάςεισ δεδομζνων που χρθςιμοποιικθκαν για τθν ταξινομικι ταυτοποίθςθ των 

OTUs . 

 
Βάςθ Δεδομζνων 

(ζκδοςθ) 
Σαξινομικι 

ομάδα Ιςτοςελίδα Βιβλιογραφία 

SILVA (132) Ρροκαρυϊτεσ https://www.arb-silva.de/  https://doi.org/10.1093/nar/gkt1209  

PR2 (4.14.0) Ευκαρυϊτεσ  https://pr2-database.org/  DOI: 10.1111⁄1755-0998.13465 

MIDORI 2  Μφκθτεσ 
http://reference-

midori.info/index.html  

https://doi.org/10.1038/sdata.2017.2
7 

 

 

2.7. τατιςτικι επεξεργαςία 

Ζγινε ανάλυςθ κφριων ςυνιςτωςϊν (principal coordinate analysis, PCO) για τθν ομαδοποίθςθ των 

δεδομζνων. Θ φπαρξθ ςθμαντικϊν διαφορϊν ςτισ μικροβιακζσ κοινότθτεσ ανάμεςα ςτουσ 

ςτακμοφσ δειγματολθψίασ ελζγχκθκε εφαρμόηοντασ πολυπαραγοντικι ανάλυςθ διακφμανςθσ 

(PERMANOVA) χρθςιμοποιϊντασ τον διαχωριςτικό παράγοντα «υδατοκαλλιζργεια» ζχοντασ δφο 

επίπεδα: κακόλου υδατοκαλλιζργεια (C) ι υδατοκαλλιζργεια (FARM: OF και MF μαηί) και «ςτιγμι 

τθσ θμζρασ» ζχοντασ τρία επίπεδα (morning, noon, evening). Επίςθσ χρθςιμοποιικθκε και ο 

παράγοντασ «τφποσ υδατοκαλλιζργειασ» με τρία επίπεδα (C, OF, MF) και θμζρα επανάλθψθσ (D1, 

D2, D3). Θ μθδενικι υπόκεςθ ιταν ότι δεν υπάρχουν διαφορζσ. Τα πλζγματα ανομοιότθτασ τφπου 

Bray-Curtis υπολογίςτθκαν χρθςιμοποιϊντασ μεταςχθματιςμζνα βιολογικά δεδομζνα 

(τετραγωνικι ρίηα) και οι Ευκλείδειεσ αποςτάςεισ υπολογίςτθκαν χρθςιμοποιϊντασ 

κανονικοποιθμζνα αβιοτικά δεδομζνα (Clarke and Ainsworth 1993). Ο ζλεγχοσ υποκζςεων ζγινε με 

999 μετακζςεισ και για τισ δοκιμζσ ανά ηεφγθ χρθςιμοποιικθκε το επίπεδο ςθμαντικότθτασ 0.05. 

Επιπλζον ανάλυςθ ζγινε (redundancy analysis, RDA) για να ελεγχκεί αν θ διακφμανςθ των 

βιολογικϊν δεδομζνων εξθγικθκε από τα αβιοτικά δεδομζνα (ςυγκζντρωςθ κρεπτικϊν και 

χλωροφφλλθσ). Οι αναλφςεισ ζγιναν με το λογιςμικό πακζτο PRIMER v6 (PRIMER-E Ltd, Plymouth 

Marine Laboratory, Natural Environmental Research Council, UK) με πρόςκετο λογιςμικό 

PERMANOVA + (Anderson et al., 2008). 

 

3. Αποτελζςματα 

3. 1. Προκαρυϊτεσ 

https://www.arb-silva.de/
https://doi.org/10.1093/nar/gkt1209
https://pr2-database.org/
http://reference-midori.info/index.html
http://reference-midori.info/index.html
https://doi.org/10.1038/sdata.2017.27
https://doi.org/10.1038/sdata.2017.27
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3.1.1. Ελεφκεροι προκαρυϊτεσ 

Μετά τθν αφαίρεςθ των δειγμάτων αρνθτικοφ ελζγχου (blanks), ο τελικόσ πίνακασ OTUs για τουσ 

ελεφκερουσ προκαρυϊτεσ περιελάμβανε 815.242 αλλθλουχίεσ που μετά τθν επεξεργαςία τουσ 

απζδωςαν 4.101 OTUs. Ο αρικμόσ αλλθλουχιϊν ανά δείγμα κυμαινόταν από 2.863 (D2 C noon) 

ζωσ 70.187 (D2 OF evening), με κατά μζςο όρο 30.194 αλλθλουχίεσ ανά δείγμα. 

 

Πίνακασ 3.1. Δείκτθσ ομοιογζνειασ (J Pielou) και ποικιλότθτασ (H Shannon-Wiener) για τθν κοινότθτα των ελεφκερων 

προκαρυωτϊν και των προκαρυωτϊν που είναι προςκολλθμζνοι ςε ςωματίδια με βάςθ τα δεδομζνα για τθ ςτιγμι τθσ 

θμζρασ (morning, noon, evening) και τον τφπο τθσ υδατοκαλλιζργειασ (Control, OF, MF). Οι τιμζσ προζκυψαν από τον 

μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 

 

 Ελεφκεροι προκαρυϊτεσ 
Προκαρυϊτεσ προςκολλθμζνοι ςε 

ςωματίδια  

 
J Pielou δείκτθσ 

ομαλότθτασ 
H Shannon-Wiener 

δείκτθσ ποικιλότθτασ 
J Pielou δείκτθσ 

ομαλότθτασ 
H Shannon-Wiener 

δείκτθσ ποικιλότθτασ 
C morning 

C noon 
C evening 

OF morning 
OF noon 

OF evening 
MF morning 

MF noon 
MF evening 

0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 

5.7 
5.0 
5.8 
5.6 
5.9 
6.0 
6.3 
6.1 
6.2 

0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.8 
0.9 
0.9 
0.9 

5.3 
5.6 
5.2 
5.4 
5.3 
5.3 
5.1 
5.6 
5.1 

 

O δείκτθσ προκαρυωτικισ ομοιογζνειασ Pielou δεν παρουςίαςε διαφορζσ μεταξφ των ςτακμϊν 

δειγματολθψίασ (C, OF, MF) ι μεταξφ τθσ ςτιγμισ τθσ θμζρασ (morning, noon, evening) και ιταν 

περίπου 0.9 ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ (Ρίνακασ 3.1.). Αντικζτωσ, ο δείκτθσ ποικιλότθτασ Shannon 

παρουςίαςε μια τάςθ αφξθςθσ από τον ςτακμό C προσ τουσ ςτακμοφσ MF (Ρίνακασ 3.1.) με 

μζγιςτθ τιμι 6.3 ςτουσ ςτακμοφσ MF morning. Τα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ PERMANOVA 

ζδειξαν ότι ςτο ταξινομικό επίπεδο του είδουσ, θ επίδραςθ τθσ υδατοκαλλιζργειασ προκάλεςε 

ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτα πρότυπα τθσ προκαρυωτικισ κοινότθτασ (Pseudo-F=4.59, p<0,05), 

παρόμοια με τθν επίδραςθ του τφπου υδατοκαλλιζργειασ (Pseudo-F=3.1751, p<0,05). Αντίκετα θ 

ςτιγμι τθσ θμζρασ δεν διαφοροποίθςε τθν κοινότθτα των ελεφκερων προκαρυωτϊν. Θ 

διαφοροποίθςθ των ςτακμϊν με βάςθ τθν υδατοκαλλιεργθτικι δραςτθριότθτα παρουςιάηεται 

ςτθν ανάλυςθ PCO (Εικόνα 3.1.). 
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Εικόνα 3.1. Το διάγραμμα με βάςθ τθν ανάλυςθ Principal Coordinates (PCO), όπου φαίνεται θ διαφοροποίθςθ ςτθ 

ςφνκεςθ τθσ ελεφκερθσ προκαρυωτικισ κοινότθτασ με βάςθ τθν παράμετρο «υδατοκαλλιζργεια». 

 

Το φφλο των Proteobacteria ιταν αυτό που καταλάμβανε το μεγαλφτερο ποςοςτό των κοινοτιτων 

των ελεφκερων προκαρυωτϊν (50%-60%) ςε όλουσ τουσ ςτακμοφσ ανεξάρτθτα από τθν ςτιγμι τθσ 

θμζρασ. Δεφτερο ςε ποςοςτό ιταν το φφλο των Bacteroidetes (20-35%) και τρίτο το φφλο 

Cyanobacteria. Τα Cyanobacteria καταλάμβαναν μεγαλφτερο ποςοςτό ςτισ κοινότθτεσ των 

ελεφκερων προκαρυωτϊν ςτουσ ςτακμοφσ C (10 με 20%) ςε ςχζςθ με τουσ FARM (περίπου 5%). Σε 

αντίκεςθ με τα Cyanobacteria, τα Verrucomicrobia καταλάμβαναν μεγαλφτερο μζροσ τθσ 

κοινότθτασ  ςτουσ ςτακμοφσ FARM (Εικόνα 3.2.). 
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Εικόνα 3.2. Θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά των φφλων των ελεφκερων προκαρυωτϊν ςτον ςτακμό μάρτυρα (C) και ςτουσ 

ςτακμοφσ με υδατοκαλλιζργειεσ ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, evening). Οι τιμζσ προζκυψαν από τον 

μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 

 

Πςον αφορά τα Proteobacteria, επικράτθςε θ κλάςθ Gammaproteobacteria (περίπου 80% επί του 

ςυνόλου των Proteobacteria) ςτουσ ςτακμοφσ FARM και ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ. Αντίςτοιχο 

ποςοςτό Gammaproteobacteria παρατθρικθκε ςτουσ ςτακμοφσ C μόνο τθ ςτιγμι evening. H 

κλάςθ Alphaproteobacteria επικράτθςε ςτουσ ςτακμοφσ C noon ενϊ ςτουσ ςτακμοφσ C morning οι 

κλάςεισ Alpha- και Gammaproteobacteria ςυνειςζφεραν περίπου το ίδιο.  (Εικόνα 3.3.). Θ κλάςθ 

Deltaproteobacteria βρζκθκε ςε γενικά πολφ χαμθλό ποςοςτό (<5%) που όμωσ ιταν υψθλότερο 

ςτουσ ςτακμοφσ FARM από ότι ςτουσ C. 

 

 

Εικόνα 3.3.  Θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά των κλάςεων των Proteobacteria ςτον ςτακμό μάρτυρα (C) και ςτουσ ςτακμοφσ 

με υδατοκαλλιζργειεσ ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, evening). Οι τιμζσ προζκυψαν από τον μζςο όρο 

των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 

 

Στο φφλο Bacteroidetes, θ επικρατοφςα τάξθ ιταν τα Flavobacteriales, θ οποία κυμαινόταν από 

50% ςτουσ MF morning ζωσ 80% ςτουσ C noon (Εικόνα 3.4.). Επόμενθ ςε ποςοςτιαία ςυνειςφορά 

ιταν θ τάξθ Chitinophagales με ζνα ιδιαίτερο πρότυπο ςε ςχζςθ με τθν υδατοκαλλιζργεια: θ 

ποςοςτιαία ςυνειςφορά αυτισ τθσ τάξθσ βρζκθκε να αυξάνεται από τουσ ςτακμοφσ C ςτουσ 

ςτακμοφσ με ζναν κλωβό (OF) και ακόμα περιςςότερο ςτουσ ςτακμοφσ με πολλοφσ κλωβοφσ (MF) 

φτάνοντασ εκεί περίπου 40%. Επίςθσ, μεγαλφτερθ ποςοςτιαία ςυνειςφορά ςτουσ ςτακμοφσ με 

υδατοκαλλιζργειεσ ςε ςχζςθ με τουσ ςτακμοφσ C παρουςίαςε και θ τάξθ Cytophagales (Εικόνα 

3.4.) φτάνοντασ ωσ και 10% ςυνειςφορά ςτουσ ςτακμοφσ OF/MF. 
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Εικόνα 3.4. Θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά των τάξεων των Bacteroidetes ςτο ςτακμό μάρτυρα (C) και ςτουσ ςτακμοφσ με 

ζναν κλωβό (OF) και πολλοφσ κλωβοφσ (MF)  ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, evening). Οι τιμζσ 

προζκυψαν από τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 

 

Πςον αφορά το φφλο Cyanobacteria, βρζκθκε πωσ οι περιςςότερεσ αλλθλουχίεσ ταξινομικθκαν 

εντόσ τθσ τάξθσ Synechococcales (από 80 ζωσ και 95%) αλλά το γζνοσ ι είδοσ τουσ παρζμεινε 

αδιευκρίνιςτο ςε όλουσ τουσ ςτακμοφσ. Ππωσ  φαίνεται ςτθν Εικόνα 3.5., οι ςτακμοί OF και MF 

διζφεραν από τουσ C κακϊσ οι πρϊτοι είχαν υψθλότερθ ποικιλομορφία. Συγκεκριμζνα τα γζνθ 

Phormidesmiales και Nostocales είχαν ιδιαίτερθ ςυνειςφορά ςτουσ OF/MF.  

 

Εικόνα 3.5. H ποςοςτιαία ςυνειςφορά των γενϊν των Cyanobacteria ςτο ςτακμό μάρτυρα (C) και ςτουσ ςτακμοφσ με 

ζναν κλωβό (OF) και πολλοφσ κλωβοφσ (MF), ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, evening). Οι τιμζσ 

προζκυψαν από τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 
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Τζλοσ, διαφορζσ ανάμεςα ςτουσ C και OF/MF παρατθρικθκαν και ςτο φφλο Verrucomicrobia όπου 

το ποςοςτό τθσ οικογζνειασ Rubritaleaceae κυμαινόταν από 5 ωσ 35% ςτον ςτακμό μάρτυρα, 

μεταξφ 65 και 85% ςτουσ ςτακμοφσ με ζναν κλωβό, και μεταξφ 80 και 90% ςτουσ ςτακμοφσ με 

πολλοφσ κλωβοφσ. Τθν αντίκετθ τάςθ παρουςίαςε θ οικογζνεια Puniceicoccaceae (Εικόνα 3.6.). 

 

 

Εικόνα 3.6. Θ ποςοςτιαία ςυνειςφορα των οικογενειϊν των Verrucomicrobia ςτο ςτακμό μάρτυρα (C) και ςτουσ 

ςτακμοφσ με ζναν κλωβό (OF) και πολλοφσ κλωβοφσ (MF), ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, evening). Οι 

τιμζσ προζκυψαν από τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ.  

 

Τα πρότυπα τθσ κοινότθτασ των ελεφκερων προκαρυωτϊν ςτο ταξινομικό επίπεδο του είδουσ 

ςυςχετίςτθκαν ςθμαντικά με τισ ακόλουκεσ μεταβλθτζσ: οι ςυγκεντρϊςεισ των PON, NO3, NH4 και 

NO2 (R2=0.28033, p<0,05). Πταν ςτο γραμμικό μοντζλο ειςιχκθςαν μόνο αυτζσ οι τζςςερισ 

ςθμαντικζσ παράμετροι (κριτιριο επιλογισ: AICc, διαδικαςία επιλογισ: ςταδιακι), βρζκθκε ότι το 

24% τθσ μεταβλθτότθτασ των κοινοτιτων των ελεφκερων προκαρυωτϊν εξθγικθκε από τθ 

ςωρευτικι δράςθ τουσ (p<0,05) (Εικόνα 3.7.). 
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Εικόνα 3.7. Ανάλυςθ τφπου distance-based redundancy analysis (dbRDA) για τισ κοινότθτεσ των ελεφκερων 

προκαρυωτϊν ςτο ταξινομικό επίπεδο του είδουσ βάςει τθσ παραμζτρου τθσ φπαρξθσ υδατοκαλλιεργειϊν ι όχι. Μόνο 

οι ςτατιςτικά ςθμαντικζσ αβιοτικζσ παράμετροι χρθςιμοποιοφνται ςτο μοντζλο (δθλαδι,  οι ςυγκεντρϊςεισ των PON, 

NO3, NH4 και NO2). Το μικοσ των γραμμϊν δείχνει τθ ςχετικι ζνταςθ ςυςχζτιςθσ. Θ ομοιότθτα των κοινοτιτων 

βαςίςτθκε ςτον υπολογιςμό του δείκτθ Bray Curtis μετά από μεταςχθματιςμό των 16S rRNA γονιδίων (τετραγωνικι 

ρίηα). 

 

3.1.2. Προκαρυϊτεσ προςκολλθμζνοι ςε ςωματίδια 

Μετά τθν αφαίρεςθ των δειγμάτων αρνθτικοφ ελζγχου, ο τελικόσ πίνακασ OTUs για τουσ 

προκαρυϊτεσ που είναι προςκολλθμζνοι ςε ςωματίδια περιελάμβανε 2.017.116 αλλθλουχίεσ που 

μετά τθν επεξεργαςία τουσ απζδωςαν 4.101 OTUs. Ο αρικμόσ αλλθλουχιϊν ανά δείγμα 

κυμαινόταν από 9.777 (D2 OF morning) ζωσ 527.598 (D1 OF evening), με κατά μζςο όρο 74.708 

αλλθλουχίεσ ανά δείγμα. 

O δείκτθσ προκαρυωτικισ ομοιογζνειασ Pielou και ο δείκτθσ ποικιλότθτασ Shannon δεν 

παρουςίαςαν διαφορζσ μεταξφ των ςτακμϊν δειγματολθψίασ ι μεταξφ τθσ ςτιγμισ τθσ θμζρασ 

για τισ κοινότθτεσ των προκαρυωτϊν που είναι προςκολλθμζνα ςε ςωματίδια (Ρίνακασ 3.1.). Τα 

αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ PERMANOVA ζδειξαν ότι ςτο ταξινομικό επίπεδο του είδουσ, θ 

επίδραςθ τθσ  υδατοκαλλιεργθτικισ δραςτθριότθτασ προκάλεςε ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτα 

πρότυπα τθσ προκαρυωτικισ κοινότθτασ (Pseudo-F=4.778, p<0,05), παρόμοια με τθν επίδραςθ του 

τφπου υδατοκαλλιζργειασ (Pseudo-F=2.7429, p<0,05). Τζλοσ, θ ανάλυςθ ζδειξε ότι και θ ςτιγμι τθσ 

θμζρασ προκάλεςε ςθμαντικζσ διαφορζσ (Pseudo-F=2.1034, p<0,05). Θ διαφοροποίθςθ των 

ςτακμϊν με βάςθ τθν υδατοκαλλιεργθτικι δραςτθριότθτα παρουςιάηεται ςτθν ανάλυςθ PCO 

(Εικόνα 3.8.). 
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Εικόνα 3.8. Το διάγραμμα με βάςθ τθν ανάλυςθ Principal Coordinates (PCO), όπου φαίνεται θ διαφοροποίθςθ ςτθ 

ςφνκεςθ τθσ κοινότθτασ προκαρυωτϊν που είναι προςκολλθμζνοι ςε ςωματίδια με βάςθ τθν παράμετρο  

«υδατοκαλλιζργεια». 

 

Το φφλο των Proteobacteria ιταν αυτό που καταλάμβανε το μεγαλφτερο μζροσ των κοινοτιτων 

των προςκολλθμζνων ςε ςωματίδια προκαρυωτϊν (45-55%) ςε όλουσ τουσ ςτακμοφσ και ςτισ 

τρεισ διαφορετικζσ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ. Ακολοφκθςε ςε ποςοςτιαία ςυνειςφορά το φφλο των 

Bacteroidetes (10-30%) που καταλάμβανε μεγαλφτερο ποςοςτό ςτουσ ςτακμοφσ FARM  (περίπου 

30%) από ότι ςτουσ C (10-20%). Αντικζτωσ, το φφλο Cyanobacteria είχε μεγαλφτερθ ποςοςτιαία 

ςυνειςφορά ςτουσ ςτακμοφσ C, με το μεγαλφτερο ποςοςτό τουσ (περίπου 35%) να καταγράφεται 

τθ ςτιγμι morning. Ππωσ και με τουσ ελεφκερουσ προκαρυϊτεσ, τα Cyanobacteria απαρτίηονταν 

ςχεδόν αποκλειςτικά από τθν τάξθ Synechoccocales (τα δεδομζνα δεν παρουςιάηονται). 

Ανάμεςα ςτισ κλάςεισ των Proteobacteria, θ επικρατζςτερθ ιταν τα Alphaproteobacteria ςε 

όλουσ τουσ ςτακμοφσ και ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (Εικόνα 3.9.). Στθν Εικόνα 3.9. φαίνεται μια τάςθ 

αφξθςθσ του ποςοςτοφ των Alphaproteobacteria από τθ ςτιγμι morning (περίπου 60%) προσ τθ 

ςτιγμι evening (περίπου 80%) ςτουσ C. Θ αντίκετθ ακριβϊσ τάςθ φαίνεται για τα 

Gammaproteobacteria. Στουσ ςτακμοφσ FARM το ποςοςτό των Alphaproteobacteria δεν ξεπζραςε 

το 65%. 
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Εικόνα 3.9. Οι κλάςεισ των Proteobacteria και θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά τουσ ςτον ςτακμό μάρτυρα (C ) και ςτουσ 

ςτακμοφσ με υδατοκαλλιζργειεσ ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, evening). Οι τιμζσ προζκυψαν από τον 

μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 

 

Στο φφλο Bacteroidetes, θ κυρίαρχθ τάξθ ιταν τα Flavobacteriales (70-90%). Οι ςτακμοί μάρτυρεσ 

παρουςίαςαν μεγαλφτερθ ποικιλομορφία ςε ςχζςθ με τουσ FARM, ιδιαίτερα τισ ςτιγμζσ morning 

και noon. Θ τάξθ Chitinophagales αποτζλεςε το 10% και 20% των κοινοτιτων των προςκολλθμζνων 

ςε ςωματίδια προκαρυωτϊν ςτουσ C τισ ςτιγμζσ noon και morning αντίςτοιχα, ενϊ ςτουσ 

ςτακμοφσ με υδατοκαλλιζργειεσ θ ίδια τάξθ καταλάμβανε πολφ μικρό ποςοςτό των κοινοτιτων. 

Το ίδιο αποτζλεςμα βρζκθκε και για τθν τάξθ Sphingobacteriales, που όμωσ θ ποςοςτιαία αφκονία 

τθσ ιταν αρκετά μικρότερθ (Εικόνα 3.10.). 

 

 

Εικόνα 3.10. Οι τάξεισ των Bacteroidetes και θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά τουσ ςτο ςτακμό μάρτυρα (C) και ςτουσ 

ςτακμοφσ με υδατοκαλλιζργειεσ (F) ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, evening). Οι τιμζσ προζκυψαν από 

τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 
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Τζλοσ, ςτο φφλο Verrucomicrobia, το οποίο γενικά είχε πολφ μικρι ςυνειςφορά ςτθ ςφνκεςθ των 

κοινοτιτων των προςκολλθμζνων ςε ςωματίδια προκαρυωτϊν (<2%), επικρατζςτερθ ιταν θ 

οικογζνεια Puniceicoccaceae από 65% τθ ςτιγμι noon ζωσ και 80% τθ ςτιγμι evening 

ςυνυπολογίηοντασ όλουσ τουσ ςτακμοφσ. Το ποςοςτό τθσ οικογζνειασ Rubritaleaceae  κυμάνκθκε 

από 20% τθ ςτιγμι evening ζωσ και 35% τθ ςτιγμι noon (Εικόνα 3.11.). 

 

 

Εικόνα 3.11. Οι οικογζνειεσ των Verrucomicrobia και θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά τουσ ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ 

(morning, noon, evening). Οι τιμζσ προζκυψαν από τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 

 

Τα πρότυπα τθσ κοινότθτασ των προκαρυωτϊν που είναι προςκολλθμζνα ςε ςωματίδια ςτο 

ταξινομικό επίπεδο του είδουσ ςυςχετίςτθκαν ςθμαντικά με τισ ακόλουκεσ μεταβλθτζσ: 

ςυγκεντρϊςεισ των POC, PON και NH4 (R2=0,18012, p<0,05). Πταν ςτο γραμμικό μοντζλο 

ειςιχκθςαν μόνο αυτζσ οι τρεισ ςθμαντικζσ παράμετροι (κριτιριο επιλογισ: AICc, διαδικαςία 

επιλογισ: ςταδιακι), βρζκθκε ότι το 17% τθσ μεταβλθτότθτασ των κοινοτιτων των 

προςκολλθμζνων ςε ςωματίδια προκαρυωτϊν εξθγικθκε από τθ ςωρευτικι δράςθ τουσ (p<0,05) 

(Εικόνα 3.12.). 
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Εικόνα 3.12. Ανάλυςθ τφπου distance-based redundancy analysis (dbRDA) για τισ κοινότθτεσ των βακτθρίων που είναι 

προςκολλθμζνα ςε ςωματίδια ςτο ταξινομικό επίπεδο του είδουσ βάςει τθσ παραμζτρου τθσ φπαρξθσ 

υδατοκαλλιεργειϊν ι όχι. Μόνο οι ςτατιςτικά ςθμαντικζσ αβιοτικζσ παράμετροι χρθςιμοποιοφνται ςτο μοντζλο 

(δθλαδι, οι ςυγκεντρϊςεισ των POC, PON και NH4). Το μικοσ των γραμμϊν δείχνει τθ ςχετικι ζνταςθ ςυςχζτιςθσ. Θ 

ομοιότθτα των κοινοτιτων βαςίςτθκε ςτον υπολογιςμό του δείκτθ Bray Curtis μετά από μεταςχθματιςμό των 16S 

rRNA γονιδίων (τετραγωνικι ρίηα). 

 

 

Εικόνα 3.13. Ανάλυςθ τφπου distance-based redundancy analysis (dbRDA) για τισ κοινότθτεσ των βακτθρίων που είναι 

προςκολλθμζνα ςε ςωματίδια ςτο ταξινομικό επίπεδο του είδουσ βάςει τθσ παραμζτρου τθσ ςτιγμισ τθσ θμζρασ. Το 

μικοσ των γραμμϊν δείχνει τθ ςχετικι ζνταςθ ςυςχζτιςθσ. Θ ομοιότθτα των κοινοτιτων βαςίςτθκε ςτον υπολογιςμό 

του δείκτθ Bray Curtis μετά από μεταςχθματιςμό των 16S rRNA γονιδίων (τετραγωνικι ρίηα). 
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3.1.3. τελζχθ  SAR11 και Rhodobacteraceae 

Δφο ςτελζχθ προκαρυωτϊν εντόσ τθσ κλάςθσ Alphaproteobacteria επιλζχκθκαν για περαιτζρω 

ανάλυςθ: το SAR11 και θ οικογζνεια Rhodobacteraceae που είναι από τα επικρατζςτερα ςτελζχθ 

ςτο ςφνολο των προκαρυωτϊν και ςτα Alphaproteobacteria ειδικότερα. Θ επιλογι ζγινε κακϊσ τα 

δφο ςτελζχθ ζχουν αντίκετεσ ςτρατθγικζσ ανάπτυξθσ ςτθ ςτιλθ του νεροφ (το πρϊτο είναι 

ολιγοτροφικό και το δεφτερο ευκαιριακό) και γι’ αυτό πικανόν να παρουςιάηουν διαφορετικι 

ανάπτυξθ ςτουσ ςτακμοφσ υδατοκαλλιζργειασ. 

Στουσ ελεφκερουσ προκαρυϊτεσ, το ποςοςτό του ςτελζχουσ SAR11 ςτα 

Alphaproteobacteria κυμάνκθκε από 19 ζωσ 41% ςτουσ ςτακμοφσ C, από 5% ζωσ 19% ςτουσ OF και 

από 5 ζωσ 6% ςτουσ MF (Εικόνα 3.14.α). Αντίςτοιχα το ποςοςτό του SAR11 ςε όλουσ τουσ 

προκαρυϊτεσ κυμάνκθκε από 2 ζωσ 19% ςτουσ ςτακμοφσ C, από 1 ζωσ 7% ςτουσ OF και από 0 ζωσ 

1% ςτουσ MF ςτισ διάφορεσ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ. Ιταν χαρακτθριςτικό πωσ θ οικογζνεια 

Rhodobacteraceae είχε ακριβϊσ το αντίκετο μοτίβο: το ποςοςτό τθσ οικογζνειασ ςτα 

Alphaproteobacteria κυμάνκθκε από 21 ζωσ 48% ςτουσ C, από 61 ζωσ 82% ςτουσ OF και από 78 

ζωσ 81% ςτουσ MF ςτισ διάφορεσ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (Εικόνα 3.13.). Επιπλζον το ποςοςτό τθσ 

οικογζνειασ ςε όλουσ τουσ προκαρυϊτεσ κυμάνκθκε από 4 ζωσ 7% ςτουσ C, από 7 ζωσ 10% ςτουσ 

OF και από 7 ζωσ 9% ςτουσ MF. 
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Εικόνα 3.14. Θ τάςθ που εμφανίηει θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά των SAR11 και Rhodobacteraceae ςτα 

Alphaproteobacteria ςτουσ ελεφκερουσ προκαρυϊτεσ (α, επάνω) και ςτουσ προκαρυϊτεσ που είναι προςκολλθμζνοι 

ςε ςωματίδια (β, κάτω). 

 

Στουσ προκαρυϊτεσ που είναι προςκολλθμζνοι ςε ςωματίδια, το ποςοςτό του ςτελζχουσ SAR11 

ςτα Alphaproteobacteria κυμάνκθκε από 31 ζωσ 46% ςτουσ ςτακμοφσ C, από 24 ζωσ 36% ςτουσ OF 

και από 18 ζωσ 28% ςτουσ MF (Εικόνα 3.14.). Αντίςτοιχα το ποςοςτό του ςτελζχουσ ςε όλουσ τουσ 

προςκολλθμζνουσ ςε ςωματίδια προκαρυϊτεσ, κυμάνκθκε από 9 ζωσ 24% ςτουσ ςτακμοφσ C, από 

6 ζωσ 14% ςτουσ OF και από 7 ζωσ 10% ςτουσ MF. Αντίκετα, το ποςοςτό τθσ οικογζνειασ 

Rhodobacteraceae των Alaphaproteobacteria κυμάνκθκε από 20 ζωσ 33% ςτουσ C, από 34 ζωσ 

54% ςτουσ OF και από 46 ζωσ 53% ςτουσ MF ςτισ διάφορεσ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (Εικόνα 3.14.β). 

Αντίςτοιχα το ποςοςτό τθσ ςε όλουσ τουσ προςκολλθμζνουσ ςε ςωματίδια προκαρυϊτεσ, 

κυμάνκθκε από 3 ζωσ 10% ςτουσ ςτακμοφσ C, από 13 ζωσ 14% ςτουσ OF και από 11 ζωσ 18% 

ςτουσ MF. 

 

3. 2. Ευκαρυϊτεσ 

3.2.1. Μεςο-ηωοπλαγκτόν 

Μετά τθν αφαίρεςθ τεςςάρων δειγμάτων (D1 MF noon, D1 C evening, D1 C morning, D1 OF 

morning) που είχαν πολφ λίγεσ αλλθλουχίεσ, ο τελικόσ πίνακασ OTUs για το μεςο-ηωοπλαγκτόν 

(κλάςθ μεγζκουσ >200 μm) περιελάμβανε 351.211 αλλθλουχίεσ που μετά τθν επεξεργαςία τουσ 

απζδωςαν 1.177 OTUs. Ο αρικμόσ αλλθλουχιϊν ανά δείγμα κυμαινόταν από 4.970 (D2 OF 

morning) ζωσ 68.141 (D1 MF evening), με κατά μζςο όρο 15.270 αλλθλουχίεσ ανά δείγμα. 

O δείκτθσ ομοιογζνειασ Pielou δεν παρουςίαςε διαφορζσ μεταξφ των ςτακμϊν δειγματολθψίασ ι 

μεταξφ τθσ ςτιγμισ τθσ θμζρασ για τισ κοινότθτεσ του μεςο-ηωοπλαγκτοφ, ενϊ και ο δείκτθσ 

ποικιλότθτασ Shannon δεν ακολοφκθςε κάποιο ςυγκεκριμζνο πρότυπο (Ρίνακασ 3.2.). Τα 

αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ PERMANOVA ζδειξαν ότι ςτο ταξινομικό επίπεδο του είδουσ, ο τφποσ 

τθσ υδατοκαλλιζργειασ οδιγθςε ςε ςθμαντικζσ διαφορζσ (Pseudo-F=2,3275, p<0,05). Επίςθσ, θ 

επίδραςθ τθσ θμζρασ δειγματολθψίασ (D1, D2, D3) προκάλεςε ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτα πρότυπα 

τθσ κοινότθτασ μεςο-ηωοπλαγκτοφ (Pseudo-F=5,9096, p<0,05). 

 

Πίνακασ 3.2. Δείκτθσ ομοιογζνειασ (J Pielou) και ποικιλότθτασ (H Shannon-Wiener) για τισ κοινότθτεσ του μεςο-

ηωοπλαγκτοφ και των πικο-νανο ευκαρυωτϊν με βάςθ τα δεδομζνα για τθ ςτιγμι τθσ θμζρασ (morning, noon, evening) 

και τον τφπο του ςτακμοφ δειγματολθψίασ (C, OF, MF). Οι τιμζσ προζκυψαν από τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν 

δειγματολθψίασ. 
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 Μεςο-ηωοπλαγκτόν Πικο-Νανο Ευκαρυϊτεσ 

 
J Pielou δείκτθσ 
ομαλότθτασ 

H Shannon-Wiener 
δείκτθσ ποικιλότθτασ 

J Pielou δείκτθσ 
ομαλότθτασ 

H Shannon-Wiener 
δείκτθσ ποικιλότθτασ 

C morning 
C noon 
C evening 
OF morning 
OF noon 
OF evening 
MF morning 
MF noon 
MF evening 

0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 

5.3 
4.9 
5.0 
5.0 
5.1 
4.9 
5.0 
4.8 
5.0 

0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 

6.7 
5.8 
5.5 
5.7 
5.8 
5.8 
6.3 
6.5 
6.1 

 

Θ ανάλυςθ τθσ ςφνκεςθσ των κοινοτιτων μεςο-ηωοπλαγκτοφ ζδειξε πωσ το  επικρατζσ φφλο ιταν 

τα Arthropoda (ζωσ και 60%), αποτελοφμενο αποκλειςτικά από Crustacea, ςτα οποία βρζκθκαν 

Maxillopoda, Malacostraca και κάποια Branchiopoda ενϊ τα περιςςότερα ιταν άγνωςτα 

Crustacea. Το φφλο των Arthropoda είχε μεγαλφτερθ ποςοςτιαία ςυνειςφορά ςτουσ ςτακμοφσ με 

υδατοκαλλιεργθτικι δραςτθριότθτα (FARM), ςε αντίκεςθ με το δεφτερο πιο επικρατζσ φφλο των 

Cnidaria, που καταλάμβανε μεγαλφτερο μζροσ τθσ κοινότθτασ ςτουσ C (ζωσ και 60% το μεςθμζρι). 

Το φφλο Cnidaria αποτελοφνταν κυρίωσ από Hydrozoa. Επίςθσ, βρζκθκε πωσ ςτουσ ςτακμοφσ MF 

το ποςοςτό των Arthropoda ιταν υψθλότερο τθ ςτιγμι morning (45%) προσ τθν noon (55%) και 

τθν evening (60%). Ππωσ και τα Arthropoda, το φφλο Mollusca είχε μεγαλφτερθ ποςοςτιαία 

ςυνειςφορά ςτουσ ςτακμοφσ FARM, με εξαίρεςθ το ςτακμό μάρτυρα τθν ςτιγμι evening όπου 

μετρικθκε το μζγιςτο ποςοςτό του φφλου (30%). Τζλοσ, το φφλο Brachiopoda είχε υψθλότερθ 

ςυνειςφορά ςτουσ FARM (5-20%) από ότι ςτουσ C (ζωσ 5%), ενϊ και το φφλο Radiolaria εμφάνιςε 

ςε κάποιουσ ςτακμοφσ υψθλι ποςοςτιαία ςυνειςφορά (OF morning, MF morning, περίπου 10%). 

(Εικόνα 3.15.). 
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Εικόνα 3.15. Θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά των φφλων ςτισ κοινότθτεσ μεςο-ηωοπλαγκτοφ ςτον ςτακμό μάρτυρα (C), ςτο 

ςτακμό με  ζναν κλωβό (OF) και ςτο ςτακμό με πολλοφσ κλωβοφσ (MF) ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, 

evening). Οι τιμζσ προζκυψαν από τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 

 

Τα πρότυπα τθσ κοινότθτασ του μεςο-ηωοπλαγκτοφ ςτο ταξινομικό επίπεδο του είδουσ 

ςυςχετίςτθκαν ςθμαντικά με τισ ακόλουκεσ μεταβλθτζσ: ςυγκεντρϊςεισ NO3 και NO2 (R
2=0,22244, 

p<0,05). Πταν ςτο γραμμικό μοντζλο ειςιχκθςαν μόνο οι δφο ςθμαντικζσ παράμετροι (κριτιριο 

επιλογισ: AICc, διαδικαςία επιλογισ: ςταδιακι), βρζκθκε ότι το μόλισ το 22% τθσ μεταβλθτότθτασ 

των κοινοτιτων του μεςο-ηωοπλαγκτοφ εξθγικθκε από τθ ςωρευτικι δράςθ τουσ (p<0,05) με 

ιδιαίτερα ζντονο τον διαχωριςμό τθσ τρίτθσ θμζρασ δειγματολθψίασ (Εικόνα 3.16.). 
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Εικόνα 3.16. Ανάλυςθ τφπου distance-based redundancy analysis (dbRDA) για τισ κοινότθτεσ του μεςο-ηωοπλαγκτοφ 

ςτο ταξινομικό επίπεδο του είδουσ βάςει τθσ παραμζτρου τθσ θμζρασ δειγματολθψίασ. Μόνο οι ςτατιςτικά 

ςθμαντικζσ αβιοτικζσ παράμετροι χρθςιμοποιοφνται ςτο μοντζλο (δθλαδι, οι ςυγκεντρϊςεισ των κρεπτικϊν NO3 και 

NO2). Το μικοσ των γραμμϊν δείχνει τθ ςχετικι ζνταςθ ςυςχζτιςθσ. Θ ομοιότθτα των κοινοτιτων βαςίςτθκε ςτον 

υπολογιςμό του δείκτθ Bray Curtis μετά από μεταςχθματιςμό των 18S rRNA γονιδίων (τετραγωνικι ρίηα). 

 

3.2.2. Πικο- και Νανο-ευκαρυϊτεσ 

Μετά τθν αφαίρεςθ ζξι δειγμάτων (D1 MF morning, D1 MF noon, D2 OF noon, D3 C noon, D3 C 

evening, D2 C morning) που είχαν λίγεσ αλλθλουχίεσ, ο τελικόσ πίνακασ OTUs για τουσ πικο-  και  

νανο-ευκαρυϊτεσ περιελάμβανε 368.188 αλλθλουχίεσ που μετά τθν επεξεργαςία τουσ απζδωςαν 

3.568 OTUs. Ο αρικμόσ αλλθλουχιϊν ανά δείγμα κυμαινόταν από 3.828 (D2 OF evening) ζωσ 

50.993 (D3 MF evening), με κατά μζςο όρο 17.294 αλλθλουχίεσ ανά δείγμα. 

O δείκτθσ ομοιογζνειασ Pielou δεν παρουςίαςε διαφορζσ μεταξφ των ςτακμϊν 

δειγματολθψίασ ι μεταξφ τθσ ςτιγμισ τθσ θμζρασ για τισ κοινότθτεσ των πικο- και νανο- 

ευκαρυωτϊν, ενϊ  ο δείκτθσ ποικιλότθτασ Shannon παρουςίαςε διακυμάνςεισ με μζγιςτεσ τιμζσ 

ςτουσ ςτακμοφσ MF όλεσ τισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ, κακϊσ και ςτουσ C τθ ςτιγμι morning (Ρίνακασ 

3.2.). Τα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ PERMANOVA ζδειξαν ότι ςτο ταξινομικό επίπεδο του 

είδουσ, ο τφποσ τθσ υδατοκαλλιζργειασ οδιγθςε ςε ςθμαντικζσ διαφορζσ (Pseudo-F=2,4449, 

p<0,05). Επίςθσ, θ επίδραςθ τθσ θμζρασ δειγματολθψίασ (D1, D2, D3) προκάλεςε ςθμαντικζσ 

διαφορζσ ςτα πρότυπα των κοινοτιτων των πικο-και νανο-ευκαρυωτϊν (Pseudo-F=6,0281, p<0,05) 

όπωσ και ςτο μεςο-ηωοπλαγκτόν. 

Τα πιο επικρατι φφλα ςτθν κλάςθ πικο- και νανο- ευκαρυϊτεσ ιταν τα Dinoflagellata 

(δινομαςτιγωτά), τα οποία αποτελοφνταν κυρίωσ από τθν οικογζνεια Dinophyceae και τθν τάξθ 
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Syndiniales, ενϊ υπιρχαν και αρκετζσ άγνωςτεσ αλλθλουχίεσ. Τα Dinoflagellata καταλάμβαναν 

λίγο μεγαλφτερο ποςοςτό ςτουσ ςτακμοφσ FARM (15-30%) από ότι ςτουσ C  (5-25%). Σε όλουσ τουσ 

ςτακμοφσ, το ποςοςτό των Dinoflagellata παρουςίαηε τθ μζγιςτθ ςυνειςφορά το πρωί, μειωνόταν 

το μεςθμζρι και παρουςίαηε τθ χαμθλότερθ ςυνειςφορά το βράδυ. Επίςθσ, αρκετά μεγάλο 

ποςοςτό των κοινοτιτων καταλάμβαναν και τα Chlorophyta, με ποςοςτιαία ςυνειςφορά από 5% 

ςτουσ ςτακμοφσ C τθν ςτιγμι noon ζωσ και 35% ςτουσ ςτακμοφσ με υδατοκαλλιζργειεσ τθν ίδια 

ςτιγμι. Οι οικογζνειεσ που επικράτθςαν ιταν οι Chlorodendraceae και Mamiellaceae. Τα 

Bacillariophyta (διάτομα) παρουςίαςαν μεγαλφτερθ ποςοςτιαία ςυνειςφορά ςτουσ ςτακμοφσ C τισ 

ςτιγμζσ noon και evening (φτάνοντασ περίπου 30% του ςυνόλου των πικο- και νανο- ευκαρυωτϊν)  

ςε ςχζςθ με τουσ ςτακμοφσ FARM (5 και 20%, αντίςτοιχα). Αντίςτοιχα και το φφλο Radiolaria είχε 

υψθλότερθ ςυνειςφορά ςτουσ C τισ ςτιγμζσ morning και noon από ότι ςτουσ FARM. Τζλοσ, το 

φφλο Sagenista  είχε ςυνειςφορά ςτθν κοινότθτα πικο- και νανο- ευκαρυωτϊν από περίπου 5% τθ 

ςτιγμι morning ςτουσ ςτακμοφσ με υδατοκαλλιζργειεσ ζωσ περίπου 20% τθ ςτιγμι evening ςτουσ 

C. Ραρότι οι μφκθτεσ εξετάςτθκαν με τθν αλλθλοφχθςθ τθσ περιοχισ ITS, βρζκθκαν και με το 

γονίδιο 18S rRNA, όπωσ φαίνεται ςτθν Εικόνα 3.17. (Φφλα Pseudofungi, Ascomycota, 

Basidiomycota και άλλα). 

 

 

Εικόνα 3.17. Θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά των φφλων ςτισ κοινότθτεσ πικο- και νανο- ευκαρυωτϊν ςτον ςτακμό μάρτυρα 

(C) και ςτουσ ςτακμοφσ με υδατοκαλλιεργθτικι δραςτθριότθτα (Farm) ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, 

evening). Οι τιμζσ προζκυψαν από τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 
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Discoba
Other Archaeplastida phylum
Streptophyta
Rhodophyta
Prasinodermophyta
Chlorophyta
Other Alveolata phyla
Dinoflagellata
Ciliophora
Chrompodellids
Apicomplexa
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3.2.3. Μφκθτεσ 

Μετά τθν αφαίρεςθ των δειγμάτων αρνθτικοφ ελζγχου και OTUs που περιλάμβαναν άλλουσ 

ευκαρυϊτεσ (κυρίωσ κνιδάρια), ο τελικόσ πίνακασ OTUs για τθν περιοχι ITS, περιελάμβανε 559.802 

αλλθλουχίεσ που μετά τθν επεξεργαςία τουσ απζδωςαν 5.285 OTUs. Ο αρικμόσ αλλθλουχιϊν ανά 

δείγμα κυμαινόταν από 6.288 (3C_noon) ζωσ 81.275 (2MF_morning), με κατά μζςο όρο 19.993 

αλλθλουχίεσ ανά δείγμα. 

 

 

 

Πίνακασ 3.3. Δείκτθσ ομοιογζνειασ (J Pielou) και ποικιλότθτασ (H Shannon-Wiener) για τισ κοινότθτεσ των μυκιτων με 

βάςθ τα δεδομζνα για τθ ςτιγμι τθσ θμζρασ (morning, noon, evening) και τον τφπο του ςτακμοφ δειγματολθψίασ 

(Control, OF, MF). Οι τιμζσ προζκυψαν από τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 

 
 ΜΤΚΗΣΕ 

 J Pielou δείκτθσ ομαλότθτασ H Shannon-Wiener δείκτθσ ποικιλότθτασ 

C morning 
C noon 
C evening 
OF morning 
OF noon 
OF evening 
MF morning 
MF noon 
MF evening 

0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 
0.9 

5.1 
4.9 
5.0 
5.2 
4.9 
4.6 
5.1 
5.3 
5.3 

 

O δείκτθσ ομοιογζνειασ Pielou δεν παρουςίαςε διαφορζσ μεταξφ των ςτακμϊν δειγματολθψίασ ι 

μεταξφ τθσ ςτιγμισ τθσ θμζρασ για τισ κοινότθτεσ των μυκιτων, ενϊ  ο δείκτθσ ποικιλότθτασ 

Shannon παρουςιάηει διακυμάνςεισ ςτουσ MF που είχε τισ περιςςότερεσ μεγαλφτερεσ τιμζσ 

(Ρίνακασ 3.3.). Τα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ PERMANOVA ζδειξαν ότι ςτο ταξινομικό επίπεδο 

του είδουσ, θ επίδραςθ τθσ υδατοκαλλιζργειασ προκάλεςε ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτα πρότυπα τθσ 

κοινότθτασ μυκιτων (Pseudo-F=1,9509, p<0,05), όπωσ και θ επίδραςθ του τφπου 

υδατοκαλλιζργειασ (Pseudo-F=1,7121, p<0,05). Θ διαφοροποίθςθ των ςτακμϊν με βάςθ τθν 

φπαρξθ υδατοκαλλιεργθτικισ δραςτθριότθτασ παρουςιάηεται ςτθν ανάλυςθ PCO (Εικόνα 3.18). 
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Εικόνα 3.18. Το διάγραμμα με βάςθ τθν ανάλυςθ Principal Coordinates (PCO), όπου φαίνεται θ διαφοροποίθςθ ςτθ 

ςφνκεςθ των δειγμάτων για το γονίδιο ITS με βάςθ τθν παράμετρο τθσ φπαρξθσ υδατοκαλλιεργθτικισ δραςτθριότθτασ 

(FARM) ι όχι (CONTROL). Με OF φαίνονται τα δείγματα που προζρχονται από τον ςτακμό με τουσ πολλοφσ κλωβοφσ, 

και με ΜF τα δείγματα που προζρχονται από τον ςτακμό με τουσ πολλοφσ κλωβοφσ. 

 

Ιταν αξιοςθμείωτο πωσ οι περιςςότερεσ αλλθλουχίεσ (65-85%) που ανακτικθκαν από τθν 

ανάλυςθ τθσ περιοχισ ITS παρζμειναν χωρίσ ταξινομικι αναγνϊριςθ (not assigned) όπωσ φαίνεται 

ςτθν Εικόνα 3.19. Το πιο επικρατζσ φφλο των μυκιτων ιταν το Ascomycota, το οποίο αποτελοφςε 

από το 15% των κοινοτιτων ςτουσ MF το πρωί ζωσ και 35% ςτουσ OF επίςθσ το πρωί. Το δεφτερο 

επικρατζςτερο φφλο ιταν το Basidiomycota που ςυνειςζφερε περίπου 2-3% ςε όλουσ τουσ 

ςτακμοφσ. Ρολφ μικρι ποςοςτιαία ςυνειςφορά είχαν  Chytridiomycota και τα Mycoromycota 

(Εικόνα 3.19). 

Εντόσ του φφλου Ascomycota, θ πιο επικρατισ κλάςθ ιταν θ Saccharomycetes (70% το μεςθμζρι 

ζωσ και 85% το βράδυ ςτο ςφνολο των Ascomycota). Το αντίςτοιχο ποςοςτό τθσ κλάςθσ 

Dothideomycetes ιταν από περίπου 10% το πρωί και το μεςθμζρι και 5% το βράδυ ςε όλουσ τουσ 

ςτακμοφσ, ενϊ το ποςοςτό των Eurotiomycetes και  Leotiomycetes ιταν υψθλότερο το μεςθμζρι 

(Εικόνα 3.20.). 
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Εικόνα 3.19. Θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά των φφλων των μυκιτων ςτον ςτακμό μάρτυρα (C), ςτον ςτακμό με ζναν 

κλωβό (OF) και ςτον ςτακμό με πολλοφσ κλωβοφσ (MF) ςτισ τρεισ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, evening). Οι 

τιμζσ προζκυψαν από τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν δειγματολθψίασ. 

 

 

Εικόνα 3.20. Θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά των κλάςεων των Ascomycota ςτισ κοινότθτεσ των μυκιτων ςτισ τρεισ 

διαφορετικζσ ςτιγμζσ τθσ θμζρασ (morning, noon, evening). Οι τιμζσ προζκυψαν από τον μζςο όρο των τριϊν θμερϊν 

δειγματολθψίασ. 

 

Τα πρότυπα τθσ κοινότθτασ των μυκιτων ςτο ταξινομικό επίπεδο του είδουσ ςυςχετίςτθκαν 

ςθμαντικά με τισ ακόλουκεσ μεταβλθτζσ: ςυγκεντρϊςεισ των POC, PON, NH4, NO2 και 

PO4(R2=0,24754, p<0,05). Βρζκθκε ότι περίπου το 14% τθσ μεταβλθτότθτασ των κοινοτιτων 
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μυκιτων εξθγικθκε από τθ ςωρευτικι δράςθ όλων των αβιοτικϊν παραμζτρων (p<0,05) (Εικόνα 

3.21.). 

 

 

Εικόνα 3.21. Ανάλυςθ τφπου distance-based redundancy analysis (dbRDA) για τισ κοινότθτεσ των μυκιτων ςτο 

ταξινομικό επίπεδο του είδουσ βάςει τθσ παραμζτρου τθσ φπαρξθσ υδατοκαλλιεργειϊν ι όχι. Το μικοσ των γραμμϊν 

δείχνει τθ ςχετικι ζνταςθ ςυςχζτιςθσ. Θ ομοιότθτα των κοινοτιτων βαςίςτθκε ςτον υπολογιςμό του δείκτθ Bray Curtis 

μετά από μεταςχθματιςμό των αλλθλουχιϊν για τθν περιοχι ITS1-ITS2 (τετραγωνικι ρίηα). 

 

3.2.4. Μικροευκαρυϊτεσ 

 
Θ εκχφλιςθ DNA από τισ μεμβράνεσ 20 μm δεν ιταν επιτυχισ. Σαν αποτζλεςμα, το χαμθλισ 
ποιότθτασ DNA δεν επζτρεψε τον πολλαπλαςιαςμό του 16S και 18S γονιδίου, και ζτςι, θ μικρο-
πλαγκτονικι κοινότθτα είναι προσ το παρόν άγνωςτθ. 

 

3.3. Ιοί 

Ππωσ προαναφζρκθκε, καμία PCR δεν ιταν επιτυχθμζνθ για κάποιο ιικό γονίδιο, ςυνεπϊσ θ 

μελζτθ των ιικϊν κοινοτιτων ςτον κόλπο του Βουρλιά δεν ςυηθτείται περαιτζρω προσ το παρόν, 

όμωσ κα γίνει προςπάκεια να αλλθλουχθκεί το ςφνολο του γονιδιϊματοσ των ιϊν ςτο μζλλον. 

 

 4. υηιτθςθ 



49 
 

Είναι γνωςτό πωσ ανάλογα με τα μικροβιακά πλαγκτονικά ςτελζχθ ςε ζνα οικοςφςτθμα, 

προβλζπονται διαφορετικζσ λειτουργίεσ (π.χ. μεταβολικά μονοπάτια, ανοργανοποίθςθ). Ζτςι, θ 

μελζτθ τθσ ςφνκεςθσ τθσ προκαρυωτικισ αλλά και τθσ ευκαρυωτικισ κοινότθτασ ςε ζνα 

περιβάλλον υδατοκαλλιζργειασ είναι πολφ ςθμαντικι κακϊσ κα μασ επιτρζψει να κατανοιςουμε 

τουσ κφκλουσ των κρεπτικϊν, τθ ροι άνκρακα και τθ λειτουργία και βιωςιμότθτα αυτϊν των 

ςυςτθμάτων. 

  

4.1. Μεταβλθτότθτα ςτθ ςφνκεςθ των κοινοτιτων των προκαρυωτϊν 

Οι ελεφκεροι προκαρυϊτεσ δεν επθρεάςτθκαν από τθν ςτιγμι τθσ θμζρασ, αλλά από τθν παρουςία 

και τθν ζνταςθ τθσ υδατοκαλλιζργειασ 

Τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ ζδειξαν πωσ θ κοινότθτα των ελεφκερων προκαρυωτϊν 

διαφοροποιικθκε λόγω τθσ φπαρξθσ υδατοκαλλιζργειασ και περαιτζρω, λόγω τθσ φπαρξθσ ενόσ ι 

πολλϊν κλωβϊν. Θ ποικιλότθτα των ελεφκερων προκαρυωτϊν ιταν υψθλότερθ ςτουσ ςτακμοφσ 

Farm από ότι ςτουσ C. Διάφορεσ ομάδεσ βρζκθκαν να ςυνειςφζρουν ςθμαντικά περιςςότερο 

ςτουσ Farm, με χαρακτθριςτικά τα φφλα Proteobacteria, Bacteroidetes και Verrucomicrobia. Το 

γεγονόσ πωσ ακόμα και ςε επίπεδο φφλου βρζκθκαν διαφορζσ ανάμεςα ςτουσ ςτακμοφσ 

αποδεικνφει τθ ςθμαςία τθσ υδατοκαλλιζργειασ ςτθν διαμόρφωςθ τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ, 

δθλαδι τθ ςθμαςία των κρεπτικϊν που προςτίκενται και των απεκκριμάτων των ψαριϊν. Το 

εφρθμα αυτό ςυμφωνεί με τθν μελζτθ των Xiong et al. (2015) που μελζτθςαν τισ αλλαγζσ ςτθ 

ςφνκεςθ των βακτθριακϊν κοινοτιτων ςε ζνα ευτροφικό περιβάλλον με υδατοκαλλιζργειεσ και 

των Duarte et al. (2019) που μελζτθςαν τισ εποχιακζσ αλλαγζσ των κοινοτιτων ςε 

υδατοκαλλιζργειεσ. 

Το ςφνολο του φφλου Bacteroidetes ιταν αναμενόμενο να είναι πιο άφκονο κοντά ςτουσ 

κλωβοφσ όπου υπάρχει ζντονθ ειςροι κρεπτικϊν, γεγονόσ που ζχει αναφερκεί και ςε άλλεσ 

παρόμοιεσ μελζτεσ (Taniguchi et al., 2020). Το φφλο Bacteroidetes κεωρείται μια ευκαιριακι 

ομάδα βακτθρίων με ποικίλα ςυςτιματα πρόςλθψθσ κρεπτικϊν και δυνατότθτα μεταβολιςμοφ 

περίπλοκων ενϊςεων και ςωματιδιακισ οργανικισ φλθσ (Fernandez-Gomez et al., 2013). Εντόσ του 

φφλου αυτοφ ιταν επίςθσ αναμενόμενθ θ διαφοροποίθςθ των τάξεων Cytophagales και 

Chitinophagales. Τα Cytophagales, μια ευκαιριακι ομάδα βακτθρίων (Zaneveld et al., 2016), είχε 

μεγαλφτερο ποςοςτό ςτουσ Farm και μάλιςτα θ ποςοςτιαία ςυνειςφορά τθσ ςτο ςφνολο των 

Bacteroidetes αυξικθκε με τθν αφξθςθ τθσ ζνταςθσ τθσ υδατοκαλλιεργθτικισ δραςτθριότθτασ 

(ποςοςτό ςε MF > OF >> C). Ραρομοίωσ, θ τάξθ Chitinophagales ζδειξε το ίδιο πρότυπο μεταξφ των 

ςτακμϊν (ποςοςτό ςε MF > OF >> C). Και ςτο φφλο Verrucomicrobia εντοπίςτθκε διαφοροποίθςθ 

ανάλογα με τθν ζνταςθ τθσ υδατοκαλλιζργειασ, με τθν οικογζνεια Rubritaleaceae να αυξάνεται 

από τουσ C, προσ τουσ OF και MF. Θ τάςθ αφξθςθσ οριςμζνων ομάδων μεταξφ των ςτακμϊν OF και 

MF αποδεικνφει πωσ θ ζνταςθ τθσ προςκικθσ κρεπτικϊν κακοδθγεί αλλαγζσ ςε διάφορεσ 

βιολογικζσ μεταβλθτζσ. Θ τάξθ Flavobacteriales δεν παρουςίαςε ζντονθ διαφοροποίθςθ ανάμεςα 
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ςτουσ ςτακμοφσ, ιταν όμωσ θ πιο άφκονθ εντόσ του φφλου Bacteroidetes, εφρθμα που ςυμφωνεί 

με τουσ Duarte et al. (2019) για περιβάλλον υδατοκαλλιζργειασ. 

Αντίκετα με το φφλο Bacteroidetes, το φφλο Cyanobacteria καταλάμβανε μεγαλφτερο 

ποςοςτό των κοινοτιτων ςτουσ ςτακμοφσ C ςε ςχζςθ με τουσ Farm, όμωσ θ ποικιλότθτα εντόσ του 

φφλου ιταν υψθλότερθ ςτουσ Farm. Συγκεκριμζνα, ςτουσ Farm βρζκθκε ζνα αχαρακτιριςτο είδοσ 

Synechococcales και επιπλζον τα ςτελζχθ Nostocales και Phormidesmiales, ενϊ ςτουσ C υπιρχε 

πολφ χαμθλι παρουςία από τα δυο τελευταία γζνθ και κυριαρχοφςε μόνο το αχαρακτιριςτο 

Synechococcales. Θ υψθλότερθ ποςοςτιαία αφκονία των Cyanobacteria ςτουσ ςτακμοφσ μάρτυρεσ 

αποδείχκθκε και ποςοτικά με τον αρικμό των κυανοβακτθρίων, όπωσ αυτόσ μετρικθκε με τθν 

κυτταρομετρία ροισ (τα δεδομζνα δεν παρουςιάηονται εδϊ). Και οι Fodelianakis et al. (2014) 

βρικαν πωσ θ οικογζνεια Synechococcaceae ςυνειςζφερε λιγότερο ςτουσ ςτακμοφσ κάτω από 

κλωβοφσ. Τα Gamma- και Deltaproteobacteria καταλάμβαναν μεγαλφτερο ποςοςτό των 

Proteobacteria ςτουσ ςτακμοφσ Farm, ενϊ ςτουσ C τα Alpha- ιταν είτε επικρατι είτε ίςα με τα 

Gammaproteobacteria. 

Τα πρότυπα ςτθ ςφνκεςθ τθσ κοινότθτασ των ελεφκερων προκαρυωτϊν ςτο ταξινομικό 

επίπεδο του είδουσ ςυςχετίςτθκαν με τισ ςυγκεντρϊςεισ των κρεπτικϊν PON, NO3, NH4 και NO2. Θ 

αμμωνία είναι μια ζνωςθ που διαφεφγει από τουσ κλωβοφσ και ανιχνεφεται ςε υπολογίςιμεσ 

ςυγκεντρϊςεισ κοντά ςε κλωβοφσ (Stirling and Dey, 1990; Karakassis et al., 2001; Pitta et al., 2005) 

και ζτςι, κα μποροφςε να ζχει επθρεάςει τθν κοινότθτα των προκαρυωτϊν. Ραρόμοια ςχζςθ 

ανάμεςα ςε προκαρυϊτεσ (π.χ. Flavobacteriales, Rhodobacteraceae, Synechococcaceae) και τθν 

ςυγκζντρωςθ αμμωνιακϊν αλάτων ζχει βρεκεί και αλλοφ (Vlahos et al., 2013; Frade et al., 2020; Bi 

et al., 2022), και ςυγκεκριμζνα ςε ζνα λιμνοκαλάςςιο περιβάλλον υδατοκαλλιζργειασ ςτθν 

Ρορτογαλία τονίςτθκε θ άμεςθ εξάρτθςθ τθσ βακτθριακισ κοινότθτασ από τθν ςυγκζντρωςθ των 

νιτρικϊν αλάτων (Duarte et al., 2019). 

Θ ςτιγμι τθσ θμζρασ δεν επθρζαςε τθν ποικιλότθτα των ελεφκερων προκαρυωτϊν οφτε 

όταν εξετάςτθκαν οι ομάδεσ των ςτακμϊν ξεχωριςτά (C, OF, MF). Ελαφρϊσ υψθλότερθ 

ποικιλότθτα ςε επίπεδο φφλων και ςε επίπεδο γενϊν Cyanobacteria παρατθρικθκε όμωσ το πρωί 

ςτουσ ςτακμοφσ MF ςε ςχζςθ με όλουσ τουσ άλλουσ. Ρεραιτζρω διερεφνθςθ κα μασ επιτρζψει να 

εντοπίςουμε τυχόν διαφορζσ με βάςθ τθ ςτιγμι τθσ θμζρασ ςε ςυγκεκριμζνα ςτελζχθ. 

  

Οι προκαρυϊτεσ που βρίςκονταν προςκολλθμζνοι ςε ςωματίδια επθρεάςτθκαν από τθν ςτιγμι τθσ 

θμζρασ και από τθν παρουςία και ζνταςθ τθσ υδατοκαλλιζργειασ 

Οι προκαρυϊτεσ που αναπτφςςονται προςκολλθμζνοι ςε ςωματίδια μελετικθκαν ξεχωριςτά 

κακϊσ είναι γνωςτό πωσ τα ςωματίδια είναι πιο άφκονα ςε περιβάλλοντα υδατοκαλλιζργειασ από 

ότι ςε άλλα καλάςςια περιβάλλοντα (Taniguchi and Eguchi, 2020) και επίςθσ είναι γνωςτό πωσ οι 

προκαρυϊτεσ αναπτφςςονται με μεγαλφτερο ρυκμό όταν βρίςκονται πάνω ςε ςωματίδια. 

Μάλιςτα αυτι θ ςτρατθγικι ανάπτυξθσ κεωρείται ευνοϊκι για τουσ μικροοργανιςμοφσ. Επάνω ςε 
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ςωματίδια ζχουν μετρθκεί υψθλοί ρυκμοί υδρόλυςθσ οργανικισ φλθσ και ζτςι, ςε αυτιν τθν 

μελζτθ αναμζναμε να δοφμε διαφορετικοφσ προκαρυϊτεσ ςτισ δφο καταςτάςεισ (ελεφκεροι και 

προςκολλθμζνοι) και επιπλζον, να δοφμε διαφορετικοφσ προκαρυϊτεσ ςτουσ ςτακμοφσ που δεν 

είχαν επίδραςθ από υδατοκαλλιζργεια (κεωρθτικά δθλαδι οι ςτακμοί μάρτυρεσ κα είχαν 

χαμθλότερο φορτίο ςε ςωματίδια). 

Τα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ ζδειξαν πωσ θ κοινότθτα των προςκολλθμζνων ςε 

ςωματίδια προκαρυωτϊν διαφοροποιικθκε με βάςθ τθ ςτιγμι τθσ θμζρασ αλλά και λόγω τθσ 

φπαρξθσ υδατοκαλλιζργειασ και τθσ φπαρξθσ ενόσ ι πολλϊν κλωβϊν. Σαν ςφνολο θ ποικιλότθτα 

και ομοιογζνεια των προςκολλθμζνων προκαρυωτϊν δεν διζφερε ζντονα ανάμεςα ςτουσ Farm και 

C, όμωσ ςθμαντικζσ διαφορζσ παρατθρικθκαν ςε πολλά ταξινομικά επίπεδα. 

Ρρϊτον, όπωσ και με τουσ ελεφκερουσ προκαρυϊτεσ, το φφλο Proteobacteria ιταν το 

επικρατζςτερο. Θ κλάςθ Alphaproteobacteria ζδειξε αφξθςθ από το πρωί ωσ το βράδυ ςτουσ 

ανεπθρζαςτουσ ςτακμοφσ μάρτυρεσ, όμωσ δεν παρουςίαςε κάποιο θμεριςιο πρότυπο ςτουσ OF 

και MF. Δεφτερον, ιταν χαρακτθριςτικό πωσ το φφλο Bacteroidetes αποτελοφςε μεγαλφτερο 

μζροσ τθσ κοινότθτασ  ςτουσ ςτακμοφσ Farm από ότι ςτουσ C, με ιδιαίτερο πρότυπο κατά τθ 

διάρκεια τθσ θμζρασ: ςτουσ C, το φφλο βρζκθκε να αυξάνεται από το πρωί ωσ το βράδυ (με 

κυρίαρχο υπεφκυνο ςτζλεχοσ τα Flavobacteriales) ενϊ ςτουσ OF βρζκθκε να μειϊνεται από το 

πρωί ωσ το βράδυ (εδϊ το ποςοςτό των Flavobacteriales μειωνόταν προσ το βράδυ, και 

τουναντίον, το ποςοςτό των Balneolales και άγνωςτων Bacteroidia αυξανόταν). Τρίτον, τα 

Cyanobacteria παρουςίαςαν τθν αντίκετθ τάςθ (όπωσ και ςτουσ ελεφκερουσ προκαρυϊτεσ) και 

αποτζλεςαν χαμθλότερο μζροσ τθσ κοινότθτασ ςτουσ Farm από ότι ςτουσ C και το αντίςτροφο 

θμεριςιο πρότυπο: ςτουσ C, το φφλο βρζκθκε να μειϊνεται από το πρωί ωσ το βράδυ ενϊ ςτουσ 

OF βρζκθκε να αυξάνεται από το πρωί ωσ το βράδυ. Αξιοςθμείωτο είναι πωσ ςτουσ ςτακμοφσ MF 

δεν παρατθρικθκαν αντίςτοιχα θμεριςια μοτίβα και πικανόν αυτό να ςχετίηεται με τθν 

ςυνεχόμενα υψθλι ςυγκζντρωςθ κρεπτικϊν ςτο περιβάλλον κατά τθ διάρκεια τθσ θμζρασ, 

γεγονόσ που ίςωσ δεν οδθγεί ςε ζντονεσ θμεριςιεσ διακυμάνςεισ ςτισ κοινότθτεσ των 

προκαρυωτϊν. Αντίκετα ςτουσ ςτακμοφσ OF όπου τα κρεπτικά προςτίκενται το πρωί ςε αναλογία 

μόνο ενόσ κλωβοφ, πικανόν είναι περιςςότερο αναμενόμενο αυτά τα κρεπτικά να οδθγιςουν ςε 

διαφοροποίθςθ των προκαρυωτϊν που είναι προςκολλθμζνοι ςε ςωματίδια. 

Οι ςτακμοί C παρουςίαςαν μεγαλφτερθ ποικιλότθτα από τουσ ςτακμοφσ Farm όςον αφορά 

τισ τάξεισ εντόσ των Bacteroidetes. Συγκεκριμζνα, οι τάξεισ Chitinophagales και Cytophagales 

(μζγιςτο ποςοςτό: πρωί και μεςθμζρι) και Sphingobacteriales (μζγιςτο ποςοςτό: μεςθμζρι και 

βράδυ) καταλάμβαναν μεγαλφτερο ποςοςτό των Bacteroidetes ςτουσ ςτακμοφσ C από ότι ςτουσ 

Farm. Θμεριςια μεταβλθτότθτα παρουςίαςε και θ ςυνειςφορά των οικογενειϊν εντόσ του φφλου 

Verrucomicrobia με τθν οικογζνεια Akkermansiaceae να ςυνειςφζρει περιςςότερο το μεςθμζρι 

ςτουσ OF και MF. Γενικά, λίγα είναι γνωςτά όςον αφορά τθν κατανομι και τθν ποικιλότθτα των 

Verrucomicrobia ςτα καλάςςια περιβάλλοντα (Freitas et al., 2012), οπότε κεωρείται δφςκολθ θ 

ςυςχζτιςι τουσ με κάποιο οικολογικό ςτοιχείο.  Στθν εργαςία των Xiong et al. (2015) βρζκθκε πωσ 

θ δράςθ υδατοκαλλιζργειασ επθρεάηει τόςο πολφ τουσ προκαρυϊτεσ, ϊςτε οι εποχιακζσ αλλαγζσ 
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ςτθ ςφνκεςθ των κοινοτιτων δεν είναι ςθμαντικότερεσ από τισ αλλαγζσ ςτθ ςφνκεςθ των 

κοινοτιτων λόγω υδατοκαλλιζργειασ. Σε μια πρόςφατθ εργαςία τθσ επίδραςθσ τθσ 

υδατοκαλλιζργειασ ςτο ςφνολο του βακτθριοπλαγκτοφ (ελεφκερθ και προςκολλθμζνθ κατάςταςθ) 

ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο και ςυγκεκριμζνα ςτθν Σθτεία, οι Fodelianakis et al. (2014) 

παρατιρθςαν πωσ τα τρία πιο άφκονα φφλα ιταν τα ίδια με τθν παροφςα εργαςία: 

Proteobacteria, Bacteroidetes και Cyanobacteria. Ανάμεςα ςτα υπό εξζταςθ ςτελζχθ βακτθρίων, οι 

ςυγγραφείσ εντόπιςαν μερικά να ευνοοφνται και άλλα να μειϊνονται κάτω από τουσ κλωβοφσ. Ριο 

ςυγκεκριμζνα, οι οικογζνειεσ Rhodobacteraceae, Alteromonadaceae Cryomorphaceae βρζκθκαν 

πιο αυξθμζνεσ ςτουσ επθρεαςμζνουσ ςτακμοφσ, κάτι που ςχετίηεται με τθν αναγνωριςμζνθ 

ικανότθτα των μελϊν αυτϊν των οικογενειϊν για αποδόμθςθ οργανικισ φλθσ (είτε από 

φυτοπλαγκτόν είτε άλλθσ προζλευςθσ, π.χ. από απεκκρίματα ι χερςαίασ πθγισ). Στθν δικι μασ 

περίπτωςθ, θ οικογζνεια Rhodobacteraceae είχε τθν υψθλότερθ ςυνειςφορά ςτο ςφνολο των 

προκαρυωτϊν ςτουσ ςτακμοφσ MF, υποςτθρίηοντασ τθν άποψθ πωσ τα μζλθ τθσ οικογζνειασ 

αυτισ ζχουν προςαρμοςτεί να αναπτφςςονται και να κυριαρχοφν ςε περιβάλλοντα όπου 

υπάρχουν μεγάλεσ ςυγκεντρϊςεισ κρεπτικϊν (Tripp et al., 2013; Zaneveld et al., 2016; Frade et al., 

2020). Αντικζτωσ, το ςτζλεχοσ SAR11 (Pelagibacteraceae οικογζνεια) βρζκθκε να ζχει τθν αντίκετθ 

ςυμπεριφορά: είχε τθν υψθλότερθ ςυνειςφορά ςτο ςφνολο των προκαρυωτϊν ςτουσ ςτακμοφσ C, 

αποδεικνφοντασ πωσ είναι ζνα τυπικό ολιγοτροφικό ςτζλεχοσ (Rappe et al., 2002). Μάλιςτα θ 

υψθλι αφκονία τθσ οικογζνειασ Rhodobacteraceae ςτουσ ςτακμοφσ με υδατοκαλλιζργειεσ 

ςυνδυάςτθκε με  αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ χλωροφφλλθσ ςτουσ MF (τα δεδομζνα δεν 

παρουςιάςτθκαν εδϊ), μια ςχζςθ που ζχει βρεκεί ςε ποικίλα άλλα ςυςτιματα παγκοςμίωσ 

(Grossart et al., 2005; Pinhassi et al., 2004). 

Τα πρότυπα τθσ κοινότθτασ των προκαρυωτϊν που είναι προςκολλθμζνα ςε ςωματίδια ςτο 

ταξινομικό επίπεδο του είδουσ ςυςχετίςτθκαν ςθμαντικά με τισ ςυγκεντρϊςεισ των ανόργανων και 

οργανικϊν ενϊςεων αηϊτου (PON, NH4) όπωσ ζγινε και με τουσ ελεφκερουσ προκαρυϊτεσ, αλλά 

και με τθ ςυγκζντρωςθ του POC. Θ εξάρτθςθ τθσ κοινότθτασ από τθ ςυγκζντρωςθ του 

ςωματιδιακοφ οργανικοφ άνκρακα πικανά εξθγείται λόγω τθσ ικανότθτασ αυτϊν των κυττάρων να 

προςκολλϊνται και να αποδομοφν οργανικό υλικό και μετζπειτα να απελευκερϊνουν διαλυμζνο 

οργανικό υλικό (López-Pérez et al., 2016). 

Σφνοψθ αποτελεςμάτων για τουσ προκαρυϊτεσ 

Από τα αποτελζςματα μασ λοιπόν φαίνεται πωσ με τθν αφξθςθ τθσ υδατοκαλλιεργθτικισ 

δραςτθριότθτασ θ ςφνκεςθ των κοινοτιτων μπορεί να είναι διαφορετικι, και ςυγκριμζνα, να 

υπάρχουν ευκαιριακά ςτελζχθ που «αντικακιςτοφν» ςτελζχθ που δεν είναι προςαρμοςμζνα ςε 

μεγάλεσ ςυγκεντρϊςεισ κρεπτικϊν (ολιγοτροφικά). Δεν βρζκθκε θμεριςια μεταβλθτότθτα ςτουσ 

ελεφκερουσ προκαρυϊτεσ με τισ αναλφςεισ που ζγιναν ωσ τϊρα. Εν μζρει, μόνο για τον ςτακμό 

μάρτυρα, αυτό μπορεί να ςχετίηεται με τισ ολιγοτροφικζσ ςυνκικεσ που επικρατοφν ςτθν ανοιχτι 

κάλαςςα του Αργολικοφ κόλπου, κάτι που ιςχυρίςτθκαν και οι Ghiglione et al. (2007) για τθν 

ολιγοτροφικι δυτικι Μεςόγειο. Ραρόλα αυτά βρζκθκε θμεριςια μεταβλθτότθτα ςτουσ 

προκαρυϊτεσ που είναι προςκολλθμζνοι ςε ςωματίδια, κάτι που πικανά ςχετίηεται με τθν άμεςθ 
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εξάρτθςι τουσ από ςωματιδιακι οργανικι φλθ. Θ αυξθμζνθ ςυνειςφορά των Synechococcales 

ςτουσ ςτακμοφσ OF από το πρωί ωσ το βράδυ παραλλθλίηει αποτελζςματα ςε ευτροφικά 

ςυςτιματα. 

  

4.2. Μεταβλθτότθτα ςτθ ςφνκεςθ των κοινοτιτων των ευκαρυωτϊν 

Το μεςο-ηωοπλαγκτόν επθρεάςτθκε από τθν ζνταςθ τθσ υδατοκαλλιεργθτικισ δραςτθριότθτασ 

Θ ςφνκεςθ των κοινοτιτων μεςο-ηωοπλαγκτοφ φάνθκε να επθρεάηεται από τον τφπο 

υδατοκαλλιζργειασ, δθλαδι ανάλογα με το αν οι ςτακμοί ιταν C, είχαν ζναν κλωβό (OF) ι 

πολλοφσ κλωβοφσ (MF). Επιπλζον, θ θμζρα δειγματολθψίασ διαφοροποίθςε τισ κοινότθτεσ μεςο-

ηωοπλαγκτοφ. Θ θμεριςια κάκετθ μετανάςτευςθ του ηωοπλαγκτοφ είναι ζνα ευρζωσ μελετθμζνο 

θμεριςιο πλαγκτονικό μοτίβο (Cohen and Forward, 2009).  Στθν παροφςα εργαςία, θ επίδραςθ τθσ 

ςτιγμισ τθσ θμζρασ δεν φάνθκε να είναι ςτατιςτικά ςθμαντικι για το ςφνολο των κοινοτιτων 

μεςο-ηωπλαγκτοφ. Ωςτόςο, θ επίδραςθ ιταν ορατι ςε κάποια χαρακτθριςτικά φφλα: θ 

ποςοςτιαία ςυνειςφορά των Arthropoda αυξικθκε μόνο ςτουσ ςτακμοφσ MF από το πρωί ζωσ το 

βράδυ, των Mollusca από το πρωί ωσ ζωσ το βράδυ μόνο ςτουσ C και OF, ενϊ τo ποςοςτό των 

Chordata αυξανόταν ςε όλουσ τουσ ςτακμοφσ από το πρωί ζωσ το βράδυ. Πλα τα παραπάνω φφλα 

εμπεριζχουν οργανιςμοφσ που παρουςιάηουν θμεριςια κάκετθ μετανάςτευςθ, και ςυγκεκριμζνα  

το βράδυ ανεβαίνουν ςε επιφανειακά νερά (Marohn et al., 2021). Συνεπϊσ ιταν λογικό να βρεκεί 

υψθλότερθ παρουςία αυτϊν των φφλων το βράδυ ςτουσ διάφορουσ ςτακμοφσ. 

Γενικότερα ςτο μεςο-ηωοπλαγκτόν το  επικρατζςτερο φφλο ιταν το Arthropoda ςε όλουσ 

τουσ ςτακμοφσ και ςτιγμζσ τθσ θμζρασ, αποτελοφμενο αποκλειςτικά από Crustacea. Εντόσ των 

Crustacea βρζκθκαν Maxillopoda, Malacostraca και Branchiopoda αλλά οι περιςςότερεσ 

αλλθλουχίεσ δεν ταξινομικθκαν. Το αποτζλεςμά μασ ςυμφωνεί με μελζτεσ ςτθ Μεςόγειο 

Κάλαςςα που ζχουν δείξει ότι το μεγαλφτερο μζροσ του ηωοπλαγκτοφ αποτελείται από κωπιποδα 

(Cabal et al.,2008). 

Θ ανάλυςθ ζδειξε πωσ θ τρίτθ θμζρα τθσ δειγματολθψίασ διαφοροποιικθκε ςθμαντικά 

από τισ άλλεσ δφο. Υποκζτουμε πωσ κάποιεσ περιβαλλοντικζσ παράμετροι ιταν διαφορετικζσ τθν 

τρίτθ θμζρα τθσ δειγματολθψίασ και οδιγθςαν ςε διαφορζσ ςτθν κοινότθτα του μεςο-

ηωοπλαγκτοφ. Δεδομζνα από το πρόγραμμα TAPAS ζδειξαν όντωσ πωσ τθν τρίτθ μζρα θ 

κερμοκραςία του νεροφ ιταν περίπου 1oC υψθλότερθ από τισ προθγοφμενεσ. Επίςθσ, θ 

κατεφκυνςθ των ανζμων ιταν βορειοδυτικι ενϊ τισ πρϊτεσ δφο μζρεσ δειγματολθψίασ ιταν 

βόρεια και αυτό επθρζαςε τθν εξάπλωςθ των κρεπτικϊν ςτοιχείων (Κ. Τςιάρασ, προς. 

επικοινωνία). Είναι αξιοςθμείωτο πάντωσ πωσ μόνο το ευκαρυωτικό πλαγκτόν (και το πικο- και 

νανο-πλγκτόν που κα ςυηθτθκεί παρακάτω) διαφοροποιικθκε τθν τρίτθ μζρα. 
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Το πικο και νανο- ευκαρυωτικό πλαγκτόν επθρεάςτθκε μόνο από τθν ζνταςθ τθσ 

υδατοκαλλιεργθτικισ δραςτθριότθτασ 

Θ ςφνκεςθ των κοινοτιτων πικο- και νανο- πλαγκτοφ επίςθσ φάνθκε να επθρεάηεται από τον τφπο 

υδατοκαλλιζργειασ, ενϊ θ επίδραςθ τθσ ςτιγμισ τθσ θμζρασ δεν ιταν ςθμαντικι. Αυτό μπορεί να 

ςυμβαίνει κακϊσ οι διάφορεσ μεταβολζσ δεν ανιχνεφονται πάντα ςτο επίπεδο DNA. Ρράγματι, 

μελζτθ που αφοροφςε τισ θμεριςιεσ διακυμάνςεισ ςτθν ποικιλότθτα των Ρρωτίςτων ζδειξε ότι τα 

πρότυπα φανερϊκθκαν μόνο με τθ χριςθ rRNA (Hu et al., 2018). Σε οριςμζνα φφλα όμωσ 

βρζκθκαν διακυμάνςεισ μζςα ςτθν θμζρα, όπωσ για παράδειγμα ςτα Dinoflagellata (αφορά μικρά 

δινομαςτιγωτά ςτουσ νανο-ευκαρυϊτεσ) με το ποςοςτό τουσ να μειϊνεται από το πρωί ωσ το 

βράδυ, ιδιαίτερα ςτουσ ςτακμοφσ C. Ο λόγοσ που τα Dinoflagellata παρουςίαςαν αυτι τθν τάςθ 

μείωςθσ δεν είναι ξεκάκαροσ κακϊσ τα δινομαςτιγωτά παρουςιάηουν μεγάλθ ποικιλία ςτθν 

τροφικι ςυμπεριφορά (αυτότροφοι, μικτότροφοι, ετερότοφοι). 

Το ςθμαντικότερο ίςωσ εφρθμα ςτθν ομάδα πικο- και νανο- ευκαρυωτϊν ιταν πωσ τα 

Bacillariophyta, δθλαδι διάτομα (μικρά διάτομα ςτουσ νανο-ευκαρυϊτεσ), παρουςίαςαν 

μεγαλφτερθ ποςοςτιαία ςυνειςφορά ςτουσ ςτακμοφσ C ςε ςχζςθ με τουσ ςτακμοφσ Farm. Αυτό  

ςυμφωνεί με τουσ Tsagkaraki et al. (2013) που βρικαν μείωςθ των Διατόμων κατάντθ των κλωβϊν 

όπου υπιρχε ςυςςϊρευςθ κρεπτικϊν, ενϊ ανάντθ (αντίςτοιχα με τουσ ςτακμοφσ C δθλαδι) θ 

αφκονία των διατόμων αυξανόταν. Σχετικά με το υπόλοιπο φυτοπλαγκτόν δεν βρζκθκαν ιδιαίτερα 

πρότυπα ςε επίπεδο φφλου ανάμεςα ςτουσ ςτακμοφσ. Σε παλαιότερεσ μελζτεσ και με χριςθ 

μικροςκοπίασ δεν βρζκθκε να επθρεάηει θ παρουςία υδατοκαλλιεργειϊν τθν αφκονία και 

ποικιλότθτα των 3 μικρο-πλαγκτονικϊν ομάδων (διάτομα, δινομαςτιγωτά, βλεφαριδωτά ,Pitta et 

al. 1999, Yucel-Gier et al. 2008) οφτε όμωσ τθν αφκονία του πικο- και νανο-πλαγκτοφ (Pitta et al. 

2005).  Αυτό πικανά ςχετίηεται με το ότι ςυχνά δεν ανιχνεφονται ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτθν 

ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροφφλλθσ ςτθ ςτιλθ του νεροφ παρά τθ μεγάλθ ποςότθτα διαλυμζνων 

κρεπτικϊν ςτοιχείων που απορρίπτονται κοντά ςε μονάδεσ υδατοκαλλιζργειασ (από τα οποία 

τουλάχιςτον τα μιςά είναι άμεςα διακζςιμα από το φυτοπλαγκτόν) (Pitta et al., 1999; Karakassis et 

al., 2001). Επίςθσ, ζχει αποδειχκεί ότι θ ςφνκεςθ των κοινοτιτων φυτοπλαγκτοφ εμφανίηει πιο 

ιπιεσ μεταβολζσ ςε ςχζςθ με τισ γφρω περιοχζσ, ςε αντίκεςθ με τισ βακτθριακζσ κοινότθτεσ που 

είναι πολφ πιο ευαίςκθτεσ ςε περιβαλλοντικζσ μεταβολζσ (Xiong et al., 2015). Σε κάκε περίπτωςθ 

χρειάηεται περιςςότερθ διερεφνθςθ τθσ μεταβλθτότθτασ ςε χαμθλά ταξινομικά επίπεδα. 

Τόςο ςτο μεςο-ηωοπλαγκτόν όςο και ςτουσ πικο- και νανο- ευκαρυϊτεσ ζνα μεγάλο 

ποςοςτό των OTUs δεν μποροφςαν να χαρακτθριςτοφν καν ςτο επίπεδο του φφλου, κάτι που 

δυςκόλεψε τισ αναλφςεισ. Ραρόμοιο αποτζλεςμα ςυηθτείται και ςε μια προθγοφμενθ μελζτθ ςτθν 

Ανατολικι Μεςόγειο (Santi et al., 2020) και οφείλεται καταρχάσ ςτο ότι θ Ανατολικι Μεςόγειοσ 

είναι μεταξφ των λιγότερο εξερευνθμζνων καλάςςιων περιοχϊν όςον αφορά τισ ευκαρυωτικζσ  

πλαγκτονικζσ κοινότθτεσ και δεφτερον, ςτο ότι  θ περιοχι μπορεί να φιλοξενεί μοναδικά ι ςπάνια 

είδθ πλαγκτοφ λόγω των διακριτϊν χθμικϊν ςυνκθκϊν που επικρατοφν (δθλαδι τθσ εξαιρετικά 

χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε κρεπτικά και τθσ υψθλισ αναλογίασ N:P, Krom et al., 2010). Συνεπϊσ, 
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ζνα μεγάλο ποςοςτό των «άγνωςτων» ευκαρυωτϊν κα μποροφςε να αντιςτοιχεί ςε  

αχαρακτιριςτα μικροβιακά είδθ  (Santi et al., 2020). 

  

Η κοινότθτα των μυκιτων περιείχε πολλζσ άγνωςτεσ αλλθλουχίεσ όμωσ βρζκθκε να επθρεάηεται 

από τθν φπαρξθ και τθν ζνταςθ τθσ υδατοκαλλιζργειασ 

Το πρόβλθμα των «άγνωςτων» αλλθλουχιϊν ιταν ακόμα μεγαλφτερο όςον αφορά τθν περιοχι 

ITS1-ITS2 όπου θ ςυντριπτικι πλειοψθφία παρζμεινε χωρίσ ταξινομικό χαρακτθριςμό, ενϊ 

ανακτικθκαν και κάποιεσ αλλθλουχίεσ από το ηωικό φφλο Cnidaria. Οι περιςςότερεσ μελζτεσ που 

αφοροφν ευκαρυϊτεσ και χρθςιμοποιοφν ανάλυςθ DNA μετακωδικοποίθςθσ, κάνουν χριςθ του 

γονιδίου τθσ μικρισ υπομονάδασ 18S rRNA και του μιτοχονδριακοφ γονιδίου τθσ υπομονάδασ 1 

τθσ κυτοχρωμικισ οξειδάςθσ (Loos and Nijland, 2020). Ωςτόςο, το φφλο Cnidaria ζχει μελετθκεί και 

με τθ χριςθ τθσ περιοχισ ITS1-ITS2 (Forsman et al., 2005) και είναι λογικό που ανακτικθκε και ςτα 

δικά μασ αποτελζςματα. Ωσ εκ τοφτου, αυτό το τεράςτιο ποςοςτό των άγνωςτων αλλθλουχιϊν κα 

μποροφςε να ανικει ςε διάφορουσ ευκαρυϊτεσ των οποίων θ αλλθλουχία τθσ περιοχισ ITS1-ITS2 

δεν ζχει γίνει γνωςτι. Ακόμα, κα μποροφςε να ανικει και ςε μφκθτεσ που δεν ζχουν ταξινομθκεί. 

Αυτό κα ιταν απόλυτα αναμενόμενο κακϊσ οι πλαγκτονικοί μφκθτεσ αποτελοφν μια ομάδα 

οργανιςμϊν εξαιρετικά υπομελετθμζνθ ςε παγκόςμιο επίπεδο (Wang et al., 2018;2019), και δθ 

ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο όπου αυτι είναι θ πρϊτθ φορά που μελετϊνται. 

Συνυπολογίηοντασ το ποςοςτό των άγνωςτων αλλθλουχιϊν, θ ανάλυςθ ζδειξε πωσ θ 

ποικιλότθτα των μυκιτων επθρεάςτθκε από τθν φπαρξθ υδατοκαλλιεργθτικισ δραςτθριότθτασ, 

κακϊσ και από τθν φπαρξθ ενόσ ι πολλϊν κλωβϊν. Το πιο επικρατζσ φφλο ιταν το Ascomycota και 

το δεφτερο επικρατζςτερο το Basidiomycota, ενϊ ςτθ ςυνζχεια ακολουκοφςαν τα Chytridiomycota 

και Mycoromycota με πολφ μικρι ποςοςτιαία ςυνειςφορά. Θ αναλογία των φφλων των μυκιτων 

ιταν παρόμοια με τθν πρόςφατθ περιγραφι των Wang et al. (2018).  Οι ίδιοι ςυγγραφείσ 

παρατιρθςαν πωσ οι αλλαγζσ ςτα Ascomycota και Basidiomycota ιταν ςτενά ςυνδεδεμζνεσ με τισ 

αλλαγζσ ςε διαλυμζνο και ςωματιδιακό φϊςφορο, διαλυμζνα νιτρικά και πυριτικά άλατα και ότι θ 

αφκονία αυτϊν των φφλων ιταν μεγαλφτερθ όταν θ ςυγκζντρωςθ των παραπάνω κρεπτικϊν ιταν 

μεγαλφτερθ. Επίςθσ, αρκετζσ μελζτεσ ζχουν δείξει τθν άμεςθ εμπλοκι των μυκιτων ςτον 

μεταβολιςμό του αηϊτου, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ αφομοίωςθσ τθσ αμμωνίασ και τθσ 

αμμωνιοποίθςθσ των νιτρωδϊν (Wegley et al., 2007). Επιπλζον οι μφκθτεσ, όπωσ και τα 

προςκολλθμζνα ςε ςωματίδια βακτιρια, χρθςιμοποιοφν οργανικά υποςτρϊματα. 

Ζτςι λοιπόν, θ ικανότθτα των μυκιτων να μεταβολίηουν τισ παραπάνω ενϊςεισ φάνθκε να 

αντικατοπτρίηεται ςτα πρότυπα τθσ κοινότθτά τουσ που ςυςχετίςτθκαν ςθμαντικά με τισ 

ςυγκεντρϊςεισ των POC, PON, NH4 και NO2. Συνεπϊσ, οι διαφορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ 

ςωματιδιακϊν και ανόργανων κρεπτικϊν ανάμεςα ςτουσ ςτακμοφσ FARM και C ι ακόμα και 

ανάμεςα ςτουσ C, OF και MF  μπορεί να διαφοροποίθςαν τισ κοινότθτεσ μυκιτων. 
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Εντόσ του φφλου Ascomycota, θ πιο επικρατισ κλάςθ ιταν θ Saccharomycetes, και 

ακολουκοφςαν οι κλάςεισ Dothideomycetes, Eurotiomycetes και  Leotiomycetes με το ποςοςτό 

τουσ ςτθν κοινότθτα των μυκιτων να είναι υψθλότερο το μεςθμζρι. Εφόςον το φφλο Ascomycota 

ζχει ςυςχετιςτεί κετικά με τα φωςφορικά και αμμωνιακά άλατα (Wang et al., 2018; 2019) τα οποία  

παίρνουν τισ μζγιςτεσ τιμζσ τουσ λίγεσ ϊρεσ μετά το τάιςμα των ψαριϊν (Pitta et al., 1999; 

Karakassis et al., 2001), θ αφξθςθ τθσ ςυνειςφοράσ αυτϊν των κλάςεων και του φφλου ςυνολικά 

κα μποροφςε να ςχετίηεται με τα κρεπτικά. Τζλοσ, ζνα πολφ ενδιαφζρον εφρθμα τθσ παροφςασ 

μελζτθσ είναι θ ανίχνευςθ του φφλου Cryptomycota με το γονίδιο 18S rRNA, αλλά όχι με τθν 

περιοχι ITS1-ITS2. Το Cryptomycota είναι ζνα ςπάνιο φφλο που εντοπίςτθκε πρϊτθ φορά ςε 

παράκτιο οικοςφςτθμα από τουσ Wang et al. (2018). Αυτό το εφρθμα μπορεί να δείχνει τθν ανάγκθ 

μελζτθσ των μυκιτων με ςυνδυαςμό του γονιδίου 18S rRNA και τθσ περιοχισ ITS1-ITS2. 

Σφνοψθ αποτελεςμάτων για τουσ ευκαρυϊτεσ 

Ππωσ και για τουσ προκαρυϊτεσ, βρζκθκε πωσ το μεςο-ηωοπλαγκτόν και οι πικο- και νανο- 

αυτότροφοι και ετερότροφοι ευκαρυϊτεσ ςυμπεριλαμβανομζνων των μυκιτων επθρεάςτθκαν 

από τθν υδατοκαλλιζργεια, ενϊ και θ θμζρα δειγματολθψίασ, δθλαδι περιβαλλοντικζσ 

παράμετροι που άλλαξαν (π.χ. θ κυκλοφορία του νεροφ, θ κερμοκραςία) επθρζαςαν τισ 

ευκαρυωτικζσ κοινότθτεσ. Θ θμεριςια μεταβλθτότθτα παρατθρικθκε ςε οριςμζνα 

ηωοπλαγκτονικά φφλα που είναι γνωςτά πωσ κάνουν κάκετθ θμεριςια μετανάςτευςθ και ζχουν 

μζγιςτθ ςυνειςφορά ςτα επιφανειακά νερά το βράδυ. Τα μικρά διάτομα βρζκθκαν να 

ςυνειςφζρουν λιγότερο ςτουσ ςτακμοφσ με υδατοκαλλιζργεια, ενϊ τα δινομαςτιγωτά 

ςυνειςζφεραν λιγότερο το βράδυ ςε όλουσ τουσ ςτακμοφσ. Τα αποτελζςματα χρειάηονται 

περαιτζρω διερεφνθςθ όμωσ, ϊςτε να ανιχνευκοφν τυχόν διαφοροποιιςεισ ςε άλλα, χαμθλότερα 

ταξινομικά επίπεδα. Σε αυτιν τθν πρϊτθ μελζτθ των μυκιτων ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο βρζκθκε 

ζνα μεγάλο ποςοςτό μθ χαρακτθριςμζνων ειδϊν και μια ςυςχζτιςθ με τα ανόργανα και οργανικά 

κρεπτικά. 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ 

1. Σο αρχείο των παραμζτρων που χρθςιμοποιικθκαν ςτισ βιοπλθροφορικζσ 

αναλφςεισ για το γονίδιο 16S rRNA 
 

#########################################################################

################### 

################################   PEMA 's PARAMETERS   

#################################### 

#########################################################################

################### 

# 

#    for version 2.1.4 

# 

# In this file there are all the parameters that need to be assigned 

every time PEMA is  

# about to run! The parameters we have here, are not the only parameters 

of the tools  

# invoked by PEMA. Hence, we encourage you the most to study the manual 

of each tool and  

# make them as good as possible for your specific experiment. 

# 

# ATTENTION! 

# From each variable you have to leave EXACTLY ONE (1) TAB and then fill 

in the parameter.  

# 

# 

#########################################################################

################### 

########################## The parameter setting starts frome here!  

####################### 

#########################################################################

################### 

# 

# Give in your each uniq experiment a NAME, so a single output file will 

be created for each of them  

# 

outputFolderName 16S_vsearch098_t 

# 

# 

# PEMA needs the names of the samples to be as in ENA format (e.g 

"ERR1021912") but  

# they are more like as the Illumina sequencer returned them (e.g 

"FdCor_1.fast.gz")  

# In order to change the names of your samples as they should be. 

# Otherwise, you need to set the "EnaData" variable as 'No'.   

EnaData Yes 

# 

# Each sequencer has a special combination of letters with which all its 

reads start with 

# For example MiSeq has "@M0". Please provide this pattern to PEMA to 

convert your data to the ENA  

# format. If you do not know that, you can either google it or gunzip a 

fastq.gz files of yours and provide 
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# the letatters between the "@" and the first ":" characters. 

sequencerPrefix M0 

# 

############################################################# 

#################   fastqc (v0.11.8)    ##################### 

############################################################# 

# 

# No parameters here! 

# 

# 

############################################################# 

################ trimmomatic (v.0.38)   ##################### // 

http://www.usadellab.org/cms/uploads/supplementary/Trimmomatic/Trimmomati

cManual_V0.32.pdf 

############################################################# 

# 

# Performs an adaptive quality trim, balancing the benefits of retaining 

longer reads against the costs of retaining bases with errors. 

# It needs to be set either as 'Yes' or 'No'. 

# 

maxInfo Yes 

# 

# 

############ for MAXINFO #################### 

# Specifies the read length which is likely to allow the location of the 

read within the target sequence to be determined. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

targetLength 200 

# 

# 

# This value, specifies the balance between preserving as much read 

length as possible vs. removal of incorrect bases. 

# It can take values between 0 and 1. 

# A low value of this parameter (<0.2) favours longer reads, while a high 

value (>0.8) favours read correctness. 

# 

strictness 0.6 

# 

# 

############ for ILLUMINACLIP ################## 

# Specifies the path to a fasta file containing all the adapters, PCR 

sequences etc. 

# The naming of the various sequences within this file determines how 

they are used. 

# 

adapters TruSeq3-PE.fa 

# 

# 

# This parameter specifies the maximum mismatch count which will still 

allow a full match to be performed. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

seedMismatches 2 

# 

# 
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# This parameter specifies how accurate the match between the two 

'adapter ligated' reads must be for PE palindrome read alignment. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

palindromeClipThreshold 30 

# 

# 

# It specifies how accurate the match between any adapter etc. sequence 

must be against a read. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

simpleClipThreshold 15 

# 

# 

############ for LEADING  ########################## 

# The LEADING modules, removes low quality bases from the beginning. 

# As long as a base has a value below this threshold (value of the 

'leading' parameter) the base is removed and the next base will be 

investigated. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

leading 10 

# 

# 

############ for TRAILING  ############################# 

# This module of Trimmomatic removes low quality bases from the end. 

# As long as a base has a value below this threshold (value of the 

'trailing' parameter), the base is removed 

# and the next base (which as trimmomatic is starting from the 3' prime 

end, would be base preceding the just removed base) will be investigated. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

trailing 15 

# 

# 

############  for MINLEN  ################################ 

# This module removes reads that fall below the specified minimal length. 

If required, it should normally be after all other processing steps. 

# Reads removed by this step will be counted and included in the "dropped 

reads" count presented in the trimmomatic summary. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

minlen 100 

# 

# 

# Finally, you need to set how many threads you want Trimmomatic to run 

into.  

# 

threadsTrimmomatic 40 

# 

# 

############################################################### 

#########   BayesHammer (from SPAdes: v3.13.0)  ###############  

############################################################### 

# 
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# This algorithm is part of the SPAdes tool package. You can find its 

manual here: http://cab.spbu.ru/files/release3.10.1/manual.html#sec1 

# 

# no parameters here! 

# 

# 

################################################################ 

#################    PANDAseq (v. 2.11)      ################### // 

https://storage.googleapis.com/pandaseq/pandaseq.html 

################################################################ 

# 

# PANDAseq is the algorithm that PEMA uses in order to merge the paired-

end reads. 

# PANDAseq has more than one merging algorithms. 

# 

# Here, we set the algorithm used for assembly. The most common of them 

are: 

# pear --> uses the formula described in the PEAR paper (Zhang 2013), 

optionally with the probability of a random base (q) provide 

# simple_bayesian --> uses the formula described in the original paper 

(Masella 2012), optionally with an error estimation (Ξµ) provided. 

# other options are stich, flash and more that you can fing in the above 

link. 

# 

pandaseqAlgorithm simple_bayesian 

# 

# 

# PANDAseq is a I/O bound algorithm. That means that it needs severous 

time in order to handle the ipnut and output files 

# while the process is quite fast. However, it does support 

multithreading and here you can set the number of threads it is going to 

use. 

# 

pandaseqThreads 40 

# 

# 

# The 'minlen' parameter sets the minimum length for a sequence, after 

primers are removed.  

# By default, all sequences are kept. With this option, sequences shorter 

than desired can be discarded. 

# In case you need to use this parameter, be sure you leave a tab after 

'minlen' and set it like this: '-l 80' 

# If you do not want to use this parameter, please remove everything 

after the 'minlen'  

# 

pandaseqMinlen -l 150 

# 

# 

# The 'minoverlap' parameter sets the minimum overlap between forward and 

reverse reads.  

# By default, this is at least one nucleotide of overlap.  

# Raising this number does not generally increase the quality of the 

output as alignments with small overlaps tend to score poorly and are 

discarded anyway. 

# 

minoverlap 5 
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# 

# 

# The 'threshold' parameter sets the score, between zero and one, that a 

sequence must meet to be kept in the output.  

# Any alignments lower than this will be discarded as low quality.  

# Increasing this number will not necessarily prevent uncalled bases (Ns) 

from appearing in the final sequence.  

# It is also used as the threshold to match primers, if primers are 

supplied. The default value is 0.6. 

# 

threshold 0.6 

# 

# 

# The '-N' parameter eliminates all sequences with uncalled nucleotides 

in the output.  

# Otherwise, during assembly, uncalled bases (Ns) from unpaired regions 

may be emitted. 

# If you need -N to be on your analysis, please add '-N' after 

'elimination'. Please make sure you leave a tab.  

# If you do not want the parameter to be on, please make sure there is 

nothing after the 'elimination' parameter. 

# 

elimination -N 

# 

# 

## PEMA performs the PANDAseq algorithm, with the -a and the -B 

parameters also on. 

## That it for striping the primers after assembly, rather than before 

and allowing input sequences to lack a barcode/tag correspondingly. 

# 

# 

############################################################### 

###########  obiuniq  (from OBITools: v1.2.12)  ############### 

############################################################### 

# 

# This algorithm is part of the OBITools package. You can find more about 

them here: https://pythonhosted.org/OBITools/ 

# 

# no parameters here! 

# 

# 

############################################################### 

################    VSEARCH  (v2.9.1)    ###################### 

############################################################### 

# 

# VSEARCH is the main algorithm used for a lot of steps in the case of 

the 16S marker gene. 

# Set how many threads do you want PANDAseq to use. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

vsearchThreads 40 

# 

# 

# Here you need to set a score about the clustering step of the VSEARCH 

algorithm.  
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# Do not add a read into a certain cluster if the pairwise identity with 

its centroid, is lower than the value of the 'vsearchId' parameter. 

# The pairwise identity is defined as the number of (matching columns) / 

(alignment length - terminal gaps). 

# It needs a real number to be set as a value, ranging from 0.0 to 1.0 . 

# 

vsearchId 0.98 

# 

# 

#########################################################################

####################### 

#////////////////////////////////////////////////////////////////////////

////////////////////// 

############################ GENE -  dependent parameters 

##################################### 

#////////////////////////////////////////////////////////////////////////

////////////////////// 

#########################################################################

###################### 

# 

# The marker gene you have is really important for both the clustering & 

chimera removal procedure and the 

# taxonomy assignment. By default, the pipeline runs for 16S. Substitute 

with 'COI' if COI is your marker gene 

# write it down after the underscore (_) - do not erase the udenrscore!! 

# 

gene gene_16S 

# 

# 

#########################################################################

################################# 

#  Here are some parameters needed when the the metabarcoding analysis is 

about the 16S/18S marker genes # 

#########################################################################

################################# 

# 

# 

# If your marker gene is 16S, you can choose between 2 different 

approaches of taxonomy assignment (alignment & phylogenetic based) 

# An alignment based taxonomy assignment - set as 'alignment' -  which is 

based on SILVA and CREST (version 3.0). 

# However, you can also get a phylogenetic based assignment, by putting 

'phylogeny' in this parameter. In that case, a reference tree we created 

is being used as well as the RAxML  

# 

taxonomyAssignmentMethod alignment 

# 

# 

# I you choose phylogeny based taxonomy assignment, then you ll need to 

rum PaPaRa. 

# Pleas fill in how many cores PaPaRa is able to use. 

# 

numberOfCoresForPapara 20 

# 

# 
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# When you use the alignment-based taxonomy assignment, then the 

LCAClassifier from the CREST algorithm, uses a Silva version for the 

assignment.  

# PEMA allows you to choose between the two last version of Silva. Hence, 

set the "silvaVersion" parameter either as 'silva_128' or as 'silva_132' 

# depending on the version of your choice.  

# In case you are running 18S rRNA data, you may also use the PR2 

database, by setting the referenceDb parametera as 'pr2'. 

# 

referenceDb silva_132 

# 

# 

# As you may need a series of taxonomy assignment when you use the 

alignment-based method, please give another name in your  

# taxonomy output folder of the CREST algorithm, each time you are about 

to use it.  

# CREST creates an output folder every time and if a folder with the same 

already exists, it is going to abort the task! 

# You need to set the value of this parameter in case of 16S/18S rRNA and 

ITS marker genes.  

# 

taxonomyFolderName 16S_taxon_assign 

# 

# 

#########################################################################

################################# 

#######################     For the case of the ITS marker gene     

###################################### 

#########################################################################

################################# 

# 

# For the case of ITS there is an extra problem with respect to the 

primes used. 

# Please complete the next two variables with the primers you used 

# 

forwardITSPrimer GATGAAGAACGYAGYRAA 

reverseITSPrimer CTBTTVCCKCTTCACTCG 

# 

# 

#########################################################################

################################# 

########     Here are some parameters needed with respect to clustering 

algorithms     ############### 

#########################################################################

################################# 

# 

# 

# For the case of the 16S and 18S rRNA marker genes, you can either get 

an OTU-table using the VSEARCH algorithm 

# or you can get an ASV-table by taking advantage of the SWARM algorithm.  

# If your marker gene is  COI or ITS, you can choose between 2 different 

approaches of clustering.  

# Depending on which of them you choose you get either a robust output in 

a short time (Swarm) or a non-robust output (CROP) that requires quite 

much more time. 
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# Please fill in accroding to your marker gene and needs (write "Swarm" 

or "vsearch" or "CROP" after algo_). 

# 

clusteringAlgo algo_vsearch 

# 

# 

# In case of SWARM, the user needs to speeecify the value of "d" 

parameter, 

# maximum number of differences allowed between two amplicons, meaning 

that two amplicons 

# will be grouped if they hav e integer (or less) differences. This is 

swarm's most important 

# parameter 

# 

d 1 

# 

# 

# when using the option --fastidious (-f), define the minimum mass of a 

large ASV.  

# By default, an ASV with a mass of 3 or more is considered large.  

# Conversely, an ASV is small if it has a mass of less than 3, meaning 

that it is composed of either one amplicon of abundance 2, or two 

amplicons of abundance 1.  

# Any positive value greater than 1 can be specified. Using higher 

boundary values will speed up the second pass, but also reduce the 

taxonomical resolution of swarm 

# results. Default mass of a large OTU is 3. 

# 

boundary 3 

# 

# 

# You also need to set the number of threads that Swarm is able to use 

# 

swarmThreads 20 

# 

# 

## SWARM tends to create a great numebr of ASVs, especially when d takes 

a low value.  

## Would you like to remove the singletons (ASVs that appear only once 

with abundance equal to 1) ? 

# 

removeSingletons Yes 

# 

# 

# CROP is able to run on multiple CPUs. As PEMA needs to update an 

environmental variable to do thi$ 

# 

omp_num_threads 20 

# 

# 

# PEMA invokes the UCHIME_DENOVO3 algorithm for the chimera removal in 

the case of the COI marker gene. 

# This is a quite common algorithm for that step, but you still need to 

choose the minimum abundance skew value. 

# By default this value is equal to 16. However, the only difference 

between UCHIME_DENOVO2 and 3 is that in the second version, 
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# the abskew value used to be equal to 2. So, be my guest and pick your 

value as I really have no clue about that. 

# Probably, for environmental studies a low abskew is better, while in 

more specific studies a larger one would fit most. 

# 

abskew 2 

# 

# 

#########################################################################

################################ 

#  

#                     For the taxonomy assignment of the COI marker gene 

# 

#########################################################################

################################ 

# 

# Since PEMA v.2.0 both Midori and Midori2 are supported. The second 

version of Midori includes more than 

# 180.000 unique species and expands beyond Metazoa. However, the 

computational time needed increases to a 

# a great extent when Midori2 is the one selected. Choose wisely, 

especially in case you have a lot of query sequencies 

# If you want Midori2 for your analysis, replace "1" with "2" after the 

"midori_" prefix. 

# 

midori_version midori_1 

# 

# 

#########################################################################

################################ 

# 

#########################################################################

################################## 

# 

#               In - house (local) refererence database for the taxonoomy 

assignment step 

# 

#########################################################################

################################## 

# In case you would prefer to use a reference database of yours for the 

taxonomy step, PEMA will ask you for the  

# files necessary to train each of the two classifiers supported. You 

need to provide those in the directory called 

# `local_ref_db` and depending on which classifier will train, the files 

have to be in a different format. 

# More specifically, if you are working with COI, then PEMA uses thes 

RDPClassifier and you need to provide a taxonomy 

# and a sequence file, as described here: https://john-

quensen.com/tutorials/training-the-rdp-classifier/ 

# If you are working with 16S, 18S or ITS then PEMA uses the CREST 

classifier for the taxonomy step 

# and you need to provide the corresponding two files as described at: 

https://github.com/lanzen/CREST 

# (see after the Output section). 

# As containers are lost when exit from one, you will have to train the 

classifier, every time you run a new PEMA container 
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# If you are about to use a custom ref db, set the following parameter as 

'Yes'. Otherwise, it must be set as 'No'. 

# The `name_of_custom_db` may be empty or no depending on whether you 

will use a custom db or not. 

# 

custom_ref_db No 

name_of_custom_db partialCustomdb 

# 

#########################################################################

############################## 

# 

# In case you would like to link the OTU/ASV assignment to its closest 

NCBI Taxonomy Id 

# set the following parameter as `Yes` 

# 

getNCBITaxId No 

# 

#########################################################################

############################# 

# 

# The following parameters is only for the case that the Phyloseq R 

package is about to run 

# 

#########################################################################

############################# 

# 

# If wish to use Phyloseq in order to analyse your returned data then set 

the following  parameter 'phyloseq' with 'Yes'. 

# In order to do that, PEMA needs an MSA that it is returned by the MAFFT 

(v7.427) aligner and a phylogeny tree of the OTUs found which is built by 

the RAxML-ng algorithm. 

# Please remember that in order to use phyloseq a "metadata.tsv" file is 

necessary to be part of your anaylis folder.  

# 

phyloseq No 

# 

# 

# The phyloseq object can handle phylogenetic trees as well. PEMA uses 

RAxML-ng in order to build such trees. 

# Do you want to create such a tree with your OTUs? In case you build 

this once, you can use it as many times as you want. 

# 

tree No 

# 

# In case you are about to use the phyloseq option, then a phylogeny tree 

has to be built. Hence, PEMA invokes the RAxML-ng algorithm 

# which is able to run in more than one threads. Please set the number of 

threads RAxML is able to use. 

# 

raxmlThreads 20 

# 

# 

# You can also set the number of the parsimony-based starting trees for 

the RAxML-ng  

# 

parsTrees 1 
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# 

# 

# And finally, the number of the bootstrap trees 

# 

bootstrapTrees 1 

# 

#########################################################################

################################## 

# 

# Finally, do you want your raw data to be removed in another file and 

empty the "rawData" file and all the checkpoints of PEMA to be also in an 

extra folder 

# Swich 'Yes' to 'No' if you wish so. Be very careful when you do that, 

as you need to remember that if you want to analyze another dataset 

through P.E.M.A 

# you will have to remove the first one manually. 

# 

emptyRawDataFile Yes 

emptyCheckpoints Yes 

# 

# 

# Classifier to use, parameter values 

("CREST","phylogeny","RDPClassifier") 

# If you are about to use a version of Silva db, or Unite db or a custom 

db that you have prepared 

# the required files accordingly  

# (see 

https://hariszaf.github.io/pema_documentation/training_crest_classifier/)

,  

# you may set this parameter as "CREST". 

# In case you are running 16S data and you would like a phylogeny based 

taxonomy assignment,  

# you may set this parametera as "phylogeny" 

# In case you are about to use a version of Midori or a custom db for 

which you have prepared the  

# required files (see 

https://hariszaf.github.io/pema_documentation/training_rdpclassifier/) 

you  

# may set this parameter as "RDPClassifier" 

classifierAlgo CREST 

# 

#  

#  

 

2. Σο αρχείο των παραμζτρων που χρθςιμοποιικθκαν ςτισ βιοπλθροφορικζσ 

αναλφςεισ για το γονίδιο 18S Rrna 

 

#########################################################################

###################  

################################   PEMA 's PARAMETERS   

####################################  

#########################################################################

###################  
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#  

#    for version 2.1.4  

#  

# In this file there are all the parameters that need to be assigned 

every time PEMA is   

# about to run! The parameters we have here, are not the only parameters 

of the tools   

# invoked by PEMA. Hence, we encourage you the most to study the manual 

of each tool and   

# make them as good as possible for your specific experiment.  

#  

# ATTENTION!  

# From each variable you have to leave EXACTLY ONE (1) TAB and then fill 

in the parameter.   

#  

#  

#########################################################################

###################  

########################## The parameter setting starts frome here!  

#######################  

#########################################################################

###################  

#  

# Give in your each uniq experiment a NAME, so a single output file will 

be created for each of them   

#  

outputFolderName 18S_vsearch_095 

#  

#  

# PEMA needs the names of the samples to be as in ENA format (e.g 

"ERR1021912") but  

# they are more like as the Illumina sequencer returned them (e.g 

"FdCor_1.fast.gz") 

# In order to change the names of your samples as they should be.  

# Otherwise, you need to set the "EnaData" variable as 'No'. 

EnaData Yes 

#  

# Each sequencer has a special combination of letters with which all its 

reads start with  

# For example MiSeq has "@M0". Please provide this pattern to PEMA to 

convert your data to the ENA  

# format. If you do not know that, you can either google it or gunzip a 

fastq.gz files of yours and provide  

# the letatters between the "@" and the first ":" characters. 

sequencerPrefix M0 

#  

#############################################################  

#################   fastqc (v0.11.8)    #####################  

#############################################################  

#  

# No parameters here!  

#  

#  

#############################################################  
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################ trimmomatic (v.0.38)   ##################### // 

http://www.usadellab.org/cms/uploads/supplementary/Trimmomatic/Trimmomati

cManual_V0.32.pdf 

#############################################################  

#  

# Performs an adaptive quality trim, balancing the benefits of retaining 

longer reads against the costs of retaining bases with errors.  

# It needs to be set either as 'Yes' or 'No'.  

#  

maxInfo Yes 

#  

#  

############ for MAXINFO ####################  

# Specifies the read length which is likely to allow the location of the 

read within the target sequence to be determined.  

# It needs an integer to be set as a value.  

#  

targetLength 200 

#  

#  

# This value, specifies the balance between preserving as much read 

length as possible vs. removal of incorrect bases.  

# It can take values between 0 and 1.  

# A low value of this parameter (<0.2) favours longer reads, while a high 

value (>0.8) favours read correctness.  

#  

strictness 0.2 

#  

#  

############ for ILLUMINACLIP ##################  

# Specifies the path to a fasta file containing all the adapters, PCR 

sequences etc.  

# The naming of the various sequences within this file determines how 

they are used.  

#  

adapters TruSeq2-PE.fa 

#  

#  

# This parameter specifies the maximum mismatch count which will still 

allow a full match to be performed.  

# It needs an integer to be set as a value.  

#  

seedMismatches 0 

#  

#  

# This parameter specifies how accurate the match between the two 

'adapter ligated' reads must be for PE palindrome read alignment.  

# It needs an integer to be set as a value.  

#  

palindromeClipThreshold 30 

#  

#  

# It specifies how accurate the match between any adapter etc. sequence 

must be against a read.  

# It needs an integer to be set as a value.  

#  
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simpleClipThreshold 15 

#  

#  

############ for LEADING  ##########################  

# The LEADING modules, removes low quality bases from the beginning.  

# As long as a base has a value below this threshold (value of the 

'leading' parameter) the base is removed and the next base will be 

investigated.  

# It needs an integer to be set as a value.  

#  

leading 20 

#  

#  

############ for TRAILING  #############################  

# This module of Trimmomatic removes low quality bases from the end.  

# As long as a base has a value below this threshold (value of the 

'trailing' parameter), the base is removed  

# and the next base (which as trimmomatic is starting from the 3' prime 

end, would be base preceding the just removed base) will be investigated.

  

# It needs an integer to be set as a value.  

#  

trailing 15 

#  

#  

############  for MINLEN  ################################  

# This module removes reads that fall below the specified minimal length. 

If required, it should normally be after all other processing steps.  

# Reads removed by this step will be counted and included in the "dropped 

reads" count presented in the trimmomatic summary.  

# It needs an integer to be set as a value.  

#  

minlen 100 

#  

#  

# Finally, you need to set how many threads you want Trimmomatic to run 

into.   

#  

threadsTrimmomatic 20 

#  

#  

###############################################################  

#########   BayesHammer (from SPAdes: v3.13.0)  ###############  

###############################################################  

#  

# This algorithm is part of the SPAdes tool package. You can find its 

manual here: http://cab.spbu.ru/files/release3.10.1/manual.html#sec1  

#  

# no parameters here!  

#  

#  

################################################################  

#################    PANDAseq (v. 2.11)      ################### // 

https://storage.googleapis.com/pandaseq/pandaseq.html 

################################################################  

#  
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# PANDAseq is the algorithm that PEMA uses in order to merge the paired-

end reads.  

# PANDAseq has more than one merging algorithms.  

#  

# Here, we set the algorithm used for assembly. The most common of them 

are:  

# pear --> uses the formula described in the PEAR paper (Zhang 2013), 

optionally with the probability of a random base (q) provide  

# simple_bayesian --> uses the formula described in the original paper 

(Masella 2012), optionally with an error estimation (Ξµ) provided.  

# other options are stich, flash and more that you can fing in the above 

link.  

#  

pandaseqAlgorithm simple_bayesian 

#  

#  

# PANDAseq is a I/O bound algorithm. That means that it needs severous 

time in order to handle the ipnut and output files  

# while the process is quite fast. However, it does support 

multithreading and here you can set the number of threads it is going to 

use.  

#  

pandaseqThreads 20 

#  

#  

# The 'minlen' parameter sets the minimum length for a sequence, after 

primers are removed.   

# By default, all sequences are kept. With this option, sequences shorter 

than desired can be discarded.  

# In case you need to use this parameter, be sure you leave a tab after 

'minlen' and set it like this: '-l 80'  

# If you do not want to use this parameter, please remove everything 

after the 'minlen'   

#  

pandaseqMinlen -l 150 

#  

#  

# The 'minoverlap' parameter sets the minimum overlap between forward and 

reverse reads.   

# By default, this is at least one nucleotide of overlap.   

# Raising this number does not generally increase the quality of the 

output as alignments with small overlaps tend to score poorly and are 

discarded anyway.  

#  

minoverlap 20 

#  

#  

# The 'threshold' parameter sets the score, between zero and one, that a 

sequence must meet to be kept in the output.   

# Any alignments lower than this will be discarded as low quality.   

# Increasing this number will not necessarily prevent uncalled bases (Ns) 

from appearing in the final sequence.   

# It is also used as the threshold to match primers, if primers are 

supplied. The default value is 0.6.  

#  

threshold 0.6 
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#  

#  

# The '-N' parameter eliminates all sequences with uncalled nucleotides 

in the output.   

# Otherwise, during assembly, uncalled bases (Ns) from unpaired regions 

may be emitted.  

# If you need -N to be on your analysis, please add '-N' after 

'elimination'. Please make sure you leave a tab.   

# If you do not want the parameter to be on, please make sure there is 

nothing after the 'elimination' parameter.  

#  

elimination -N 

#  

#  

## PEMA performs the PANDAseq algorithm, with the -a and the -B 

parameters also on.  

## That it for striping the primers after assembly, rather than before 

and allowing input sequences to lack a barcode/tag correspondingly.  

#  

#  

###############################################################  

###########  obiuniq  (from OBITools: v1.2.12)  ###############  

###############################################################  

#  

# This algorithm is part of the OBITools package. You can find more about 

them here: https://pythonhosted.org/OBITools/  

#  

# no parameters here!  

#  

#  

###############################################################  

################    VSEARCH  (v2.9.1)    ######################  

###############################################################  

#  

# VSEARCH is the main algorithm used for a lot of steps in the case of 

the 16S marker gene.  

# Set how many threads do you want PANDAseq to use.  

# It needs an integer to be set as a value.  

#  

vsearchThreads 20 

#  

#  

# Here you need to set a score about the clustering step of the VSEARCH 

algorithm.   

# Do not add a read into a certain cluster if the pairwise identity with 

its centroid, is lower than the value of the 'vsearchId' parameter.  

# The pairwise identity is defined as the number of (matching columns) / 

(alignment length - terminal gaps).  

# It needs a real number to be set as a value, ranging from 0.0 to 1.0 .

  

#  

vsearchId 0.98 

#  

#  

#########################################################################

#######################  
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#////////////////////////////////////////////////////////////////////////

//////////////////////  

############################ GENE -  dependent parameters 

#####################################  

#////////////////////////////////////////////////////////////////////////

//////////////////////  

#########################################################################

######################  

#  

# The marker gene you have is really important for both the clustering & 

chimera removal procedure and the  

# taxonomy assignment. By default, the pipeline runs for 16S. Substitute 

with 'COI' if COI is your marker gene  

# write it down after the underscore (_) - do not erase the udenrscore!!

  

#  

gene gene_18S 

#  

#  

#########################################################################

#################################  

#  Here are some parameters needed when the the metabarcoding analysis is 

about the 16S/18S marker genes #  

#########################################################################

#################################  

#  

#  

# If your marker gene is 16S, you can choose between 2 different 

approaches of taxonomy assignment (alignment & phylogenetic based)  

# An alignment based taxonomy assignment - set as 'alignment' -  which is 

based on SILVA and CREST (version 3.0).  

# However, you can also get a phylogenetic based assignment, by putting 

'phylogeny' in this parameter. In that case, a reference tree we created 

is being used as well as the RAxML   

#  

taxonomyAssignmentMethod alignment 

#  

#  

# I you choose phylogeny based taxonomy assignment, then you ll need to 

rum PaPaRa.  

# Pleas fill in how many cores PaPaRa is able to use.  

#  

numberOfCoresForPapara 7 

#  

#  

# When you use the alignment-based taxonomy assignment, then the 

LCAClassifier from the CREST algorithm, uses a Silva version for the 

assignment.   

# PEMA allows you to choose between the two last version of Silva. Hence, 

set the "silvaVersion" parameter either as 'silva_128' or as 'silva_132'

  

# depending on the version of your choice.   

# In case you are running 18S rRNA data, you may also use the PR2 

database, by setting the referenceDb parametera as 'pr2'.  

#  

referenceDb pr2 
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#  

#  

# As you may need a series of taxonomy assignment when you use the 

alignment-based method, please give another name in your   

# taxonomy output folder of the CREST algorithm, each time you are about 

to use it.   

# CREST creates an output folder every time and if a folder with the same 

already exists, it is going to abort the task!  

# You need to set the value of this parameter in case of 16S/18S rRNA and 

ITS marker genes.   

#  

taxonomyFolderName my_taxon_assign_98 

#  

#  

#########################################################################

#################################  

#######################     For the case of the ITS marker gene     

######################################  

#########################################################################

#################################  

#  

# For the case of ITS there is an extra problem with respect to the 

primes used.  

# Please complete the next two variables with the primers you used  

#  

forwardITSPrimer GATGAAGAACGYAGYRAA 

reverseITSPrimer CTBTTVCCKCTTCACTCG 

#  

#  

#########################################################################

#################################  

########     Here are some parameters needed with respect to clustering 

algorithms     ###############  

#########################################################################

#################################  

#  

#  

# For the case of the 16S and 18S rRNA marker genes, you can either get 

an OTU-table using the VSEARCH algorithm  

# or you can get an ASV-table by taking advantage of the SWARM algorithm. 

  

# If your marker gene is  COI or ITS, you can choose between 2 different 

approaches of clustering.   

# Depending on which of them you choose you get either a robust output in 

a short time (Swarm) or a non-robust output (CROP) that requires quite 

much more time.  

# Please fill in accroding to your marker gene and needs (write "Swarm" 

or "vsearch" or "CROP" after algo_).  

#  

clusteringAlgo algo_vsearch 

#  

#  

# In case of SWARM, the user needs to speeecify the value of "d" 

parameter, 

# maximum number of differences allowed between two amplicons, meaning 

that two amplicons  
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# will be grouped if they hav e integer (or less) differences. This is 

swarm's most important  

# parameter  

#  

d 15 

#  

#  

# when using the option --fastidious (-f), define the minimum mass of a 

large ASV.   

# By default, an ASV with a mass of 3 or more is considered large.   

# Conversely, an ASV is small if it has a mass of less than 3, meaning 

that it is composed of either one amplicon of abundance 2, or two 

amplicons of abundance 1.   

# Any positive value greater than 1 can be specified. Using higher 

boundary values will speed up the second pass, but also reduce the 

taxonomical resolution of swarm  

# results. Default mass of a large OTU is 3.  

#  

boundary 3 

#  

#  

# You also need to set the number of threads that Swarm is able to use  

#  

swarmThreads 20 

#  

#  

## SWARM tends to create a great numebr of ASVs, especially when d takes 

a low value.   

## Would you like to remove the singletons (ASVs that appear only once 

with abundance equal to 1) ?  

#  

removeSingletons Yes 

#  

#  

# CROP is able to run on multiple CPUs. As PEMA needs to update an 

environmental variable to do thi$  

#  

omp_num_threads 20 

#  

#  

# PEMA invokes the UCHIME_DENOVO3 algorithm for the chimera removal in 

the case of the COI marker gene.  

# This is a quite common algorithm for that step, but you still need to 

choose the minimum abundance skew value.  

# By default this value is equal to 16. However, the only difference 

between UCHIME_DENOVO2 and 3 is that in the second version,  

# the abskew value used to be equal to 2. So, be my guest and pick your 

value as I really have no clue about that.  

# Probably, for environmental studies a low abskew is better, while in 

more specific studies a larger one would fit most.  

#  

abskew 2 

#  

#  

#########################################################################

################################  
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#   

#                     For the taxonomy assignment of the COI marker gene

  

#  

#########################################################################

################################  

#  

# Since PEMA v.2.0 both Midori and Midori2 are supported. The second 

version of Midori includes more than  

# 180.000 unique species and expands beyond Metazoa. However, the 

computational time needed increases to a  

# a great extent when Midori2 is the one selected. Choose wisely, 

especially in case you have a lot of query sequencies  

# If you want Midori2 for your analysis, replace "1" with "2" after the 

"midori_" prefix. 

#  

midori_version midori_1 

#  

#  

#########################################################################

################################  

#  

#########################################################################

##################################  

#  

#               In - house (local) refererence database for the taxonoomy 

assignment step  

#  

#########################################################################

##################################  

# In case you would prefer to use a reference database of yours for the 

taxonomy step, PEMA will ask you for the   

# files necessary to train each of the two classifiers supported. You 

need to provide those in the directory called  

# `local_ref_db` and depending on which classifier will train, the files 

have to be in a different format.  

# More specifically, if you are working with COI, then PEMA uses thes 

RDPClassifier and you need to provide a taxonomy  

# and a sequence file, as described here: https://john-

quensen.com/tutorials/training-the-rdp-classifier/  

# If you are working with 16S, 18S or ITS then PEMA uses the CREST 

classifier for the taxonomy step  

# and you need to provide the corresponding two files as described at: 

https://github.com/lanzen/CREST  

# (see after the Output section).  

# As containers are lost when exit from one, you will have to train the 

classifier, every time you run a new PEMA container  

# If you are about to use a custom ref db, set the following parameter as 

'Yes'. Otherwise, it must be set as 'No'.  

# The `name_of_custom_db` may be empty or no depending on whether you 

will use a custom db or not.  

#  

custom_ref_db No 

name_of_custom_db partialCustomdb 

#  
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#########################################################################

##############################  

#  

# In case you would like to link the OTU/ASV assignment to its closest 

NCBI Taxonomy Id  

# set the following parameter as `Yes`  

#  

getNCBITaxId No 

#  

#########################################################################

#############################  

#  

# The following parameters is only for the case that the Phyloseq R 

package is about to run  

#  

#########################################################################

#############################  

#  

# If wish to use Phyloseq in order to analyse your returned data then set 

the following  parameter 'phyloseq' with 'Yes'.  

# In order to do that, PEMA needs an MSA that it is returned by the MAFFT 

(v7.427) aligner and a phylogeny tree of the OTUs found which is built by 

the RAxML-ng algorithm.  

# Please remember that in order to use phyloseq a "metadata.tsv" file is 

necessary to be part of your anaylis folder. 

#  

phyloseq No 

#  

#  

# The phyloseq object can handle phylogenetic trees as well. PEMA uses 

RAxML-ng in order to build such trees.  

# Do you want to create such a tree with your OTUs? In case you build 

this once, you can use it as many times as you want.  

#  

tree Yes 

#  

# In case you are about to use the phyloseq option, then a phylogeny tree 

has to be built. Hence, PEMA invokes the RAxML-ng algorithm  

# which is able to run in more than one threads. Please set the number of 

threads RAxML is able to use.  

#  

raxmlThreads 5 

#  

#  

# You can also set the number of the parsimony-based starting trees for 

the RAxML-ng   

#  

parsTrees 1 

#  

#  

# And finally, the number of the bootstrap trees  

#  

bootstrapTrees 1 

#  

#########################################################################

##################################  
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#  

# Finally, do you want your raw data to be removed in another file and 

empty the "rawData" file and all the checkpoints of PEMA to be also in an 

extra folder 

# Swich 'Yes' to 'No' if you wish so. Be very careful when you do that, 

as you need to remember that if you want to analyze another dataset 

through P.E.M.A  

# you will have to remove the first one manually.  

#  

emptyRawDataFile Yes 

emptyCheckpoints Yes 

#  

#  

# Classifier to use, parameter values 

("CREST","phylogeny","RDPClassifier")  

# If you are about to use a version of Silva db, or Unite db or a custom 

db that you have prepared  

# the required files accordingly   

# (see 

https://hariszaf.github.io/pema_documentation/training_crest_classifier/)

,   

# you may set this parameter as "CREST".  

# In case you are running 16S data and you would like a phylogeny based 

taxonomy assignment,   

# you may set this parametera as "phylogeny"  

# In case you are about to use a version of Midori or a custom db for 

which you have prepared the   

# required files (see 

https://hariszaf.github.io/pema_documentation/training_rdpclassifier/) 

you   

# may set this parameter as "RDPClassifier" 

classifierAlgo CREST 

#  

#   

#   

 

3. Σο αρχείο των παραμζτρων που χρθςιμοποιικθκαν ςτισ βιοπλθροφορικζσ 

αναλφςεισ για το γονίδιο ITS 

 

#########################################################################

################### 

################################   PEMA 's PARAMETERS   

#################################### 

#########################################################################

################### 

# 

#    for version 2.1.4 

# 

# In this file there are all the parameters that need to be assigned 

every time PEMA is  

# about to run! The parameters we have here, are not the only parameters 

of the tools  
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# invoked by PEMA. Hence, we encourage you the most to study the manual 

of each tool and  

# make them as good as possible for your specific experiment. 

# 

# ATTENTION! 

# From each variable you have to leave EXACTLY ONE (1) TAB and then fill 

in the parameter.  

# 

# 

#########################################################################

################### 

########################## The parameter setting starts frome here!  

####################### 

#########################################################################

################### 

# 

# Give in your each uniq experiment a NAME, so a single output file will 

be created for each of them  

# 

outputFolderName swarm_d10 

# 

# 

# PEMA needs the names of the samples to be as in ENA format (e.g 

"ERR1021912") but  

# they are more like as the Illumina sequencer returned them (e.g 

"FdCor_1.fast.gz")  

# In order to change the names of your samples as they should be. 

# Otherwise, you need to set the "EnaData" variable as 'No'.   

EnaData No 

# 

# Each sequencer has a special combination of letters with which all its 

reads start with 

# For example MiSeq has "@M0". Please provide this pattern to PEMA to 

convert your data to the ENA  

# format. If you do not know that, you can either google it or gunzip a 

fastq.gz files of yours and provide 

# the letatters between the "@" and the first ":" characters. 

sequencerPrefix M0 

# 

############################################################# 

#################   fastqc (v0.11.8)    ##################### 

############################################################# 

# 

# No parameters here! 

# 

# 

############################################################# 

################ trimmomatic (v.0.38)   ##################### // 

http://www.usadellab.org/cms/uploads/supplementary/Trimmomatic/Trimmomati

cManual_V0.32.pdf 

############################################################# 

# 

# Performs an adaptive quality trim, balancing the benefits of retaining 

longer reads against the costs of retaining bases with errors. 

# It needs to be set either as 'Yes' or 'No'. 

# 
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maxInfo Yes 

# 

# 

############ for MAXINFO #################### 

# Specifies the read length which is likely to allow the location of the 

read within the target sequence to be determined. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

targetLength 150 

# 

# 

# This value, specifies the balance between preserving as much read 

length as possible vs. removal of incorrect bases. 

# It can take values between 0 and 1. 

# A low value of this parameter (<0.2) favours longer reads, while a high 

value (>0.8) favours read correctness. 

# 

strictness 0.6 

# 

# 

############ for ILLUMINACLIP ################## 

# Specifies the path to a fasta file containing all the adapters, PCR 

sequences etc. 

# The naming of the various sequences within this file determines how 

they are used. 

# 

adapters TruSeq3-PE.fa 

# 

# 

# This parameter specifies the maximum mismatch count which will still 

allow a full match to be performed. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

seedMismatches 2 

# 

# 

# This parameter specifies how accurate the match between the two 

'adapter ligated' reads must be for PE palindrome read alignment. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

palindromeClipThreshold 30 

# 

# 

# It specifies how accurate the match between any adapter etc. sequence 

must be against a read. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

simpleClipThreshold 15 

# 

# 

############ for LEADING  ########################## 

# The LEADING modules, removes low quality bases from the beginning. 

# As long as a base has a value below this threshold (value of the 

'leading' parameter) the base is removed and the next base will be 

investigated. 

# It needs an integer to be set as a value. 
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# 

leading 10 

# 

# 

############ for TRAILING  ############################# 

# This module of Trimmomatic removes low quality bases from the end. 

# As long as a base has a value below this threshold (value of the 

'trailing' parameter), the base is removed 

# and the next base (which as trimmomatic is starting from the 3' prime 

end, would be base preceding the just removed base) will be investigated. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

trailing 15 

# 

# 

############  for MINLEN  ################################ 

# This module removes reads that fall below the specified minimal length. 

If required, it should normally be after all other processing steps. 

# Reads removed by this step will be counted and included in the "dropped 

reads" count presented in the trimmomatic summary. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

minlen 100 

# 

# 

# Finally, you need to set how many threads you want Trimmomatic to run 

into.  

# 

threadsTrimmomatic 20 

# 

# 

############################################################### 

#########   BayesHammer (from SPAdes: v3.13.0)  ###############  

############################################################### 

# 

# This algorithm is part of the SPAdes tool package. You can find its 

manual here: http://cab.spbu.ru/files/release3.10.1/manual.html#sec1 

# 

# no parameters here! 

# 

# 

################################################################ 

#################    PANDAseq (v. 2.11)      ################### // 

https://storage.googleapis.com/pandaseq/pandaseq.html 

################################################################ 

# 

# PANDAseq is the algorithm that PEMA uses in order to merge the paired-

end reads. 

# PANDAseq has more than one merging algorithms. 

# 

# Here, we set the algorithm used for assembly. The most common of them 

are: 

# pear --> uses the formula described in the PEAR paper (Zhang 2013), 

optionally with the probability of a random base (q) provide 

# simple_bayesian --> uses the formula described in the original paper 

(Masella 2012), optionally with an error estimation (Ξµ) provided. 
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# other options are stich, flash and more that you can fing in the above 

link. 

# 

pandaseqAlgorithm simple_bayesian 

# 

# 

# PANDAseq is a I/O bound algorithm. That means that it needs severous 

time in order to handle the ipnut and output files 

# while the process is quite fast. However, it does support 

multithreading and here you can set the number of threads it is going to 

use. 

# 

pandaseqThreads 20 

# 

# 

# The 'minlen' parameter sets the minimum length for a sequence, after 

primers are removed.  

# By default, all sequences are kept. With this option, sequences shorter 

than desired can be discarded. 

# In case you need to use this parameter, be sure you leave a tab after 

'minlen' and set it like this: '-l 80' 

# If you do not want to use this parameter, please remove everything 

after the 'minlen'  

# 

pandaseqMinlen -l 150 

# 

# 

# The 'minoverlap' parameter sets the minimum overlap between forward and 

reverse reads.  

# By default, this is at least one nucleotide of overlap.  

# Raising this number does not generally increase the quality of the 

output as alignments with small overlaps tend to score poorly and are 

discarded anyway. 

# 

minoverlap 10 

# 

# 

# The 'threshold' parameter sets the score, between zero and one, that a 

sequence must meet to be kept in the output.  

# Any alignments lower than this will be discarded as low quality.  

# Increasing this number will not necessarily prevent uncalled bases (Ns) 

from appearing in the final sequence.  

# It is also used as the threshold to match primers, if primers are 

supplied. The default value is 0.6. 

# 

threshold 0.6 

# 

# 

# The '-N' parameter eliminates all sequences with uncalled nucleotides 

in the output.  

# Otherwise, during assembly, uncalled bases (Ns) from unpaired regions 

may be emitted. 

# If you need -N to be on your analysis, please add '-N' after 

'elimination'. Please make sure you leave a tab.  

# If you do not want the parameter to be on, please make sure there is 

nothing after the 'elimination' parameter. 
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# 

elimination  

# 

# 

## PEMA performs the PANDAseq algorithm, with the -a and the -B 

parameters also on. 

## That it for striping the primers after assembly, rather than before 

and allowing input sequences to lack a barcode/tag correspondingly. 

# 

# 

############################################################### 

###########  obiuniq  (from OBITools: v1.2.12)  ############### 

############################################################### 

# 

# This algorithm is part of the OBITools package. You can find more about 

them here: https://pythonhosted.org/OBITools/ 

# 

# no parameters here! 

# 

# 

############################################################### 

################    VSEARCH  (v2.9.1)    ###################### 

############################################################### 

# 

# VSEARCH is the main algorithm used for a lot of steps in the case of 

the 16S marker gene. 

# Set how many threads do you want PANDAseq to use. 

# It needs an integer to be set as a value. 

# 

vsearchThreads 20 

# 

# 

# Here you need to set a score about the clustering step of the VSEARCH 

algorithm.  

# Do not add a read into a certain cluster if the pairwise identity with 

its centroid, is lower than the value of the 'vsearchId' parameter. 

# The pairwise identity is defined as the number of (matching columns) / 

(alignment length - terminal gaps). 

# It needs a real number to be set as a value, ranging from 0.0 to 1.0 . 

# 

vsearchId 0.90 

# 

# 

#########################################################################

####################### 

#////////////////////////////////////////////////////////////////////////

////////////////////// 

############################ GENE -  dependent parameters 

##################################### 

#////////////////////////////////////////////////////////////////////////

////////////////////// 

#########################################################################

###################### 

# 

# The marker gene you have is really important for both the clustering & 

chimera removal procedure and the 
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# taxonomy assignment. By default, the pipeline runs for 16S. Substitute 

with 'COI' if COI is your marker gene 

# write it down after the underscore (_) - do not erase the udenrscore!! 

# 

gene gene_ITS 

# 

# 

#########################################################################

################################# 

#  Here are some parameters needed when the the metabarcoding analysis is 

about the 16S/18S marker genes # 

#########################################################################

################################# 

# 

# 

# If your marker gene is 16S, you can choose between 2 different 

approaches of taxonomy assignment (alignment & phylogenetic based) 

# An alignment based taxonomy assignment - set as 'alignment' -  which is 

based on SILVA and CREST (version 3.0). 

# However, you can also get a phylogenetic based assignment, by putting 

'phylogeny' in this parameter. In that case, a reference tree we created 

is being used as well as the RAxML  

# 

taxonomyAssignmentMethod alignment 

# 

# 

# I you choose phylogeny based taxonomy assignment, then you ll need to 

rum PaPaRa. 

# Pleas fill in how many cores PaPaRa is able to use. 

# 

numberOfCoresForPapara 7 

# 

# 

# When you use the alignment-based taxonomy assignment, then the 

LCAClassifier from the CREST algorithm, uses a Silva version for the 

assignment.  

# PEMA allows you to choose between the two last version of Silva. Hence, 

set the "silvaVersion" parameter either as 'silva_128' or as 'silva_132' 

# depending on the version of your choice.  

# In case you are running 18S rRNA data, you may also use the PR2 

database, by setting the referenceDb parametera as 'pr2'. 

# 

referenceDb pr2 

# 

# 

# As you may need a series of taxonomy assignment when you use the 

alignment-based method, please give another name in your  

# taxonomy output folder of the CREST algorithm, each time you are about 

to use it.  

# CREST creates an output folder every time and if a folder with the same 

already exists, it is going to abort the task! 

# You need to set the value of this parameter in case of 16S/18S rRNA and 

ITS marker genes.  

# 

taxonomyFolderName ITS_taxon_assign 

# 
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# 

#########################################################################

################################# 

#######################     For the case of the ITS marker gene     

###################################### 

#########################################################################

################################# 

# 

# For the case of ITS there is an extra problem with respect to the 

primes used. 

# Please complete the next two variables with the primers you used 

# 

forwardITSPrimer CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 

reverseITSPrimer GCTGCGTTCTTCATCGATGC 

# 

# 

#########################################################################

################################# 

########     Here are some parameters needed with respect to clustering 

algorithms     ############### 

#########################################################################

################################# 

# 

# 

# For the case of the 16S and 18S rRNA marker genes, you can either get 

an OTU-table using the VSEARCH algorithm 

# or you can get an ASV-table by taking advantage of the SWARM algorithm.  

# If your marker gene is  COI or ITS, you can choose between 2 different 

approaches of clustering.  

# Depending on which of them you choose you get either a robust output in 

a short time (Swarm) or a non-robust output (CROP) that requires quite 

much more time. 

# Please fill in accroding to your marker gene and needs (write "Swarm" 

or "vsearch" or "CROP" after algo_). 

# 

clusteringAlgo algo_Swarm 

# 

# 

# In case of SWARM, the user needs to speeecify the value of "d" 

parameter, 

# maximum number of differences allowed between two amplicons, meaning 

that two amplicons 

# will be grouped if they hav e integer (or less) differences. This is 

swarm's most important 

# parameter 

# 

d 10 

# 

# 

# when using the option --fastidious (-f), define the minimum mass of a 

large ASV.  

# By default, an ASV with a mass of 3 or more is considered large.  

# Conversely, an ASV is small if it has a mass of less than 3, meaning 

that it is composed of either one amplicon of abundance 2, or two 

amplicons of abundance 1.  
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# Any positive value greater than 1 can be specified. Using higher 

boundary values will speed up the second pass, but also reduce the 

taxonomical resolution of swarm 

# results. Default mass of a large OTU is 3. 

# 

boundary 3 

# 

# 

# You also need to set the number of threads that Swarm is able to use 

# 

swarmThreads 20 

# 

# 

## SWARM tends to create a great numebr of ASVs, especially when d takes 

a low value.  

## Would you like to remove the singletons (ASVs that appear only once 

with abundance equal to 1) ? 

# 

removeSingletons Yes 

# 

# 

# CROP is able to run on multiple CPUs. As PEMA needs to update an 

environmental variable to do thi$ 

# 

omp_num_threads 20 

# 

# 

# PEMA invokes the UCHIME_DENOVO3 algorithm for the chimera removal in 

the case of the COI marker gene. 

# This is a quite common algorithm for that step, but you still need to 

choose the minimum abundance skew value. 

# By default this value is equal to 16. However, the only difference 

between UCHIME_DENOVO2 and 3 is that in the second version, 

# the abskew value used to be equal to 2. So, be my guest and pick your 

value as I really have no clue about that. 

# Probably, for environmental studies a low abskew is better, while in 

more specific studies a larger one would fit most. 

# 

abskew 2 

# 

# 

#########################################################################

################################ 

#  

#                     For the taxonomy assignment of the COI marker gene 

# 

#########################################################################

################################ 

# 

# Since PEMA v.2.0 both Midori and Midori2 are supported. The second 

version of Midori includes more than 

# 180.000 unique species and expands beyond Metazoa. However, the 

computational time needed increases to a 

# a great extent when Midori2 is the one selected. Choose wisely, 

especially in case you have a lot of query sequencies 



92 
 

# If you want Midori2 for your analysis, replace "1" with "2" after the 

"midori_" prefix. 

# 

midori_version midori_2 

# 

# 

#########################################################################

################################ 

# 

#########################################################################

################################## 

# 

#               In - house (local) refererence database for the taxonoomy 

assignment step 

# 

#########################################################################

################################## 

# In case you would prefer to use a reference database of yours for the 

taxonomy step, PEMA will ask you for the  

# files necessary to train each of the two classifiers supported. You 

need to provide those in the directory called 

# `local_ref_db` and depending on which classifier will train, the files 

have to be in a different format. 

# More specifically, if you are working with COI, then PEMA uses thes 

RDPClassifier and you need to provide a taxonomy 

# and a sequence file, as described here: https://john-

quensen.com/tutorials/training-the-rdp-classifier/ 

# If you are working with 16S, 18S or ITS then PEMA uses the CREST 

classifier for the taxonomy step 

# and you need to provide the corresponding two files as described at: 

https://github.com/lanzen/CREST 

# (see after the Output section). 

# As containers are lost when exit from one, you will have to train the 

classifier, every time you run a new PEMA container 

# If you are about to use a custom ref db, set the following parameter as 

'Yes'. Otherwise, it must be set as 'No'. 

# The `name_of_custom_db` may be empty or no depending on whether you 

will use a custom db or not. 

# 

custom_ref_db No 

name_of_custom_db partialCustomdb 

# 

#########################################################################

############################## 

# 

# In case you would like to link the OTU/ASV assignment to its closest 

NCBI Taxonomy Id 

# set the following parameter as `Yes` 

# 

getNCBITaxId Yes 

# 

#########################################################################

############################# 

# 

# The following parameters is only for the case that the Phyloseq R 

package is about to run 
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# 

#########################################################################

############################# 

# 

# If wish to use Phyloseq in order to analyse your returned data then set 

the following  parameter 'phyloseq' with 'Yes'. 

# In order to do that, PEMA needs an MSA that it is returned by the MAFFT 

(v7.427) aligner and a phylogeny tree of the OTUs found which is built by 

the RAxML-ng algorithm. 

# Please remember that in order to use phyloseq a "metadata.tsv" file is 

necessary to be part of your anaylis folder.  

# 

phyloseq No 

# 

# 

# The phyloseq object can handle phylogenetic trees as well. PEMA uses 

RAxML-ng in order to build such trees. 

# Do you want to create such a tree with your OTUs? In case you build 

this once, you can use it as many times as you want. 

# 

tree No 

# 

# In case you are about to use the phyloseq option, then a phylogeny tree 

has to be built. Hence, PEMA invokes the RAxML-ng algorithm 

# which is able to run in more than one threads. Please set the number of 

threads RAxML is able to use. 

# 

raxmlThreads 5 

# 

# 

# You can also set the number of the parsimony-based starting trees for 

the RAxML-ng  

# 

parsTrees 1 

# 

# 

# And finally, the number of the bootstrap trees 

# 

bootstrapTrees 1 

# 

#########################################################################

################################## 

# 

# Finally, do you want your raw data to be removed in another file and 

empty the "rawData" file and all the checkpoints of PEMA to be also in an 

extra folder 

# Swich 'Yes' to 'No' if you wish so. Be very careful when you do that, 

as you need to remember that if you want to analyze another dataset 

through P.E.M.A 

# you will have to remove the first one manually. 

# 

emptyRawDataFile Yes 

emptyCheckpoints Yes 

# 

# 
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# Classifier to use, parameter values 

("CREST","phylogeny","RDPClassifier") 

# If you are about to use a version of Silva db, or Unite db or a custom 

db that you have prepared 

# the required files accordingly  

# (see 

https://hariszaf.github.io/pema_documentation/training_crest_classifier/)

,  

# you may set this parameter as "CREST". 

# In case you are running 16S data and you would like a phylogeny based 

taxonomy assignment,  

# you may set this parametera as "phylogeny" 

# In case you are about to use a version of Midori or a custom db for 

which you have prepared the  

# required files (see 

https://hariszaf.github.io/pema_documentation/training_rdpclassifier/) 

you  

# may set this parameter as "RDPClassifier" 

classifierAlgo CREST 

# 

#  

#  

 

 


