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Αντί προλόγου 

 Θ εναςχόλθςι μου με τθ μελζτθ των βακτθριακϊν κοινοτιτων τθσ κάλαςςασ άρχιςε 

από το μεταπτυχιακό μου. Σότε, μετά από τθν επιτυχι ςυνεργαςία των εργαςτθρίων 

Πλθκυςμιακισ Γενετικισ και Εξζλιξθσ του κ. Λαδουκάκθ και Καλάςςιασ Οικολογίασ του κ. 

Καρακάςθ, αρχίςαμε να μπαίνουμε ςτο χϊρο αυτό για πρϊτθ ωορά. Με το τζλοσ τθσ 

μεταπτυχιακισ μου διατριβισ το 2009, βρεκικαμε μπροςτά ςε μια μοναδικι ευκαιρία: μασ 

δίνονταν θ δυνατότθτα να εξετάςουμε ενδιαωζροντα οικολογικά ερωτιματα τα οποία 

μερικϊσ είχαν προκφψει και από το μεταπτυχιακό μου και ιταν πολφ δφςκολο να 

απαντθκοφν με τισ κλαςςικζσ μεκόδουσ μοριακισ βιολογίασ, με τθ χριςθ αλλθλοφχιςθσ 

νζασ γενιάσ. Θ εξζταςθ αυτι γινόταν τότε για πρϊτθ ωορά εωικτι, κακϊσ ιταν θ εποχι που 

ςτο Ελλθνικό Κζντρο Καλαςςίων Ερευνϊν ςτο Θράκλειο ολοκλθρϊνονταν θ αγορά τθσ 

πρϊτθσ πλατωόρμασ αλλθλοφχιςθσ νζασ γενιάσ ςτθν Ελλάδα, του 454 GS FLX τθσ Roche.  

 Πιρα λοιπόν το "ρίςκο" να ξεκινιςω τθν ζρευνα ςε ζναν τομζα καινοτόμο και 

άκρωσ ανταγωνιςτικό, χρθςιμοποιϊντασ τεχνολογίεσ αιχμισ οι οποίεσ δεν είχαν καν 

δοκιμαςτεί ξανά ςτον ελλθνικό χϊρο. Οι δυςκολίεσ που αντιμετϊπιςα ςτθ διάρκεια του 

διδακτορικοφ μου ιταν αρκετζσ, τόςο οικονομικισ όςο και επιςτθμονικισ ωφςθσ. Όςον 

αωορά τθν ζλλειψθ χρθματοδότθςθσ, ακόμα πιςτεφω ότι απλά ςτακικαμε άτυχοι με τισ 

προτάςεισ που υποβλικθκαν. Όςον αωορά τισ επιςτθμονικζσ δυςκολίεσ, αυτό είναι 

αναμενόμενο όταν κάποιοσ αςχολείται με κάτι καινοφριο. Παρόλα αυτά, θ ςυνεργαςία μασ 

με το ΕΛ.ΚΕ.Κ.Ε. μου ζδωςε τθ δυνατότθτα να ακοφςω από κοντά αυτά που διάβαηα ςε 

δθμοςιεφςεισ από κορυωαίουσ ςτον τομζα αυτό ερευνθτζσ και να τα εωαρμόςω ςτισ 

μελζτεσ τθσ διδακτορικισ μου διατριβισ. Παράλλθλα, το ερευνθτικό grant για αλλθλοφχιςθ 

που πιραμε από το Joint Genome Institute του Τπουργείου Ενζργειασ των ΘΠΑ μου ζδωςε 

τθ δυνατότθτα να τελειϊςω το διδακτορικό μου με μια μελζτθ πολφ μεγαλφτερθσ κλίμακασ 

από τισ προθγοφμενεσ δφο, αποτελζςματα από τθν οποία κζλω να πιςτεφω ότι κα 

ςυνεχίςουν να δθμοςιεφονται για τα επόμενα 1-2 χρόνια. 

 Σελειϊνοντασ, κα ικελα να ευχαριςτιςω όλουσ εκείνουσ τουσ ανκρϊπουσ που με 

βοικθςαν ςτθ διάρκεια του διδακτορικοφ μου. Καταρχιν τουσ γονείσ μου, τον αδερωό μου 

και τθν κοπζλα μου για τθ υλικι και ψυχολογικι υποςτιριξθ. Είναι πολφ δφςκολο, ειδικά 

ςτισ μζρεσ μασ, να βοθκάσ κάποιον να ςπουδάςει χωρίσ να βλζπεισ χειροπιαςτό 
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αποτζλεςμα για τρία χρόνια και παράλλθλα να του δίνεισ κουράγιο να ςυνεχίςει. Από 

επιςτθμονικισ πλευράσ, αρχίηοντασ με τθ ςειρά που γνϊριςα τον κακζνα, κα ικελα να 

ευχαριςτιςω τον κ. Λευτζρθ Ηοφρο, πρϊτο μου επιβλζποντα κακθγθτι κατά τθν πτυχιακι 

μου εργαςία, ο οποίοσ προςπάκθςε να με μάκει να ςκζωτομαι επιςτθμονικά και του 

οποίου το πάκοσ για τθν Επιςτιμθ κα αποτελεί πάντα πθγι ζμπνευςθσ για μζνα. Κατόπιν 

το Μανϊλθ Λαδουκάκθ, επιβλζποντά μου ςτθ μεταπτυχιακι και διδακτορικι μου διατριβι, 

ο οποίοσ ςτάκθκε δίπλα μου από τθν αρχι μζχρι το τζλοσ, ςυμβουλεφοντάσ με για 

κεωρθτικά και πρακτικά κζματα εντόσ και εκτόσ του εργαςτθρίου ανά πάςα ϊρα και 

ςτιγμι. Σα παραπάνω δφςκολα βρίςκει κανείσ ςτον επιςτθμονικό χϊρο. Δφςκολα επίςθσ 

βρίςκει κανείσ και προςωπικότθτα ςαν τθν κ. Μαρία Δραμουντάνθ, εξ Ανωγείων 

ορμϊμενθ, τθν οποία ευχαριςτϊ για όλα μα προπαντόσ για τθ ςυνεχι τθσ υπενκφμιςθ ότι 

ζπρεπε να απομακρυνκϊ από το χϊρο του εργαςτθρίου το δυνατόν ςυντομότερα, το οποίο 

και ζκανα. τθ ςυνζχεια τον κ. Γιάννθ Καρακάςθ, από τον οποίο ζμακα να βλζπω 

πολυδιάςτατα, μζςα από το πρίςμα τθσ Οικολογίασ, τα επιςτθμονικά δεδομζνα και 

αποτελζςματα κι οποίοσ προςπάκθςε να με μάκει να ςκζωτομαι πάντα "ςτατιςτικϊσ ορκά" 

(εκ του "πολιτικϊσ ορκά"!). Ζνα μεγάλο ευχαριςτϊ οωείλω επίςθσ και ςτθν κ. Βιβι Πίττα, 

τθν οποία ακόμα και τϊρα ςυνεχίηω να ταλαιπωρϊ και με τθν οποία τισ περιςςότερεσ 

ωορζσ ςυμωωνοφμε ςτο ότι διαωωνοφμε! Ακόμα, παρά το γεγονόσ ότι δεν ιταν άμεςα 

εμπλεκόμενοσ με το διδακτορικό μου, κα ικελα να ευχαριςτιςω τον κ. Νίκο Καλογεράκθ 

ςτου οποίου του εργαςτιριο δουλεφω από το 2012 και χωρίσ τθ βοικεια του οποίου τα 

πράγματα κα είχαν εξελιχτεί πολφ διαωορετικά. Δε νομίηω ότι ζχω γνωρίςει άλλο άνκρωπο 

που να ζχει τόςο πολφπλευρεσ γνϊςεισ και παράλλθλα να είναι τόςο απλόσ και ευχάριςτοσ. 

Πολλά ευχαριςτϊ επίςθσ ςτον Άρθ Μουςτάκα για το ενδιαωζρον και τθ βοικειά του και 

ελπίηω ότι θ ςυνεργαςία μασ ςτα πλαίςια του διδακτορικοφ μου ιταν μόνο θ αρχι μιασ 

μεγαλφτερθσ και μακροχρόνιασ. Ευχαριςτϊ, τζλοσ, τθν κυρία Κεντοφρθ, τθν κυρία Λφκα και 

τον κφριο Θλιόπουλο, μζλθ τθσ επταμελισ μου εξεταςτικισ επιτροπισ, για τθ βοικειά τουσ 

και ςυμμετοχι τουσ ςτθν εξεταςτικι επιτροπι μου. 

 Εν κατακλείδι, κα ικελα να ευχαριςτιςω τα παιδιά που με βοικθςαν ςτα 

πειράματα τθσ διατριβισ μου. Σθ Ναυςικά Παπαγεωργίου με το ακάνατο Niva που μασ 

πιγε παντοφ, το Μάνο Δοκιανάκθ (ζλα ποφ είςαι), τθν Ολυμπία Μανόλθ, τον Arnaud 
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Pirault (κι ασ τα ζςπαςε όλα), τθν Ειρινθ Σςικοποφλου, τθν Λωάννα Καλατηι και τθν 

Αναςταςία Σςιόλα.  
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Περίλθψθ 

 Μια ςυχνι διαταραχι για τα καλάςςια οικοςυςτιματα είναι ο εμπλουτιςμόσ με 

κρεπτικά. Θ πρόβλεψθ των επιπτϊςεων του εμπλουτιςμοφ ςε επίπεδο οικοςυςτιματοσ 

προχποκζτει τθν κατανόθςθ των οικολογικϊν μθχανιςμϊν των κοινοτιτων του 

βακτθριοπλαγκτοφ, λόγω τθσ μεγάλθσ τουσ ικανότθτασ να απορροωοφν κρεπτικά. Ο ςτόχοσ 

τθσ παροφςασ διατριβισ ιταν να εξεταςτοφν αλλαγζσ ςτθ δομι και ςτθ ςφςταςθ των 

κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ τθσ ςτιλθσ του νεροφ και του ιηιματοσ ςε ςυνκικεσ 

εμπλουτιςμοφ με κρεπτικά. τθν παροφςα διατριβι πραγματοποιικθκαν τρεισ μελζτεσ: 

δφο ςε ελεγχόμενεσ πειραματικζσ ςυνκικεσ και μία μελζτθ εξζταςθσ των αλλαγϊν ςτο 

πεδίο (in situ). τισ δυο από τισ τρεισ μελζτεσ εξετάςτθκαν οι αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ τθσ 

ςτιλθσ του νεροφ, μετά από προςκικθ ανόργανου ωϊςωορου και ςε περιοχζσ με 

αυξθμζνα κρεπτικά, αντίςτοιχα. τθν τρίτθ μελζτθ εξετάςτθκαν οι αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ 

του επιωανειακοφ ιηιματοσ τθσ παράκτιασ ηϊνθσ με και χωρίσ προςκικθ οργανικισ φλθσ 

και παροχισ αεριςμοφ ςτθ ςτιλθ του νεροφ. Σα κφρια ςυμπεράςματα από τα 

αποτελζςματα τθσ διατριβισ ιταν ότι: 

α) Οι κοινότθτεσ τθσ ςτιλθσ του νεροφ ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο, παρόλο που θ βιομάηα 

και θ παραγωγικότθτά τουσ περιορίηεται από το ωϊςωορο, παρουςιάηουν μεγάλθ 

ανκεκτικότθτα ςτθν προςκικθ ωϊςωορου, τουλάχιςτον βραχυπρόκεςμα. 

β) Πζντε ταξινομικζσ ομάδεσ, με μεγάλθ αωκονία, παρουςίαςαν παρόμοιο πρότυπο 

αλλαγισ ςτισ ςυχνότθτζσ τουσ ςε τρεισ περιοχζσ εμπλουτιςμζνεσ με κρεπτικά. Οι ομάδεσ 

αυτζσ κα μποροφςαν πικανϊσ να χρθςιμοποιθκοφν ςαν οικολογικοί δείκτεσ για τθν 

παρακολοφκθςθ του εμπλουτιςμοφ με κρεπτικά ςτθ ςτιλθ του νεροφ τθσ κάλαςςασ. 

γ) Μετά από επϊαςθ υπό ςυνκικεσ οργανικοφ εμπλουτιςμοφ, κοινότθτεσ του ιηιματοσ από 

διαωορετικζσ περιοχζσ ομαδοποιικθκαν με βάςθ τισ ςυνκικεσ επϊαςθσ κι όχι τθν περιοχι 

προζλευςθσ. Σο ωαινόμενο αυτό πραγματοποιικθκε ταχφτερα για δυο περιοχζσ ςτισ 

οποίεσ το ίηθμα αρχικά είχε υψθλότερο ποςοςτό οργανικισ φλθσ και βακτθριακζσ 

κοινότθτεσ με μικρότερθ ποικιλότθτα. Σα αποτελζςματα αυτά υποςτθρίηουν ζμμεςα τθ 

κεωρία του Baas-Becking ότι "τα πάντα είναι παντοφ αλλά το περιβάλλον επιλζγει" και τθ 

κετικι ςυςχζτιςθ μεταξφ ποικιλότθτασ και ςτακερότθτασ των κοινοτιτων.  
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Abstract 

 Nutrient enrichment is a common source of disturbance for marine ecosystems. A 

prerequisite for the prediction of the effects of nutrient enrichment at the ecosystem level 

is the understanding of the ecological mechanisms governing bacterioplankton 

communities, due to their high affinity with nutrients. The aim of this thesis was to examine 

changes in the composition and structure of bacterioplankton communities of the water 

column and coastal sediment under nutrient enrichment. Three studies were conducted for 

that purpose: two in closed experimental conditions and one examining changes in situ. In 

the first two studies, changes in the water column bacterioplankton communities were 

examined after P addition and in nutrient enriched habitats, respectively. In the third study, 

changes in the communities of coastal sediment were examined with and without the 

addition of organic matter and aeration of the water column. The main conclusions from the 

results of this thesis were: 

a) Bacterioplankton communities of the Eastern Mediterranean show a high degree of 

resistance to short-term P addition, although their biomass and production is limited by P. 

b) Five abundant taxonomic groups showed a similar pattern of change across three 

different nutrient enriched habitats. These groups could be potentially used as indicators for 

monitoring nutrient enrichment at the water column. 

c) After incubation under presence or absence of organic enrichment, sediment bacterial 

communities originating from different habitats clustered based on the incubation 

conditions rather than on the area of origin. That occurred faster for two out of the three 

areas, where the amount of organic matter in the sediment was initially higher and bacterial 

community diversity was lower. These results indirectly support the theory of Baas-Becking 

that "everything is everywhere but the environment selects" and the positive correlation 

between diversity and community stability. 
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Κεφάλαιο Α. Ειςαγωγι 

 

Α.1. Οι καλάςςιοι προκαρυωτικοί οργανιςμοί 

(βακτθριοπλαγκτόν)  

 Πριν αρχίςουμε τθν διαδρομι μασ "ςε αυτόν τον κόςμο τον μικρό το μζγα", κεωρϊ 

ότι είναι απαραίτθτο να δοκοφν κάποια βαςικά ςτοιχεία βιολογίασ για τουσ οργανιςμοφσ 

εκείνουσ ςτουσ οποίουσ ο κόςμοσ γενικά αναωζρεται ωσ "μικρόβια", τουσ προκαρυωτικοφσ 

οργανιςμοφσ. Προκαρυωτικοί ονομάηονται οι οργανιςμοί εκείνοι που δε ωζρουν πυρινα, 

δθλαδι υποκυτταρικι δομι μζςα ςτθν οποία να είναι οργανωμζνο το γενετικό τουσ υλικό. 

Οι οργανιςμοί αυτοί είναι ςτθν πλειονότθτά τουσ μονοκφτταροι και ζχουν παρόμοιο 

μζγεκοσ (Εικόνα Α.1.1).  

 

Εικόνα Α.1.1. Το μζγεκοσ των προκαρυωτικϊν κυττάρων ςε ςχζςθ με τα κφτταρα των 

ευκαρυωτικϊν οργανιςμϊν και τισ χθμικζσ ενϊςεισ (Παραλλαγι τθσ πρωτότυπθσ εικόνασ από: 

Tim Vickens, Wikimedia Commons) 

 Τπάρχουν όμωσ και προκαρυωτικοί οργανιςμοί οι οποίοι μπορεί να χαρακτθριςτοφν 

ωσ πολυκφτταροι ανάλογα με το ςτάδιο του κφκλου ηωισ τουσ, τα μυξοβακτιρια (Kaiser 

2003). Οι προκαρυωτικοί οργανιςμοί χωρίηονται ςε δυο Βαςίλεια (Kingdoms): τα Βακτιρια 
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(Bacteria) και τα Αρχαία (Archaea). Οι δυο αυτζσ κατθγορίεσ προκαρυωτικϊν οργανιςμϊν, 

ωζρουν κάποια κοινά χαρακτθριςτικά τα οποία ζκαναν τουσ επιςτιμονεσ μζχρι πρόςωατα 

να τισ κεωροφν ςαν μια ενιαία κατθγορία: κοινά μορωολογικά χαρακτθριςτικά ςτο οπτικό 

μικροςκόπιο, παρόμοιο μζγεκοσ και ωυςικά τθν απουςία πυρινα. Σϊρα όμωσ γνωρίηουμε 

ότι τα Αρχαία ζχουν πολλζσ διαωορζσ από τα Βακτιρια. Μςωσ θ πιο ςθμαντικι από όλεσ να 

βρίςκεται ςτθ ςφςταςθ του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ και τθσ κυτταρικισ μεμβράνθσ των 

Αρχαίων: το κυτταρικό τουσ τοίχωμα δεν περιζχει πεπτιδογλυκάνθ όπωσ αυτό των 

Βακτθρίων και θ κυτταρικι τουσ μεμβράνθ περιζχει κάποια χαρακτθριςτικά λιπίδια που 

δεν περιζχονται ςτα Βακτιρια, γεγονόσ που τα κατατάςςει ςε ξεχωριςτό Βαςίλειο, το οποίο 

μάλιςτα είναι ωυλογενετικά πλθςιζςτερο ςτουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ από ότι τα 

Βακτιρια (Pace 2006) (Εικόνα Α.1.2).  

 

Εικόνα Α.1.2. Το "δζντρο τθσ ηωισ" με τα τρία διαφορετικά Βαςίλεια, όπωσ αυτό παρουςιάηεται 

ςτθν εργαςία των (Ciccarelli et al. 2006). 

 Θ πλειονότθτα του αηϊτου (Ν) και ωϊςωορου (Ρ), κακϊσ και περίπου το 50% του 

άνκρακα (C) που είναι αποκθκευμζνα ςτουσ ηωντανοφσ οργανιςμοφσ, περιζχονται ςτα 

Βακτιρια και ςτα Αρχαία (Whitman et al. 1998). Οι οργανιςμοί αυτοί, μζςω του 

μεταβολιςμοφ τουσ, επιτελοφν τθν πλειονότθτα τθσ αποικοδόμθςθσ τθσ οργανικισ φλθσ και 

ζχουν ενεργό ρόλο ςτουσ κφκλουσ των κρεπτικϊν ςτοιχείων (Ν, Ρ, S) και ςτον κφκλο του 

άνκρακα (Allison and Martiny 2008). Αυτό ωαίνεται απίκανο αν αναλογιςτεί κανείσ το πολφ 

μικρό τουσ μζγεκοσ, αλλά απολφτωσ λογικό αν λθωκοφν υπ' όψιν οι τρομακτικά μεγάλοι 
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αρικμοί τουσ ςτθ βιόςωαιρα - τθσ τάξθσ του 5 x 1030 (Whitman et al. 1998) - και το υψθλό 

μεταβολικό τουσ δυναμικό. Σο τελευταίο είναι αποτζλεςμα τθσ μεγάλθσ ςχζςθσ 

επιωάνειασ/όγκου ςτα κφτταρα των προκαρυωτικϊν οργανιςμϊν λόγω του μικροφ τουσ 

μεγζκουσ: ο λόγοσ μειϊνεται όςο αυξάνεται το μζγεκοσ ενόσ κυττάρου επειδι ο όγκοσ 

(4/3πr3) αυξάνεται περιςςότερο από τθν επιωάνεια (4πr2). Ζτςι, τα μικροςκοπικά κφτταρα 

των προκαρυωτικϊν οργανιςμϊν είναι ςε κζςθ να απορροωιςουν πολφ πιο 

αποτελεςματικά χθμικζσ ενϊςεισ (π.χ. κρεπτικά) από το περιβάλλον, μζςω  τθσ κυτταρικισ 

τουσ μεμβράνθσ, ςε ςχζςθ με μεγαλφτερουσ οργανιςμοφσ.  

 Οι προκαρυωτικοί οργανιςμοί είναι παρόντεσ ςε όλα τα καλάςςια οικοςυςτιματα, 

από αρκετά χιλιόμετρα κάτω από τθν επιωάνεια τθσ κάλαςςασ ζωσ το πρϊτο εκατοςτό τθσ 

ςτιλθσ του νεροφ. Ζχουν τθν ικανότθτα να αποικίςουν επιτυχϊσ οικοςυςτιματα που άλλοι 

οργανιςμοί δεν μποροφν, από πολφ ψυχρά κανάλια υωάλμυρου νεροφ ςτθν Αρκτικι *π.χ. 

(Rysgaard et al. 2008)] ζωσ και ςτα -ςχεδόν- βραςτά νερά των υποκαλάςςιων 

υδροκερμικϊν αναβλφςεων (hydrothermal vents) [π.χ. (Huber et al. 2007)].  Οι 

προκαρυωτικοί οργανιςμοί τθσ κάλαςςασ αναωζρονται ωσ βακτθριοπλαγκτόν 

(bacterioplankton) ςτθ διεκνι βιβλιογραωία κι αυτόσ ο όροσ κα ακολουκθκεί ςτθν εργαςία 

αυτι. Θ αωκονία τουσ ςτουσ ωκεανοφσ είναι αρκετά μεγάλθ, τόςο ϊςτε θ βιομάηα τουσ να 

ξεπερνά πολλζσ ωορζσ τθ βιομάηα των ευκαρυωτικϊν αυτότροωων μικροοργανιςμϊν 

(ωυτοπλαγκτόν), ειδικά ςε πολφ ολιγοτροωικζσ κάλαςςεσ (Kirchman 2008). τισ 

περιςςότερεσ κάλαςςεσ, τα Βακτιρια είναι πιο πολυπλθκι από τα Αρχαία, με τα τελευταία 

να υπερτεροφν ςε πλθκυςμοφσ ςτισ πολφ βακιζσ κάλαςςεσ (>500 m βάκοσ) και ςε ακραίεσ 

τιμζσ αλατότθτασ (Falb et al. 2008) και κερμοκραςίασ νεροφ (Reed et al. 2013).  

 Οι διεργαςίεσ που επιτελεί το βακτθριοπλαγκτόν ςε ςχζςθ με τουσ κφκλουσ των 

κρεπτικϊν και του άνκρακα είναι αρκετζσ και διαωοροποιοφνται ανάλογα με τον τφπο του 

μικροοργανιςμοφ, το οικοςφςτθμα, τισ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ, τθν εποχι και τθ 

διακεςιμότθτα κρεπτικϊν και οργανικισ φλθσ. Ανάλογα λοιπόν με τθ λειτουργικότθτά τουσ 

ςε ζνα ςφςτθμα, οι μικροοργανιςμοί του βακτθριοπλαγκτοφ μπορεί να ανικουν ςε μια ι 

παραπάνω από τισ παρακάτω ομάδεσ:  

 Αυτότροωοι (ωωτοαυτότροωοι και χθμειοαυτότροωοι): τθν ομάδα αυτι ανικουν 

οι οργανιςμοί οι οποίοι είναι ςε κζςθ να ςυνκζςουν οργανικό άνκρακα 
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χρθςιμοποιϊντασ το CO2 και ωσ πθγι ενζργειασ τθν θλιακι ακτινοβολία 

(ωωτοαυτότροωοι) ι τθ χθμικι ενζργεια από οξείδωςθ ανόργανων ενϊςεων 

(χθμειοαυτότροωοι). Σο ωωτοαυτότροωο βακτθριοπλαγκτόν ςτισ κάλαςςεσ και 

τουσ ωκεανοφσ είναι κυρίωσ τα κυανοβακτιρια (Cyanobacteria), χωρίσ να 

ςθμαίνει ότι όλα τα κυανοβακτιρια είναι υποχρεωτικά ωωτοαυτότροωα ανά 

πάςα ςτιγμι και ςε όλα τα οικοςυςτιματα. Σα κυανοβακτιρια ευκφνονται για ζνα 

πολφ μεγάλο ποςοςτό τθσ ςυνολικισ πρωτογενοφσ παραγωγισ ςτουσ ωκεανοφσ, 

ειδικότερα ςτισ ωτωχζσ ςε κρεπτικά κάλαςςεσ (Kirchman 2008). Οι κυριότερεσ 

δυο ομάδεσ κυανοβακτθρίων ςτουσ ωκεανοφσ είναι οι Synechococcus και 

Prochlorococcus. Οι ομάδεσ αυτζσ ζχουν κφτταρα παρόμοιου μεγζκουσ αλλά 

ωζρουν διαωορετικζσ χρωςτικζσ (θ κφρια διαωορά είναι ότι τα κφτταρα του 

Prochlorococcus δε ωζρουν χλωροωφλλθ-α) και ζχουν διαωορετικι γεωγραωικι 

κατανομι, με τον Prochlorococcus να απαντάται κυρίωσ ςτα κφρια ωκεάνια 

κυκλωνικά ςυςτιματα (oceanic gyres) ενϊ τον Synechococcus ςχεδόν παντοφ. 

Αξίηει να ςθμειωκεί εδϊ ότι τα κυανοβακτιρια ευκφνονται και για το μεγαλφτερο 

ποςό δζςμευςθσ ανόργανου αηϊτου από τθν ατμόςωαιρα ςτθ κάλαςςα, είναι 

δθλαδι και οι κφριοι καλάςςιοι αηωτοδεςμευτικοί (diazotrophs) οργανιςμοί. Σο 

χθμειοαυτότροωο καλάςςιο βακτθριοπλαγκτόν αποτελείται από Βακτιρια ι 

Αρχαία τα οποία ηουν ςε αωιλόξενα περιβάλλοντα, ςτα οποία ςυνικωσ 

απουςιάηει το ωωσ, όπωσ ςτισ υδροκερμικζσ αναβλφςεισ, παίηοντασ το ρόλο των 

παραγωγϊν. Επιγραμματικά, οι μικροοργανιςμοί αυτοί μπορεί να ανικουν ςτισ 

παρακάτω κατθγορίεσ: μεκανογενι (methanogens), οξειδωτζσ του κείου (sulfur 

oxidizers), βακτιρια που ανάγουν το κείο (sulfur reducing bacteria-SRB), 

νιτροποιθτζσ (nitrifiers), αναερόβιοι οξειδωτζσ του αμμωνίου (ANaerobic 

AMMonium OXidizers - annamox) και κερμοοξεόωιλα (thermoacidophiles). τθν 

παροφςα ωάςθ δεν κρίνεται ςκόπιμο να εςτιάςουμε ςε κακεμία από αυτζσ τισ 

κατθγορίεσ. το Κεωάλαιο Δ κα δοκεί θ ευκαιρία να αςχολθκοφμε με κάποια από 

τα SRB του καλάςςιου ιηιματοσ. 

 Φωτοετερότροωοι:  Οι ωωτοετερότροωοι οργανιςμοί χρθςιμοποιοφν τθν θλιακι 

ακτινοβολία ωσ πθγι ενζργειασ, αλλά δεν χρθςιμοποιοφν το  CO2 ωσ πθγι 

άνκρακα. Αντί αυτοφ χρθςιμοποιοφν οργανικζσ ενϊςεισ τισ οποίεσ 

προςλαμβάνουν από το περιβάλλον, όπωσ υδρογονάνκρακεσ, αμινοξζα και 
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λιπαρά οξζα. Φωτοετερότροωοι τθσ κάλαςςασ είναι τα βακτιρια του Φφλου 

Chloroflexi και τθσ οικογζνειασ Rhodospirillaceae (Proteobacteria; 

Alphaproteobacteria) και τα κυανοβακτιρια (προαιρετικά ωωτοετερότροωοι). Αν 

και αρχικά υπιρχε θ εντφπωςθ ότι οι οργανιςμοί αυτοί είχαν περιοριςμζνθ 

κατανομι ςτθ κάλαςςα, μελζτεσ ζδειξαν ότι είναι ευρζωσ διαδεδομζνα και 

αποτελοφν ~10% του βακτθριοπλαγκτοφ τθσ εφωωτθσ ηϊνθσ των ωκεανϊν (Kolber 

et al. 2000; Kolber et al. 2001). 

   Χθμειοετερότροωοι: τθν κατθγορία αυτι ανικουν οι "πραγματικά" ετερότροωοι 

προκαρυωτικοί οργανιςμοί, εκείνοι δθλαδι που χρθςιμοποιοφν οργανικζσ 

ενϊςεισ ωσ πθγι άνκρακα και οξυγόνο ωσ δζκτθ θλεκτρονίων. Οι οργανιςμοί 

αυτοί προςλαμβάνουν το μεγαλφτερο ποςοςτό τθσ διαλυμζνθσ οργανικισ φλθσ 

(dissolved organic matter -DOM-) ςτθ κάλαςςα λόγω του μικροφ τουσ μεγζκουσ 

(βλζπε παραπάνω) και είναι ςτθν πλειονότθτά τουσ βακτιρια. Θ διατριβι αυτι 

εξετάηει τισ αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ κυρίωσ των χθμειοετερότροωων βακτθρίων 

και ςτοιχεία για τθ δομι και τθ ςφςταςθ των κοινοτιτων αυτϊν κα δοκοφν 

αναλυτικά ςτισ παραγράωουσ Α.2 και Α.3.  

τθν Εικόνα Α.1.3. παρουςιάηεται ζνα διάγραμμα κατάταξθσ των οργανιςμϊν ανάλογα με 

τθν ικανότθτα δζςμευςθσ CO2 και τθσ ενεργειακισ τουσ πθγισ. 

 

Εικόνα Α.1.3. Διάγραμμα κατάταξθσ οργανιςμϊν ανάλογα με τθν πθγι ενζργειασ και C  
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Α.2. Οικολογία του βακτθριοπλαγκτοφ  

 Θ οικολογία του βακτθριοπλαγκτοφ είναι κομμάτι τθσ Καλάςςιασ Μικροβιακισ 

Οικολογίασ. Σι εννοοφμε όμωσ με τον όρο αυτόν; Κατ' αντιςτοιχία με τον γενικότερο οριςμό 

τθσ Οικολογίασ, θ Καλάςςια Μικροβιακι Οικολογία είναι θ επιςτιμθ θ οποία μελετά τισ 

ςχζςεισ μεταξφ: α) οργανιςμϊν-περιβάλλοντοσ και β) οργανιςμϊν-οργανιςμϊν, για τα 

"μικρόβια" τθσ κάλαςςασ. Με τον όρο "μικρόβια" εννοοφμε όλουσ τουσ οργανιςμοφσ οι 

οποίοι είναι μικρότεροι ςε μζγεκοσ από 100 μm και μποροφν να παρατθρθκοφν μόνο με 

μικροςκόπιο. Σα καλάςςια "μικρόβια" δεν είναι μόνο το βακτθριοπλαγκτόν, αλλά και τα 

Πρϊτιςτα, τα οποία είναι μονοκφτταροι ευκαρυωτικοί οργανιςμοί, αυτότροωοι ι 

ετερότροωοι. Οι οργανιςμοί αυτοί είναι ςτενά ςυνδεδεμζνοι με το βακτθριοπλαγκτόν 

κακϊσ είναι τόςο κθρευτζσ όςο και "τροωι" για αυτό, μζςω ενόσ περίπλοκου μονοπατιοφ 

ανακφκλωςθσ τθσ οργανικισ φλθσ ςτουσ ωκεανοφσ το οποίο ονομάηεται "μικροβιακόσ 

βρόχοσ" (microbial loop) (Azam et al. 1983). Από τθν πρϊτθ αναωορά του μονοπατιοφ 

αυτοφ (το 1983) μζχρι και ςιμερα, ζχουν γραωεί δεκάδεσ εργαςίεσ που ζχουν να κάνουν με 

αυτό και θ μορωι του ζχει εμπλουτιςτεί για να ςυμπεριλάβει όςο το δυνατόν 

περιςςότερουσ οργανιςμοφσ (Fenchel 2008). Παρόλο λοιπόν που το μονοπάτι αυτό είναι 

ζνα πολφ ςθμαντικό κομμάτι τθσ Καλάςςιασ Μικροβιακισ Οικολογίασ, ςκοπίμωσ δεν κα 

γίνει εκτενισ αναωορά ςε αυτό αωοφ θ παροφςα εργαςία επικεντρϊνεται μόνο ςτθν 

εξζταςθ των αλλαγϊν ςτισ κοινότθτεσ του βακτθριοπλαγκτοφ.  

 Για τθν αποτελεςματικι περιγραωι μιασ κοινότθτασ ςτθν Οικολογία, απαιτοφνται 

κάποιεσ παράμετροι. Όςο περιςςότερεσ παράμετροι είναι γνωςτζσ για μια κοινότθτα, τόςο 

πιο αποτελεςματικι είναι θ περιγραωι τθσ, ι πιο ςυγκεκριμζνα, θ εξιγθςθ τθσ 

μεταβλθτότθτασ μζςα ςε αυτιν. Από τθν κλαςςικι Οικολογία είναι γνωςτό ότι αυτζσ οι 

παράμετροι μπορεί να είναι βιοτικζσ, δθλαδι να ζχουν ςχζςθ με τουσ ηωντανοφσ 

οργανιςμοφσ τθσ κοινότθτασ, ι αβιοτικζσ, δθλαδι να ζχουν ςχζςθ με το περιβάλλον. 

Παραδείγματα βιοτικϊν παραμζτρων είναι θ βιομάηα (θ μάηα των ηωντανϊν οργανιςμϊν 

τθσ κοινότθτασ) και θ αωκονία (το ςφνολο των ατόμων μιασ κοινότθτασ), ενϊ αβιοτικϊν θ 

κερμοκραςία και οι ςυγκεντρϊςεισ διαωόρων κρεπτικϊν ςτοιχείων (N,P,S κ.τ.λ.). Εφκολα 

μπορεί κάποιοσ να καταλάβει ότι αυτζσ οι παράμετροι είναι πάρα πολλζσ. Δεν είναι λοιπόν 

δυνατόν όταν μελετάται μια κοινότθτα να μετρϊνται όλεσ οι βιοτικζσ και αβιοτικζσ 

παράμετροι. Αντί αυτοφ, ανάλογα με τον ςκοπό τθσ εκάςτοτε μελζτθσ και τισ 
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προθγοφμενεσ μελζτεσ, εξετάηονται οι μεταβλθτζσ εκείνεσ οι οποίεσ είναι γνωςτό από τθ 

βιβλιογραωία ότι ςχετίηονται ςθμαντικά με το αντικείμενο τθσ μελζτθσ μασ ι αυτζσ που 

εμείσ εξετάηουμε αν ςχετίηονται. 

 τισ μελζτεσ που εξετάηουν τισ μεταβολζσ των βιοτικϊν παραμζτρων των 

βακτθριοπλαγκτονικϊν κοινοτιτων ωσ αποτζλεςμα μεταβολϊν των αβιοτικϊν, οι βιοτικζσ 

μεταβλθτζσ που ςυνικωσ μετρϊνται είναι: α) θ αωκονία (abundance) β) θ δραςτθριότθτα 

(ι μεταβολικι δραςτθριότθτα) (activity or metabolic activity) και γ) θ δομι και θ ςφςταςθ 

τθσ κοινότθτασ (community structure and composition). Παρακάτω παρουςιάηονται εν 

ςυντομία οι πρϊτεσ δυο μεταβλθτζσ, ενϊ θ δομι και θ ςφςταςθ των κοινοτιτων του 

βακτθριοπλαγκτοφ κα εξεταςτοφν διεξοδικά εωόςον ςε αυτζσ εςτιάηει θ παροφςα μελζτθ. 

 Οι μζκοδοι εκτίμθςθσ τθσ αωκονίασ του βακτθριοπλαγκτοφ ςτθ ςτιλθ του νεροφ 

βαςίηονται ςτθν καταμζτρθςθ των βακτθριακϊν κυττάρων ανά μονάδα όγκου. Θ 

καταμζτρθςθ αυτι ςτα πρϊτα ςτάδιά τθσ γινόταν με καλλιζργεια καλαςςινοφ νεροφ ςε 

κρεπτικά υλικά και καταμζτρθςθ των αποικιϊν που αναπτφςςονταν. Θ λογικι τθσ μεκόδου 

ιταν ότι κάκε κφτταρο ςτο δείγμα του νεροφ κα δϊςει μια ξεχωριςτι αποικία μετά τθν 

καλλιζργειά του, οπότε καταμετρϊντασ τισ αποικίεσ κάποιοσ μπορεί να εκτιμιςει τον 

αρικμό των κυττάρων ςτο αρχικό δείγμα. Με τον τρόπο αυτό οι αρχικζσ εκτιμιςεισ τθσ 

αωκονίασ του βακτθριοπλαγκτοφ κυμαίνονταν ςε 102-103 κφτταρα ανά ml. Κατά το τζλοσ 

τθσ δεκαετίασ του '70 αναπτφχκθκαν μζκοδοι χρϊςθσ των βακτθριακϊν κυττάρων και 

παρατιρθςισ τουσ ςε μικροςκόπιο ωκοριςμοφ (Zimmermann and Meyer-Reil 1974; Hobbie 

et al. 1977; Porter and Feig 1980), οι οποίεσ άλλαξαν ριηικά τισ μζχρι τότε εκτιμιςεισ, 

εκτοξεφοντασ τα νοφμερα τθσ αωκονίασ ςε 105-106 κφτταρα ανά ml. Αυτό οδιγθςε ςτο 

ςυμπζραςμα ότι μόνο ζνα πολφ μικρό ποςοςτό από το ςφνολο του βακτθριοπλαγκτοφ ςτθ 

ςτιλθ του νεροφ μπορεί να καλλιεργθκεί εργαςτθριακά (Staley and Konopka 1985). Θ 

πλζον ςφγχρονθ τεχνικι για τθν εκτίμθςθ τθσ αωκονίασ του βακτθριοπλαγκτοφ είναι θ 

κυτταρομετρία ροισ (flow cytometry) (Εικόνα Α.2.1.). Θ τεχνικι αυτι βαςίηεται ςτθν 

καταμζτρθςθ ςωματιδίων ςε ρζον υγρό. Θ αρχι τθσ τεχνικισ ςτθρίηεται ςε μονοχρωματικι 

ακτινοβολία (ςυνικωσ δζςμθ λζιηερ ςτα 488 nm) θ οποία διαπερνά μια ροι δείγματοσ (π.χ. 

καλαςςινοφ νεροφ), ςτο οποίο ςυνικωσ ζχει γίνει χρϊςθ με κάποια ωκορίηουςα χρωςτικι. 

Για παράδειγμα, μπορεί να χρθςιμοποιθκεί το SybrGreen, ωκορίηουςα χρωςτικι που 

προςδζνεται με το DNA των βακτθριακϊν κυττάρων. Ζνασ αρικμόσ ανιχνευτϊν 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9B%CE%AD%CE%B9%CE%B6%CE%B5%CF%81
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περιβάλλουν το ςθμείο όπου θ δζςμθ του ωωτόσ διαπερνάει τθ ροι του υγροφ: ζνασ ςε 

ευκυγράμμιςθ με τθ δζςμθ ωωτόσ, κάποιοι άλλοι κάκετοι ςε αυτιν και ζνασ ι 

περιςςότεροι ανιχνευτζσ ωκοριςμοφ. Κάκε ςωματίδιο μεταξφ 0.2 και 150 μm αιωροφμενο 

ςτο υγρό που περνά διαμζςου τθσ δζςμθσ ςκεδάηει το ωωσ προσ κάποια κατεφκυνςθ. 

Παράλλθλα, θ ουςία που ζχει προςδεκεί ςτο κφτταρο ι το DNA του κυττάρου διεγείρεται 

και εκπζμπει ωωσ άλλου μικουσ κφματοσ από αυτό τθσ πθγισ. Αυτόσ ο ςυνδυαςμόσ 

ςκεδαςμζνου και ωκορίηοντοσ ωωτόσ παραλαμβάνεται από τουσ ανιχνευτζσ δίνοντασ 

πλθροωορίεσ για το μζγεκοσ και πλθροωορίεσ που ζχουν να κάνουν με τθ χρϊςθ. Για 

παράδειγμα, με τθ χρϊςθ με SybrGreen μποροφμε να ζχουμε μια εκτίμθςθ τθσ ποςότθτασ 

του DNA ςε κάκε κφτταρο, διαχωρίηοντασ τα κφτταρα του βακτθριοπλαγκτοφ ςε "μικρισ" 

και "μεγάλθσ" περιεκτικότθτασ ςε DNA (high nucleic acid -HNA- and low nucleic acid -LNA- 

content), κι αυτό μπορεί να μασ δϊςει πλθροωορίεσ και για τθ λειτουργικότθτα τθσ 

κοινότθτασ [π.χ. (Nishimura et al. 2005)]. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι μζςω τθσ τεχνικισ αυτισ 

είναι δυνατόν να καταμετρθκοφν απευκείασ, χωρίσ χρϊςθ, τα κφτταρα των 

κυανοβακτθρίων και μάλιςτα να γίνει διαχωριςμόσ των Synechococcus και Prochlorococcus 

επειδι τα πρϊτα εκπζμπουν ακτινοβολία ςτο πορτοκαλί ενϊ τα δεφτερα ςτο ερυκρό λόγω 

των διαωορετικϊν χρωςτικϊν που περιζχουν. 

 

Εικόνα Α.2.1. Διάγραμμα αρχισ λειτουργίασ τθσ κυτταρομετρίασ ροισ. (Παραλλαγι τθσ 

πρωτότυπθσ εικόνασ από http://www.lodgestpatrick.co.nz/news/oncology_success.php)  

 Θ δραςτθριότθτα, ι αλλιϊσ μεταβολικι δραςτθριότθτα του βακτθριοπλαγκτοφ, 

είναι ζνα μζτρο τθσ παραγωγισ τθσ βιομάηασ ςτο χρόνο. Οι υπάρχουςεσ μζκοδοι μζτρθςθσ 

τθσ βακτθριακισ δραςτθριότθτασ ςτθρίηονται ςτθ μζτρθςθ του ρυκμοφ πρόςλθψθσ 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A6%CE%B8%CE%BF%CF%81%CE%B9%CF%83%CE%BC%CF%8C%CF%82
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ραδιοςθμαςμζνων υποςτρωμάτων από το βακτθριοπλαγκτόν. Οι πιο ευρζωσ 

χρθςιμοποιοφμενεσ μζκοδοι είναι θ μζτρθςθ του ρυκμοφ πρόςλθψθσ ςθμαςμζνθσ 

κυμιδίνθσ (tritium-labeled thymidine - TdR), ενόσ νουκλεοτιδίου το οποίο ενςωματϊνεται 

ςτο DNA και καταβολίηεται ελάχιςτα, και θ μζτρθςθ του ρυκμοφ πρόςλθψθσ ςθμαςμζνθσ 

λευκίνθσ, ενόσ πολφ κοινοφ αμινοξζοσ ςτισ πρωτεΐνεσ. Ο ρυκμόσ πρόςλθψθσ τθσ κυμιδίνθσ 

χρθςιμοποιείται για τον κακοριςμό του ρυκμοφ παραγωγισ βιομάηασ, αωοφ θ ςφνκεςθ 

νζου DNA ςθματοδοτεί και τον διπλαςιαςμό του κυττάρου (Fuhrman and Azam 1982), ενϊ 

ο ρυκμόσ πρόςλθψθσ λευκίνθσ για τον κακοριςμό του ρυκμοφ ςφνκεςθσ πρωτεϊνϊν 

(Kirchman et al. 1985). Οι παραπάνω μζκοδοι τα τελευταία χρόνια ςυνδυάηονται ευρζωσ 

με τεχνικζσ υβριδιςμοφ ωκοριςμοφ (fluorescent in situ hybridization - FISH), με τισ οποίεσ 

εντοπίηονται ςυγκεκριμζνεσ ταξινομικζσ ομάδεσ του βακτθριοπλαγκτοφ (Pernthaler et al. 

2002), για να μελετθκεί θ δραςτθριότθτα των διαωορετικϊν πλθκυςμϊν τθσ κοινότθτασ 

[π.χ. (Sebastian et al. 2012)].   

 Θ ςφςταςθ μιασ κοινότθτασ αναωζρεται ςτον χαρακτθριςμό των διαωορετικϊν 

τφπων οργανιςμϊν που υπάρχουν ςτθν κοινότθτα (ταξινομικι ςφςταςθ - taxonomic 

composition), ενϊ θ δομι τθσ κοινότθτασ αναωζρεται ςτθν ποικιλομορωία τθσ κοινότθτασ 

(από πόςα διαφορετικά είδθ απαρτίηεται- species richness) και ςτθν κατανομι των μελϊν 

τθσ κοινότθτασ αυτισ  (species distribution). Οι παράμετροι αυτζσ είναι δφςκολο να 

κακοριςτοφν για τισ κοινότθτεσ του βακτθριοπλαγκτοφ (και γενικά για τισ προκαρυωτικζσ 

κοινότθτεσ ανεξαρτιτωσ οικοςυςτιματοσ) επειδι οι κοινότθτεσ αυτζσ ζχουν κάποιεσ 

ιδιαιτερότθτεσ ςε ςχζςθ με τισ κοινότθτεσ των ωυτϊν και των ηϊων που εξετάηονται 

ςυνικωσ από τθν κλαςςικι Οικολογία.  

 Κατ' αρχιν, ςε αντιδιαςτολι με τουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ, ο οριςμόσ του 

είδουσ ςτα Βακτιρια είναι πολφ αςαωισ. Ζνα βακτθριακό είδοσ κεωρείται "μια ςυλλογι 

από ςτελζχθ τα οποία είναι γενετικά διακριτά ςυγκρινόμενα με ςτελζχθ άλλων ειδϊν βάςει 

κάποιων ανεξάρτθτων χαρακτιρων και χαρακτθρίηονται από τουλάχιςτον ζνα διαγνωςτικό 

ωαινοτυπικό γνϊριςμα" (Wayne 1988; Stackebrandt et al. 2002). Σο αν πραγματικά τα 

βακτιρια ςχθματίηουν τζτοιεσ διακριτζσ μονάδεσ ζχει αμωιςβθτθκεί ζντονα από πρόςωατα 

γενετικά δεδομζνα, τα οποία ζχουν αποκαλφψει ζνα "γενετικό ςυνεχζσ" και μθ-διακριτοφσ 

κλάδουσ μζςα ςε αρκετά βακτθριακά Γζνθ (Hanage et al. 2005; Konstantinidis et al. 2006; 

Rusch et al. 2007). Επίςθσ, θ οριηόντια μεταωορά γενετικοφ υλικοφ, δθλαδι θ ανταλλαγι 
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γενετικοφ υλικοφ χωρίσ αναπαραγωγι, είναι τόςο διάχυτθ ςτουσ προκαρυωτικοφσ 

οργανιςμοφσ που μπορεί να ςυνδζςει άμεςα γενετικά διακριτοφσ, κατά τα άλλα, 

πλθκυςμοφσ (Lawrence 2002; Sheppard et al. 2008). Ο όροσ του βακτθριακοφ είδουσ 

βρίςκεται διαρκϊσ υπό ςυηιτθςθ και γενικά αποωεφγεται να χρθςιμοποιείται (Caro-

Quintero and Konstantinidis 2012). Για τουσ λόγουσ αυτοφσ, αλλά και για πρακτικοφσ 

λόγουσ που κα δοφμε ςτθ ςυνζχεια, αντί για "είδη" ςτθν περιγραωι των κοινοτιτων του 

βακτθριοπλαγκτοφ τισ περιςςότερεσ ωορζσ χρθςιμοποιείται ο όροσ "λειτουργικι ταξινομικι 

μονάδα" (operational taxonomic unit - OTU).  

 Ζνασ άλλοσ λόγοσ που κάνει τισ κοινότθτεσ του βακτθριοπλαγκτοφ δφςκολο να 

μελετθκοφν είναι θ τεράςτια γενετικι ποικιλομορωία τουσ. Όπωσ προαναωζρκθκε, ιδθ 

από τα μζςα τθσ δεκαετίασ του '80, ιταν γνωςτό ότι μόνο ζνα πολφ μικρό ποςοςτό (τθσ 

τάξεωσ του 1%) από το ςφνολο τθσ κοινότθτασ του βακτθριοπλαγκτοφ ιταν ςε κζςθ να 

καλλιεργθκεί εργαςτθριακά ςε κλαςςικά πλοφςια κρεπτικά μζςα (Ferguson et al. 1984). Θ 

πρϊτθ αλλαγι ιρκε λίγο αργότερα, ακολουκϊντασ τθν ανάπτυξθ του κλάδου τθσ μοριακισ 

ωυλογζνεςθσ. Μζςω τθσ μοριακισ ωυλογζνεςθσ οι οργανιςμοί ταξινομοφνται αναλόγωσ με 

τθν εξελικτικι τουσ ςυςχζτιςθ θ οποία υπολογίηεται μζςω τθσ ομοιότθτασ ςε επίπεδο 

αλλθλουχίασ DNA εξελικτικά "ςυντθρθμζνων" γονιδίων (δθλαδι γονιδίων που αλλάηουν με 

πολφ αργοφσ ρυκμοφσ ςτο χρόνο) (Woese 1987). Ο "βαςιλιάσ" των γονιδίων αυτϊν είναι το 

16S rRNA, το γονίδιο που κωδικοποιεί τθν 16S υπομονάδα του ριβοςωμικοφ RNA ςτα 

Βακτιρια και τα Αρχαία εξαιτίασ τθσ φπαρξθσ του γονιδίου αυτοφ ςε όλουσ τουσ 

οργανιςμοφσ και του υψθλοφ βακμοφ ςυντιρθςισ του ςε εξελικτικά πολφ 

απομακρυςμζνουσ οργανιςμοφσ. Θ μζκοδοσ περιελάμβανε αρχικά τθν εξαγωγι DNA από 

κακαρά ςτελζχθ, τον πολλαπλαςιαςμό με αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (polymerase 

chain reaction - PCR) του 16S rRNA, τθν αλλθλοφχιςθ (δθλαδι τον κακοριςμό τθσ 

αλλθλουχίασ των νουκλεοτιδίων) του γονιδίου και τθ ςφγκριςθ των αλλθλουχιϊν των 

διαωορετικϊν ςτελεχϊν για τον κακοριςμό των μεταξφ τουσ ςχζςεων με βάςθ τθν 

ομοιότθτα τθσ αλλθλουχίασ. Θ μεγάλθ όμωσ αλλαγι επιλκε όταν ζγινε γνωςτό ότι θ 

διαδικαςία αυτι μπορεί να εωαρμοςτεί και ςε περιβαλλοντικά δείγματα, με απ' ευκείασ 

εξαγωγι του DNA τθσ κοινότθτασ, PCR για το 16S rRNA γονίδιο, κλωνοποίθςθ των 

πολλαπλαςιαςμζνων μορίων ςε πλαςμίδια και αλλθλοφχιςι τουσ (Olsen et al. 1986; Pace 

et al. 1986). Ζτςι είναι δυνατι θ απόκτθςθ ςυγκρίςιμων αλλθλουχιϊν από βακτιρια τα 
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οποία δεν είναι δυνατόν να καλλιεργθκοφν εργαςτθριακά. Με τον τρόπο αυτό άρχιςε να 

γίνεται μια πρϊτθ ςυςτθματικι καταγραωι τθσ ποικιλότθτασ του βακτθριοπλαγκτοφ και 

μάλιςτα δόκθκαν επιςτθμονικά ονόματα ςε ταξινομικζσ ομάδεσ τα οποία παραμζνουν 

μζχρι ςιμερα, όπωσ οι ομάδεσ των SAR11 και SAR86 που πιραν το όνομά τουσ επειδι οι 

αλλθλουχίεσ τουσ βρζκθκαν ςτουσ κλϊνουσ με αρικμοφσ 11 και 86 από δυο από τισ πρϊτεσ 

μελζτεσ που ζγιναν ςτθ κάλαςςα των αργαςςϊν (Giovannoni et al. 1990; Mullins et al. 

1995). Από τισ πολλζσ παρόμοιεσ μελζτεσ που ακολοφκθςαν, ωαινόταν ολοζνα και 

περιςςότερο ότι ο πλοφτοσ ειδϊν του βακτθριοπλαγκτοφ είναι τόςο μεγάλοσ που ιταν 

αδφνατον να εκτιμθκεί με τον τρόπο αυτό (Pedrós-Alió 2006). τθ ςυνζχεια, ο J. Craig 

Venter και θ ομάδα του, ςε μια τεράςτια για τθν εποχι τθσ μελζτθ προςπάκθςαν να 

αλλθλουχίςουν όςο το δυνατόν περιςςότερο DNA από δείγματα τθσ ςτιλθσ του νεροφ, 

χωρίσ τον ενδιάμεςο πολλαπλαςιαςμό με PCR (Venter et al. 2004). Από όλα τα γονίδια που 

αλλθλουχικθκαν όμωσ, μόνο 643 αλλθλουχίεσ αντιςτοιχοφςαν ςε 16S rRNA γονίδια 

(αρικμόσ ςυγκρίςιμοσ με αυτοφσ των προθγοφμενων μελετϊν).  

 Σο 2006 και 2007, δυο νζεσ μελζτεσ άνοιξαν νζουσ δρόμουσ για το χαρακτθριςμό 

τθσ κοινότθτασ του βακτθριοπλαγκτοφ μζςω του 16S rRNA γονιδίου: ο Mitchell Sogin και θ 

ομάδα του χρθςιμοποίθςαν τθν τότε πρωτοποριακι τεχνολογία του pyrosequencing για να 

αλλθλουχίςουν περίπου 120.000 16S rRNA αντίγραωα από βακιά νερά και υδροκερμικζσ 

αναβλφςεισ ςτον Βόρειο Ατλαντικό (Sogin et al. 2006; Huber et al. 2007). Οι μελζτεσ αυτζσ, 

εκτόσ του ότι ζδωςαν μια πολφ λεπτομερζςτερθ περιγραωι τθσ κοινότθτασ του 

βακτθριοπλαγκτοφ τθσ βακιάσ κάλαςςασ από τισ μζχρι τότε μελζτεσ, αποκάλυψαν και μια 

επιπλζον ιδιομορωία των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ: θ κατανομι των ατόμων ςτθν 

κοινότθτα ζχει πολφ μεγάλθ κυρτότθτα προσ τα αριςτερά, πολφ μεγαλφτερθ από αυτι που 

ζδειχναν οι μζχρι τότε μελζτεσ βαςιςμζνεσ ςε clone libraries (Pedrós-Alió 2006). Δθλαδι, 

υπάρχουν πολφ λίγεσ κλάςεισ (εδϊ: ταξινομικζσ ομάδεσ) με πολλά άτομα και πάρα πολλζσ 

κλάςεισ με πολφ λίγα άτομα (Εικόνα Α.2.2.). Μετζπειτα μελζτεσ, βζβαια, απζδειξαν ότι ζνα 

μεγάλο μζροσ του "ςπάνιου" τμιματοσ τθσ κοινότθτασ οωειλόταν ςε "κόρυβο" που 

ςχετίηεται με τθν μεκοδολογία (Huse et al. 2007; Quince et al. 2009; Kunin et al. 2010; 

Quince et al. 2011), χωρίσ όμωσ αυτό να αλλάξει τθν εικόνα τθσ κατανομισ τθσ κοινότθτασ. 
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Εικόνα Α.2.2. Η κατανομι μιασ τυπικισ κοινότθτασ βακτθριοπλαγκτοφ. Στον οριηόντιο άξονα 

παρουςιάηεται ο αφξων αρικμόσ των παρατθροφμενων OTUs ενϊ ςτον κάκετο άξονα θ ςχετικι 

ςυχνότθτα του κάκε OTU. Παρατθρείςτε ότι ςτα ςυγκεκριμζνα δείγματα, λιγότερα από 20 OTUs 

ζχουν ςχετικι ςυχνότθτα >1% ενϊ θ πλειονότθτα κάτω από 0.1%. Από (On On et al. 2010). 

 Οι πρϊτεσ αυτζσ εργαςίεσ ζδειξαν ότι χρειάηεται υπερβολικά μεγάλο μζγεκοσ 

δειγματολθψίασ ακόμα και για τισ νζασ-γενιάσ τεχνολογίεσ αλλθλοφχιςθσ, τθσ τάξεωσ των 

105 αλλθλουχιϊν ανά δείγμα (Quince et al. 2008), για να μπορζςει κανείσ να χαρακτθρίςει 

πλιρωσ τισ κοινότθτεσ του βακτθριοπλαγκτοφ από ζνα δείγμα νεροφ (~2 L). Κάτι τζτοιο κα 

κακιςτοφςε πολφ επίπονεσ και ακριβζσ τισ μελζτεσ που ςτθρίηονται ςτθν τεχνολογία αυτι 

και κα μείωνε ςθμαντικά τον αρικμό των δειγμάτων που μποροφν να αναλυκοφν. Ζτςι, οι 

ςφγχρονεσ μελζτεσ εςτιάηουν ωσ επί το πλείςτον όχι ςτον πλιρθ χαρακτθριςμό των 

κοινοτιτων των δειγμάτων, αλλά ςτθν εξιγθςθ τθσ μεταβλθτότθτασ ανάμεςα ςε κάποιεσ 

κοινότθτεσ ςε ςυνάρτθςθ με το χϊρο, το χρόνο, τθν ζκκεςθ ςε κάποιου είδουσ πειραματικι 

μεταχείριςθ ι διαταραχι.  
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Α.3. Μζκοδοι εξζταςθσ των αλλαγϊν ςτθ δομι και τθ 

ςφςταςθ των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ  

 Με δεδομζνθ τθν τεράςτια ποικιλομορωία των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ 

όπωσ παρουςιάςτθκε παραπάνω, για τισ περιςςότερεσ μελζτεσ το ηθτοφμενο είναι οι 

αλλαγζσ ςτθ δομι και τθ ςφςταςθ των κοινοτιτων ωσ αποτζλεςμα κάποιασ εξωτερικισ 

μεταβολισ κι όχι θ λεπτομερισ περιγραωι τθσ κοινότθτασ μζχρι και τθν πιο ςπάνια 

ταξινομικι ομάδα. Ανάλογα όμωσ με τθν μελζτθ, οι δειγματολθπτικζσ και ςτατιςτικζσ 

μζκοδοι που κα χρθςιμοποιθκοφν πρζπει να ζχουν τα κατάλλθλα χαρακτθριςτικά για τον 

επιτυχι εντοπιςμό των αλλαγϊν αυτϊν (Kuczynski et al. 2010). Οι αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ 

εξετάηονται κυρίωσ ςε δυο επίπεδα: ςτο επίπεδο τθσ α-ποικιλότθτασ (α-diversity) και ςτο 

επίπεδο τθσ β-ποικιλότθτασ (β-diversity).  

 Θ α-ποικιλότθτα, όροσ που ειςιχκθ από τον Whittaker (Whittaker 1960), είναι το 

μζτρο τθσ ποικιλομορωίασ μίασ κοινότθτασ, ανάλογα με το πϊσ ορίηεται αυτι θ κοινότθτα. 

Για παράδειγμα, για μια μελζτθ που ζγινε ςε ζνα ςετ δεδομζνων από τρία διαωορετικά 

οικοςυςτιματα με τρία δείγματα από το κάκε οικοςφςτθμα, θ α-ποικιλότθτα μπορεί να 

εξεταςτεί ανά δείγμα, ανά οικοςφςτθμα ι για ολόκλθρθ τθν μελζτθ. Τπάρχουν πολλοί 

δείκτεσ μζτρθςθσ τθσ α-ποικιλότθτασ οι οποίοι ςτθρίηονται ςτθν εκτίμθςθ του αρικμοφ των 

διαωορετικϊν ειδϊν (OTUs για τα βακτιρια) μιασ κοινότθτασ (species richness), τισ ςχετικζσ 

ςυχνότθτεσ των ειδϊν αυτϊν ςτθν κοινότθτα ι ςε ςυνδυαςμό των δφο. Οι δείκτεσ 

εκτίμθςθσ του species richness (S) ςτθρίηονται είτε ςε τυχαία δειγματολθψία ενόσ 

υποςυνόλου του δείγματοσ και καταγραωι των παρατθροφμενων ειδϊν (interpolation-

based), όπωσ ο αρικμόσ των αναμενόμενων "ειδϊν" (ES - expected number of species) είτε 

ςε εκτίμθςθ του ςυνολικοφ αρικμοφ των διαωορετικϊν "ειδϊν" (extrapolation-based), 

όπωσ ο δείκτθσ Chao1 (Chao and Shen 2003). Οι πιο ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενοι δείκτεσ 

εκτίμθςθσ τθσ κατανομισ τθσ κοινότθτασ είναι το J' (Piellou's evenness index) και το G (Gini 

coefficient- όπωσ χρθςιμοποιείται από τθν οικολογία (Damgaard and Weiner 2000)), ενϊ 

δφο διαδεδομζνοι δείκτεσ που λαμβάνουν υπ' όψιν τουσ τόςο το species richness όςο και 

το evenness είναι οι δείκτεσ Shannon (Shannon 2001) και Simpson (Simpson 1949). Για τισ 

περιςςότερεσ μελζτεσ, οι παραπάνω κατθγορίεσ δεικτϊν δίνουν ποιοτικά όμοια 

αποτελζςματα (π.χ. μείωςθ του S μετά από κάποια πειραματικι μεταχείριςθ), αλλά όπωσ 

είναι αναμενόμενο, οι απόλυτεσ τιμζσ μεταξφ των δεικτϊν διαωζρουν. 
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 Θ β-ποικιλότθτα για τισ κοινότθτεσ του βακτθριοπλαγκτοφ αναωζρεται ςτθν αλλαγι 

τθσ δομισ ι και τθσ ςφςταςθσ μιασ κοινότθτασ και νοείται μεταξφ δυο διαωορετικϊν 

κοινοτιτων (pair-wise), αν και γενικά ςτθν Οικολογία υπάρχουν κι άλλεσ κατθγορίεσ 

μζτρθςθσ τθσ β-ποικιλότθτασ (Magurran 2004) οι οποίεσ όμωσ δε χρθςιμοποιοφνται ςτθ 

μικροβιακι οικολογία κι επομζνωσ δεν κα εξεταςτοφν. Σο μζτρο τθσ β-ποικιλότθτασ 

εκωράηεται ςυνικωσ με κάποιο δείκτθ ι ποςοςτό ομοιότθτασ. Οι δείκτεσ μζτρθςθσ τθσ β-

ποικιλότθτασ χωρίηονται ςε δυο κατθγορίεσ: ςε αυτοφσ που λαμβάνουν υπ' όψιν τουσ μόνο 

τθν παρουςία ι απουςία των "ειδϊν" ανάμεςα ςτισ εξεταηόμενεσ κοινότθτεσ (ποιοτικοί) και 

ςε αυτοφσ που λαμβάνουν υπ' όψιν τουσ και τισ διαωορζσ ςτθ ςχετικι ςυχνότθτα των 

ειδϊν μεταξφ των κοινοτιτων (ποςοτικοί). Οι πιο κοινοί ποιοτικοί είναι οι δείκτεσ Jaccard 

Cj=[a/(a+b+c)] και θ βαςιςμζνθ ςε αυτόν απόςταςθ Marczewski-Steinhaus CMS=1-Cj και 

Sorensen CS=2a/(b+c) και θ βαςιςμζνθ ςε αυτόν απόςταςθ Bray-Curtis CBC=1-CS, όπου a ο 

ςυνολικόσ αρικμόσ "ειδϊν" μεταξφ των δυο κοινοτιτων, b ο αρικμόσ των "ειδϊν" που 

υπάρχουν μόνο ςτο πρϊτο δείγμα και c ο αρικμόσ των "ειδϊν" που υπάρχουν μόνο ςτο 

δεφτερο δείγμα. Θ ςχετικι ςυχνότθτα όμωσ κάποιου είδουσ ςε μια κοινότθτα, θ οποία δεν 

λαμβάνεται υπόψθ από τουσ ποιοτικοφσ δείκτεσ, είναι πολλζσ ωορζσ ενδεικτικι του ρόλου 

του είδουσ ςτθν κοινότθτα αυτι. Ζτςι, οι ποςοτικοί δείκτεσ προτιμϊνται ζναντι των 

ποιοτικϊν όταν θ δειγματολθπτικι μζκοδοσ επιτρζπει τθ μζτρθςθ ςχετικϊν ςυχνοτιτων. Οι 

πιο κοινά χρθςιμοποιοφμενοι ποςοτικοί δείκτεσ ςε μελζτεσ βακτθριακϊν κοινοτιτων είναι 

οι ποςοτικζσ μορωζσ των δεικτϊν Jaccard και Bray-Curtis, ο δείκτθσ Morisita-Horn και ο 

δείκτθσ Gower (Kuczynski et al. 2010). Παράλλθλα, ςε αυτζσ τισ μελζτεσ χρθςιμοποιοφνται 

και δείκτεσ οι οποίοι επιπλζον λαμβάνουν υπόψθ τουσ και τθν ωυλογενετικι ςφςταςθ των 

ειδϊν που είναι κοινά ι απουςιάηουν μεταξφ δυο κοινοτιτων για τον υπολογιςμό τθσ β-

ποικιλότθτασ, όπωσ τον δείκτθ Unifrac (Lozupone et al. 2011). τα αρνθτικά τθσ χριςθσ του 

δείκτθ αυτοφ ςυγκαταλζγεται το γεγονόσ τθσ μειωμζνθσ ωυλογενετικισ πλθροωορίασ ςτισ 

τεχνολογίεσ αλλθλοφχιςθσ νζασ γενιάσ (δείτε παρακάτω). Όλοι οι ποςοτικοί δείκτεσ 

επθρεάηονται πολφ από τθ ςχετικι ςυχνότθτα του πιο πολυπλθκοφσ είδουσ και για το λόγο 

αυτό προτείνεται ο μεταςχθματιςμόσ των ςυχνοτιτων, π.χ. θ λογαρίκμθςι τουσ, πριν τον 

υπολογιςμό των δεικτϊν (Clarke and Warwick 2001). Όμωσ, υπερβολικόσ μεταςχθματιςμόσ 

μπορεί να μειϊςει πολφ τθ διαωοροποίθςθ μεταξφ των ςυχνοτιτων, μετατρζποντασ τα 

δεδομζνα ςχεδόν ςε ποιοτικά (δθλαδι παρουςία/απουςία ειδϊν).  
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 Όλοι οι παραπάνω δείκτεσ τθσ β-ποικιλότθτασ κάνουν τθν παραδοχι ότι οι 

κοινότθτεσ που ςυγκρίνονται ζχουν εξεταςτεί πλήρωσ, δθλαδι ότι δεν υπάρχει κανζνα 

είδοσ ςτισ κοινότθτεσ που να μθν βρζκθκε ςτθ δειγματολθψία ζςτω και μία ωορά. Ιδθ 

όμωσ είδαμε ότι αυτό, για τισ μελζτεσ των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ, είναι πολφ 

δφςκολο. Επειδι λοιπόν θ πλήρησ δειγματολθψία δεν είναι τισ περιςςότερεσ ωορζσ εωικτι, 

οι περιςςότερεσ μελζτεσ αρκοφνται ςτο να αποδείξουν ότι θ δειγματολθψία ιταν 

τουλάχιςτον επαρκήσ. Θ επάρκεια τθσ δειγματολθψίασ ςτισ μελζτεσ αυτζσ ελζγχεται με τα 

λεγόμενα "rarefaction curves", καμπφλεσ οι οποίεσ καταςκευάηονται όταν παραςτακεί 

γραωικά θ αφξθςθ ενόσ δείκτθ του species richness (π.χ. του Chao1) ςυναρτιςει τθσ 

αφξθςθσ του δειγματολθπτικοφ μεγζκουσ (Ν) (Εικόνα Α.3.1.).  

 

Εικόνα Α.3.1. Η αφξθςθ του δείκτθ Chao1 ςε ςχζςθ με τθν αφξθςθ του δειγματολθπτικοφ 

μεγζκουσ (εδϊ: αλλθλουχίεσ 16S rRNA) για τρείσ διαφορετικζσ κοινότθτεσ βακτθριοπλαγκτοφ 

που αναπτφςςονται παρουςία πετρελαίου (Ε4, Ε8 και Ε9). Χαρακτθριςτικό γράφθμα "επαρκοφσ" 

δειγματολθψίασ. Από το προςωπικό μου αρχείο.  

Αυτό πραγματοποιείται επιλζγοντασ ολοζνα και μεγαλφτερα τυχαία υποςφνολα από το 

ςτατιςτικό δείγμα και υπολογίηοντασ τθν τιμι του επιλεγμζνου δείκτθ ςε κάκε βιμα. Θ 

δειγματολθψία κεωρείται επαρκισ όταν οι καμπφλεσ αρχίςουν να γίνονται παράλλθλεσ με 
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τον άξονα Χ, γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι θ τιμι του δείκτθ δεν κα αυξανόταν ςθμαντικά 

αν το Ν ςυνζχιηε να αυξάνεται. 

 Θ επιτυχία όμωσ τθσ μελζτθσ μιασ κοινότθτασ, εξαρτάται και από τον τρόπο τθσ 

δειγματολθψίασ. ε αντιδιαςτολι με τισ περιςςότερεσ κοινότθτεσ των ευκαρυωτικϊν 

οργανιςμϊν, θ κατάταξθ ςε ταξινομικζσ ομάδεσ των ατόμων των κοινοτιτων του 

βακτθριοπλαγκτοφ δεν είναι δυνατόν να πραγματοποιθκεί με μακροςκοπικι -οφτε καν με 

μικροςκοπικι- παρατιρθςθ. Όπωσ αναωζρκθκε ςτθν παράγραωο Α.2., θ κατάταξθ αυτι 

κακίςταται δυνατι μζςω τθσ ομοιότθτασ ςε επίπεδο αλλθλουχίασ του DNA μεταξφ των 

μελϊν μιασ κοινότθτασ. Πζντε τεχνικζσ ανάλυςθσ που ςτθρίηονται ςε αυτιν τθν μζκοδο 

χρθςιμοποιοφνται ςιμερα: θ θλεκτροωόρθςθ ςε διαβάκμιςθ αποδιατακτικϊν μζςων  

(Detergent Gradient Gel Electrophoresis - DGGE), θ ARISA (Automated Ribosomal Intergenic 

Spacer Analysis), το T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) οι 

γονιδιωματικζσ βιβλιοκικεσ (clone libraries) και θ αλλθλοφχιςθ με τθ χριςθ τεχνολογίασ 

νζασ γενιάσ (next generation sequencing). 

 Οι τεχνικζσ DGGE, ARISA και T-RFLP απαρτίηουν τισ λεγόμενεσ "community 

fingerprinting" μεκόδουσ. Με τθ χριςθ τουσ, είναι δυνατι θ (ςχετικά) γριγορθ καταγραωι 

των αλλαγϊν ςτισ βακτθριακζσ κοινότθτεσ ανάμεςα ςε αρκετά δείγματα (15-30 τθ ωορά 

ανάλογα με τον εξοπλιςμό) με αρκετά μικρό κόςτοσ (~$10 ανά δείγμα) (van Dorst et al. 

2014). Μζςω των τεχνικϊν αυτϊν δεν πραγματοποιείται ωυλογενετικι ταυτοποίθςθ των 

μελϊν τθσ κοινότθτασ αλλά καταγραωι τθσ διαωορετικότθτασ του 16S rRNA (για τα DGGE 

και T-RFLP) ι του DNA που παρεμβάλλεται μεταξφ των 16S και 23S γονιδίων (inter-

transcribed region - ITS, για τθν ARISA) ςτθν κοινότθτα. τισ τεχνικζσ αυτζσ, τα OTUs 

ορίηονται ωσ διαωορετικζσ ηϊνεσ ςε πικτωμα ακρυλαμίδθσ (για τα DGGE και T-RFLP) ι 

διακριτζσ κορυωζσ ςε θλεκτροωερόγραμμα (electropherogram - για τθν ARISA). Ο αρικμόσ 

των OTUs όμωσ που μπορεί να εντοπιςτεί με τισ μεκόδουσ αυτζσ είναι τθσ τάξεωσ των 10-

100. Οπότε, ζχοντασ υπόψθ τθν τεράςτια ποικιλότθτα του βακτθριοπλαγκτοφ, είναι 

εμωανζσ ότι με τισ μεκόδουσ αυτζσ μποροφν να εντοπιςτοφν αλλαγζσ μόνο ςτισ πιο 

πολυπλθκείσ ομάδεσ (van Dorst et al. 2014). Αυτζσ οι μζκοδοι ζχουν κι άλλα 

μειονεκτιματα, όπωσ μειωμζνθ επαναλθψιμότθτα και "κόρυβο" που ειςάγεται από τθ 

ωφςθ των μεκόδων κι ζτςι δεν ενδείκνυται θ χριςθ τουσ ωσ μοναδικό μζςο καταγραωισ 

τθσ ποικιλότθτασ μιασ κοινότθτασ (Bent et al. 2007). 
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 Αντικζτωσ, με τα clone libraries και το next generation sequencing παρζχονται 

πλθροωορίεσ για τθν ταξινομικι ςφςταςθ τθσ κοινότθτασ επειδι αλλθλουχοφνται τα 

διαωορετικά 16S rRNA γονίδια. Θ ωφςθ τθσ μεκόδου ςτα clone libraries (δείτε §Α.2.) είναι 

τζτοια που επιτρζπει τθν αλλθλοφχιςθ ολόκλθρου του 16S rRNA, μικουσ περίπου 1500 

ηευγϊν βάςεων (base pairs - bp). Ζτςι, θ πλθροωορία για τθν ωυλογενετικι ταυτότθτα του 

οργανιςμοφ από τον οποίο προιλκε θ αλλθλουχία (με βάςθ πάντα το 16S rRNA) είναι θ 

μζγιςτθ δυνατι. Όμωσ, ο αρικμόσ των αλλθλουχιϊν που ανακτϊνται με τθ μζκοδο αυτι 

είναι περιοριςμζνοσ, επειδι θ πειραματικι διαδικαςία είναι επίπονθ και το κόςτοσ ανά 

αλλθλουχία αρκετά υψθλό ($1-5). Ακόμα και ςτισ εκτενζςτερεσ εργαςίεσ του είδουσ, ο 

αρικμόσ των αλλθλουχιϊν ανά δείγμα κυμαίνεται από 102 μζχρι 103 (MacLean et al. 2009). 

 Θ τεχνολογία του next generation sequencing άλλαξε ριηικά όχι μόνο τθν 

Μικροβιακι Οικολογία αλλά και όλθ τθν ςφγχρονθ Μικροβιολογία (Parkhill 2013). Όταν 

πριν από μόλισ μια δεκαετία θ αλλθλοφχιςθ ολόκλθρου του γονιδιϊματοσ ενόσ ςτελζχουσ 

ιταν μια πολφ χρονοβόρα και ακριβι διαδικαςία, ςιμερα με τθ χριςθ τθσ τεχνολογίασ 

αυτισ ζχουμε ωτάςει ςτο ςθμείο να αλλθλουχοφμε πολλαπλά γονιδιϊματα από 

περιβαλλοντικά δείγματα ςε πραγματικό χρόνο (Harris et al. 2013). Τπάρχουν αρκετζσ 

διαωορετικζσ πλατωόρμεσ next generation sequencing και δεν κα επικεντρωκοφμε ςτθν 

αρχι τθσ μεκόδου κάκε πλατωόρμασ. Οι δφο πιο διαδεδομζνεσ πλατωόρμεσ, ςτισ οποίεσ 

πραγματοποιικθκαν και οι αναλφςεισ αυτισ τθσ διατριβισ, είναι θ FLX τθσ Roche (τϊρα 

πλζον θ titanium ζκδοςθ) που ςτθρίηεται ςτθν τεχνολογία του pyrosequencing και θ 

Illumina (τϊρα πλζον θ ζκδοςθ MiSeq) που ςτθρίηεται ςτθν τεχνολογία των ωκοριηόντων 

ολιγονουκλεοτιδίων. Σο μεγάλο πλεονζκτθμα των μεκόδων αυτϊν είναι ότι προςωζρουν 

ζνα τεράςτιο αρικμό αλλθλουχιϊν ςε ςχζςθ με τισ ςυμβατικζσ μεκόδουσ όπωσ τα clone 

libraries, ςε πολφ λιγότερο χρόνο και με πολφ μικρότερο κόςτοσ ανά αλλθλουχία. Οι 

δυνατότθτεσ των πλατωορμϊν αυτϊν ανζρχονται ςε ~106 (για το FLX titanium) και ~1.5x107 

(για το MiSeq) αλλθλουχίεσ τθ ωορά και θ διαδικαςία ςτο μθχάνθμα διαρκεί 7.5-9 ϊρεσ. 

Με δεδομζνο ότι ςτισ μελζτεσ που βαςίηονται ςτο 16S rRNA θ κάκε διαωορετικι 

αλλθλουχία καταμετράται ωσ μια διαωορετικι παρατιρθςθ, το δειγματολθπτικό μζγεκοσ Ν 

είναι ο αρικμόσ των αλλθλουχιϊν, ο οποίοσ μπορεί να ωτάςει ςτισ 106-107 αλλθλουχίεσ. Σισ 

περιςςότερεσ ωορζσ όμωσ, όπωσ είδαμε παραπάνω, μασ ενδιαωζρει θ δειγματολθψία να 

είναι απλά επαρκισ. Οπότε με διάωορα "τρικ" μποροφμε να ωορτϊςουμε πολλαπλά 
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δείγματα ςε μια πλακζτα των παραπάνω πλατωορμϊν αυξάνοντασ των αρικμό των 

δειγμάτων και μειϊνοντασ το Ν και ωυςικά το κόςτοσ ανά δείγμα. Για παράδειγμα, ςε μια 

πλακζτα MiSeq μποροφν να "ωορτωκοφν" 50 διαωορετικά δείγματα, με κόςτοσ $3500 

(Research and Testing Lab, Lubbock, Texas, USA). Σο Ν ςε αυτιν τθν περίπτωςθ κα μειωκεί 

ςτα 3x105 και το κόςτοσ ςτα $70 ανά δείγμα. Σο κόςτοσ για τθν ίδια μελζτθ αν γινόταν με 

clone libraries κα ιταν ~100 ωορζσ μεγαλφτερο. τα μειονεκτιματα των μεκόδων αυτϊν 

ςυγκαταλζγονται το ςχετικά μικρό μζγεκοσ των αλλθλουχιϊν που λαμβάνονται (450-500 

bp για το FLX titanium και 250-300 bp για το MiSeq), γεγονόσ το οποίο περιορίηει τθ 

διακριτικι ικανότθτα των μεκόδων αυτϊν ςε ωυλογενετικό επίπεδο, όπωσ και ο "κόρυβοσ" 

που ειςάγεται από τθ ωφςθ των μεκόδων, ο οποίοσ μπορεί να οδθγιςει ςε υπερεκτίμθςθ 

του species richness μιασ κοινότθτασ δθμιουργϊντασ "τεχνθτά" OTUs (Quince et al. 2009).  

 Σο πρόβλθμα του μικροφ μεγζκουσ των αλλθλουχιϊν ςτισ μελζτεσ βαςιςμζνεσ ςτο 

16S rRNA αντιςτακμίηεται κάπωσ από τθ ωφςθ του γενετικοφ τόπου αυτοφ, ςτον οποίον 

υπάρχουν διαδοχικά ςυντθρθμζνα και μεταβλθτά τμιματα (Εικόνα Α.3.2).  

 

Εικόνα Α.3.2. Ο γενετικόσ τόποσ 16S rRNA των βακτθρίων (5'-3'). Φαίνονται οι μεταβλθτζσ 

περιοχζσ (V1-V9), τα ςθμεία πρόςδεςθσ και θ κατεφκυνςθ των  πιο διαδεδομζνων διαειδικϊν 

εκκινθτϊν. Πθγι: (Kuczynski et al. 2012) 

Σα ςυντθρθμζνα τμιματα, δθλαδι τα τμιματα των οποίων θ αλλθλουχία παραμζνει 

αρκετά ςτακερι ςτο χρόνο ανάμεςα ςτα διαωορετικά βακτθριακά είδθ, δεν προςωζρουν 

ωυλογενετικι πλθροωορία ακριβϊσ εξαιτίασ αυτισ τουσ τθσ ςτακερότθτασ. Προςωζρουν 

όμωσ πολφ καλζσ περιοχζσ για τον ςχεδιαςμό διαειδικϊν εκκινθτϊν (universal primers) για 

τθν PCR οι οποίοι ζχουν τθν ικανότθτα να προςδζνονται με επιτυχία και να 

πολλαπλαςιάηουν το ενδιάμεςο τμιμα για τθν πλειονότθτα των Βακτθρίων και ςε πολλζσ 

περιπτϊςεισ και των Αρχαίων. Σο ακριβϊσ αντίκετο ιςχφει για τισ μεταβαλλόμενεσ, 

ενδιάμεςεσ περιοχζσ. Ζτςι, θ πλθροωορία από 1 ι 2 μεταβαλλόμενεσ περιοχζσ του 16S 
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rRNA είναι αρκετι για να προςδιοριςτεί ςε ικανοποιθτικό βακμό θ ταξινομικι ςφςταςθ 

μιασ κοινότθτασ και αυτό είναι ςτα πλαίςια των δυνατοτιτων του FLX και του MiSeq. 

Πρόςωατα μάλιςτα, ανακοινϊκθκε από τθν Roche θ κυκλοωορία τθσ ζκδοςθσ FLX titanium 

XL+ το οποίο, όπωσ υποδθλϊνει και το όνομά του, ζχει τθν ικανότθτα αλλθλοφχιςθσ 

τμθμάτων μζχρι και 1000 bp.  

 Σο πρόβλθμα του "κορφβου" ςτισ μεκόδουσ αλλθλοφχιςθσ νζασ γενιάσ είναι αρκετά 

ςθμαντικό. Πολλζσ ωορζσ μζχρι και το 50% των αλλθλουχιϊν που παραλαμβάνονται αρχικά 

μπορεί να απομακρυνκοφν in silico (ςτον υπολογιςτι) πριν τθν ανάλυςθ, λόγω "κορφβου". 

Οι κφριεσ πθγζσ "κορφβου" ςε μια μελζτθ next generation sequencing είναι δφο: τα λάκθ 

που κάνει το ζνηυμο που πολλαπλαςιάηει το DNA κατά τθν PCR, θ DNA πολυμεράςθ, τα 

οποία μπορεί να είναι τοπικά  ι να επθρεάηουν μεγάλο μζροσ του μορίου και τα λάκθ που 

ζχουν να κάνουν με τθν πλατωόρμα αλλθλοφχιςθσ. Σα τοπικά λάκθ τθσ DNA πολυμεράςθσ 

είναι λανκαςμζνεσ τοποκετιςεισ νουκλεοτιδιϊν που οδθγοφν ςε ςθμειακζσ αλλαγζσ τθσ 

αλλθλουχίασ του DNA, ενϊ λάκθ που οδθγοφν ςε εκτενι αλλαγι τθσ αλλθλουχίασ του 

μορίου είναι ο ςχθματιςμόσ "χιμαιρικϊν" μορίων τα οποία προζρχονται από δυο 

διαωορετικά "γονικά" μόρια. Σα χιμαιρικά μόρια δθμιουργοφνται όταν το μόριο τθσ DNA 

πολυμεράςθσ, κατά τθ διάρκεια του πολυμεριςμοφ ενόσ μορίου Α "μεταπθδιςει" ςε ζνα 

μόριο Β. Σο προϊόν είναι ζνα χιμαιρικό μόριο το οποίο δεν υπιρχε αρχικά ςτο DNA τθσ 

κοινότθτασ (Εικόνα Α.3.3). 

 

Εικόνα Α.3.3. Αναπαράςταςθ τθσ αλλθλουχίασ ενόσ χιμαιρικοφ μορίου ςε ςχζςθ με τισ 

αλλθλουχίεσ των μορίων από τα οποία προιλκε. 

Ο "κόρυβοσ" που προζρχεται από τθν πλατωόρμα αλλθλοφχιςθσ είναι γνωςτόσ για το FLX, 

όχι όμωσ για το MiSeq. Σο FLX τείνει να κάνει λάκθ ςυνικωσ ςτον προςδιοριςμό των 

ομοπολυμερϊν (homopolymers), δθλαδι όμοιων νουκλεοτιδίων ςτθ ςειρά (π.χ. ΑΑΑΑ) 

υπο- ι υπερ- εκτιμϊντασ τον ακριβι αρικμό των νουκλεοτιδίων μιασ τζτοιασ αλλθλουχίασ 

μζςα ςε ζνα μόριο. Για τον προςδιοριςμό και τθν διόρκωςθ όλων των παραπάνω λακϊν in 

silico ζχουν αναπτυχκεί αρκετοί αλγόρικμοι (Huse et al. 2007; Quince et al. 2009; Kunin et 
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al. 2010; Quince et al. 2011), με το Ampliconoise του Chris Quince να είναι ίςωσ το πιο 

ακριβζσ, αλλά παράλλθλα το πιο απαιτθτικό υπολογιςτικά πακζτο αλγορίκμων. 

 υνοψίηοντασ, οι μζκοδοι αλλθλοφχιςθσ νζασ γενιάσ υπερτεροφν ζναντι των clone 

libraries και των community fingerprinting μεκόδων για τθν εξζταςθ των αλλαγϊν ςτθ δομι 

και τθ ςφςταςθ μιασ κοινότθτασ βακτθριοπλαγκτοφ για πολλοφσ λόγουσ. Με δεδομζνθ τθν 

κατάλλθλθ προ-επεξεργαςία για τθν απομάκρυνςθ του "κορφβου", οι μζκοδοι αυτζσ 

παρζχουν πολφ μεγάλα ςτατιςτικά δείγματα από τα οποία μποροφν να γίνουν αςωαλείσ 

υπολογιςμοί τθσ α και β-ποικιλότθτασ, ςε λιγότερο χρόνο αλλά με λίγο περιςςότερα 

χριματα (ανά δείγμα και όχι ανά παρατιρθςθ) από τισ community fingerprinting μεκόδουσ. 

Μια καλι ςτρατθγικι που ζχει προτακεί πρόςωατα για τθν ελαχιςτοποίθςθ των 

απαιτοφμενων πόρων για τζτοιεσ μελζτεσ, είναι θ διαλογι των δειγμάτων με τθν 

μεγαλφτερθ μεταβλθτότθτα ςτθν κοινότθτα μζςω community fingerprinting και ακολοφκωσ 

θ λεπτομερισ τουσ εξζταςθ με next generation sequencing (van Dorst et al. 2014). τον 

Πίνακα Α.3.1. παρουςιάηονται ςυνοπτικά οι μζκοδοι που εξετάςτθκαν παραπάνω ςε ςχζςθ 

με τα δεδομζνα που προςωζρουν όςον αωορά τθ ςφςταςθ και τθ δομι μιασ κοινότθτασ. 
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Πίνακασ Α.3.1. Σφνοψθ των χαρακτθριςτικϊν των μεκόδων εξζταςθσ των αλλαγϊν ςτθ δομι και 

τθ ςφςταςθ των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ 

Μζκοδοσ 
Εξεταηόμενο 

γονίδιο 

Μζςο 

κόςτοσ ανά 

δείγμα 

"Θόρυβοσ" / 

Επαναλθψιμότθτα 
Ν 

Εκτίμθςθ 

species 

richness 

Εκτίμθςθ 

κατανομισ 

Εκτίμθςθ 

ταξινομικισ 

ςφςταςθσ 

DGGE 16S rRNA $10* 
PCR, m.a., c.m., g.e. / 

όχι 
10-50 Όχι Όχι Όχι** 

ARISA ITS $10 
PCR, m.a., c.m. / 

μειωμζνθ 
30-150 Όχι Ναι Όχι 

T-RFLP 16S rRNA $10 
PCR, m.a., c.m. / 

μειωμζνθ 
30-150 Όχι Ναι Όχι 

Clone 

libraries 
16S rRNA $100-500*** PCR, s.e. / ναι 102-103 Όχι Όχι Μερικι 

Next 

generation 

sequencing 

16S rRNA $70-100 PCR, s.e. / ναι 103-107 Ναι# Ναι# Ναι# 

PCR: λάκθ επαγόμενα από τθν DNA πολυμεράςθ (αντικαταςτάςεισ και χίμαιρεσ) κατά τον πολλαπλαςιαςμό 

με PCR, m.a.: καταγραωι μόνο των πιο κοινϊν (most abundant) OTUs, c.m.: "κόρυβοσ" που οωείλεται ςτθν 

καταγραωι δφο ι περιςςοτζρων OTUs ςαν ζνα (co-mitigation), g.e.: απροςδιοριςτία τθσ ακριβισ διαβάκμιςθσ 

ςτο πικτωμα που οδθγεί ςε μθ επαναλιψιμα αποτελζςματα (gel effects), s.e.: λάκθ που οωείλονται ςτθν 

αλλθλοφχιςθ (sequencing errors)  

*αυξάνεται ςε ~$50 αν γίνει εξαγωγι και αλλθλοφχιςθ μπαντϊν από το gel 

**μερικι αν γίνει εξαγωγι και αλλθλοφχιςθ ηωνϊν από το gel 

*** για Ν=100 

#
 εωόςον ο αρικμόσ των αλλθλουχιϊν ανά δείγμα είναι επαρκισ 

  



29 
 

A.4.Στόχοσ τθσ παροφςασ εργαςίασ   

 Πολλζσ από τισ ςθμαντικότερεσ διεργαςίεσ ςε επίπεδο οικοςυςτιματοσ 

επιτελοφνται από τισ κοινότθτεσ των βακτθρίων, ςε μια πλθκϊρα ενδιαιτθμάτων από το 

ανκρϊπινο ςϊμα μζχρι και τουσ ωκεανοφσ (Konopka 2009). Επομζνωσ, θ μελζτθ των 

κοινοτιτων αυτϊν αλλά και των αλλαγϊν ςε αυτζσ ςε επίπεδο δομισ και λειτουργίασ κάτω 

από ςυνκικεσ κάποιασ διαταραχισ, είναι απαραίτθτθ για τθν πρόβλεψθ των αλλαγϊν ςε 

επίπεδο οικοςυςτιματοσ. 

 Μια πολφ κοινι διαταραχι για τισ βακτθριακζσ κοινότθτεσ τθσ κάλαςςασ και 

ιδιαίτερα για αυτζσ των παράκτιων περιοχϊν είναι ο εμπλουτιςμόσ με κρεπτικά, 

αποτελϊντασ ςθμαντικι απειλι για τθ λειτουργικότθτα των οικοςυςτθμάτων αυτϊν 

(Allgeier et al. 2011). Θ μελζτθ των βακτθριακϊν κοινοτιτων ςε περιπτϊςεισ εμπλουτιςμοφ 

με κρεπτικά είναι επομζνωσ πολφ χριςιμθ. Μζχρι πρότινοσ όμωσ θ μελζτθ αυτι ιταν πολφ 

δφςκολθ λόγω τθσ πολυπλοκότθτασ των κοινοτιτων αυτϊν, όπωσ περιγράωθκε παραπάνω. 

 Με τθ χριςθ όμωσ μεκόδων αλλθλοφχιςθσ νζασ γενιάσ, τόςο θ δομι και ςφςταςθ 

των κοινοτιτων αυτϊν όςο και οι αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ μποροφν να αποτυπωκοφν με 

μεγάλθ ακρίβεια. Από οικολογικισ ςκοπιάσ αυτό ζχει μεγάλο ενδιαωζρον για πολλοφσ 

λόγουσ. Καταρχιν μπορεί με ακρίβεια να ποςοτικοποιθκεί θ ανκεκτικότθτα ςτον 

εμπλουτιςμό με κρεπτικά ςε επίπεδο κοινότθτασ. Με βάςθ αυτό είναι δυνατόν να 

εξεταςτεί θ ιςχφσ διαωορετικϊν οικολογικϊν κεωριϊν οι οποίεσ προβλζπουν διαωορετικζσ 

εκβάςεισ για μια κοινότθτα, όπωσ π.χ. θ "υπόκεςθ αςωαλείασ" (Yachi and Loreau 1999), θ 

κεωρία τθσ "ενδιάμεςθσ διαταραχισ" [π.χ. (Tsagaraki et al. 2013)+ ι ακόμα και θ υπόκεςθ 

του Baas-Becking ότι "τα πάντα είναι παντοφ αλλά το περιβάλλον επιλζγει" (Becking 1934). 

Ακόμα, μζςα από τζτοιεσ μελζτεσ είναι δυνατόν να εντοπιςτοφν οι βακτθριακζσ ομάδεσ 

εκείνεσ (ςε επίπεδο Σάξθσ, Οικογζνειασ ι ακόμα και ςυγκεκριμζνα ςτελζχθ) οι οποίεσ 

επθρεάηονται περιςςότερο κάτω από ςυνκικεσ εμπλουτιςμοφ με κρεπτικά και να 

εξεταςτεί θ χριςθ τουσ ωσ οικολογικοί δείκτεσ ι ακόμα και θ χριςθ τουσ για 

βιοτεχνολογικζσ εωαρμογζσ *π.χ. (Pedler et al. 2014)]. Σζλοσ, θ εξζταςθ όλων των 

παραπάνω ζχει αυξθμζνο ενδιαωζρον ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο, κακϊσ θ περιοχι αυτι 

είναι μια από τισ πιο ολιγοτροωικζσ καλάςςιεσ περιοχζσ ςτον κόςμο (Krom et al. 2004). 
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 Ο ςτόχοσ τθσ παροφςασ διατριβισ ιταν να εξεταςτοφν αλλαγζσ ςτθ δομι και τθ 

ςφςταςθ των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ τθσ ςτιλθσ του νεροφ και του ιηιματοσ τθσ 

Ανατολικισ Μεςογείου, με τθ χριςθ μεκόδων next generation sequencing, ςε ςυνκικεσ 

εμπλουτιςμοφ με κρεπτικά.  

 Για το ςκοπό αυτό, πραγματοποιικθκαν τρεισ μελζτεσ: δυο ςε ελεγχόμενεσ 

πειραματικζσ ςυνκικεσ μεςοκόςμων (Κεωάλαιο Β) και μικρόκοςμων (Κεωάλαιο Δ) 

αντίςτοιχα και μία μελζτθ εξζταςθσ των αλλαγϊν in situ (Κεωάλαιο Γ). τα Κεωάλαια Β και Γ 

εξετάηονται οι αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ τθσ ςτιλθσ του νεροφ ενϊ ςτο Κεωάλαιο Δ οι 

αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ του επιωανειακοφ ιηιματοσ τθσ παράκτιασ ηϊνθσ.  
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Κεφάλαιο Β. Αλλαγζσ ςτθ δομι και τθ ςφςταςθ 
κοινοτιτων βακτθριοπλαγκτοφ τθσ ςτιλθσ του 
νεροφ ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο μετά από 
προςκικθ φϊςφορου ςε μεςόκοςμουσ 

 

Β.1. Ειςαγωγι 

 Σο βακτθριοπλαγκτόν κατζχει εξζχοντα ρόλο ςτο καλάςςιο τροωικό πλζγμα διότι 

ευκφνεται ςχεδόν αποκλειςτικά για τθν πρόςλθψθ διαλυμζνθσ οργανικισ φλθσ (dissolved 

organic matter -DOM) (Azam and Malfatti 2007). Θ παραγωγικότθτα και θ βιομάηα του 

βακτθριοπλαγκτοφ "από κάτω προσ τα πάνω" ελζγχονται από αρκετοφσ παράγοντεσ οι 

οποίοι ςυμπεριλαμβάνουν τισ ςυγκεντρϊςεισ οργανικοφ άνκρακα και ανόργανων 

κρεπτικϊν όπωσ αηϊτου, ωϊςωορου και ιχνοςτοιχείων (Kirchman 2008). Διαωορετικά 

κρεπτικά μπορεί να λειτουργοφν ωσ περιοριςτικοί παράγοντεσ του ρυκμοφ αφξθςθσ τθσ 

βιομάηασ του βακτθριοπλαγκτοφ ανάλογα τθν περιοχι, το γεωγραωικό πλάτοσ και τθν 

εποχι (Suratman et al. 2008; Wambeke et al. 2009; Martínez-García et al. 2010; Cuevas et 

al. 2011; Xia et al. 2011). Αρκετά πειράματα ζχουν δείξει ότι θ προςκικθ υποςτρωμάτων 

οργανικοφ άνκρακα, όπωσ διαλυμζνα ελεφκερα αμινοξζα και γλυκόηθ, αφξθςε τθν 

παραγωγικότθτα του βακτθριοπλαγκτοφ (Cherrier and Bauer 2004; Kress et al. 2005; Sipura 

et al. 2005; Kuosa and Kaartokallio 2006).  

 Θ Ανατολικι Μεςόγειοσ είναι μία από τισ πλζον ολιγοτροωικζσ καλάςςιεσ περιοχζσ 

(Krom et al. 2004). Θ παραγωγικότθτα και θ βιομάηα του βακτθριοπλαγκτοφ ςτθν 

Ανατολικι Μεςόγειο  κεωρείται ότι περιορίηεται από το ωϊςωορο (Van Wambeke et al. 

2002; Thingstad et al. 2005), του οποίου οι ςυγκεντρϊςεισ κυμαίνονται ςυνικωσ από 20-90 

nΜ (Zohary and Robarts 1998). Θ προςκικθ ανόργανου ωϊςωορου κατά τθ διάρκεια ενόσ 

in situ πειράματοσ ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο ζδειξε ςθμαντικι αφξθςθ ςτθν βακτθριακι 

παραγωγικότθτα αλλά όχι ςτθ βακτθριακι βιομάηα αυτι κακεαυτι εντόσ τριϊν θμερϊν 

από τθν προςκικθ  (Pitta et al. 2005). Παράλλθλα, πειράματα ςε μικροκόςμουσ ζδειξαν ότι 
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ο ωϊςωοροσ και το άηωτο ιταν ςυν-περιοριςτικά ςτοιχεία για το ωυτοπλαγκτόν ςτθν ίδια 

περιοχι  (Zohary et al. 2005). 

 Σο 2009, ζνα άλλο πείραμα προςκικθσ ωϊςωορου πραγματοποιικθκε ex situ ςε 

κλίμακα μεςοκόςμων ςτθν Κριτθ. Σα πρϊτα αποτελζςματα από το πείραμα αυτό ζδειξαν 

ότι διαωορετικζσ ταξινομικζσ ομάδεσ του βακτθριοπλαγκτοφ παραλάμβαναν τον 

προςτικζμενο ωϊςωορο με διαωορετικοφσ ρυκμοφσ. Οι ανάγκεσ των ολιγοτροωικϊν SAR11 

είχαν κορεςτεί από τθν πρϊτθ μζρα μετά τθν προςκικθ του ωϊςωορου ενϊ μζλθ των 

Gammaproteobacteria και Roseobacter λάμβαναν ενεργά ωϊςωορο μζχρι τθν πειραματικι 

θμζρα 4 (Sebastian et al. 2012). Επιπλζον, τόςο θ βιομάηα όςο και θ παραγωγι βιομάηασ 

για το ςφνολο του βακτθριοπλαγκτοφ ιταν αυξθμζνεσ κατά 65% και 44% αντίςτοιχα κατά 

τθν τρίτθ πειραματικι θμζρα ςτουσ μεςόκοςμουσ που είχε γίνει προςκικθ P ςε ςχζςθ με 

τουσ μεςόκοςμουσ χωρίσ προςκικθ.  

 Ο ςτόχοσ τθσ δικιάσ μασ μελζτθσ ιταν να μελετθκοφν οι αλλαγζσ ςτθ δομι και τθ 

ςφςταςθ των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ από τθν αρχι ζωσ και τθν τρίτθ 

πειραματικι θμζρα του ίδιου πειράματοσ, εξετάηοντασ τθν ποικιλότθτα του 16S rRNA τθσ 

κοινότθτασ μζςω pyrosequencing για τθν V3 μεταβλθτι περιοχι του γονιδίου. 
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Β.2. Υλικά και μζκοδοι 

 

Πειραματικόσ ςχεδιαςμόσ και δειγματολθψία 

 Σο πείραμα ζλαβε χϊρα το επτζμβρθ του 2009 ςτισ εγκαταςτάςεισ CRETACOSMOS 

του Ελλθνικοφ Λνςτιτοφτου Καλαςςίων Ερευνϊν (ΕΛΚΕΚΕ) ςτθν Κριτθ. Καλαςςινό νερό για 

τισ ανάγκεσ του πειράματοσ ςυλλζχκθκε τθν 14θ επτεμβρίου του 2009 από το ςκάωοσ 

Φιλία του ΕΛΚΕΚΕ από περιοχι ςτθν οποία το βάκοσ τθσ κάλαςςασ ωτάνει τα 170 m, 

περίπου πζντε ναυτικά μίλια βόρεια του Θρακλείου Κριτθσ (35o 24.957 N, 25o 14.441 E). 

Καλαςςινό νερό από βάκοσ περίπου 10 m αντλικθκε ςε δεξαμενζσ πολυαικυλενίου όγκου 

1 m3 με τθ χριςθ βυκιηόμενθσ αντλίασ. Όλοσ ο εξοπλιςμόσ είχε εμβαπτιςτεί ςε νερό 

βρφςθσ τουλάχιςτον μία εβδομάδα πριν από τθ δειγματολθψία και οι δεξαμενζσ είχαν 

κακαριςτεί με διάλυμα HCl 10% και ςτθ ςυνζχεια με απιονιςμζνο νερό. Σο νερό ςτθ 

ςυνζχεια μεταωζρκθκε ςε ζξι μεςόκοςμουσ (από διαωανζσ πολυαικυλζνιο με διάμετρο 

1.32 m και βάκοσ 2.3 m) όγκου 3 m3 ο κακζνασ. Οι μεςόκοςμοι επωάηονταν ςυνεχϊσ ςε 

τςιμεντζνια δεξαμενι χωρθτικότθτασ 350 m3 από τθν οποία περνοφςε καλαςςινό νερό ςε 

κερμοκραςία περιβάλλοντοσ (25.6 °C - ίςθ με τθν περιοχι άντλθςθσ του νεροφ), για τθν 

αποωυγι αφξθςθσ τθσ κερμοκραςίασ του νεροφ ςτουσ μεςόκοςμουσ. Σο νερό, μετά τθ 

μεταωορά του, αωζκθκε για μια νφκτα και τθν επόμενθ θμζρα (πειραματικι θμζρα 0 - Θ0) 

προςτζκθκε άπαξ ανόργανοσ ωϊςωοροσ ςτθ μορωι διςόξινου ωωςωορικοφ καλίου 

(KH2PO4) ςε τρείσ από τουσ μεςόκοςμουσ ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 100 nM. Οι άλλοι τρείσ 

μεςόκοςμοι αποτζλεςαν τουσ μεςόκοςμουσ ελζγχου. Σα δείγματα τθσ παροφςασ μελζτθσ 

ςυλλζχκθκαν ςτθν πειραματικι θμζρα 0, λίγεσ ϊρεσ μετά τθν αρχικι προςκικθ Ρ και τθν 

τρίτθ πειραματικι θμζρα (Θ3). Ζτςι για τθ μελζτθ αυτι ζγινε ανάλυςθ ςυνολικά ςε 12 

δείγματα, ζξι από τθν Θ0 και ζξι από τθν Θ3. Δφο λίτρα νεροφ από κάκε μεςόκοςμο 

διθκικθκαν με τθ βοικεια περιςταλτικισ αντλίασ από Sterivex GP filters (0.22 μm pore 

size) κάτω από ςτείρεσ ςυνκικεσ για τθν αποωυγι επιμόλυνςθσ. Σα ωίλτρα αποκθκεφτθκαν 

απ' ευκείασ ςτουσ -80 °C μζχρι τθν εξαγωγι DNA. 

Απομόνωςθ DNA, PCR και αλλθλοφχιςθ 
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 Θ απομόνωςθ του DNA τθσ κοινότθτασ πραγματοποιικθκε ςφμωωνα με τουσ 

(Massana et al. 1997), όπωσ τροποποιικθκε από τουσ (Tzahor et al. 2009) με τισ εξισ 

επιπλζον τροποποιιςεισ: Σο ρυκμιςτικό διάλυμα τθσ λφςθσ των κυττάρων (lysis buffer) δεν 

προςτζκθκε πριν τθν αποκικευςθ των ωίλτρων ςτουσ -80 °C. Θ απομόνωςθ DNA ξεκίνθςε 

με τθν προςκικθ 20 μl από 100 mg ml-1 ωρζςκιασ λυςοηφμθσ (τελικι ςυγκζντρωςθ 2 mg ml-

1) και 1.7 ml lysis buffer ςτο ωίλτρο ακολουκοφμενθ από επϊαςθ ςτουσ 37 °C για 30 min. 

Πενιντα μl διαλφματοσ πρωτεϊνάςθσ K ςυγκζντρωςθσ 20 mg ml-1 (τελικι ςυγκζντρωςθ 1 

mg ml-1) και 100 μl από διάλυμα 10% (w/v) sodium dodecyl sulfate (SDS) (τελικι 

ςυγκζντρωςθ 0.5% (w/v)) προςτζκθκαν ςτθ ςυνζχεια και το ωίλτρο επωάςτθκε ςε 

υδατόλουτρο με ανακίνθςθ ςτουσ  55 °C για 1 h. τθ ςυνζχεια, ακολουκικθκε το 

πρωτόκολλο των Tzahor et. al (2009), αλλά θ τελικι διάλυςθ τθσ πελλζτασ του DNA ζγινε ςε 

100 μl ςτείρου υπερκάκαρου (nanopure) νεροφ. Θ ποςοτικοποίθςθ του DNA ζγινε ςε 

ωωτόμετρο NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA) και θ μζςθ ποςότθτα DNA 

ανά δείγμα ιταν 5 μg. Σο DNA ςτθ ςυνζχεια αποκθκεφτθκε ςτουσ 4 °C μζχρι τθ χριςθ του. 

 Θ PCR πραγματοποιικθκε ςε Biometra Tpersonal Thermocycler (Biometra 

biomedizinische Analytik GmbH, Germany) ςε ςτείρεσ ςυνκικεσ εντόσ καλάμου νθματικισ 

ροισ. τείρο νερό χρθςιμοποιικθκε αντί για DNA για αρνθτικό control ςε όλεσ τισ 

αντιδράςεισ. Ζνα κομμάτι ~150 bp τθσ V3 μεταβλθτισ περιοχισ του 16S rRNA 

πολλαπλαςιάςτθκε, χρθςιμοποιϊντασ τουσ διαειδικοφσ εκκινθτζσ 329f (5'- 

ACGGNCCAGACTCCTAC-3') και 518R (5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3') (Sánchez et al. 2007) 

(όπου Ν οποιοδιποτε από τα 4 νουκλεοτίδια). Ο τελικόσ όγκοσ κάκε αντίδραςθσ ιταν 50 μl. 

Κάκε αντίδραςθ περιείχε 0.3 mM από κάκε εκκινθτι, 50 ng DNA μιτρα, 1X KAPAHiFi 

Fidelity Buffer (KAPA), ρυκμιςτικό διάλυμα που περιείχε MgCl2 ςε ςυγκζντρωςθ 2 mM, 1 

μονάδα ενηφμου KAPAHiFi HotStart DNA polymerase (KAPA) και 0.3 mM από κάκε dNTP.  Οι 

ςυνκικεσ τθσ αντίδραςθσ ιταν: 95 °C για 4 min ακολουκοφμενο από 25 κφκλουσ ςτουσ 98 

°C για 20 sec, 55 °C για 15 sec και 72 °C για 30 sec, με τελικό βιμα επιμικυνςθσ για 5 min 

ςτουσ 72 °C. 

 Σο pyrosequencing ζγινε ςτθν πλατωόρμα GS-FLX Titanium (Roche, Basel, 

Switzerland) του Λνςτιτοφτου Καλάςςιασ Βιολογίασ και Γενετικισ (Institute of Marine 

Biology and Genetics - IMBG) του ΕΛΚΕΚΕ, χρθςιμοποιϊντασ το 1/4 τθσ πλακζτασ. Επιπλζον, 

ζξι διαωορετικά ολιγονουκλεοτίδια προςαρτικθκαν ςτουσ εκκινθτζσ για τον διαχωριςμό 
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των αλλθλουχιϊν του κάκε δείγματοσ in silico μετά τθν αλλθλοφχιςθ. Σο 

πολλαπλαςιαςμζνο DNA κακαρίςτθκε με AMPure beads (Agencourt®, Beckman Coulter, 

Switzerland) ςφμωωνα με το πρωτόκολλο τθσ εταιρίασ και ποςοτικοποιικθκε ςε 

ωωτόμετρο QuantiFluorTM‐ST (Promega, Madison, USA) μζςω του κιτ Quant-iT PicoGreen 

dsDNA (Invitrogen). τθ ςυνζχεια δθμιουργικθκε ιςομοριακό μίγμα από όλα τα δείγματα 

και ακολοφκθςε αλλθλοφχιςθ ςτθν πλατωόρμα GS FLX και από τουσ δυο εκκινθτζσ 

ακολουκϊντασ τισ οδθγίεσ και χρθςιμοποιϊντασ τα ςχετικά υλικά του καταςκευαςτι. Οι 

αλλθλουχίεσ ςτθν αρχικι τουσ μορωι (.sff μορωι) υποβλικθκαν ςτθ βάςθ δεδομζνων SRA 

τθσ NCBI με αρικμό SRA059200. 

Ανάλυςθ των αλλθλουχιϊν in silico 

 Σο πακζτο αλγορίκμων AmpliconNoise v1.4 (Quince et al. 2011) χρθςιμοποιικθκε 

για τθν διόρκωςθ των αλλθλουχιϊν από λάκθ κατά τθν αλλθλοφχιςθ (αλγόρικμοσ 

PyroNoise), αντικαταςτάςεισ βάςεων κατά τθν PCR (αλγόρικμοσ SeqNoise) και χιμαιρικζσ 

αλλθλουχίεσ (αλγόρικμοσ PerseusD). Οι κακαρζσ αλλθλουχίεσ διαχωρίςτθκαν ςφμωωνα με 

το δείγμα από το οποίο προζρχονταν ανάλογα με το ειδικό ολιγονουκλεοτίδιο ςτον 

εκκινθτι τθσ αλλθλουχίασ. τθ ςυνζχεια, οι αλλθλουχίεσ μετά από τουσ εκκινθτζσ 

αωαιρζκθκαν και το "αντίςτροωο και ςυμπλθρωματικό" (reverse complement) των 

αλλθλουχιϊν από τον "αντίςτροωο" (reverse) εκκινθτι ςχθματίςτθκε μζςω αλγορίκμου ςε 

γλϊςςα RealBasic (release 7, Real Software Inc., Austin, Texas, USA). τθ ςυνζχεια οι 

αλλθλουχίεσ χωρίςτθκαν ςε OTUs με ομοιότθτα 97% και άνω, χρθςιμοποιϊντασ τθ μζκοδο 

complete linkage hierarchical clustering (αλγόρικμοσ FCluster του AmpliconNoise) και 

προςδιορίςτθκαν οι "αντιπροςωπευτικζσ" αλλθλουχίεσ του κάκε OTU, ωσ θ πιο κοινι 

αλλθλουχία ανάμεςα ςτισ αλλθλουχίεσ που απαρτίηουν το κάκε OTU. Σα OTUs 

τοποκετικθκαν ςε μιτρα δεδομζνων ςτθν οποία θ κάκε ςτιλθ αντιςτοιχεί ςε ζνα 

διαωορετικό δείγμα και θ κάκε γραμμι ςε ζνα διαωορετικό OTU. Οι αρικμοί ςε κάκε 

ενδιάμεςο κελί ςυμβολίηουν το πόςεσ ωορζσ βρζκθκε το κάκε OTU ςε κάκε δείγμα και 

χρθςιμοποιοφνται ωσ ςυχνότθτεσ τθσ παρουςίασ των OTUs αυτϊν ςτισ κοινότθτεσ. Σζτοιεσ 

μιτρεσ δεδομζνων ονομάηονται OTU tables και ζνα τμιμα του OTU table τθσ παροφςασ 

εργαςίασ ωαίνεται ςτον Πίνακα Β.2.1. 
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Πίνακασ Β.2.1. Τμιμα του OTU table τθσ παροφςασ εργαςίασ.  

OTU ID C1D3 C1D0 P2D0 P2D3 C2D3 P3D3 P1D3 C3D3 P1D0 P3D0 C2D0 C3D0 

0 771 2047 1798 968 305 419 414 553 1292 798 1817 1482 

1 22 92 34 15 52 10 30 11 37 58 69 47 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

3 5 0 0 36 2 69 26 4 1 2 1 1 

4 37 77 60 32 59 20 30 46 64 99 95 81 

5 61 267 121 14 57 17 29 84 124 255 218 185 

6 213 660 366 172 186 200 178 208 491 686 768 677 

7 124 464 219 148 227 241 210 185 134 191 359 380 
Σα δείγματα ςυμβολίηονται με P αν προζρχονται από μεςόκοςμο ςτον οποίο είχε γίνει προςκικθ Ρ ι με C αν 

προζρχονται από μεςόκοςμο ςτον οποίο δεν είχε γίνει προςκικθ P και ακολουκεί ο αφξων αρικμόσ του 

μεςόκοςμου (1,2, ι 3). Σα δείγματα που ςυμβολίηονται με D0 προζρχονται από τθν πειραματικι θμζρα 0 ενϊ 

τα δείγματα που ςυμβολίηονται με D3 προζρχονται από τθν πειραματικι θμζρα 3. 

 Θ ωυλογενετικι ταξινόμθςθ των OTUs και θ καταςκευι των rarefaction curves ζγινε 

ςτο πρόγραμμα QIIME v1.4 (Caporaso et al. 2010b) (αλγόρικμοι assign_taxonomy.py και 

single_rarefraction.py) ςε περιβάλλον Unix, ςυγκρίνοντασ τισ αντιπροςωπευτικζσ 

αλλθλουχίεσ κάκε OTU με γνωςτζσ αλλθλουχίεσ από τθ βάςθ δεδομζνων αναωοράσ RDP 

(Wang et al. 2007). Για μερικά OTUs, των οποίων θ ταξινόμθςθ με τον τρόπο αυτό δεν ιταν 

ικανοποιθτικι, θ αντιπροςωπευτικι αλλθλουχία ςυγκρινόταν μζςω του αλγόρικμου BLAST 

με τθν νουκλεοτιδικι ςυλλογι "nr" και θ ωυλογενετικι ταξινόμθςθ του OTU 

προςδιοριηόταν με βάςθ ποςοςτό ομοιότθτασ 98-99%. θμειϊνεται εδϊ ότι θ νεότερθ 

ζκδοςθ του QIIME, 1.8, περιλαμβάνει και τουσ αλγορίκμουσ του πακζτου AmpliconNoise, 

οπότε ο χριςτθσ είναι ςε κζςθ να πραγματοποιιςει ολόκλθρθ τθν ανάλυςθ των 

αλλθλουχιϊν ςτο QIIME (δείτε τθν ιςτοςελίδα http://qiime.org/scripts/index.html).  

Στατιςτικζσ αναλφςεισ 

 Για τον προςδιοριςμό των αλλαγϊν ςτθν α-ποικιλότθτα, οι δείκτεσ Shannon (με 

βάςθ το 2 - H'log2), J' (Piellou’s evenness) και ES (expected number of species - για το 

μικρότερο Ν ανάμεςα ςτα δείγματα) υπολογίςτθκαν με το πακζτο vegan (Oksanen et al. 

2013) ςτο πρόγραμμα R για τα Windows (R Core Team 2012). Οι αναλφςεισ cluster (group 

average hierarchical clustering) και similarity percentage (SIMPER) πραγματοποιικθκαν ςτο 

πρόγραμμα PRIMER6 για τα Windows (PRIMER-E Ltd, Plymouth, UK) βαςιςμζνεσ ςτθν 

http://qiime.org/scripts/index.html
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ποςοτικι μορωι του δείκτθ β-ποικιλότθτασ Bray-Curtis (BC) μετά από μεταςχθματιςμό των 

ςυχνοτιτων των OTUs ςε ςχετικζσ ςυχνότθτεσ (διαίρεςθ με το Ν κάκε δείγματοσ) ζτςι ϊςτε 

να είναι ςυγκρίςιμεσ μεταξφ των δειγμάτων. Θ ανάλυςθ διαςποράσ κατά μία κατεφκυνςθ 

(one-way ANOVA) πραγματοποιικθκε ςτο QIIME (αλγόρικμοσ 

otu_category_significance.py). Tα μθ-παραμετρικά t-tests και το Anderson-Darling τεςτ 

πραγματοποιικθκαν ςτο PAST v2.17c (Hammer et al. 2001). Θ μζκοδοσ FDR (false discovery 

rate) (Benjamini and Hochberg 1995) χρθςιμοποιικθκε για τθ διόρκωςθ των p-values όταν 

πραγματοποιοφνταν πολλαπλζσ ςυγκρίςεισ. Θ γραωικι αναπαράςταςθ των rarefaction 

curves και τθσ ταξινομικισ ςφςταςθσ του κάκε δείγματοσ ζγινε ςτο Microsoft Excel. 
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Β.3. Αποτελζςματα  

 Ο αρχικόσ αρικμόσ των αλλθλουχιϊν που ανακτικθκαν ιταν 125,809. Μετά τθν 

απομάκρυνςθ των πολφ μικρϊν ςε μζγεκοσ αλλθλουχιϊν και των αλλθλουχιϊν με πολφ 

"κόρυβο" (14.5% επί του ςυνόλου) αλλά και των χιμαιρικϊν αλλθλουχιϊν (14.1% επί του 

ςυνόλου) καταλιξαμε ςε 92,978 αλλθλουχίεσ, οι οποίεσ κυμάνκθκαν ανά δείγμα από 4,250 

ωσ 13,574 (Πίνακασ Β.3.1).  

Πίνακασ Β.3.1. Η κατανομι των αλλθλουχιϊν ανά δείγμα και τα ποςοςτά που αφαιρζκθκαν ςε 

κάκε ςτάδιο διόρκωςθσ. 

Δείγμα Αρχικζσ Κακαρζσ (Ν) %μικρϊν/κορφβου %χιμαιρικϊν 

P1D0 11029 8128 18.03 9.69 

P2D0 11900 8795 16.69 13.32 

P3D0 14024 9837 12.23 20.84 

C1D0 18653 13574 13.59 18.11 

C2D0 17382 13012 13.86 13.31 

C3D0 14277 10812 13.89 12.89 

P1D3 5810 4323 16.14 13.89 

P2D3 6088 4507 16.38 13.12 

P3D3 5694 4250 13.12 13.36 

C1D3 6452 4995 12.73 13.78 

C2D3 7906 5737 15.31 14.29 

C3D3 6594 5008 12.66 12.83 

Total 125809 92978 14.55 14.12 

Σα δείγματα ςτθν πρϊτθ ςτιλθ ςυμβολίηονται όπωσ ςτον Πίνακα Β.2.1. τθ δεφτερθ ςτιλθ αναγράωονται οι 

αρχικζσ αλλθλουχίεσ ανά δείγμα, ενϊ ςτθν τρίτθ ςτιλθ οι αλλθλουχίεσ μετά τον κακαριςμό, που αποτελοφν 

και το Ν για κάκε δείγμα. Οι τελευταίεσ δυο ςτιλεσ παρουςιάηουν τα ποςοςτά επί του ςυνόλου των 

αλλθλουχιϊν του κάκε δείγματοσ, που αωαιρζκθκαν ςε κάκε ςτάδιο. 

Οι αλλθλουχίεσ κατθγοριοποιικθκαν ςε OTUs από τα οποία 247 OTUs χαρακτθρίςτθκαν ωσ 

“μθ-μοναδικά” αν ιταν παρόντα ςε τουλάχιςτον δυο δείγματα και αποτελοφνταν από 10 ι 

παραπάνω αλλθλουχίεσ (0.02-0.18% ςε ςχετικι ςυχνότθτα επί του ςυνόλου των 

αλλθλουχιϊν). Σα “μθ-μοναδικά” OTUs αποτελοφςαν το 96-99.4% των αλλθλουχιϊν κάκε 

δείγματοσ. Σα υπόλοιπα 423 OTUs χαρακτθρίςτθκαν ωσ “ςπάνια”. Σα rarefaction curves 

που καταςκευάςτθκαν με βάςθ τον δείκτθ ES (Εικόνα Β.3.1) ζδειξαν τάςθ παραλλθλιςμοφ 

με τον Χ άξονα, κι επομζνωσ θ δειγματολθψία μπορεί να χαρακτθριςτεί ωσ επαρκισ. 
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Εικόνα Β.3.1. Τα rarefaction curves για κάκε δείγμα, το οποίο ςυμβολίηεται ωσ μια ξεχωριςτι 

γραμμι. Τα ονόματα των δειγμάτων δεν παρουςιάηονται για λόγουσ ευκρίνειασ 

 

Αλλαγζσ ςτθ φυλογενετικι ςφςταςθ των κοινοτιτων 

 Για τθν ανάλυςθ αυτι, τα OTUs ομαδοποιικθκαν ςτο επίπεδο του Φφλου ι τθσ 

Κλάςθσ για τα Proteobacteria. Σζςςερισ κφριεσ ωυλογενετικζσ ομάδεσ αποτελοφςαν το 90% 

περίπου των ςυνολικϊν αλλθλουχιϊν κάκε δείγματοσ: τα Alphaproteobacteria (33.4-55.7% 

ανά δείγμα), αποτελοφμενα κυρίωσ από SAR11 και Rhodobacterales, τα 

Gammaproteobacteria (20.4-30.7% ανά δείγμα), αποτελοφμενα κυρίωσ από 

Alteromonadales και Pseudomonadales, τα Bacteroidetes (8.1-14.8% ανά δείγμα), 

αποτελοφμενα κυρίωσ από Flavobacteria και Sphingobacteria και τα Cyanobacteria (5.1-

16.4% ανά δείγμα), αποτελοφμενα κυρίωσ από Synechococcales. Σο υπόλοιπο τθσ κάκε 

κοινότθτασ αποτελοφνταν από τισ εξισ ωυλογενετικζσ ομάδεσ ςε χαμθλι ςχετικι 

ςυχνότθτα (<5%): Actinobacteria, Firmicutes, Tenericutes, Verrucomicrobia, 

Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria και Epsilonproteobacteria. Θ λεπτομερισ 

ταξινομικι ςφςταςθ των μεςοκόςμων ωαίνεται ςτον Πίνακα Β.3.2. ενϊ οι ςχετικζσ 

ςυχνότθτεσ (ςυγκεντρωτικά) των κφριων ταξινομικϊν ομάδων ςτθν Εικόνα Β.3.2. 

Πίνακασ Β.3.2. Οι ςχετικζσ ςυχνότθτεσ όλων των ταξινομικϊν ομάδων ςε επίπεδο Φφλου και 

Κλάςθσ (για όςα από τα Proteobacteria ιταν δυνατό).  
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 CD0 PD0 CD3 PD3 

Actinobacteria 0.0121 0.0115 0.0106 0.0079 

Bacteroidetes 0.1045 0.0977 0.1039 0.1091 

Cyanobacteria 0.0588 0.0668 0.1459 0.1077 

Firmicutes 0.0007 0.0009 0.0006 0.0003 

Unclassified Bacteria 0.0261 0.0292 0.0294 0.0291 

Unclassified Proteobacteria 0.0179 0.0181 0.0219 0.0298 

Tenericutes 3.0833E-06 0 0 0 

Verrucomicrobia 0.0104 0.0124 0.0130 0.0090 

Alphaproteobacteria 0.5423 0.5362 0.3993 0.4190 

Betaproteobacteria 0.0060 0.0056 0.0058 0.0038 

Deltaproteobacteria 0.0001 7.5817E-05 0.0010 0.0002 

Epsilonproteobacteria 0 3.3892E-05 0 0 

Gammaproteobacteria 0.2207 0.2209 0.2682 0.2836 

Σα δείγματα ςυμβολίηονται όπωσ τον Πίνακα Β.2.1. με τθ διαωορά ότι τα δείγματα από τθν ίδια 
πειραματικι θμζρα και πειραματικι μεταχείριςθ ζχουν ςυμψθωιςτεί. Θ κατθγορία "Unclassified 
Bacteria" αντιςτοιχεί ςε αλλθλουχίεσ χωρίσ δυνατι ωυλογενετικι ταξινόμθςθ ενϊ θ κατθγορία 

"Unclassified Proteobacteria" ςε αλλθλουχίεσ που αντιςτοιχοφν ςε Proteobacteria αλλά θ 
ταξινόμθςθ ιταν δυνατι μόνο μζχρι το επίπεδο του Φφλου 

 

 

Εικόνα Β.3.2. Οι ςχετικζσ ςυχνότθτεσ, ςυγκεντρωτικά, για τισ κφριεσ ταξινομικζσ ομάδεσ ςε κάκε 

δείγμα. Η κατθγορία "Other" αντιςτοιχεί ςε μθ-ταξινομθμζνεσ αλλθλουχίεσ και μικρζσ 

ταξινομικζσ ομάδεσ. 
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Οι ςχετικζσ ςυχνότθτεσ των κφριων ομάδων δεν διζωεραν ςθμαντικά μεταξφ των 

μεςοκόςμων με και χωρίσ προςκικθ Ρ οφτε ςτθν θμζρα 0 αλλά οφτε και ςτθν θμζρα 3 (μθ-

παραμετρικά t-tests, n=3, p>0.1). Διζωεραν όμωσ οι ςχετικζσ ςυχνότθτεσ των 

Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria και Cyanobacteria μεταξφ των μεςοκόςμων 

από διαωορετικι πειραματικι θμζρα, ανεξαρτιτωσ μεταχείριςθσ (μθ-παραμετρικό t-test, 

n=6, p=0.001, 0.002 και 0.025 αντίςτοιχα). 

Αλλαγζσ ςτθ δομι των κοινοτιτων 

 Οι επιπτϊςεισ τθσ προςκικθσ Ρ ςτισ κοινότθτεσ εξετάςτθκαν τόςο ςε επίπεδο α- 

όςο και ςε επίπεδο β-ποικιλότθτασ. Όςον αωορά τισ αλλαγζσ ςτθν α-ποικιλότθτα, τα H'log2 , 

ES4250 και J' δεν διζωεραν ςθμαντικά μεταξφ μεςοκόςμων με και χωρίσ προςκικθ Ρ (μθ-

παραμετρικό t-test p=0.936, 0.298 and 0.809 αντίςτοιχα, n=6) αλλά ιταν ςθμαντικά 

αυξθμζνα ςτα δείγματα τθσ θμζρασ 3 (μθ-παραμετρικά t-tests, p=0.001, 0.002 και 0.003 

αντίςτοιχα, n=6)(Πίνακασ Β.3.3.). 

Πίνακασ Β.3.3. Οι μζςεσ τιμζσ του Piellou’s evenness (J’), του αναμενόμενου αρικμοφ ειδϊν (εδϊ 

OTUs) (ES) και του δείκτθ Shannon ± ζνα τυπικό ςφάλμα. 

 
J' ES(4250) H'(log2) 

CD0 0.66±0.002 197.73±7.35 5.42±0.05 

PD0 0.67±0.006 205.93±3.34 5.40±0.04 

CD3 0.72±0.01 213.80±7.97 5.64±0.11 

PD3 0.72±0.009 223.70±2.59 5.59±0.06 

Σα δείγματα ςυμβολίηονται όπωσ τον Πίνακα Β.2.1. με τθ διαωορά ότι τα δείγματα από τθν ίδια πειραματικι 

θμζρα και πειραματικι μεταχείριςθ ζχουν ςυμψθωιςτεί. 

Για τθν εκτίμθςθ των αλλαγϊν ςτθν β-ποικιλότθτα, μετά από ανάλυςθ cluster βαςιςμζνθ 

ςτον δείκτθ ομοιότθτασ Bray-Curtis, παρατθρικθκε ομαδοποίθςθ των δειγμάτων ςε δυο 

κφριεσ ομάδεσ με ομοιότθτα 72.3% κακεμία από τισ οποίεσ αποτελοφνταν από δείγματα 

που προζρχονταν από τθν ίδια πειραματικι θμζρα (Εικόνα Β.3.3.) 
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Εικόνα Β.3.3. Γραφικι αναπαράςταςθ τθσ ομοιότθτασ ςτθ δομι των κοινοτιτων των δειγμάτων, 

βαςιςμζνθ ςτο δείκτθ ομοιότθτασ Bray-Curtis. Τα δείγματα ςυμβολίηονται όπωσ τον Πίνακα 

Β.2.1. 

 

Επίςθσ, ςτθν ομάδα των δειγμάτων από τθν θμζρα 3, υπιρχε μια ομαδοποίθςθ δυο εκ των 

τριϊν δειγμάτων με και χωρίσ προςκικθ Ρ (C1D3-C3D3 και P1D3-P3D3) (Εικόνα Β.3.3.). Σο 

γεγονόσ αυτό υποδθλϊνει ότι θ προςκικθ Ρ προκάλεςε κάποιεσ αλλαγζσ ςτθ δομι των 

κοινοτιτων κατά τθν τρίτθ πειραματικι θμζρα αλλά οι αλλαγζσ αυτζσ ιταν ελάχιςτεσ 

κακϊσ θ ομοιότθτα μεταξφ των δειγμάτων C1D3-C3D3 και P1D3-P3D3 ιταν μεγάλθ (77.8%) 

και δεν παρατθρικθκαν ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτθν α-ποικιλότθτα μεταξφ των δειγμάτων 

αυτϊν.  

 Για να διαπιςτωκεί ποια OTUs ςυνζβαλαν ςτθν διαωοροποίθςθ των κοινοτιτων 

C1D3-C3D3 και P1D3-P3D3 κατά τθν τρίτθ πειραματικι θμζρα, πραγματοποιικθκε 

ανάλυςθ SIMPER. Παρατθρικθκε ότι θ ςυμβολι των διαωορετικϊν OTUs ςτθν 

διαωοροποίθςθ των κοινοτιτων ιταν  αρκετά ομοιόμορωθ ανάμεςα ςτα OTUs (Πίνακασ 

Β.3.4.). Ακροίηοντασ τθ ςυμβολι των "μθ-μοναδικϊν" OTUs ςτθ διαωοροποίθςθ των 
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κοινοτιτων με και χωρίσ προςκικθ Ρ κατά τθν τρίτθ πειραματικι θμζρα, βρζκθκε ότι το 

μεγαλφτερο μζροσ τθσ διαωοροποίθςθσ οωείλονταν ςε αλλαγζσ ςτισ ςχετικζσ ςυχνότθτεσ 

αυτϊν των OTUs. Επίςθσ, οι αλλαγζσ ςτισ ςχετικζσ ςυχνότθτεσ των OTUs ανάμεςα ςτισ 

κοινότθτεσ με και χωρίσ προςκικθ Ρ κατά τθν τρίτθ θμζρα δεν ιταν ςτατιςτικά ςθμαντικζσ 

(ANOVA, p>0.1 για όλα τα OTUs, n=3). Επομζνωσ, οι διαωορζσ ςτθ δομι των κοινοτιτων 

αυτϊν οωείλονταν πικανϊσ ςε μικρζσ αλλαγζσ ςτθ ςχετικι ςυχνότθτα πολλϊν 

διαωορετικϊν "μθ-μοναδικϊν" OTUs. 

Πίνακασ Β.3.4. Τα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ SIMPER για τισ διαφορζσ μεταξφ των κοινοτιτων 

P1D3-P3D3 και C1D3-C3D3. 

OTU ID Αλλαγι ςχετικισ ςυχνότθτασ από 
C1D3-C3D3 ςε P1D3-P3D3 (%) 

Συμβολι% Φυλογενετικι ταξινόμθςθ 

48 3.83 8.4 Gammaproteobacteria 

0 -3.53 7.72 SAR11 

27 -2.43 5.35 Synechococcus sp. 

7 2.17 4.77 Gammaproteobacteria 

26 -1.95 4.27 SAR11 

12 1.52 3.35 Alphaproteobacteria 

23 -1.11 2.43 Marinobacter sp. 

49 1.02 2.25 Flavobacteriaceae 

3 1.02 2.24 Oceanospirillum sp. 

5 -0.91 2 Oceanospirillales 

31 0.76 1.66 Lutimonas sp. 

141 -0.65 1.51 Alteromonas sp. 

20 -0.55 1.4 Gammaproteobacteria 

74 -0.42 1.34 Alphaproteobacteria 

11 0.58 1.29 SAR116 

17 0.09 1.24 SAR116 

21 0.54 1.18 Alphaproteobacteria 

8 0.13 1.11 Gammaproteobacteria 

61 -0.13 0.96 Candidatus Actinomarina minuta 

40 -0.17 0.84 Verrucomicrobia 

63 -0.31 0.83 Alphaproteobacteria 

90 0.36 0.79 Flavobacteriaceae 

77 0.35 0.77 Flavobacteriaceae 

443 0.34 0.74 Gammaproteobacteria 

267 0.15 0.71 Gammaproteobacteria 

33 -0.21 0.7 Pseudomonas sp. 

56 -0.31 0.68 Oceanospirillales 

25 0.02 0.65 Gammaproteobacteria 

67 -0.29 0.65 Gammaproteobacteria 

6 0.2 0.64 SAR11 

15 0.13 0.59 Proteobacteria 
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13 -0.15 0.57 Gammaproteobacteria 

39 0.15 0.57 Alphaproteobacteria 

30 -0.01 0.57 Alphaproteobacteria 

413 0.26 0.57 Oleibacter marinus 

10 -0.25 0.55 Roseovarius sp. 

122 0.25 0.54 Bacteroidetes 

4 -0.25 0.54 Bacteroidetes 

142 -0.24 0.54 Vibrio sp. 

1 0.13 0.52 Bacteroidetes 

70 -0.23 0.5 Flavobacteriaceae 

68 0.11 0.5 Vibrio sp. 

Πρϊτθ ςτιλθ: ο αφξων αρικμόσ του OTU. Δεφτερθ ςτιλθ: θ αλλαγι ςτθ ςχετικι ςυχνότθτα του OTU από 

C1D3-C3D3 ςε P1D3-P3D3. Σρίτθ ςτιλθ: θ ςυμβολι (%) του OTU ςτθ ςυνολικι μεταβλθτότθτα μεταξφ των δυο 

ομάδων δειγμάτων. Σζταρτθ ςτιλθ: θ ωυλογενετικι ταξινόμθςθ του κάκε OTU (ςτο μικρότερο δυνατό 

επίπεδο). Σα OTUs που ςυμβάλουν λιγότερο από 0.5% ςτθ ςυνολικι διαωοροποίθςθ δεν παρουςιάηονται. 
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Σφνοψθ 

 τθν εργαςία αυτι μελετικθκε θ βραχυπρόκεςμθ επίδραςθ τθσ προςκικθσ 

ωϊςωορου ςτθ δομι και τθ ςφςταςθ των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ τθσ 

Ανατολικισ Μεςογείου ςε πειραματικι διάταξθ μεςοκόςμων, χρθςιμοποιϊντασ 

pyrosequencing του 16S rRNA τθσ κοινότθτασ, μζκοδοσ που προςωζρει μεγάλθ διακριτικι 

ικανότθτα. Σα αποτελζςματα ζδειξαν ότι οι αλλαγζσ ιταν ελάχιςτεσ, παρά το γεγονόσ ότι θ 

βιομάηα και παραγωγικότθτα του βακτθριοπλαγκτοφ ςτθν περιοχι αυτι τθσ Μεςογείου 

περιορίηονται από τον ωϊςωορο. 
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Κεφάλαιο Γ. Διερεφνθςθ τθσ in situ δομισ και 
ςφςταςθσ των κοινοτιτων του 
βακτθριοπλαγκτοφ ςε τρεισ διαφορετικζσ 
περιοχζσ με αυξθμζνα κρεπτικά ςτθν Κριτθ 

 

Γ.1. Ειςαγωγι 

 Όπωσ παρουςιάςτθκε ςτθν ειςαγωγι του Β Κεωαλαίου, θ Ανατολικι Μεςόγειοσ 

είναι μια πολφ ολιγοτροωικι κάλαςςα, με τθν πρωτογενι παραγωγι να κυμαίνεται από 20 

ζωσ 30 μmol C m-3 day-1 (Thingstad et al. 2005). Ενϊ αυτόσ ωαίνεται να είναι ο κανόνασ ςε 

ευρεία κλίμακα, ςε μικρι κλίμακα και ειδικότερα ςτισ παράκτιεσ περιοχζσ οι 

ανκρωπογενείσ δραςτθριότθτεσ πολλζσ ωορζσ αυξάνουν τθν παροχι κρεπτικϊν 

αλλάηοντασ τθν "τροωικι κατάςταςθ" (trophic status) του οικοςυςτιματοσ. 

 Οι ιχκυοκαλλιζργειεσ είναι ο πιο ταχζωσ αναπτυςςόμενοσ τομζασ παραγωγισ 

τροωισ ςτον κόςμο, με τισ εγκαταςτάςεισ των ιχκυοκαλλιεργειϊν να καλφπτουν ζνα 

μεγάλο ποςοςτό των ρθχϊν και προςτατευμζνων από τα καιρικά ωαινόμενα περιοχϊν ςτθν 

Ελλάδα, τθν Κροατία και τθν Σουρκία κακϊσ θ ωφςθ των ακτογραμμϊν ςτισ χϊρεσ αυτζσ 

είναι ευνοϊκι για τθν εγκατάςταςθ μονάδων ιχκυοκαλλιζργειασ (Basurco and Larrazabal 

2000; Bravo and Montanes 2001). Οι ιχκυοκαλλιζργειεσ δρουν ωσ πθγι κρεπτικϊν για τα 

παρακείμενα ςε αυτζσ παράκτια οικοςυςτιματα, μζςω τθσ αποβολισ οργανικϊν ρφπων 

(που περιζχουν οργανικό άνκρακα, ωϊςωορο και άηωτο) από αχρθςιμοποίθτθ ιχκυοτροωι 

και περιττϊματα ψαριϊν (Karakassis et al. 1998; Holmer et al. 2008). Λίγεσ εργαςίεσ ζχουν 

εξετάςει τισ αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ του βακτθριοπλαγκτοφ κοντά ςε μονάδεσ 

ιχκυοκαλλιεργειϊν. Κάποιεσ εργαςίεσ αναωζρουν αυξθμζνθ βιομάηα του 

βακτθριοπλαγκτοφ ςτθ ςτιλθ του νεροφ και ςτο ίηθμα κοντά ςε ιχκυοκαλλιζργειεσ (Vezzulli 

et al. 2002; Bissett et al. 2007; Kawahara et al. 2009) ενϊ άλλεσ εργαςίεσ εςτιάηουν ςε 

αλλαγζσ ςτισ βιογεωχθμικζσ διεργαςίεσ του ιηιματοσ ςχετιηόμενεσ με τθν παρουςία 

ιχκυοκαλλιεργειϊν. 
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 Σα λιμάνια μπορεί επίςθσ να είναι περιοχζσ με αυξθμζνα κρεπτικά. Σα 

παραπροϊόντα από τα καφςιμα ςτα λιμάνια τα οποία περιζχουν αλειωατικοφσ 

υδρογονάνκρακεσ αποτελοφν πθγι άνκρακα για κάποια βακτθριακά ςτελζχθ (Teramoto et 

al. 2013). Πολλζσ ωορζσ επίςθσ τα λιμάνια αποτελοφν χϊρουσ εκβολισ ακατζργαςτων ι 

μερικά κατεργαςμζνων λυμάτων τα οποία είναι πλοφςια ςε κρεπτικά, όπωσ για 

παράδειγμα το λιμάνι τθσ Βικτϊρια ςτο Χονγκ-Κογκ (Zhang et al. 2007). Ακόμα, οι κινιςεισ 

των πλοίων εντόσ των λιμανιϊν αναταράςςουν το βυκό αυξάνοντασ τισ ςυγκεντρϊςεισ των 

κρεπτικϊν ςτθ ςτιλθ του νεροφ, ιδιαίτερα ςτα ρθχότερα λιμάνια  (Lindholm et al. 2001). Οι 

εργαςίεσ που εξετάηουν αλλαγζσ ςτθ δομι και τθ ςφςταςθ του βακτθριοπλαγκτοφ ςτα 

λιμάνια είναι λιγοςτζσ και τα ζωσ τϊρα αποτελζςματα αντικρουόμενα (Ma et al. 2009; Cury 

et al. 2011; Iannelli et al. 2012).  

 Ζνασ άλλοσ τφποσ ενδιαιτθμάτων που επθρεάηονται από αφξθςθ ςτα επίπεδα των 

κρεπτικϊν και του οργανικοφ άνκρακα είναι οι παράκτιοι κόλποι και οι λιμνοκάλαςςεσ. Θ 

εξωτερικι ροι κρεπτικϊν ςτα ενδιαιτιματα αυτά κυμαίνεται ςτα ίδια επίπεδα με τα 

υπόλοιπα εκβολικά ςυςτιματα αλλά οι ςθμαντικά μικρότερεσ λεκάνεσ απορροισ τουσ και 

οι χαμθλοί ρυκμοί ανανζωςθσ των υδάτων κάνουν τα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα αρκετά 

ευάλωτα ςτον ευτροωιςμό επειδι τα κρεπτικά ςυςςωρεφονται γρθγορότερα και θ μίξθ με 

τα νερά τθσ ανοικτισ κάλαςςασ είναι περιοριςμζνθ (McGlathery et al. 2007). Αυτό ζχει ωσ 

αποτζλεςμα τθν αυξθμζνθ εμωάνιςθ επιβλαβϊν ωυτοπλαγκτονικϊν ανκίςεων, το κάνατο 

μακροωυκϊν ςτον πυκμζνα, αλλαγζσ ςτο τροωικό πλζγμα, μειωμζνα επίπεδα οξυγόνου 

ςτο νερό και το ίηθμα και μείωςθ του ρυκμοφ ανοργανοποίθςθσ των κρεπτικϊν και του 

άνκρακα (Valette-Silver 1993; Boynton et al. 1996; Cloern 2001; McGlathery et al. 2007). ε 

ενδιαιτιματα με αυξθμζνθ ςταςιμότθτα νεροφ, τα παραπάνω ωαινόμενα αυξάνονται ςε 

ςυχνότθτα (Scavia et al. 2004; Scavia et al. 2006). Θ δομι και ςφςταςθ των κοινοτιτων του 

βακτθριοπλαγκτοφ ζχει μελετθκεί αρκετά ςε τζτοιου είδουσ ενδιαιτιματα. Εργαςίεσ ζχουν 

δείξει ότι οι κοινότθτεσ αυτζσ χαρακτθρίηονται από εποχικότθτα (Celussi et al. 2009), 

παροδικι κυριαρχία τθσ κοινότθτασ από ςυγκεκριμζνεσ ταξινομικζσ ομάδεσ (Piccini et al. 

2006), μειωμζνθ ποικιλότθτα ςε πολφ ρυπαςμζνεσ περιπτϊςεισ (Benlloch et al. 1995) ι 

αυξθμζνθ ποικιλότθτα που οωείλεται ςε μίξθ καλαςςινοφ και γλυκοφ νεροφ (Simonato et 

al. 2010; Taketani et al. 2010). 
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 τθν εργαςία αυτι εξετάςαμε τθν δομι και τθ ςφςταςθ του βακτθριοπλαγκτοφ ςε 

τρεισ περιοχζσ εμπλουτιςμζνεσ με κρεπτικά κατά μικοσ τθσ βόρειασ ακτισ τθσ Κριτθσ:  μια 

μονάδα ιχκυοκαλλιζργειασ, ζνα κλειςτό κόλπο με μειωμζνθ ανανζωςθ νεροφ κι ζνα αςτικό 

λιμάνι. υγκεκριμζνα, εςτιάςαμε ςτθν φπαρξθ ι όχι κοινϊν προτφπων ςτισ αλλαγζσ των 

ςυχνοτιτων ςυγκεκριμζνων ταξινομικϊν μονάδων και ςτισ αλλαγζσ των παραμζτρων τθσ α-

ποικιλότθτασ ςτισ περιοχζσ αυτζσ, ςε ςχζςθ με παρακείμενεσ περιοχζσ χωρίσ εμπλουτιςμό.  
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Γ.2. Υλικά και μζκοδοι  

Περιοχζσ και δειγματολθψία 

 Θ δειγματολθψία πραγματοποιικθκε από 27-29 Απριλίου, 2009, ςε τρεισ 

διαωορετικζσ περιοχζσ κατά μικοσ τθσ βόρειασ ακτισ τθσ Κριτθσ: α) ςτο λιμάνι τθσ οφδασ 

(Sd) (35°29'N  24° 4'E), β) ςτθ "λίμνθ" του Αγίου Νικολάου (Ag) (35°11’N 25°43’E) και γ) ςε 

παράκτια μονάδα ιχκυοκαλλιζργειασ κοντά ςτθ θτεία (St) (35°15’N 26°13'E) (Εικόνα 

Γ.2.1Α.). 

 

Εικόνα Γ.2.1. Χάρτθσ δειγματολθψίασ. 1Α: Οι τρείσ περιοχζσ κατά μικοσ τθσ βόρειασ ακτισ τθσ 

Κριτθσ. 1Β: Επθρεαςμζνοσ ςτακμόσ (SdI) και ςτακμόσ ελζγχου (SdC) ςτθ Σοφδα. 1C: 

Επθρεαςμζνοσ ςτακμόσ (AgI) και ςτακμόσ ελζγχου (AgC) ςτον Άγιο Νικόλαο. 1D: Επθρεαςμζνοσ 

ςτακμόσ (StI) και ςτακμόσ ελζγχου (StC) ςτθ Σθτεία. Όλεσ οι εικόνεσ αποκτικθκαν από το Google 

Earth™ και τροποποιικθκαν. 
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Θ πιο ανατολικι περιοχι, θ θτεία, απζχει 197.05 km από τθν πιο δυτικι, τθ οφδα, ενϊ θ 

ενδιάμεςθ περιοχι, ο Άγιοσ Νικόλαοσ, απζχει 49.95 και 153.54 km από τθ θτεία και τθ 

οφδα, αντίςτοιχα. ε κάκε περιοχι, θ δειγματολθψία πραγματοποιικθκε ςε δυο 

διαωορετικοφσ ςτακμοφσ: ςτουσ "επθρεαςμζνουσ", δθλαδι εντόσ του λιμανιοφ τθσ οφδασ, 

εντόσ τθσ "λίμνθσ" του Αγίου Νικολάου και ακριβϊσ κάτω από τουσ κλωβοφσ τθσ 

ιχκυοκαλλιζργειασ ςτθ θτεία αωενόσ και ςτουσ ςτακμοφσ ελζγχου αωετζρου, δθλαδι 

εκτόσ του λιμανιοφ ςτθ οφδα (κοντά ςτθν παραλία Μαράκι), εκτόσ τθσ "λίμνθσ" του Αγίου 

Νικολάου (εξωτερικά του λιμενοβραχίονα) και περίπου 500 m ανάντθ των κλωβϊν ςτθ 

θτεία (Εικόνεσ Γ.2.1Α, 1B, 1C). Δφο λίτρα νεροφ από βάκοσ τριϊν μζτρων ςυλλζχκθκαν εισ 

τριπλοφν ςε κάκε ςτακμό μζςω ωιάλθσ Niskin για τθν εξαγωγι DNA και άλλο μιςό λίτρο για 

τισ μετριςεισ των περιβαλλοντικϊν παραμζτρων, 2 ml από το οποίο μονιμοποιικθκε με 

γλουταραλδεψδθ για χριςθ ςτθν κυτταρομετρία ροισ. Ζτςι, το ςφνολο των δειγμάτων ιταν 

18: ζξι δείγματα (τρία "επθρεαςμζνα" και τρία δείγματα ελζγχου) από κάκε περιοχι. 

Εξαγωγι DNA και PCR 

 Θ εξαγωγι DNA και θ PCR πραγματοποιικθκαν όπωσ ςτο Κεωάλαιο Β.2. 

Μζτρθςθ περιβαλλοντικϊν παραμζτρων 

 Θ κερμοκραςία του νεροφ μετρικθκε κατά τθ δειγματολθψία με κερμόμετρο 

υδραργφρου. Σο pH, θ αλατότθτα και θ αγωγιμότθτα του νεροφ μετρικθκαν μζςω του 

HQ40d Multi-parameter meter (Hach, Loveland, CO, USA) ςτο Εργαςτιριο Τδρογεωχθμικισ 

Μθχανικισ και αποκατάςταςθσ εδαωϊν του τμιματοσ Μθχανικϊν Περιβάλλοντοσ του 

Πολυτεχνείου Κριτθσ.  

 Ο ςυνολικόσ αρικμόσ των ετερότροωων βακτθρίων ςε κάκε δείγμα μετρικθκε με 

κυτταρομετρία ροισ χρθςιμοποιϊντασ τον κυτταρομετρθτι Becton & Dickinson FACSCalibur 

(Becton & Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) ο οποίοσ ιταν εξοπλιςμζνοσ με λζιηερ μικουσ 

κφματοσ 488 nm και ςτάνταρντ ωίλτρα, χρθςιμοποιϊντασ milli-Q απεςταγμζνο νερό για τθ 

ροι. Σα δείγματα αναλφκθκαν ςε υψθλι ροι για 1 min. Θ ακριβισ ροι μετροφνταν 

θμερθςίωσ και ο αρικμόσ των κυττάρων καταμετρικθκε και αναλφκθκε με τα λογιςμικά 

Cell Quest και Paint-A-Gate (Becton & Dickinson), αντίςτοιχα. Σα δείγματα (2 ml) είχαν 

προθγουμζνωσ μονιμοποιθκεί κατά τθ δειγματολθψία ςε ςτείρο διάλυμα 
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γλουταραλδεψδθσ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, τελικισ ςυγκζντρωςθσ 5% v/v). Μετά 

τθ μονιμοποίθςθ, τα δείγματα αποκθκεφτθκαν ςε υγρό άηωτο και κατόπιν ςτουσ -80 °C 

μζχρι τθ μζτρθςθ. Μετά από ξεπάγωμα ςε κερμοκραςία δωματίου, ακολοφκθςε χρϊςθ 

των δειγμάτων με SybrGreen I (ςε διάλυμα 4 x 10-4 τθσ αρχικισ ςυγκζντρωςθσ) και επϊαςθ 

για 10 min ςτο ςκοτάδι. 

 Για τθ μζτρθςθ τθσ χλωροωφλλθσ-α, δείγμα νεροφ (0.5 L) ωιλτραρίςτθκε από ωίλτρα 

υαλωδϊν ινϊν (Whatman GF/F, διαμζτρου 47 mm και μζγεκοσ πόρου 0.7 μm) με αντλία 

κενοφ κατά τθ δειγματολθψία. Σα ωίλτρα κρατικθκαν παγωμζνα ςτουσ -20 °C μζχρι τθ 

μζτρθςθ. Θ ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροωφλλθσ-α μετρικθκε με τθ μζκοδο των Holm-Hansen 

et al. (1965) (Holm-Hansen et al. 1965) με τθ χριςθ ωωτόμετρου Turner μετά από εξαγωγι 

ςε διάλυμα ακετόνθσ 90% v/v ςτουσ 4 °C για 16 h.  

 Θ μζτρθςθ του διαλυμζνου αηϊτου (dissolved nitrogen- DN) και ωϊςωορου 

(dissolved phosphorus -DP) ςτθ ςτιλθ του νεροφ ζγινε με χϊνευςθ κατά Kjeldahl, 

χρθςιμοποιϊντασ τα πρωτόκολλα 8075, 8039 και 8048 και τα αντίςτοιχα αντιδραςτιρια τθσ 

HACH. Οι μετριςεισ ζγιναν ςε ωωτόμετρο DR 2800 (HACH) ςτο Εργαςτιριο 

Τδρογεωχθμικισ Μθχανικισ και αποκατάςταςθσ εδαωϊν του τμιματοσ Μθχανικϊν 

Περιβάλλοντοσ του Πολυτεχνείου Κριτθσ. Σο DN μετρικθκε ωσ το άκροιςμα των νιτρικϊν 

και του ςυνολικοφ Kjeldahl αηϊτου (total Kjeldahl nitrogen, TKN). Σο DP μετρικθκε με τθ 

μζκοδο 8048 τθσ HACH μετά από χϊνευςθ κατά Kjeldahl. Σο όριο ανίχνευςθσ και για τισ 

δυο μετριςεισ ιταν 0.02 mg L-1 ενϊ το όριο ποςοτικοποίθςθσ ιταν 0.07 mg L-1 για το DN 

και 0.05 mg L-1 για το DP. 

 Ο διαλυμζνοσ οργανικόσ άνκρακασ (dissolved organic carbon - DOC) μετρικθκε ςε 

αναλυτι TOC-Vcpn (Shimadzu, Duisburg, Germany). Για τθν αωαίρεςθ του ανόργανου 

άνκρακα, τα δείγματα νεροφ αρχικά οξινίςτθκαν με 2N HCl ςε pH 2 και το παραγόμενο CO2 

αωαιρζκθκε με ροι αερίου Ν2 ςτο υγρό για 10 min ανά δείγμα.   

 Όλεσ οι παραπάνω αναλφςεισ ζγιναν εισ τριπλοφν για τθν εκτίμθςθ των τυπικϊν 

ςωαλμάτων. Για τον κακοριςμό των DN, DP και DOC, το δείγμα νεροφ αρχικά 

ωιλτραρίςτθκε ςε ωίλτρο διαμζτρου 0.22 μm (Millipore, Billerica, MA, USA) για τθν 

αωαίρεςθ του κυτταρικοφ και ςωματιδιακοφ N, P και C. 
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Pyrosequencing 

 Σο pyrosequencing ζγινε όπωσ το Κεωάλαιο Β.2., ςτο ΕΛΚΕΚΕ και ςτο High-

Throughput Sequencing and Genotyping Unit, R.J. Carver Biotechnology Center, 

Πανεπιςτιμιο του Illinois. Οι αλλθλουχίεσ ςτθν αρχικι τουσ μορωι (.sff αρχεία) 

μεταωοτρϊκθκαν ςτθ βάςθ δεδομζνων SRA τθσ NCBI με κωδικό SRP016044 για ολόκλθρο 

το πείραμα. 

Ανάλυςθ των αλλθλουχιϊν in silico 

 Θ αρχικι διόρκωςθ των αλλθλουχιϊν ζγινε με το AmpliconNoise (Quince et al. 2011) 

όπωσ ςτο Κεωάλαιο Β.2. Σα OTUs όμωσ ςτθν εργαςία αυτι ςχθματίςτθκαν με average 

linkage αντί για complete linkage hierarchical clustering χρθςιμοποιϊντασ τον αλγόρικμο 

UClust (Edgar 2010). Θ ωυλογενετικι ταξινόμθςθ των OTUs ζγινε ςτο QIIME v 1.8. 

(Caporaso et al. 2010b) ςυγκρίνοντασ τισ αντιπροςωπευτικζσ τουσ αλλθλουχίεσ ζναντι τθσ 

νεότερθσ ζκδοςθσ (Μάιοσ 2013) τθσ βάςθσ δεδομζνων Greengenes (McDonald et al. 2012). 

Σα OTUs που ιταν ωυλογενετικά ςυνδεδεμζνα με τον κλάδο SAR86  αναταξινομικθκαν 

λόγω γνωςτοφ προβλιματοσ ςχετικά με αυτόν τον κλάδο ςε αυτιν τθν ζκδοςθ τθσ 

Greengenes (Δρ. Phil Hugenholtz, προςωπικι επικοινωνία). Σα OTUs που προζρχονταν από 

πλαςτίδια διάτομων κι εκείνα που αντιπροςωπεφονταν από μια μοναδικι παρατιρθςθ ςε 

όλο το ςετ δεδομζνων απομακρφνκθκαν πριν κάκε περαιτζρω ανάλυςθ. Χρθςιμοποιϊντασ 

τον κατάλλθλο αλγόρικμο του QIIME (single_rarefaction.py) ζγινε τυχαία δειγματολθψία 

χωρίσ επανατοποκζτθςθ ςτον πίνακα OTU για το μικρότερο δειγματολθπτικό μζγεκοσ (Ν) 

ζτςι ϊςτε όλα τα δείγματα να ζχουν το ίδιο Ν. Από τον πίνακα OTU που ςχθματίςτθκε, 

υπολογίςτθκε ο ποςοτικόσ δείκτθσ β-ποικιλότθτασ Bray-Curtis μετά από μεταςχθματιςμό 

(υπολογιςμόσ τθσ τετραγωνικισ ρίηασ) των ςυχνοτιτων. Αυτό ζγινε για τθ μείωςθ τθσ 

επιρροισ των πιο κοινϊν OTUs ςτον υπολογιςμό του δείκτθ β-ποικιλότθτασ Bray-Curtis 

(δείτε §Α.3.).  

Στατιςτικζσ αναλφςεισ 

 Οι παράμετροι τθσ α-ποικιλότθτασ (H'log2, J' και ES4217) υπολογίςτθκαν ςτο 

πρόγραμμα Primer 6 (PRIMER-E Ltd, Plymouth, UK). Οι αναλφςεισ SIMPER (similarity 

percentage) και ANOSIM (analysis of similarity) πραγματοποιικθκαν επίςθσ ςτο Primer 6. 
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Σα κθκογράμματα (box-plots), τα μθ-παραμετρικά t-tests και οι ςυςχετίςεισ κατάταξθσ 

Spearman (Spearman rank correlations) μεταξφ των ςυχνοτιτων των πιο κοινϊν 

ταξινομικϊν ομάδων και των περιβαλλοντικϊν παραμζτρων πραγματοποιικθκαν ςτο 

πρόγραμμα PAST v.2.17c (Hammer et al. 2001). Σα p-values όταν πραγματοποιοφνταν 

πολλαπλζσ ςυγκρίςεισ διορκϊκθκαν με τθ μζκοδο FDR (Benjamini and Hochberg 1995). Θ 

γραωικι αναπαράςταςθ των rarefaction curves, θ ανάλυςθ κφριων ςυντεταγμζνων 

(principal coordinates analysis -PCoA) και το UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 

Arithmetic Mean) δενδρόγραμμα με jackknife υποςτιριξθ (από 100 OTU tables 

ςχθματιηόμενα με τυχαία δειγματολθψία χωρίσ επανατοποκζτθςθ με Ν=4217) 

πραγματοποιικθκαν ςτο QIIME v.1.8. 
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Γ.3. Αποτελζςματα  

 Θ κερμοκραςία του νεροφ ςτισ τρεισ περιοχζσ κυμάνκθκε από 17 ωσ 17.6 °C, θ 

αλατότθτα από 38 ωσ 18.6 gr NaCl L-1 και θ αγωγιμότθτα από 57.1 ωσ 57.9 mS cm-1. Σο pH 

κυμάνκθκε από 7.96 ωσ 8.14 εκτόσ από τα δείγματα κάτω από τουσ κλωβοφσ ςτθ θτεία 

όπου ιταν ελαωρϊσ χαμθλότερο (7.58). Οι ςυγκεντρϊςεισ των DP και DN ιταν όμοιεσ ςτα 

δείγματα ελζγχου από όλεσ τισ περιοχζσ (0.54-0.57 mg L-1 και 3.2-3.81 mg L-1, αντίςτοιχα). Θ 

ςυγκζντρωςθ του DP δεν ιταν αυξθμζνθ ςτα επθρεαςμζνα δείγματα από όλεσ τισ περιοχζσ 

(0.53-0.56 mg L-1) αλλά αυτό είναι αναμενόμενο δεδομζνθσ τθσ πενίασ ωϊςωορου ςε αυτό 

το κομμάτι τθσ Μεςογείου (Thingstad et al. 2005). Θ ςυγκζντρωςθ του DN ιταν αυξθμζνθ 

κατά 32-45% (4.63-5.03 mg L-1) ςτα επθρεαςμζνα δείγματα ςε ςχζςθ με τα δείγματα 

ελζγχου. Θ ςυγκζντρωςθ του DOC διζωερε ανάμεςα ςτα δείγματα ελζγχου (1.4-2.4 mg L-1). 

τα επθρεαςμζνα δείγματα, θ ςυγκζντρωςθ του DOC αυξικθκε από 42-233% ςε ςχζςθ με 

τα δείγματα ελζγχου. Ομοίωσ, θ ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροωφλλθσ-α και ο αρικμόσ των 

ετερότροωων βακτθριακϊν κυττάρων αυξικθκαν ςτα επθρεαςμζνα δείγματα κατά 54.2- 

80.3% και 111.1-423.8%, αντίςτοιχα. Οι περιβαλλοντικζσ παράμετροι παρουςιάηονται 

ςυνοπτικά ςτον Πίνακα Γ.3.1. 

Πίνακασ Γ.3.1. Οι μζςεσ τιμζσ ± ζνα τυπικό ςφάλμα για τισ περιβαλλοντικζσ παραμζτρουσ ςε κάκε 

ςτακμό. 

 
Οι κωδικοί των δειγμάτων είναι ςφμωωνα με τθν Εικόνα Γ.2.1. Οι περιβαλλοντικζσ παράμετροι είναι: 

κερμοκραςία νεροφ (T), pH, αλατότθτα, αγωγιμότθτα, διαλυμζνο άηωτο (DN), ωϊςωοροσ (DP), οργανικόσ 

άνκρακασ (DOC), αρικμόσ των ετερότροωων βακτθρίων (Ετερ. Βακτ.) και ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροωφλλθσ-α 

(chl-α). 

 SdC SdI AgC AgI StC StI 

T (°C) 17.4±0.2 17.5±0.1 17.2±0.2 17.5±0.1 17.2±0.1 17.1±0.1 

pH 7.96±0.01 8.02±0.01 8.13±0.01 8.14±0.02 8.11±0.01 7.58±0.01 

αλατότθτα (gr NaCl L-1) 38.6±0 38.4±0 38±0 38.1±0 38.3±0 38.2±0 

αγωγιμότθτα (mS cm-1) 57.9±0 57.6±0 57.1±0 57.2±0 57.5±0 57.4±0 

DN (mg L-1) 3.81±0.4 5.03±0.7 3.2±0.5 4.36±0.6 3.46±0.5 4.78±0.08 

DP (mg L-1) 0.54±0.01 0.56±0.02 0.57±0.02 0.53±0.04 0.55±0.02 0.56±0.04 

DOC (mg L-1) 2.48±0.02 3.7±0.05 1.42±0.06 2.36±0.02 1.52±0.02 5.07±0.05 

Ετερ. Βακτ. (106cells ml-1) 0.36±0.2 0.56±0.02 0.36±0.01 0.62±0.06 0.43±0.04 0.78±0.01 

Chl-α (μg L-1) 0.12±0.01 0.26±0.02 0.21±0.01 1.1±0.06 0.36±0.02 0.76±0.04 
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 Μια ςφνοψθ των ςταδίων τθσ διόρκωςθσ των αλλθλουχιϊν παρουςιάηεται ςτον 

Πίνακα Γ.3.2. Σο μικρότερο δειγματολθπτικό μζγεκοσ, Ν, μετά τον κακαριςμό των 

αλλθλουχιϊν ιταν 4875 (για το δείγμα StI1). Μετά όμωσ από τθν αωαίρεςθ των 

πλαςτιδιακϊν αλλθλουχιϊν οι οποίεσ ιταν πολφ αυξθμζνεσ ςτα δείγματα εντόσ τθσ 

"λίμνθσ" του Αγίου Νικολάου (12.7-15.8% επί του ςυνόλου ζναντι 0.5-7.3% ςτα άλλα 

δείγματα), πικανϊσ λόγω αυξθμζνου αρικμοφ διατόμων ςτο νερό ςτα δείγματα αυτά και 

τθσ ακόλουκθσ αωαίρεςθσ των "μοναδιαίων" (singleton) OTUs (0.2-3.8% επί του ςυνόλου 

των αλλθλουχιϊν ανά δείγμα), το μικρότερο Ν ιταν 4217 (ςτο δείγμα AgI1). 

Πίνακασ Γ.3.2. Ο αρικμόσ των αλλθλουχιϊν και τα ςτάδια διόρκωςθσ για κάκε δείγμα. 

Sample Αρχικά Πρϊτο ςτάδιο 
(%μικρϊν/κορφβου) 

Χίμαιρεσ (%χιμαιρικϊν) Κακαρζσ 

StI1 6147 5357 (12.85) 482 (8.99) 4875 

StI2 9424 8179 (13.21) 531 (6.49) 7648 

StI3 8875 7904 (10.94) 468 (5.92) 7436 

StC1 9073 8072 (11.03) 1211 (15.00) 6861 

StC2 6771 6038 (10.82) 823 (13.63) 5215 

StC3 7059 6209 (12.04) 1014 (16.33) 5195 

AgI1 6925 5964 (13.87) 1062 (17.80) 4902 

AgI2 8683 7616 (12.28) 1475 (19.36) 6141 

AgI3 8305 7419 (10.66) 1298 (17.49) 6121 

AgC1 17118 14947 (12.68) 2341 (15.66) 12606 

AgC2 12197 10669 (12.52) 1679 (15.73) 8990 

AgC3 9169 8087 (11.80) 1176 (14.54) 6911 

SdI1 9352 8243 (11.85) 989 (11.99) 7254 

SdI2 8478 7314 (13.72) 1151 (15.73) 6163 

SdI3 11560 10088 (12.73) 1233 (12.22) 8855 

SdC1 12344 10922 (11.51) 1125 (10.30) 9797 
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Οι κωδικοί των δειγμάτων είναι ςφμωωνα με τθν Εικόνα Γ.2.1. Οι αρικμοί ςτο τζλοσ υποδθλϊνουν τον αρικμό 

τθσ επανάλθψθσ. Πρϊτθ ςτιλθ: ο αρικμόσ των αρχικϊν αλλθλουχιϊν. Δεφτερθ ςτιλθ: ο αρικμόσ των 

αλλθλουχιϊν μετά το πρϊτο ςτάδιο κακαριςμοφ. Σρίτθ ςτιλθ: ο αρικμόσ των χιμαιρικϊν αλλθλουχιϊν. 

Σζταρτθ ςτιλθ: Ο αρικμόσ των αλλθλουχιϊν μετά τθ διόρκωςθ, ανά δείγμα. Οι αρικμοί ςτισ παρενκζςεισ 

ςυμβολίηουν τα ποςοςτά που αωαιρζκθκαν ςε κάκε ςτάδιο. 

 

Οι αλλθλουχίεσ μετά τον αρχικό κακαριςμό ςχθμάτιςαν 3,275 OTUs, από τα οποία 78 ιταν 

πλαςτιδιακά και απομακρφνκθκαν. Οι rarefaction curves που ςχθματίςτθκαν ςτο ςτάδιο 

αυτό, με βάςθ το δείκτθ ES, ζδειξαν ότι θ δειγματολθψία μπορεί να χαρακτθριςτεί ωσ 

μερικϊσ "επαρκισ", αωοφ δεν άρχιςαν όλεσ να κλίνουν ικανοποιθτικά προσ τον άξονα Χ 

(Εικόνα Γ.3.1.). 

  

SdC2 10459 9241 (11.64) 1011 (10.94) 8230 

SdC3 10670 9493 (11.03) 684 (7.20) 8809 

Total 172609 151762 (12.07 mean) 13560 (13.07 mean) 132009 
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Εικόνα Γ.3.1. Οι rarefaction curves για όλα τα δείγματα. Κάκε καμπφλθ αντιςτοιχεί ςε ζνα 

διαφορετικό δείγμα. Τα ονόματα των δειγμάτων δεν παρουςιάηονται για λόγουσ ευκρίνειασ. 

 Μετά από τθ ωυλογενετικι ταξινόμθςθ, θ πλειοψθωία των OTUs (>99.6%) 

αντιςτοιχίςτθκε ςε 328 Γζνθ, 198 Οικογζνειεσ, 108 Σάξεισ, 55 Κλάςεισ και 28 Φφλα, του 

Βαςιλείου των Βακτθρίων (Πίνακασ Γ.3.3.). Σρία κφρια Φφλα αποτελοφςαν το 93.4-99.5% 

τθσ κοινότθτασ κάκε δείγματοσ; τα Proteobacteria (67-84% ανά δείγμα), τα Bacteroidetes 

(6-32% ανά δείγμα) και τα Cyanobacteria (1-14% ανά δείγμα). Σα Alphaproteobacteria 

(44.6% κατά μζςο όρο), τα Gammaproteobacteria (28.7% κατά μζςο όρο), τα Flavobacteria 

(11.4% κατά μζςο όρο) και τα Synechococcophycideae (6.5% κατά μζςο όρο) ιταν οι κφριεσ 

Κλάςεισ. Οι ομάδεσ με τθ μεγαλφτερθ ςυχνότθτα ςε κάκε Κλάςθ ιταν οι Rickettsiales-

Rhodobacterales, οι Alteromonadales-Oceanospirillales-SAR86, οι Flavobacteriales και οι 

Synechococcales, αντίςτοιχα. Ακολοφκωσ, οι ομάδεσ με τθ μεγαλφτερθ ςυχνότθτα ιταν οι 

Pelagibacteraceae, Rhodobacteraceae, Alteromonadaceae-Colwelliaceae-OM60, 

Cryomorphaceae-Flavobacteriaceae και Synechococcaceae.  
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Πίνακασ Γ.3.3. Η κατανομι των φυλογενετικϊν ομάδων ςτα δείγματα των ςτακμϊν κάκε 

περιοχισ. 

Οι κωδικοί των δειγμάτων είναι ςφμωωνα με τθν Εικόνα Γ.2.1. Οι επαναλιψεισ ζχουν ςυμψθωιςτεί. Ο 

ςυνολικόσ αρικμόσ των διαωορετικϊν ομάδων κάκε ωυλογενετικοφ επιπζδου ωαίνεται ςτθν τελευταία ςτιλθ. 

 

Μεταβλθτότθτα τθσ κοινότθτασ ανάμεςα ςτα δείγματα 

 Τπολογίςτθκε ο δείκτθσ ομοιότθτασ Bray-Curtis μεταξφ όλων των δειγμάτων και 

ακολοφκωσ εξετάςτθκε πικανι ομαδοποίθςθ χρθςιμοποιϊντασ το ANOSIM τεςτ. Σα 

δείγματα ελζγχου από όλεσ τισ περιοχζσ ςχθμάτιςαν μια διακριτι ομάδα (ANOSIM test, 

global R=0.615, p=0.016), ενϊ κάκε τριάδα "επθρεαςμζνων" δειγμάτων από κάκε περιοχι 

ςχθμάτιςε μια ξεχωριςτι ομάδα (ANOSIM test, global R=1, p=0.004), γεγονόσ που 

υποδθλϊνει ότι οι τρεισ ομάδεσ των "επθρεαςμζνων" δειγμάτων διζωεραν τόςο από τα 

δείγματα ελζγχου όςο και μεταξφ τουσ. Ζνα UPGMA δενδρόγραμμα με υποςτιριξθ 

jackknife, το οποίο απεικονίηει τισ ςχζςεισ μεταξφ των δειγμάτων, παρουςιάηεται ςτθν 

Εικόνα Γ.3.2. 

 AgI AgC StI StC SdI SdC Σφνολο 

Μζςοσ αρικμόσ Γενϊν 99.33 90.33 79.66 84.33 126.00 136.33 328 

Μζςοσ αρικμόσ Οικογενειϊν 70.33 68.66 60.00 70.00 90.33 102.33 198 

Μζςοσ αρικμόσ Τάξεων 44.3 44.00 39.33 44.00 52.33 62.00 108 

Μζςοσ αρικμόσ Κλάςεων 19.00 21.33 20.00 21.66 24.00 30.66 55 

Μζςοσ αρικμόσ Φφλων 8.33 11.66 9.66 11.00 12.00 15.66 28 
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Εικόνα Γ.3.2. UPGMA δενδρόγραμμα με jackknife υποςτιριξθ (από 100 δζντρα). Οι κωδικοί των 

δειγμάτων είναι ςφμφωνα με τθν Εικόνα Γ.2.1. Ο αρικμόσ ςτο τζλοσ κάκε κωδικοφ αντιςτοιχεί 

ςτον αρικμό τθσ επανάλθψθσ. Οι κόμβοι με >75% jackknife υποςτιριξθ απεικονίηονται μαφροι 

ενϊ οι κόμβοι με <75% jackknife υποςτιριξθ γκρι. 

 

Αλλαγζσ ςτισ παραμζτρουσ τθσ α-ποικιλότθτασ 

 Ο δείκτθσ Shannon (H'log2), ο παρατθροφμενοσ αρικμόσ των OTUs (S) και θ 

ιςοκατανομι κατά Piellou (J’) χρθςιμοποιικθκαν για να εκτιμθκοφν οι αλλαγζσ ςτθ 

ςυνολικι ποικιλότθτα, ςτον αρικμό των διαωορετικϊν OTUs για το ίδιο δειγματολθπτικό 

μζγεκοσ (4217) και ςτθν ιςοκατανομι τθσ κοινότθτασ, αντίςτοιχα, μεταξφ "επθρεαςμζνων" 

και δειγμάτων ελζγχου ςε κάκε περιοχι. τον Άγιο Νικόλαο, ο αρικμόσ των 

παρατθροφμενων OTUs δεν άλλαξε, ενϊ θ ιςοκατανομι και θ ςυνολικι ποικιλότθτα 
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αυξικθκαν ςτα "επθρεαςμζνα" δείγματα (Πίνακασ Γ.3.4.). Όλεσ οι εξεταηόμενεσ 

παράμετροι μειϊκθκαν ςτα δείγματα κάτω από τουσ κλωβοφσ ςτθ θτεία (Πίνακασ Γ.3.4.). 

τα "επθρεαςμζνα" δείγματα ςτθ οφδα, ο αρικμόσ των παρατθροφμενων OTUs μειϊκθκε, 

θ ιςοκατανομι αυξικθκε, ενϊ θ ςυνολικι ποικιλότθτα δεν άλλαξε (Πίνακασ Γ.3.4.). 

 

Πίνακασ Γ.3.4. Ο αρικμόσ των παρατθροφμενων OTUs (S), θ ιςοκατανομι κατά Piellou (J’)  και ο 

δείκτθσ Shannon (H'(log2)) για κάκε δείγμα. 

τατιςτικά ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτισ παραμζτρουσ παρουςιάηονται ςτθν τελευταία γραμμι. Οι κωδικοί των 

δειγμάτων είναι ςφμωωνα με τθν Εικόνα Γ.2.1. 

 

Αλλαγζσ ςτισ ςυχνότθτεσ των ταξινομικϊν ομάδων με τθ μεγαλφτερθ αφκονία 

 Εξετάςτθκαν οι αλλαγζσ μεταξφ "επθρεαςμζνων" και δειγμάτων ελζγχου ςε κάκε 

περιοχι, ςτισ ςυχνότθτεσ των ταξινομικϊν ομάδων με τθ μεγαλφτερθ αωκονία, δθλαδι τισ 

οκτϊ πιο άωκονεσ βακτθριακζσ Οικογζνειεσ και τον κλάδο SAR86. Για πζντε από τισ εννζα 

ομάδεσ, θ τάςθ ςτισ αλλαγζσ των ςυχνοτιτων ιταν όμοια για κάκε περιοχι: οι ςυχνότθτεσ 

των Rhodobacteraceae, Alteromonadaceae και Cryomorphaceae αυξικθκαν, ενϊ οι 

ςυχνότθτεσ των Pelagibacteraceae και SAR86 μειϊκθκαν, ςτα "επθρεαςμζνα" δείγματα ςε 

ςχζςθ με τα δείγματα ελζγχου (Πίνακασ Γ.3.5.).  

 

 

 

 S Ag J' Ag H'(log2) Ag S St J' St H'(log2) St S Sd J' Sd H'(log2) Sd 

Impacted1 222 0.6529 5.089 172 0.5396 4.042 250 0.6670 5.313 
Impacted2 231 0.6591 5.175 145 0.4742 3.428 245 0.6591 5.231 
Impacted3 208 0.6546 5.041 142 0.4291 2.954 268 0.6602 5.325 
Control1 221 0.6212 4.838 186 0.6750 5.089 337 0.6296 5.286 
Control2 194 0.6181 4.697 202 0.6472 4.956 318 0.6212 5.164 
Control3 209 0.6306 4.861 197 0.6485 4.943 289 0.6215 5.081 

increase/decrease - αφξθςθ αφξθςθ μείωςθ μείωςθ μείωςθ μείωςθ αφξθςθ - 
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Πίνακασ Γ.3.5. Η μζςθ αλλαγι ςτισ ςχετικζσ ςυχνότθτεσ των εννζα ταξινομικϊν ομάδων με τθ 

μεγαλφτερθ αφκονία (πρϊτθ ςτιλθ) για κάκε ςτακμό ςε κακεμία από τισ τρεισ περιοχζσ. Οι 

επαναλιψεισ ζχουν ςυμψθφιςτεί. 

 
SdC SdI Αλλαγι AgC AgI Αλλαγι StC StI Αλλαγι 

Pelagibacteraceae 46.2 31.3 -32.4% 55.2 15.6 -71.7% 47.2 7.6 -83.9% 

SAR86 9.7 8.5 -12.7% 9.6 5.21 -45.7% 11.7 2.0 -82.8% 

Rhodobacteraceae 6.8 11.0 +60.9% 3.9 25.8 +565% 2.8 12.5 +346% 

Alteromonadaceae 1.3 4.4 +246% 1.0 8.5 +745% 1.3 46.2 +3,532% 

Cryomorphaceae 0.8 1.4 +74.3% 0.8 3.0 +278% 0.5 12.4 +2,315% 

Flavobacteriaceae 3.7 6.7 +79.5% 5.3 22.2 +319% 6.3 3.2 -50.0% 

Synechococcaceae 7.1 12.1 +70.3% 6.3 0.7 -88.5% 11.4 1.6 -85.7% 

OM60 1.9 2.6 +34.1% 1.3 2.0 +56.9% 0.2 0.1 -50.0% 

Colwelliaceae 0.1 0.06 -38.5% 0.06 0.1 +114% 0.01 8.5 +100,800% 

Οι κωδικοί των δειγμάτων είναι ςφμωωνα με τθν Εικόνα Γ.2.1. Κάκε τρίτθ ςτιλθ μετά τθν πρϊτθ δείχνει τθν 

αλλαγι (%) τθσ ςχετικισ ςυχνότθτασ κάκε ομάδασ, ςτα "επθρεαςμζνα" δείγματα ςε ςχζςθ με τα δείγματα 

ελζγχου για κάκε περιοχι. 

 

Οι αλλαγζσ ςτισ ςυχνότθτεσ των πζντε αυτϊν ομάδων μποροφν να εξθγιςουν τθν 

πλειοψθωία τθσ μεταβλθτότθτασ ςτισ κοινότθτεσ μεταξφ "επθρεαςμζνων" δειγμάτων και 

δειγμάτων ελζγχου ςε κάκε περιοχι (SIMPER, n=6, 55.96, 59.81 and 73.04% τθσ ςυνολικισ 

μεταβλθτότθτασ ςτθ οφδα, τον Άγιο Νικόλαο και τθ θτεία, αντίςτοιχα). Μια διπλι 

ανάλυςθ κφριων ςυντεταγμζνων, ςτθν οποία απεικονίηονται οι ςυχνότθτεσ των παραπάνω 

πζντε ομάδων ςε ςχζςθ με τθ διάταξθ των κοινοτιτων των δειγμάτων, παρουςιάηεται ςτθν 

Εικόνα Γ.3.3. Σο πρότυπο τθσ αλλαγισ των ςυχνοτιτων για τισ άλλεσ τζςςερισ ομάδεσ ιταν 

διαωορετικό. Θ ςυχνότθτα των Flavobacteriaceae και OM60 αυξικθκε ςτθ οφδα και τον 

Άγιο Νικόλαο αλλά μειϊκθκε ςτθ θτεία, θ ςυχνότθτα των Synechococcaceae αυξικθκε ςτθ 

οφδα αλλά μειϊκθκε ςτον Άγιο Νικόλαο και τθ θτεία και θ ςυχνότθτα των Colwelliaceae 

μειϊκθκε ςτθ οφδα αλλά αυξικθκε ςτον Άγιο Νικόλαο και τθ θτεία (Πίνακασ Γ.3.5.). 
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Εικόνα Γ.3.3. Διπλι ανάλυςθ κφριων ςυντεταγμζνων των δειγμάτων και των ομάδων 

Pelagibacteraceae (Pel), SAR86, Rhodobacteraceae (Rho), Alteromonadaceae (Alt) και 

Cryomorphaceae (Cry). Οι κωδικοί των δειγμάτων είναι ςφμφωνα με τθν Εικόνα Γ.2.1. Ο αρικμόσ 

ςτο τζλοσ κάκε κωδικοφ αντιςτοιχεί ςτον αρικμό τθσ επανάλθψθσ. Τα δείγματα ελζγχου 

παριςτάνονται με μαφρεσ ςφαίρεσ ενϊ τα "επθρεαςμζνα" δείγματα με γκρίηεσ ςφαίρεσ. Οι 

βακτθριακζσ ταξινομικζσ ομάδεσ παριςτάνονται με λευκζσ ςφαίρεσ, με διαμζτρουσ ανάλογεσ τθσ 

μζςθσ ςυχνότθτασ τθσ ομάδασ ανά τα δείγματα. 

 Εξετάςτθκε επίςθσ τυχόν ςυςχετιςμόσ μεταξφ των αλλαγϊν ςτισ ςυχνότθτεσ 

κακεμιάσ από τισ εννζα ομάδεσ με τθ μεγαλφτερθ αωκονία και των περιβαλλοντικϊν 

παραμζτρων ςχετικϊν με τον εμπλουτιςμό με κρεπτικά, δθλαδι τον αρικμό των 

ετερότροωων βακτθρίων, τθ ςυγκζντρωςθ χλωροωφλλθσ-α και τισ ςυγκεντρϊςεισ των DP, 

DN και DOC. Οι ςυχνότθτεσ των Alteromonadaceae και Rhodobacteraceae ςυςχετίςτθκαν 

κετικά με τον αρικμό των ετερότροωων βακτθρίων, τθ ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροωφλλθσ-α 

και τισ ςυγκεντρϊςεισ των DN και DOC (n=18, 0.884>rho>0.552, 0.04>p>3E-06) (Πίνακασ 

Γ.3.6.). Θ ςυχνότθτα των Cryomorphaceae ςυςχετίςτθκε κετικά με τον αρικμό των 

ετερότροωων βακτθρίων, τθ ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροωφλλθσ-α και τθ ςυγκζντρωςθ του 

DOC (n=18, 0.697>rho>0.556, 0.04>p>0.003) (Πίνακασ Γ.3.6.). Θ ςυχνότθτα των 

Pelagibacteraceae ςυςχετίςτθκε αρνθτικά με τον αρικμό των ετερότροωων βακτθρίων, τθ 
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ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροωφλλθσ-α και τισ ςυγκεντρϊςεισ των DN και DOC (n=18, -

0.705>rho>-0.917, 0.003>p>2E-07) (Πίνακασ Γ.3.6.). Θ ςυχνότθτα των SAR86 ςυςχετίςτθκε 

αρνθτικά με τον αρικμό των ετερότροωων βακτθρίων και τισ ςυγκεντρϊςεισ των DN και 

DOC (n=18, -0.613>rho>-0.670, 0.017>p>0.006) (Πίνακασ Γ.3.6.). Θ ςυχνότθτα των 

Colwelliaceae ςυςχετίςτθκε κετικά με τθ ςυγκζντρωςθ του DOC (n=18, rho=0.624, p=0.014) 

(Πίνακασ Γ.3.6.) ενϊ οι ςυχνότθτεσ των Flavobacteriaceae, Synechococcaceae και OM60 δεν 

ςυςχετίςτθκαν με καμία από τισ εξεταηόμενεσ μεταβλθτζσ (n=18, 0.461>rho>-0.463, 

1>p>0.08) (Πίνακασ Γ.3.6.). 

Table 4. Οι ςυςχετίςεισ κατά Spearman ανάμεςα ςτισ ςυχνότθτεσ των εννζα ταξινομικϊν ομάδων 

με τθ μεγαλφτερθ αφκονία και τισ περιβαλλοντικζσ παραμζτρουσ που ςχετίηονται με τον 

εμπλουτιςμό με κρεπτικά. 

 
Ετερ. Βακτ. Χλωρ-α DP DN DOC 

Pelagibacteraceae -0.917** -0.705** n/s -0.793** -0.766** 

SAR86 -0.670** n/s n/s -0.613* -0.653** 

Alteromonadaceae 0.884** 0.737** n/s 0.745** 0.697** 

Rhodobacteraceae 0.693** 0.552* n/s 0.721** 0.556* 

Cryomorphaceae 0.697** 0.556* n/s n/s 0.585* 

Flavobacteriaceae n/s n/s n/s n/s n/s 

Synechococcaceae n/s n/s n/s n/s n/s 

OM60 n/s n/s n/s n/s n/s 

Colwelliaceae n/s n/s n/s n/s 0.624* 

Ετερ. Βακτ.: ο αρικμόσ των ετερότροωων βακτθρίων, Χλωρ-α: θ ςυγκζντρωςθ τθσ χλωροωφλλθσ-α. n/s: μθ-

ςθμαντικζσ (non-significant) ςυςχετίςεισ. Οι τιμζσ του ςτατιςτικοφ rho αναγράωονται με ζντονθ 

γραμματοςειρά για ςτατιςτικά ςθμαντικζσ ςυςχετίςεισ ςε επίπεδο ςθμαντικότθτασ 0.05 (*) ι 0.01 (**). 
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Σφνοψθ 

 Από τθν εργαςία αυτι ωαίνεται ότι, αντίκετα με τισ αλλαγζσ ςτισ παραμζτρουσ τθσ 

α-ποικιλότθτασ, οι αλλαγζσ ςτισ ςυχνότθτεσ πζντε ταξινομικϊν ομάδων του 

βακτθριοπλαγκτοφ με μεγάλθ αωκονία ιταν παρόμοιεσ μεταξφ των τριϊν περιοχϊν που 

εξετάςτθκαν. Αυτό το in situ πρότυπο ιταν ςθμαντικά ςυςχετιςμζνο με τισ περιβαλλοντικζσ 

παραμζτρουσ που ςχετίηονται με τον εμπλουτιςμό από κρεπτικά και μποροφςε να εξθγιςει 

το μεγαλφτερο μζροσ τθσ μεταβλθτότθτασ των κοινοτιτων μεταξφ των "επθρεαςμζνων" 

δειγμάτων και των δειγμάτων ελζγχου ςε κάκε περιοχι. Παρόμοιεσ μελλοντικζσ εργαςίεσ, 

που κα πραγματοποιθκοφν τυχόν ςε ευρφτερθ χωρικι ι και χρονικι κλίμακα, κα 

μποροφςαν να προςδιορίςουν το πόςο ευρζωσ διαδεδομζνο είναι το πρότυπο αυτό. Αυτό 

κα μποροφςε να ςθμαίνει ότι οι ςυχνότθτεσ των ομάδων αυτϊν του βακτθριοπλαγκτοφ, 

ιδιαίτερα των κοςμοπολιτικϊν SAR11 και SAR86, κα μποροφςαν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ 

οικολογικοί δείκτεσ για τθν παρακολοφκθςθ του εμπλουτιςμοφ με κρεπτικά ςτθ ςτιλθ του 

νεροφ τθσ κάλαςςασ. 
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Κεφάλαιο Δ. Αλλαγζσ ςτθ δομι και τθ ςφςταςθ 
των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ 
διαφορετικϊν παράκτιων ιηθμάτων μετά από 
επϊαςθ ςε ίδιεσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ 

 

Δ1. Ειςαγωγι 

 Θ βιογεωγραωία των μικροβίων ζχει "ςτιγματιςτεί" ιςτορικά από τθν διάςθμθ 

κεωρία ότι "τα πάντα είναι παντοφ αλλά το περιβάλλον επιλζγει" (Becking 1934). Σο 

ςκεπτικό πίςω από τθ ωράςθ αυτι είναι ότι οι μικροοργανιςμοί ζχουν μεγάλθ αωκονία, 

γριγορουσ ρυκμοφσ ανάπτυξθσ και μεγάλθ δυνατότθτα διαςποράσ (Pedrós-Alió 1993; 

Whitman et al. 1998). Ζτςι, θ διαςπορά τουσ κα μποροφςε να είναι ανεξάρτθτθ 

γεωγραωικϊν ωραγμϊν και ενϊ θ α-ποικιλότθτα να παρουςιάηεται πολφ μεγάλθ τοπικά, οι 

αλλαγζσ ςε παγκόςμιο επίπεδο να είναι μικρζσ (Fenchel and Finlay 2004). Μια πρϊιμθ 

μελζτθ ςε βάλτουσ αλμυροφ νεροφ ζδειξε ακριβϊσ αυτό, αποδεικνφοντασ ότι ςτθν 

"κλαςςικι" ςχζςθ επιωάνειασ/αρικμοφ ειδϊν S=cAz (Arrhenius 1921; Gleason 1922), όπου S 

ο αρικμόσ ειδϊν ("τάξα" για τα βακτιρια) Α θ επιωάνεια τθσ δειγματολθψίασ και c,z 

ςτακερζσ, το z ιταν πολφ μικρότερο για τα βακτιρια από ότι για τα ωυτά, που ςθμαίνει ότι 

ο αρικμόσ των διαωορετικϊν παρατθροφμενων βακτθριακϊν τάξων αυξανόταν πολφ 

λιγότερο αυξανόμενθσ τθσ επιωάνειασ δειγματολθψίασ από τον αρικμό των διαωορετικϊν 

ειδϊν των ωυτϊν (Horner-Devine et al. 2004). Πιο πρόςωατα βρζκθκε ότι για ζνα ςφνολο 

δεκατεςςάρων λιμνϊν, το S των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ ιταν αρνθτικά αντί 

κετικά ςυςχετιςμζνο με τθν επιωάνεια τθσ λίμνθσ αλλά πολφ ςθμαντικά ςυςχετιςμζνο με 

τθν διακεςιμότθτα κρεπτικϊν, περαιτζρω υποςτθρίηοντασ τθν παραπάνω κεωρία (Logue et 

al. 2012). 

 Ακόμα, ςφμωωνα με τθν υπόκεςθ του Baas-Backing, θ πλειοψθωία των 

μικροβιακϊν ειδϊν κα ζπρεπε να είναι παροφςα παντοφ τουλάχιςτον υπό τθ μορωι μιασ 

"τράπεηασ ςπόρων" (seed bank), δθλαδι ενόσ "ρεηερβουάρ από ανενεργά άτομα τα οποία 

ζχουν τθ δυνατότθτα να ενεργοποιθκοφν ςτο μζλλον κάτω από διαωορετικζσ 
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περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ" (Lennon and Jones 2011), από τθν οποία κα γινόταν επιλογι 

από τισ τοπικζσ περιβαλλοντικζσ παραμζτρουσ. Ωσ αποτζλεςμα, οι παρατθροφμενεσ 

μεταβολζσ ςτθ ςφςταςθ μιασ κοινότθτασ ςε χωρικι (ι και χρονικι) κλίμακα κα ζπρεπε να 

οωείλονται ςε αλλαγζσ του περιβάλλοντοσ παρά ςτθν περιοριςμζνθ διαςπορά κάποιων 

ειδϊν (Langenheder and Ragnarsson 2007). Ζχει προτακεί ότι οι παρατθροφμενεσ μακριζσ 

"ουρζσ" ςτισ καμπφλεσ κατανομισ των βακτθριακϊν κοινοτιτων αντιπροςωπεφουν αυτό το 

"ρεηερβουάρ" (Pedrós-Alió 2006; Sogin et al. 2006). Δυο πρόςωατεσ μελζτεσ ςτθ κάλαςςα 

τθσ Μάγχθσ ζχουν επίςθσ δείξει  τθν φπαρξθ τζτοιου "ρεηερβουάρ". Θ πρϊτθ μελζτθ ζδειξε 

ότι ~95% των OTUs τα οποία βρζκθκαν ςε δείγματα νεροφ από μθνιαία δείγματα που είχαν 

ςυλλεχκεί ςε μια περίοδο ζξι χρόνων βρζκθκαν επίςθσ (ζςτω και ςε πολφ μικρι ςυχνότθτα) 

και ςε ζνα δείγμα από εκτεταμζνθ δειγματολθψία (Ν ~11*106) (Caporaso et al. 2012). Θ 

δεφτερθ μελζτθ, ςυγκρίνοντασ το ίδιο (μεγάλο) δείγμα με 356 δείγματα από όλουσ τουσ 

ωκεανοφσ, ζδειξε ότι το ποςοςτό των κοινϊν τάξων αυξάνονταν με τθν αφξθςθ του 

δειγματολθπτικοφ μεγζκουσ (Gibbons et al. 2013). Οι ςυγγραωείσ υπολόγιςαν ότι με 

μζγεκοσ δείγματοσ ~2 x 1011 κα είχαν επιτφχει πλιρθ αλλθλεπικάλυψθ με όλα τα δείγματα, 

υποςτθρίηοντασ τθν υπόκεςθ του Baas-Becking για μθδενικό περιοριςμό τθσ διαςποράσ 

των βακτθρίων. 

 Δυο άλλεσ μελζτεσ υποςτθρίηουν το αντίκετο. τθν πρϊτθ, μια μετα-ανάλυςθ από 

509 δείγματα από νερό και ίηθμα των ωκεανϊν, βρζκθκε ότι, αντίκετα με τισ κοινότθτεσ τθσ 

ςτιλθσ του νεροφ, οι κοινότθτεσ του ιηιματοσ παρουςίαηαν μεγαλφτερθ ανομοιογζνεια 

αυξανομζνθσ τθσ απόςταςθσ, πικανϊσ λόγω μειωμζνθσ ωυςικισ μίξθσ των ιηθμάτων ςτο 

βυκό του ωκεανοφ (Zinger et al. 2011). τθ δεφτερθ, ανάλυςθ κοινοτιτων 

βακτθριοπλαγκτοφ τθσ εφωωτθσ ηϊνθσ 277 δειγμάτων από περιοχζσ με διαωορετικό 

γεωγραωικό πλάτοσ, ζδειξε τθν φπαρξθ περιςςότερων τάξων από ότι προζβλεπε θ υπόκεςθ 

του μθδενικοφ περιοριςμοφ τθσ διαςποράσ κοντά ςτουσ πόλουσ και ςε ζνα από τα δφο 

θμιςωαίρια αλλά όχι και ςτα δφο (Sul et al. 2013).  

 Παρά τθ διαωωνία ςτα αποτελζςματά τουσ, όλεσ οι παραπάνω εργαςίεσ ςυγκλίνουν 

ςτο ότι χρειάηεται ζνασ πολφ μεγάλοσ αρικμόσ δειγμάτων και δειγματολθπτικοφ μεγζκουσ 

ανά δείγμα για τον αποτελεςματικό ζλεγχο τθσ υπόκεςθσ του Baas-Becking. Ζνασ άλλοσ 

τρόποσ ελζγχου τθσ υπόκεςθσ αυτισ είναι, αντί να εξεταςτοφν εξονυχιςτικά οι διαφορζσ 

ςτισ κοινότθτεσ πολλϊν δειγμάτων από οικοςυςτιματα με διαωορετικζσ περιβαλλοντικζσ 
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παραμζτρουσ, να εξεταςτοφν οι αλλαγζσ ςτθν ομοιότθτα μεταξφ διαωορετικϊν κοινοτιτων 

όταν βρεκοφν κάτω από πανομοιότυπεσ ςυνκικεσ. Θ ομοιότθτα των κοινοτιτων κα όωειλε 

να αυξάνεται κάτω από όμοιεσ ςυνκικεσ αν ίςχυε θ υπόκεςθ αυτι. Ζνα τζτοιο πείραμα το 

οποίο πραγματοποιικθκε με community fingerprinting (T-RFLPs) ςε κοινότθτεσ 

βακτθριοπλαγκτοφ του γλυκοφ νεροφ ζδειξε ότι οι κοινότθτεσ ςτο τζλοσ του πειράματοσ 

ιταν διαωορετικζσ τόςο ταξινομικά όςο και λειτουργικά (Langenheder et al. 2006).  

 Ο ςκοπόσ τθσ παροφςασ εργαςίασ ιταν να ελεγχκεί θ υπόκεςθ του Baas-Becking για 

τισ βακτθριακζσ κοινότθτεσ των παράκτιων ιηθμάτων με παρόμοιο τρόπο, εξετάηοντασ ςε 

βάκοσ τισ αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ, με τθ χριςθ μεκόδων next generation sequencing. Για 

το ςκοπό αυτό, επωάςαμε ίηθμα από τρείσ διαωορετικζσ παράκτιεσ περιοχζσ ςε τζςςερισ 

διαωορετικζσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ για 32 θμζρεσ και ελζγξαμε τισ αλλαγζσ ςτθ 

ςφςταςθ και τθ δομι των βακτθριακϊν κοινοτιτων του ιηιματοσ ανά τζςςερισ θμζρεσ με 

αλλθλοφχιςθ του 16S rRNA τθσ κοινότθτασ με next generation sequencing. Παράλλθλα, 

μετριςαμε διάωορεσ περιβαλλοντικζσ μεταβλθτζσ που ςχετίηονται με αλλαγζσ ςτουσ 

βιογεωχθμικοφσ κφκλουσ του ιηιματοσ κατά τθ διάρκεια του πειράματοσ. 
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Δ.2. Υλικά και μζκοδοι 

Πειραματικι διάταξθ και δειγματολθψία 

 Θ αρχικι δειγματολθψία για τθν επιλογι των πιο διαωορετικϊν κοινοτιτων 

βακτθριοπλαγκτοφ από το ίηθμα ζγινε από ζνα ςφνολο οκτϊ παράκτιων περιοχϊν: ςτθν 

παραλία του Λιμζνα Χερςονιςου Θρακλείου (35°18'45.92"N, 25°23'58.86"E), ςτο τεχνθτό 

λιμανάκι μπροςτά από τισ εγκαταςτάςεισ του ΕΛΚΕΚΕ ςτισ Γοφρνεσ Θρακλείου 

(35°20'6.00"N, 25°16'53.10"E), ςτισ εκβολζσ του ποταμοφ Γιόωυρου ςτθν πόλθ του 

Θρακλείου (35°20'21.59"N, 25° 6'44.74"E), ςτθν παραλία τθσ Αμμουδάρασ ςτθν πόλθ του 

Θρακλείου (35°20'16.77"N, 25° 5'45.78"E), ςτισ εκβολζσ του ποταμοφ Αλμυροφ δυτικά τθσ 

πόλθσ του Θρακλείου (35°20'24.51"N, 25° 3'37.91"E), ςτο τεχνθτό λιμανάκι τθσ 

Παντάναςςασ δυτικά τθσ πόλθσ του Θρακλείου (35°21'12.35"N, 25° 2'34.10"E), ςτθν 

παραλία τθσ Αγίασ Πελαγίασ (35°24'26.35"N, 25° 1'7.18"E) και ςτθν παραλία μπροςτά από 

το χωριό Φόδελε (35°24'9.58"N, 24°57'12.82"E) (Εικόνα Δ.2.1.). 

 

Εικόνα Δ.2.1. Χάρτθσ τθσ αρχικισ δειγματολθψίασ. H1: Χερςόνθςοσ, HCMR: ΕΛΚΕΘΕ, 

GFR1:Γιόφυροσ, AM1:Αμουδάρα, AL1:Αλμυρόσ, PA1:Παντάναςςα, AP1:Αγία Πελαγία, FR1: 

Φόδελε. Πθγι: επεξεργαςμζνθ εικόνα από το Google Earth™ 

Παράκτιο ίηθμα (~10 g), από το πρϊτο εκατοςτό τθσ επιωάνειασ του ιηιματοσ, ςυλλζχκθκε 

από βάκοσ νεροφ ~1 m τον Απρίλθ του 2011 με ελεφκερθ κατάδυςθ χρθςιμοποιϊντασ 

κυλινδρικό πυρθνοδειγματολιπτθ (corer) ι με τθ χριςθ αρπάγθσ Van Veen. 

 Μετά τθν επιλογι των τριϊν πιο διαωορετικϊν κοινοτιτων βακτθριοπλαγκτοφ 

(δείτε τα αποτελζςματα) ζγινε δεφτερθ δειγματολθψία από το Φόδελε, τθν Παντάναςςα 
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και το Γιόωυρο, ιηιματοσ τθσ υποπαραλιακισ ηϊνθσ (~1 m βάκοσ νεροφ) με ελεφκερθ 

κατάδυςθ και με τθ χριςθ πλαςτικϊν (PVC) κυλινδρικϊν πυρθνοδειγματολθπτϊν 

εςωτερικισ διαμζτρου 9.4 cm. ε κάκε περιοχι ςυλλζχκθκαν δϊδεκα δείγματα ιηιματοσ 

από τα ανϊτερα 15 cm και παρζμειναν εντόσ του πυρθνοδειγματολιπτθ μζχρι τθν 

μεταωορά τουσ ςτο εργαςτιριο με τθ βοικεια δυο ελαςτικϊν επιςτομίων. τθν ίδια 

δειγματολθψία ςυλλζχκθκαν δείγματα για τθ μελζτθ τθσ ςφςταςθσ του ιηιματοσ ςε άμμο, 

ιλφ και άργιλο και μετρικθκε θ αλατότθτα, θ κερμοκραςία και το οξυγόνο του νεροφ, 

κακϊσ επίςθσ και το οξειδοαναγωγικό δυναμικό του ιηιματοσ (Eh). 

 Αμζςωσ μετά τθ δειγματολθψία, οι πυρθνοδειγματολιπτεσ μεταωζρκθκαν ςε 

κάλαμο ςτακερισ κερμοκραςίασ, ςε 12 μικρόκοςμουσ χωρθτικότθτασ 50 L οι οποίοι 

περιείχαν ο κακζνασ 35 L αποςτειρωμζνο τεχνθτό καλαςςινό νερό (αλατότθτασ 35 g NaCl L-

1) και αωαιρζκθκε το άνω επιςτόμιο. Κάκε μικρόκοςμοσ περιείχε τρία αντίγραωα δείγματα 

(replicates) ιηιματοσ από τθν ίδια περιοχι (Εικόνα Δ.2.2.). 

 

Εικόνα Δ.2.2. Πρόςοψθ μικρόκοςμου με τουσ τρεισ πυρθνοδειγματολιπτεσ από τθν ίδια περιοχι 

(εδϊ από το Γιόφυρο). Φωτογραφία: Arnaud Pirault-Latete. 
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Θ κερμοκραςία του καλάμου ρυκμίςτθκε ςτουσ 17 °C ζτςι ϊςτε θ κερμοκραςία του νεροφ 

ςτουσ μικρόκοςμουσ να παραμζνει ςτακερι ςτθν κερμοκραςία κατά τθ δειγματολθψία, 19 

°C. Ο κάλαμοσ ωωτίηονταν με λάμπεσ ωκορίου λευκισ ακτινοβολίασ (10000 Κ) οι οποίεσ 

βρίςκονταν τόςο πλευρικά όςο και άνωκεν των μικρόκοςμων, με ωωτοπερίοδο 12 h. 

 Οι μικρόκοςμοι αωζκθκαν ςε θρεμία για 24 h και ςτθ ςυνζχεια (t0) ξεκίνθςε θ 

επϊαςθ των δειγμάτων. Οι μικρόκοςμοι επωάςτθκαν ςε τζςςερισ διαωορετικζσ ςυνκικεσ: 

παρουςία/απουςία επιπλζον αεριςμοφ τθσ ςτιλθσ του νεροφ και παρουςία/απουςία 

οργανικοφ εμπλουτιςμοφ (Πίνακασ Δ.2.1.). Σα δείγματα από κάκε περιοχι επωάςτθκαν ανά 

τρία (δθλαδι ανά μικρόκοςμο) για 32 θμζρεσ κάτω από τισ ίδιεσ ςυνκικεσ. Οι κωδικοί των 

δειγμάτων ανάλογα με τθν περιοχι προζλευςθσ και τισ ςυνκικεσ επϊαςθσ ωαίνονται ςτον 

Πίνακα Δ.2.2. 

Πίνακασ Δ.2.1. Οι τζςςερισ διαφορετικζσ ςυνκικεσ επϊαςθσ (Treatment 1,2,3,4) για τα δείγματα 

από κάκε περιοχι. 

  Παροχι επιπλζον αεριςμοφ 

  Όχι Ναι 

Οργανικόσ 

εμπλουτιςμόσ 

Όχι Treatment 1 Treatment 2 

Ναι Treatment 3 Treatment 4 

 

 Πίνακασ Δ.2.2. Οι κωδικοί των δειγμάτων ανάλογα τθν περιοχι προζλευςθσ και τισ ςυνκικεσ 

επϊαςθσ. 

Οι κωδικοί δόκθκαν ωσ αρικμοί, 1,2,3, για τα δείγματα από το Φόδελε, τθν Παντάναςςα και το Γιόωυρο, 

αντίςτοιχα, και ωσ γράμματα του Αγγλικοφ αλωάβθτου για τα διαωορετικά δείγματα από τθν ίδια περιοχι. 

 Για τον οργανικό εμπλουτιςμό ςτα treatments 3 και 4, κάκε δφο μζρεσ 

προςκζτονταν 0.31 g ςτείρασ ξθρισ ιχκυοτροωισ ςτθν επιωάνεια του ιηιματοσ. Για τθν 

οξυγόνωςθ τθσ ςτιλθσ του νεροφ ςτα treatments 2 και 4 ο επιπλζον αεριςμόσ γινόταν 

 Treatment 1 Treatment 2 Treatment 3 Treatment 4 

Φόδελε 1J, 1K, 1L 1G, 1H, 1I 1A, 1B, 1C 1D, 1E, 1F 

Παντάναςςα 2A, 2B, 2C 2D, 2E, 2F 2J, 2K, 2L 2H, 2I, 2J 

Γιόωυρο 3J, 3K, 3L 3G, 3H, 3I 3A, 3B, 3C 3D, 3E, 3F 
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μζςω αντλίασ αζρα με υψθλι παροχι (~10 L min-1). Θ αλατότθτα μετροφνταν κάκε δφο 

θμζρεσ και ρυκμίηονταν με τθν προςκικθ ςτείρου απιονιςμζνου νεροφ. Σα δείγματα για 

τθν εξζταςθ των αλλαγϊν ςτισ βακτθριακζσ κοινότθτεσ ςυλλζχκθκαν ςτο πεδίο (t-1) ςτθν 

αρχι του πειράματοσ (t0) και κάκε τζςςερισ θμζρεσ μζχρι τθν 32θ θμζρα (t8) και 

τοποκετικθκαν ςτουσ -80 °C μζχρι τθν εξαγωγι του DNA. Κάκε τζςςερισ μζρεσ μετροφνταν 

επίςθσ και οι εξισ περιβαλλοντικζσ μεταβλθτζσ: κερμοκραςία νεροφ, αλατότθτα και 

διαλυμζνο οξυγόνο ςτθ ςτιλθ του νεροφ, το pH και το οξειδοαναγωγικό δυναμικό ςτθν 

επιωάνεια του ιηιματοσ (Eh), θ ςυγκζντρωςθ του υδρόκειου (H2S) και το ποςοςτό του 

οργανικοφ υλικοφ ςτο ίηθμα. ε όλθ τθ διάρκεια του πειράματοσ επικρατοφςαν ςτείρεσ 

ςυνκικεσ για τθν αποωυγι επιμόλυνςθσ των δειγμάτων. 

Περιβαλλοντικζσ μεταβλθτζσ 

 Θ κερμοκραςία και το οξυγόνο του νεροφ κακϊσ επίςθσ το pH και το 

οξειδοαναγωγικό δυναμικό του ιηιματοσ μετρικθκαν απευκείασ ςτο νερό και ςτο ίηθμα 

αντίςτοιχα με κατάλλθλα θλεκτρόδια. Για το δυναμικό οξειδοαναγωγισ το θλεκτρόδιο 

ρυκμίςτθκε με διάλυμα Zobell (ZoBell 1946). Θ αλατότθτα μετρικθκε με τθν βοικεια 

μετρθτι διάκλαςθσ (refractometer). Θ ςυγκζντρωςθ του H2S του ιηιματοσ μετρικθκε 

επίςθσ με κατάλλθλο θλεκτρόδιο αμζςωσ μετά τθ δειγματολθψία (Wildish et al. 1999).  

 Θ ποςότθτα του οργανικοφ υλικοφ ςτο ίηθμα μετρικθκε με τθ μζκοδο απϊλειασ 

μάηασ λόγω καφςθσ (Loss On Ignition, LOI) (Loh et al. 2008). Με τθ μζκοδο αυτι ιταν 

εωικτόσ ο διαχωριςμόσ τθσ ποςότθτασ του βιοδιακζςιμου οργανικοφ υλικοφ ςτο ίηθμα από 

το μθ βιοδιακζςιμο. Περίπου 0.5 g ξθροφ και ομογενοποιθμζνου ιηιματοσ τοποκετικθκαν 

και ηυγίςτθκαν ςε ειδικά χωνευτιρια και κερμαίνονταν ςτουσ 250 °C για 16 h, ζπειτα 

ξαναηυγίςτθκαν και τοποκετικθκαν ςτο ωοφρνο ςτουσ 500 °C για άλλεσ 16 h οπότε και 

μετρικθκε το τελικό τουσ βάροσ. Σο ποςοςτό τθσ απϊλειασ μάηασ λόγω καφςθσ ςε αυτζσ 

τισ δφο κερμοκραςίεσ χαρακτθρίηεται ωσ βιοδιακζςιμο και μθ βιοδιακζςιμο οργανικό 

υλικό αντίςτοιχα.   

 Θ ανάλυςθ τθσ κοκκομετρίασ του ιηιματοσ ζγινε με τθ μζκοδο ξθροφ κοςκινίςματοσ 

(Eleftheriou 2013). Σα δείγματα αρχικά ξεράκθκαν με freeze‐drying και πζραςαν από μια 

ςειρά από κόςκινα από ‐2ω ζωσ 4ω ανά 0,5ω, όπου ω= ‐log2 των διαμζτρων των κόκκων ςε 

mm. Όςο από το ίηθμα απζμεινε ςε κάκε κόςκινο ηυγίςτθκε κακϊσ επίςθσ και το κλάςμα 
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του ιηιματοσ που πζραςε από το τελευταίο κόςκινο και αντιςτοιχοφςε ςτο κλάςμα 

ιλφοσ‐αργίλου. Σο τελευταίο, ςτισ περιπτϊςεισ που υπιρχε, αναλφκθκε με υγρό 

διαχωριςμό και ανάλυςθ πιπζτασ.  

Εξαγωγι του DNA τθσ κοινότθτασ του ιηιματοσ, PCR, DGGE, αλλθλοφχιςθ και in silico 

ανάλυςθ των αλλθλουχιϊν 

 Θ εξαγωγι του DNA πραγματοποιικθκε με ςυνδυαςμό μθχανικισ λφςθσ και 

χθμικισ απομόνωςθσ και κακαριςμοφ επιλζγοντασ τισ καταλλθλότερεσ μεκόδουσ για τθν 

ωφςθ των δειγμάτων μασ από το ςφνολο των μεκόδων που χρθςιμοποιοφνται 

βιβλιογραωικά (Roose-Amsaleg et al. 2001). υνοπτικά, 0.8 g ιηιματοσ αναμιγνφονταν με 

0.5 g ςτείρων ςωαιριδίων ηιρκονίου διαμζτρου 100 μm (OPS Diagnostics, Lebanon, NJ, 

USA), 1 ml διαλφματοσ εξαγωγισ (NaCl 50 mM, Tris-HCl pH 7.6 50 mM, EDTA 50 mM, SDS 

5%, τελικό pH 8.0) και 1 μl διαλφματοσ δικειοκρεϊτόλθσ (DTT) 1Μ και ανακινοφνταν 

γριγορα ςε οριηόντια κζςθ ςε vortex για 10-30 min ανάλογα με τθν αδρότθτα των κόκκων 

του ιηιματοσ. Σο υπερκείμενο ςυλλζγονταν μετά από ωυγοκζντρθςθ ςτα 13000 rpm για 3 

min και κακαριηόταν διαδοχικά με διαλφματα ωαινόλθσ, 

ωαινόλθσ/χλωροωορμίου/ιςοαμυλικισ αλκοόλθσ και κακαροφ χλωροωορμίου όπωσ 

περιγράωεται ςτθν § Β.2. Για τθν κατακριμνιςθ του DNA, το υπερκείμενο που ςυλλζγονταν 

αναμιγνφονταν με διάλυμα CH3COONa 3M, pH 5.2 και ιςοπροπανόλθ (0.1 και 0.7 του 

όγκου του υπερκείμενου, αντίςτοιχα) και ωυγοκεντροφνταν ςτουσ 10 °C ςε ψυχόμενθ 

ωυγόκεντρο για 30 min ςτα 14000 rpm. Σο υπερκείμενο απομακρφνονταν και θ πελλζτα 

του DNA κακαριηόταν περεταίρω με 500 μl αικανόλθσ 70% v/v κερμοκραςίασ -20 °C ςτουσ 

10 °C και ωυγοκεντροφνταν ςτουσ 10 °C για 5 min ςτα 14000 rpm. Σο υπερκείμενο 

αωαιροφνταν προςεκτικά και θ πελλζτα του DNA αωινονταν να ςτεγνϊςει ολονυκτίωσ υπό 

ςτείρεσ ςυνκικεσ. Σθν επόμενθ θμζρα θ πελλζτα διαλφονταν ςε 100 μl ςτείρου 

υπερκάκαρου (nanopure) νεροφ και αωινονταν ςε θρεμία 3-4 h ςε κερμοκραςία 

περιβάλλοντοσ για να διαλυκεί πλιρωσ. Σζλοσ, θ ποςότθτα του DNA μετροφνταν 

ωωτομετρικά (Nanodrop 2000, Thermo Scientific) και ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ και με 

θλεκτροωόρθςθ ςε πιγμα αγαρόηθσ 1% w/v. θμειϊνεται ότι δοκιμάςτθκε ο κακαριςμόσ 

του DNA από τα χουμικά οξζα, τα οποία ςυν-απομονόνονταν και λειτουργοφν ωσ 

αναςτολείσ τθσ PCR, με διάωορεσ ςτιλεσ κακαριςμοφ και απορροωθτικά πολυμερι (π.χ. 

PVPP) αλλά θ ςυγκζντρωςθ του DNA του τελικοφ διαλφματοσ μειωνόταν δραματικά. Οπότε 
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αντί αυτοφ προτιμικθκε θ χριςθ αλβουμίνθσ βοοειδϊν (bovine serum albumin - BSA), θ 

οποία ζχει δειχκεί ότι δεςμεφει τα χουμικά οξζα, κατά τον πολλαπλαςιαςμό του DNA με 

PCR. 

 Θ PCR και το DGGE για τα δείγματα τθσ αρχικισ δειγματολθψίασ 

πραγματοποιικθκαν ςφμωωνα με τουσ (Fodelianakis et al. 2014).  

 Θ PCR για τθν αλλθλοφχιςθ του V4 μεταβλθτοφ κομματιοφ του 16S rRNA τθσ 

κοινότθτασ (από τθν κζςθ 515 μζχρι τθν κζςθ 806) ζγινε ςτο Joint Genomic Institute (JGI) 

του Τπουργείου Ενζργειασ των ΘΠΑ με ςτάνταρντ πρωτόκολλα (Caporaso et al. 2011). Θ 

αλλθλοφχιςθ ζγινε και από τισ δυο κατευκφνςεισ (τόςο 5'- 3' όςο και 3'-5') ςτθν πλατωόρμα 

Illumina Miseq, ςε τζςςερισ πλακζτεσ των 96 δειγμάτων θ κακεμία. τθ ςυνζχεια (πρϊτο 

ςτάδιο ελζγχου), οι αλλθλουχίεσ με χαμθλι ποιότθτα (μικρό μζγεκοσ και αβεβαιότθτα ςτθ 

ωφςθ >10 νουκλεοτιδίων) απομακρφνκθκαν και από τισ εναπομείναντεσ αλλθλουχίεσ 

αωαιρζκθκαν τα νουκλεοτίδια μετά το 165ο. Ζπειτα, οι αλλθλουχίεσ από αντίκετεσ 

κατευκφνςεισ εξετάςτθκαν για αλλθλοεπικάλυψθ μζςω του προγράμματοσ FLASH (Magoč 

and Salzberg 2011) και όςεσ από αυτζσ είχαν πλιρθ αλλθλοεπικάλυψθ ςυνδυάςτθκαν ςε 

μία, ενϊ οι υπόλοιπεσ απομακρφνκθκαν. Θ ποιότθτα των αλλθλουχιϊν μετά τον 

ςυνδυαςμό ελζγχκθκε ξανά ςτο ςτάδιο αυτό κι οι αλλθλουχίεσ με χαμθλι ποιότθτα 

απομακρφνκθκαν (δεφτερο ςτάδιο ελζγχου). Επίςθσ διορκϊκθκαν τα λάκθ κατά τθν PCR 

και οι χιμαιρικζσ αλλθλουχίεσ απομακρφνκθκαν με τον αλγόρικμο UCHIME (Edgar et al. 

2011). Οι πανομοιότυπεσ (100% ομοιότθτα) αλλθλουχίεσ ςτθ ςυνζχεια ομαδοποιικθκαν, 

ενϊ ςε επόμενο ςτάδιο δθμιουργικθκαν OTUs με βάςθ ομοιότθτα ςτθν αλλθλουχία από 

97% και άνω. Επιπλζον, απομακρφνκθκαν τα OTUs τα οποία αντιπροςωπεφονταν μόνο από 

μία μοναδικι αλλθλουχία (singletons) και τα OTUs χωρίσ δυνατι ωυλογενετικι ταξινόμθςθ. 

Θ ωυλογενετικι ταξινόμθςθ των OTUs ζγινε ςτο QIIME v 1.6 ςυγκρίνοντασ τισ 

αντιπροςωπευτικζσ αλλθλουχίεσ του κάκε OTU με τθ βάςθ δεδομζνων Greengenes 

(McDonald et al. 2012) χρθςιμοποιϊντασ "αωελι" αλγόρικμο ταξινόμθςθσ (Wang et al. 

2007). Για τισ αναλφςεισ όπου αυτό ιταν απαραίτθτο, τα OTUs ομαδοποιικθκαν επίςθσ ςε 

επίπεδο Σάξθσ ι Οικογζνειασ χρθςιμοποιϊντασ τον κατάλλθλο αλγόρικμο  ςτο QIIME 

(summarize_taxa.py). 

Στατιςτικζσ αναλφςεισ 
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 Για τθν εκτίμθςθ τθσ β-ποικιλότθτασ ςτισ κοινότθτεσ από τθν αρχικι δειγματολθψία 

με τα δεδομζνα από το DGGE χρθςιμοποιικθκε ο ποιοτικόσ δείκτθσ ομοιότθτασ Jaccard ςτο 

PRIMER 6. Ο δείκτθσ επικάλυψθσ του Good (Good 1953) υπολογίςτθκε ςτο QIIME v 1.8. Για 

τθν εκτίμθςθ τθσ β-ποικιλότθτασ από τα δεδομζνα τθσ αλλθλοφχιςθσ του Illumina 

υπολογίςτθκε ο δείκτθσ Bray-Curtis (BC) ςε επίπεδο OTU ςτο PRIMER 6 μετά από 

λογαρικμικό μεταςχθματιςμό. Σα δενδρογράμματα (cluster analysis) με βάςθ το BC ζγιναν 

ςτο πρόγραμμα PRIMER 6 με τθ μζκοδο τθσ μζςθσ ςφνδεςθσ (average linkage). O μθ 

παραμετρικόσ δείκτθσ ςυςχζτιςθσ Spearman (Spearman rank correlation), τα μθ-

παραμετρικά t-tests και θ μθ παραμετρικι ανάλυςθ Kruskal-Wallis χρθςιμοποιικθκαν για 

τθ ςυςχζτιςθ των περιβαλλοντικϊν μεταβλθτϊν και τθ ςφγκριςθ των τιμϊν τουσ ανά 

περιοχι και ςτο χρόνο και πραγματοποιικθκαν ςτο PAST v2.17c.  

 Ποςοτικοποιικθκαν επίςθσ οι επιδράςεισ α) τθσ αρχικισ δομισ και ςφςταςθσ τθσ 

κοινότθτασ (που κακοριηόταν από τθν περιοχι προζλευςθσ του ιηιματοσ) και β) τθσ 

επϊαςθσ κάτω από διαωορετικζσ περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ, αυξανομζνου του χρόνου 

επϊαςθσ. Οι αλλαγζσ ςτθν ανά ηεφγθ ομοιότθτα Bray-Curtis μελετικθκαν για τα δείγματα 

με βάςθ τθν περιοχι προζλευςισ τουσ, τισ ςυνκικεσ επϊαςθσ, τθν πειραματικι θμζρα 

κατά τθν οποία είχαν ςυλλεχκεί, t-1 - t8 όπου t-1 τα δείγματα που ςυλλζχκθκαν ςτο πεδίο, 

και τθ διαωορά ςτο χρόνο επϊαςθσ (από εδϊ και ςτο εξισ κα καλείται "χρονικι 

απόςταςθ"). Για τθν καταγραωι των αλλαγϊν ςτισ κοινότθτεσ από το πεδίο (t-1) ςτο 

περιβάλλον των μικρόκοςμων (t0) και από τθν θρεμία (t0) ςε ςυνκικεσ επϊαςθσ, τα 

δείγματα από τα t-1 και t0 επεξεργάςτθκαν ωσ ξεχωριςτά treatments, με κωδικοφσ C και 0, 

αντίςτοιχα. Γραμμικά μοντζλα μικτϊν επιδράςεων (linear mixed effects models) 

χρθςιμοποιικθκαν για να εκτιμθκεί θ ανάλυςθ διακφμανςθσ (ANOVA) μεταξφ των δεικτϊν 

τθσ ομοιότθτασ τθσ κοινότθτασ και όλων των παραπάνω μεταβλθτϊν, με τουσ δείκτεσ 

ομοιότθτασ ωσ εξαρτθμζνεσ μεταβλθτζσ και τισ παραπάνω μεταβλθτζσ ωσ ςτακεροφσ 

παράγοντεσ (ανεξάρτθτεσ μεταβλθτζσ). Σα δεδομζνα δεν υποβλικθκαν ςε κανζνα 

μεταςχθματιςμό, αλλά θ εξζταςθ των γραωθμάτων των καταλοίπων (residual plots) για 

ςτακερότθτα τθσ διακφμανςθσ και τθσ ετεροςκεδαςτικότθτασ ζδειξε ότι τα μοντζλα 

ςυμπεριωζρκθκαν το ίδιο καλά ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ και πλθροφςαν τισ προχποκζςεισ 

τθσ ANOVA όςον αωορά τθν ομοιογζνεια τθσ διακφμανςθσ. Σα γραμμικά μοντζλα μικτϊν 

επιδράςεων εωαρμόςτθκαν ςτθν ζκδοςθ για τα Windows του προγράμματοσ "R" (R Core 
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Team 2012) χρθςιμοποιϊντασ το πακζτο "nlme". Θ ANOVA των κυρίων επιδράςεων (main 

effects) παραςτάκθκε γραωικά ςε ςχζςθ με τισ ςτακερζσ επιδράςεισ (fixed effects) του 

κάκε ςτακεροφ παράγοντα (Fox and Hong 2009) και  οι προβλεπόμενοι μζςοι (fitted 

means) παραςτάκθκαν γραωικά για κάκε επίπεδο των διαωορετικϊν παραγόντων 

χρθςιμοποιϊντασ το πακζτο "effects" ςτο πρόγραμμα R.  
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Δ.3. Αποτελζςματα  

Αρχικι επιλογι των τριϊν πιο διαφορετικϊν κοινοτιτων 

 Ο πολλαπλαςιαςμόσ του DNA με PCR ιταν ανεπιτυχισ για τα δείγματα από τθ 

Χερςόνθςςο και τθν Αμμουδάρα, πικανϊσ λόγω μειωμζνου ποςοφ βακτθρίων ςτο ίηθμα 

ι/και μεγάλθσ περιεκτικότθτασ ςε χουμικά οξζα, κι ζτςι θ επιλογι ζγινε ανάμεςα από τα 

υπόλοια ζξι δείγματα. Οι τιμζσ του δείκτθ ομοιότθτασ Jaccard για τισ βακτθριακζσ 

κοινότθτεσ από τισ οκτϊ περιοχζσ τθσ αρχικισ δειγματολθψίασ, με βάςθ των 

παρουςία/απουςία ηωνϊν από το πιγμα ακρυλαμίδθσ του DGGE, κυμάνκθκαν μεταξφ 

39.4% και 73.5%. Οι τρείσ περιοχζσ με τουσ μικρότερουσ δείκτεσ (ανά ηεφγθ) ιταν οι 

περιοχζσ Φόδελε, Παντάναςςα και Γιόωυρο, με δείκτεσ ομοιότθτασ 39.4% (μεταξφ Φόδελε 

και Παντάναςςασ), 45.7% (μεταξφ Φόδελε και Γιόωυρου) και 44.4% (μεταξφ Παντάναςςασ 

και Γιόωυρου), αντίςτοιχα (Εικόνα Δ.3.1.). Ακολοφκωσ, ίηθμα από τισ τρεισ αυτζσ περιοχζσ 

επωάςτθκε για το κυρίωσ πείραμα. 

 

Εικόνα Δ.3.1. Η τριγωνικι μιτρα ομοιότθτασ από τα δεδομζνα παρουςίασ/απουςίασ του DGGE, 

με βάςθ τον δείκτθ Jaccard. Τα ονόματα των δειγμάτων είναι ςφμφωνα με τθν Εικόνα Δ.2.1. 

Αλλαγζσ ςτισ περιβαλλοντικζσ παραμζτρουσ 

 Θ κοκκομετρικι ανάλυςθ του ιηιματοσ ζδειξε ότι ςτισ τρεισ περιοχζσ ο τφποσ του 

ιηιματοσ ιταν αμμϊδεσ. Σο ποςοςτό όμωσ ιλφοσ-αργίλου διζωερε ανάμεςα ςτισ περιοχζσ, 

με το ίηθμα από το Φόδελε να μθν περιζχει ςχεδόν κακόλου, το ίηθμα από τθν Παντάναςςα 

να περιζχει ποςοςτό <1% ενϊ το ίηθμα από το Γιόωυρο να περιζχει περίπου 20% ιλφ-

άργιλο (Πίνακασ Δ.3.1.). Ακολοφκωσ, το ίηθμα από το Φόδελε ιταν το πιο αδρόκοκκο 
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(MD=0.3), το ίηθμα από τθν Παντάναςςα είχε ελαωρϊσ μικρότερθ διάμεςθ διάμετρο 

κόκκων (MD=0.22) ενϊ το ίηθμα από το Γιόωυρο είχε τθν μικρότερθ (MD=0.16). 

Πίνακασ Δ.3.1. Αποτελζςματα κοκκομετρικισ ανάλυςθσ των ιηθμάτων από τισ τρεισ περιοχζσ 

 MD ιλφσ/άργιλοσ% άμμοσ% 

Φόδελε 0.3 <0.01 99.99 

Παντάναςςα 0.22 0.77 99.23 

Γιόφυρο 0.16 19.46 80.54 

 

 Θ ςυγκζντρωςθ του διαλυμζνου οξυγόνου ςτθ ςτιλθ του νεροφ κατά τθ διάρκεια 

τθσ επϊαςθσ (t1 - t8) διζωερε ανάμεςα ςτουσ μικρόκοςμουσ με και χωρίσ παροχι αεριςμοφ 

(μθ παραμετρικά t-test, n=24, p<0.001 και για τισ τρεισ περιοχζσ) και κυμάνκθκε από 5 ζωσ 

8.4 mg L-1 ςτουσ μικρόκοςμουσ με παροχι αζρα (treatments 2 και 4) και από 0.1 ζωσ 3.7 mg 

L-1 ςτουσ μικρόκοςμουσ χωρίσ παροχι αζρα (treatments 1 και 3), χωρίσ ςθμαντικζσ 

διαωορζσ ανάλογα με τθν περιοχι προζλευςθσ του ιηιματοσ ι τθ διάρκεια τθσ επϊαςθσ 

(Εικόνα Δ.3.2.).  

 

Εικόνα Δ.3.2. Θθκογράμματα (των 25-75% τεταρτθμορίων) τθσ ςυγκζντρωςθσ του διαλυμζνου 

οξυγόνου ςτθ ςτιλθ του νεροφ κατά τθ διάρκεια τθσ επϊαςθσ (t1 - t8) για τουσ μικρόκοςμουσ με 

(treatments 2 και 4) και χωρίσ (treatments 1 και 3) παροχι αεριςμοφ για κάκε περιοχι. Η ζντονθ 

οριηόντια γραμμι εντόσ των κθκϊν ςυμβολίηει τθν διάμεςθ τιμι ενϊ οι μπάρεσ άνω και κάτω τισ 

ακραίεσ τιμζσ τθσ μεταβλθτισ. 
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 Αντικζτωσ, το ποςοςτό τθσ οργανικισ φλθσ ςτο ίηθμα κατά τθ διάρκεια τθσ επϊαςθσ 

(t1 - t8) διζωερε ανάλογα με τθν περιοχι προζλευςθσ του ιηιματοσ (μθ-παραμετρικά t-test, 

n=32, p<0.001 και για τισ τρεισ ςυγκρίςεισ) και ανάλογα με τθν παροχι ι μθ οργανικοφ 

εμπλουτιςμοφ ςτο ίηθμα (μεταξφ των treatments 1/2 και 3/4) ςτθν Παντάναςςα και το 

Γιόωυρο (μθ-παραμετρικά t-test, n=16, p<0.001 και p=0.002, αντίςτοιχα) αλλά όχι ςτο 

Φόδελε (μθ-παραμετρικά t-test, n=16, p=0.07) (Εικόνα Δ.3.3.). Επίςθσ, δεν παρατθρικθκε 

ςθμαντικι αλλαγι ςτο ποςοςτό αυτό ανάλογα με τθ διάρκεια τθσ επϊαςθσ. 

 

Εικόνα Δ.3.3. Θθκογράμματα (των 25-75% τεταρτθμορίων) του ποςοςτοφ τθσ οργανικισ φλθσ ςτο 

ίηθμα κατά τθ διάρκεια τθσ επϊαςθσ (t1 - t8) για τουσ μικρόκοςμουσ με (treatments 3 και 4) και 

χωρίσ (treatments 1 και 2) παροχι οργανικοφ εμπλουτιςμοφ για κάκε περιοχι. Η ζντονθ 

οριηόντια γραμμι εντόσ των κθκϊν ςυμβολίηει τθν διάμεςθ τιμι ενϊ οι μπάρεσ άνω και κάτω τισ 

ακραίεσ τιμζσ τθσ μεταβλθτισ. 

 Σο Eh του επιωανειακοφ ιηιματοσ μειϊκθκε ςθμαντικά με τθν αφξθςθ του χρόνου 

επϊαςθσ (rho= -0.63, n=255, p<<0.001) ανεξάρτθτα από τισ ςυνκικεσ επϊαςθσ (Kruskal-

Wallis test, n=58-72, Global p=0.48). Θ ςυγκζντρωςθ του υδρόκειου ςτο ίηθμα παρουςίαςε 

αντίκετθ τάςθ, με ςθμαντικι αφξθςθ με τθν αφξθςθ του χρόνου επϊαςθσ (rho=0.74, 

n=255, p<<0.001) ανεξαρτιτωσ ςυνκθκϊν επϊαςθσ (Kruskal-Wallis test, n=58-72, Global 

p=0.96). Σζλοσ, το Eh και θ ςυγκζντρωςθ του υδρόκειου βρζκθκαν αρνθτικά ςυςχετιςμζνεσ 

(rho=-0.73, n=255, p<<0.001). 
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Αποτελζςματα αλλθλοφχιςθσ 

 υνολικά αλλθλουχικθκαν 295 δείγματα αντί των εκτιμϊμενων 333 (36 δείγματα 

από εννζα δειγματολθψίεσ ςυν τα εννζα δείγματα που ςυλλζχκθκαν ςτο πεδίο) λόγω 

απωλειϊν τόςο κατά τθν δειγματολθψία (απϊλεια ολόκλθρου του πυρθνοδειγματολιπτθ 

αρχικά ι κατά τθ διάρκεια του πειράματοσ) όςο και αδυναμίασ πολλαπλαςιαςμοφ με 

κάποιων δειγμάτων με PCR. υνολικά αποκτικθκαν 38.500.084 αλλθλουχίεσ από τισ οποίεσ 

1.047.491 αωαιρζκθκαν ςτο πρϊτο ςτάδιο ελζγχου λόγω μικροφ μεγζκουσ ι "κορφβου". 

τθ ςυνζχεια, αωαιρζκθκαν επίςθσ  34.281 αλλθλουχίεσ για τισ οποίεσ δεν υπιρχε επαρκισ 

αλλθλεπικάλυψθ με κάποια ςυμπλθρωματικι αλλθλουχία. Οι υπόλοιπεσ αλλθλουχίεσ 

ςυνδυάςτθκαν με τισ ςυμπλθρωματικζσ τουσ ςε 18,591,833 από τισ οποίεσ 13,005,500 

πζραςαν το δεφτερο ςτάδιο ελζγχου. Αυτζσ ταξινομικθκαν ςε 255,842 διαωορετικά OTUs 

από τα οποία τα 252,866 ιταν μθ-μοναδιαία και είχαν τθ δυνατότθτα ωυλογενετικισ 

ταξινόμθςθσ. Ο ςυνολικόσ αρικμόσ αλλθλουχιϊν εν τζλει ιταν 12,508,917. 

 Από τα 295 δείγματα ςτθ ςυνζχεια αωαιρζκθκαν από όλεσ τισ περαιτζρω αναλφςεισ 

τα δείγματα εκείνα για τα οποία θ δειγματολθψία δεν ιταν επαρκισ. Αυτό, ςτθν εργαςία 

αυτι ιταν δφςκολο να εκτιμθκεί με rarefaction curves λόγω του μεγάλου αρικμοφ των 

δειγμάτων. Αντί αυτοφ υπολογίςτθκε ο δείκτθσ επικάλυψθσ Good, ο οποίοσ κυμαίνεται 

μεταξφ 0 και 1, με το 0 να υποδεικνφει μθδενικι και το 1 πλιρθ δειγματολθπτικι κάλυψθ 

τθσ κοινότθτασ. Οι τιμζσ πάνω από 0.9 γενικά κεωροφνται γενικά αποδεκτζσ (Kuffner et al. 

2012). Σο όριο του δείκτθ ορίςτθκε ςτο 0.9 και ο ελάχιςτοσ αρικμόσ αλλθλουχιϊν ανά 

δείγμα ςτισ 5,000. Από τα 295 δείγματα, τα 263 πλθροφςαν τα παραπάνω κριτιρια ενϊ τα 

υπόλοιπα 32 απομακρφνκθκαν από κάκε περεταίρω ανάλυςθ. Ο αρικμόσ των αλλθλουχιϊν 

ανά δείγμα για τα 263 δείγματα που χρθςιμοποιικθκαν για τισ παρακάτω αναλφςεισ 

κυμάνκθκε από 6,615 ζωσ 94,660. Θ κατανομι των δειγμάτων ανάλογα με τθν περιοχι 

προζλευςθσ και τισ ςυνκικεσ επϊαςθσ ωαίνεται ςτον Πίνακα Δ.3.2. 
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Πίνακασ Δ.3.2. Η κατανομι των δειγμάτων ανάλογα με τθν περιοχι προζλευςθσ και τισ ςυνκικεσ 

επϊαςθσ. 

 Φόδελε Παντάναςςα Γιόφυρο Σφνολο δειγμάτων 

Treatment 1 27 24 21 72 

Treatment 2 27 21 18 66 

Treatment 3 27 14 18 59 

Treatment 4 24 17 17 58 

Controls 3 3 2 8 

Σφνολο δειγμάτων 108 79 76 263 

 

Σφςταςθ τθσ in situ κοινότθτασ ςε κάκε περιοχι 

 Οι κοινότθτεσ κατά τθ δειγματολθψία ςτο πεδίο διζωεραν ςθμαντικά ανάλογα με 

τθν περιοχι προζλευςθσ (ANOSIM TEST, n=8, Global R=0.782, p=0.004). Ο μζςοσ όροσ του 

δείκτθ BC (ςε επίπεδο OTU) μεταξφ των δειγμάτων από τισ διαωορετικζσ περιοχζσ ιταν 

25.08% (Παντάναςςα-Γιόωυρο), 15.2% (Παντάναςςα-Φόδελε) και 10.9% (Φόδελε-Γιόωυρο). 

Οι ταξινομικζσ ομάδεσ ςε επίπεδο Σάξθσ ιταν επίςθσ πολφ διαωορετικζσ, με τισ κοινότθτεσ 

από το Γιόωυρο να είναι οι μόνεσ που ωζρουν ομάδεσ μεκανογενϊν Αρχαίων 

(Methanobacteria) και τισ κοινότθτεσ ςτο Γιόωυρο και τθν Παντάναςςα να ωζρουν 

αυξθμζνα ποςοςτά υποχρεωτικά αναερόβιων SRB βακτθρίων όπωσ τα Desulfobacterales 

και μικροαερόωιλων όπωσ τα Campylobacterales (Εικόνα Δ.3.4.). Αντίκετα οι κοινότθτεσ 

από το Φόδελε ζωεραν μεγαλφτερα ποςοςτά από αερόωιλα και μικροαερόωιλα βακτιρια 

όπωσ οι Xanthomonadales και Rhodobacterales (Εικόνα Δ.3.4.). Οι διαωορζσ αυτζσ 

αντικατοπτρίηουν τισ διαωορζσ ςτα επίπεδα οξυγόνωςθσ του ιηιματοσ κάκε περιοχισ, ςε 

ςυμωωνία με τισ μετριςεισ για το οξειδοαναγωγικό δυναμικό του ιηιματοσ in situ. Επίςθσ, 

τα δυο δείγματα από το Γιόωυρο είχαν μεγάλθ ετερογζνεια ςτισ κοινότθτεσ, αντίκετα με τισ 

άλλεσ δυο περιοχζσ. Ο δείκτθσ Shannon ιταν επίςθσ μεγαλφτεροσ ςτο Φόδελε, παρουςίαςε 

μεγάλο εφροσ ςτο Γιόωυρο και ιταν μικρότεροσ ςτθν Παντάναςςα (Εικόνα Δ.3.5.).  
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Εικόνα Δ.3.4. Η ταξινομικι ςφςταςθ των δειγμάτων κατά τθ δειγματολθψία ςτο πεδίο, ςε 

επίπεδο Τάξθσ. Με 1C ςυμβολίηονται τα δείγματα από το Φόδελε, με 2C τα δείγματα από τθν 

Παντάναςςα και με 3C τα δείγματα από το Γιόφυρο, ενϊ με R1-R3 οι ρζπλικεσ. Στο υπόμνθμα ςτα 

δεξιά οι ομάδεσ με τθ ςειρά που παρουςιάηονται. 

 

Εικόνα Δ.3.5. Θθκογράμματα του δείκτθ Shannon των in situ κοινοτιτων κάκε περιοχισ. 
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Αλλαγζσ ςτθ δομι και ςτθ ςφςταςθ των κοινοτιτων κάτω από ίδιεσ ςυνκικεσ επϊαςθσ  

 Ο δείκτθσ Shannon ςε επίπεδο Σάξθσ *Θ(O)] και OTU (Θ'log2) και θ ιςοκατανομι κατά 

Piellou (J') βρζκθκε ότι μειϊνονταν ςε ςχζςθ με το χρόνο επϊαςθσ τόςο όταν θ ςφγκριςθ 

ζγινε ςφμωωνα με τθν περιοχι προζλευςθσ όςο και ςφμωωνα με τισ ςυνκικεσ επϊαςθσ. Σο 

εφροσ τιμϊν των ςυντελεςτϊν ςυςχετίςεων και των επιπζδων ςθμαντικότθτασ 

παρουςιάηονται ςτον Πίνακα Δ.3.3.  

Πίνακασ Δ.3.3. Το εφροσ τιμϊν των ςυντελεςτϊν ςυςχετίςεων και των επιπζδων ςθμαντικότθτασ, 

ςτισ ςυςχετίςεισ  του δείκτθ Shannon ςε επίπεδο Τάξθσ *Η(O)+ και OTU (Η'log2) και τθσ 

ιςοκατανομισ κατά Piellou (J') με το χρόνο επϊαςθσ. 

 Σφγκριςθ ανά περιοχι Σφγκριςθ ανά treatment 

H(O) -0.37>rho>-0.5, 8E-05>p>6E-09 -0.31>rho>-0.55, 0.032>p>6E-05 

Η'log2 -0.46>rho>-0.5, 5E-05>p>7E-07 -0.42>rho>-0.37, 0.012>p>0.008 

J' -0.46>rho>-0.49, 3E-05>p>6E-07 -0.31>rho>-0.44, 0.041>p>0.0008 

Οι τιμζσ του p διορκϊκθκαν κατά τθ διόρκωςθ Bonferonni για πολλαπλζσ ςυγκρίςεισ.  

  Όταν ςυγκρίκθκαν οι δείκτεσ ομοιότθτασ των κοινοτιτων με βάςθ τθν περιοχι 

προζλευςθσ, βρζκθκε ότι οι κοινότθτεσ με τθ μεγαλφτερθ ομοιότθτα ιταν οι κοινότθτεσ 

από τθν ίδια περιοχι προζλευςθσ (Εικόνα Δ.3.6.Α). Ακόμα, παρατθρικθκε ότι ο δείκτθσ BC 

μειωνόταν ςυνεχϊσ κατά τθν αφξθςθ τθσ χρονικισ απόςταςθσ ανεξάρτθτα από τθν περιοχι 

προζλευςθσ ι τισ ςυνκικεσ επϊαςθσ των ςυγκρινόμενων δειγμάτων (Εικόνα Δ.3.6.Β και 

Δ.3.6.Γ), με μια μικρι αφξθςθ κατά τισ τελευταίεσ οκτϊ θμζρεσ τθσ επϊαςθσ (t7 και t8) 

(Εικόνα Δ.3.6.Β). Τπιρχε δθλαδι μια τάςθ μείωςθσ ςτθν ομοιότθτα των κοινοτιτων θ οποία 

ιταν ανεξάρτθτθ από τα παραπάνω και κα μποροφςε να οωείλεται ςτα λεγόμενα 

"ωαινόμενα περιοριςμοφ" (confinement effects), δθλαδι τθ διαταραχι που προκαλείται 

από τθν πειραματικι διάταξθ όπωσ τον εγκλειςμό των ιηθμάτων ςε πυρθνοδειγματολιπτεσ 

και μικρόκοςμουσ. Παράλλθλα όμωσ, βρζκθκε ότι θ μζςθ ομοιότθτα των κοινοτιτων που 

επωάςτθκαν ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ ιταν μεγαλφτερθ από αυτι των κοινοτιτων που 

επωάςτθκαν ςε διαωορετικζσ ςυνκικεσ (Εικόνα Δ.3.7.Δ). 



83 
 

 

Εικόνα Δ.3.6. Η μζςθ τιμι του δείκτθ BC ανάλογα με τθν περιοχι προζλευςθσ των δειγμάτων (Α), 

το χρόνο επϊαςθσ (Β), τθ χρονικι απόςταςθ (Γ) και τισ ςυνκικεσ επϊαςθσ (Δ). Η οριηόντια 

γραμμι ςε κάκε γράφθμα ςυμβολίηει τθν τιμι του ςυνολικοφ μζςου (grand mean) του BC.  

 Παρά τθ γενικι μείωςθ που παρατθρικθκε ςτθν ομοιότθτα των κοινοτιτων με τθν 

αφξθςθ του χρόνου επϊαςθσ, παρατθρικθκε επίςθσ ότι θ μείωςθ τθσ μζςθσ τιμισ τθσ 

ομοιότθτασ μεταξφ των κοινοτιτων ιταν μικρότερθ για τισ κοινότθτεσ που επωάςτθκαν 

κάτω από τισ ίδιεσ ςυνκικεσ (Εικόνα Δ.3.7. πάνω) παρά για τισ κοινότθτεσ από τθν ίδια 

περιοχι προζλευςθσ (Εικόνα Δ.3.7. κάτω). Θ διαωορά ςτθ μείωςθ τθσ μζςθσ τιμισ ιταν 

ακόμα μεγαλφτερθ όταν ςυγκρίνονταν οι κοινότθτεσ με μεγαλφτερθ χρονικι απόςταςθ, 

δθλαδι οι κοινότθτεσ που επωάςτθκαν για περιςςότερο χρόνο κάτω από τισ ίδιεσ 

ςυνκικεσ. Κατ' απόλυτθ τιμι, θ ομοιότθτα των κοινοτιτων που επωάςτθκαν χωρίσ τθν 

προςκικθ οργανικοφ εμπλουτιςμοφ (treatments 1 και 2) ιταν μεγαλφτερθ από αυτι των 

κοινοτιτων που επωάςτθκαν με τθν προςκικθ οργανικοφ εμπλουτιςμοφ (treatments 3 και 

4), για όλεσ τισ χρονικζσ αποςτάςεισ (Εικόνα Δ.3.7. πάνω).  
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Εικόνα Δ.3.7. Το 95% του εφρουσ τθσ μζςθσ τιμισ τθσ ομοιότθτασ BC ςε ςυνάρτθςθ με τθ χρονικι 

απόςταςθ των ςυγκρινόμενων κοινοτιτων. Πάνω: Διαχωριςμόσ ανάλογα με τισ ςυνκικεσ 

επϊαςθσ. Κάτω: Διαχωριςμόσ ανάλογα με τθν περιοχι προζλευςθσ των κοινοτιτων. Gf: Γιόφυρο, 

Fd: Φόδελε Ps: Παντάναςςα 

 Δεδομζνθσ τθσ γενικισ τάςθσ μείωςθσ τθσ ομοιότθτασ με τθν αφξθςθ του χρόνου 

επϊαςθσ, ιταν αναμενόμενο να μθν παρατθρθκεί αφξθςθ ςτθν απόλυτθ τιμι του BC 

ακόμα κι αν υπιρχε τάςθ ςφγκλιςθσ των κοινοτιτων κάτω από τισ ίδιεσ ςυνκικεσ επϊαςθσ. 

Για να εξεταςτεί αυτό το ενδεχόμενο, μελετικθκε θ ομαδοποίθςθ των δειγμάτων (με 

ανάλυςθ δενδρογραμμάτων) από κάκε χρονικι ςτιγμι από τθν αρχι ζωσ το τζλοσ τθσ 

επϊαςθσ (t0-t8) ςε ςχζςθ με τθν περιοχι προζλευςθσ και τθν παροχι ι όχι οργανικοφ 

εμπλουτιςμοφ. Θ κατθγοριοποίθςθ ζγινε μόνο με βάςθ τθν παροχι οργανικοφ 

εμπλουτιςμοφ κι όχι με τθν παροχι αεριςμοφ, με βάςθ τα παραπάνω αποτελζςματα 

(Εικόνα Δ.3.6.Δ) που δείχνουν ότι θ επίδραςθ του αεριςμοφ τθσ ςτιλθσ του νεροφ ςτθν τιμι 

του BC είναι μικρι (θ μζςθ ομοιότθτα των ςυγκρίςεων των treatments 1-2 και 3-4 ιταν 

μεγαλφτερθ από το ςυνολικό μζςο τθσ ομοιότθτασ). Σα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ αυτισ 

ζδειξαν ότι θ ομαδοποίθςθ κατά περιοχι προζλευςθσ ιταν ςθμαντικι ςτα αρχικά ςτάδια 

του πειράματοσ (t0-t2) για όλεσ τισ περιοχζσ, από τθ χρονικι ςτιγμι t3 και μετά οι κοινότθτεσ 

από τθν Παντάναςςα και το Γιόωυρο ομαδοποιικθκαν ανάλογα με τθν παροχι ι όχι 
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οργανικοφ εμπλουτιςμοφ, τθ χρονικι ςτιγμι t7 αυτό ίςχυε για όλεσ τισ κοινότθτεσ, ενϊ τθ 

χρονικι ςτιγμι t8 θ ομαδοποίθςθ με βάςθ τθν παροχι ι όχι οργανικοφ εμπλουτιςμοφ ιταν 

ςθμαντικότερθ από τθν περιοχι προζλευςθσ μόνο για τισ κοινότθτεσ από τθν Παντάναςςα 

και το Γιόωυρο (Εικόνα Δ.3.8.). 

 

Εικόνα Δ.3.8. Τα δενδρογράμματα των δειγμάτων ανά χρονικι ςτιγμι τθσ δειγματολθψίασ (t0-t8). 

Fd: Φόδελε, org+ : δείγματα από μικρόκοςμουσ με προςκικθ οργανικοφ εμπλουτιςμοφ, org- : 

δείγματα από μικρόκοςμουσ χωρίσ προςκικθ οργανικοφ εμπλουτιςμοφ. 

  



86 
 

Σφνοψθ 

 Σα αποτελζςματα του πειράματοσ αυτοφ ζδειξαν ότι θ επίδραςθ τθσ πειραματικισ 

μεταχείριςθσ (εγκλειςμόσ του ιηιματοσ ςε πυρθνοδειγματολιπτεσ και των 

πυρθνοδειγματολθπτϊν ςε μικρόκοςμουσ) ιταν ο κφριοσ παράγοντασ που ευκφνονταν για 

τισ αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ, τόςο ςτο επίπεδο τθσ δομισ και τθσ ςφςταςισ τουσ όςο και 

ςτο επίπεδο τθσ λειτουργικότθτάσ τουσ. Σόςο θ α- όςο και θ β-ποικιλότθτα των κοινοτιτων 

ζδειξαν μια ςυνεχι μείωςθ με τθν αφξθςθ του χρόνου επϊαςθσ ανεξάρτθτα από τθν 

περιοχι προζλευςθσ των δειγμάτων και τισ ςυνκικεσ επϊαςθσ. Επίςθσ, οι αλλαγζσ ςτθ 

λειτουργικότθτα των κοινοτιτων ιταν παρόμοιεσ κακϊσ θ μείωςθ του επιωανειακοφ 

οξειδοαναγωγικοφ δυναμικοφ αλλά και θ αφξθςθ τθσ παραγωγισ υδρόκειου 

παρατθρικθκαν ανεξάρτθτα τθσ περιοχισ προζλευςθσ του ιηιματοσ και τθσ παροχισ ι όχι 

οργανικοφ εμπλουτιςμοφ ι αεριςμοφ ςτθ ςτιλθ του νεροφ. 

 Παρόλα αυτά θ κεωρία του Baas-Becking ιταν δυνατόν να ελεγχκεί για το 

ςυγκεκριμζνο πείραμα, εξετάηοντασ α) τθν ομοιότθτα των κοινοτιτων που επωάςτθκαν 

κάτω από τισ ίδιεσ ςυνκικεσ ςε ςχζςθ με τθν ομοιότθτα αυτϊν που επωάςτθκαν ςε 

διαωορετικζσ ςυνκικεσ και β) τθν ομαδοποίθςθ των δειγμάτων από κάκε χρονικι ςτιγμι 

κατά τθ διάρκεια του πειράματοσ ςε ςχζςθ με τθν παροχι ι όχι οργανικοφ εμπλουτιςμοφ 

και τθν περιοχι προζλευςθσ. Σα αποτελζςματα ζδειξαν ότι α) θ ομοιότθτα των κοινοτιτων 

που επωάςτθκαν κάτω από τισ ίδιεσ ςυνκικεσ ιταν μεγαλφτερθ από τθν ομοιότθτα αυτϊν 

που επωάςτθκαν ςε διαωορετικζσ ςυνκικεσ και β) θ ομαδοποίθςθ με βάςθ τθν παροχι ι 

όχι οργανικοφ εμπλουτιςμοφ ιταν πιο ςθμαντικι από τθν περιοχι προζλευςθσ όταν οι 

κοινότθτεσ επωάςτθκαν από 12 και άνω θμζρεσ για τουλάχιςτον δφο από τισ τρεισ περιοχζσ 

που εξετάςτθκαν. υνεπϊσ τα αποτελζςματα του πειράματοσ αυτοφ αποτελοφν μια ζμμεςθ 

απόδειξθ τθσ κεωρίασ του Baas-Becking, και πιο ςυγκεκριμζνα του δεφτερου ςκζλουσ τθσ, 

δθλαδι ότι "το περιβάλλον επιλζγει". 
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Κεφάλαιο Ε. Συηιτθςθ 

 τθν παροφςα διατριβι εξετάςτθκαν οι αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ των βακτθρίων τθσ 

ςτιλθσ του νεροφ και του ιηιματοσ ςε ςυνκικεσ εμπλουτιςμοφ με κρεπτικά, με μεκόδουσ 

αλλθλοφχιςθσ νζασ γενιάσ. Πραγματοποιικθκαν δυο πειράματα (Κεωάλαια Β και Δ) ςε 

ελεγχόμενεσ πειραματικζσ ςυνκικεσ (μεςοκόςμων και μικροκόςμων, αντίςτοιχα)  και 

επίςθσ (Κεωάλαιο Γ) εξετάςτθκαν οι αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ του βακτθριοπλαγκτοφ ςτο 

πεδίο (in situ).   

 φμωωνα με τθ βιβλιογραωία, υπάρχει θ πικανότθτα τα αποτελζςματα των 

εργαςιϊν που εξετάηουν τθν ποικιλότθτα του 16S rRNA με μεκόδουσ αλλθλοφχιςθσ νζασ 

γενιάσ να επθρεαςτοφν λόγω μθ πολλαπλαςιαςμοφ ςυγκεκριμζνων ταξινομικϊν ομάδων 

κατά τθν PCR (Bergmann et al. 2011; Kuczynski et al. 2012) ι λόγω λανκαςμζνθσ επιλογισ 

ςτο μεταβλθτό κομμάτι του 16S rRNA που πολλαπλαςιάηεται και εξετάηεται (Lee et al. 

2012; Pinto and Raskin 2012; Cai et al. 2013). Από τα αποτελζςματα όμωσ των πειραμάτων 

τθσ διατριβισ αυτισ ωαίνεται ότι αυτό δεν ςυνζβθ ςτθν παροφςα διατριβι. Θ δομι των 

κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ ςτο Κεωάλαιο Β ιταν πολφ όμοια με τθ δομι των 

κοινοτιτων όπωσ παρουςιάςτθκε από μελζτθ θ οποία ζγινε με μεκόδουσ υβριδιςμοφ 

βαςιςμζνθ ςτο ίδιο πείραμα (Sebastian et al. 2012). Επίςθσ, θ δομι και θ ςφςταςθ των 

κοινοτιτων που εξετάςτθκαν ςτο Κεωάλαιο Β όςο και των κοινοτιτων των δειγμάτων 

ελζγχου του Κεωαλαίου Γ ιταν πολφ όμοιεσ με κοινότθτεσ από τθν ανϊτερθ ςτιλθ του 

νεροφ τθσ Μεςογείου όπωσ αυτζσ παρουςιάηονται ςε άλλεσ μελζτεσ (Alonso-Sáez et al. 

2007; Feingersch et al. 2010; Ferrera et al. 2011). Επιπροςκζτωσ, οι αλλαγζσ που 

ανιχνεφτθκαν ςτισ ςυχνότθτεσ των ομάδων με τθ μεγαλφτερθ αωκονία ςτο κεωάλαιο Γ, δεν 

επθρεάηονται από τζτοιου είδουσ μεκοδολογικι μερολθψία κακϊσ αυτι, αν υπάρχει, 

επθρεάηει με τον ίδιο τρόπο όλα τα δείγματα κι άρα οι αλλαγζσ δεν είναι δυνατόν να 

επιςκιαςτοφν. Οι κοινότθτεσ του ιηιματοσ του Κεωαλαίου Δ από τθν δειγματολθψία ςτο 

πεδίο (t-1) είχαν επίςθσ παρόμοια δομι και χαρακτθριςτικά, όπωσ μεγαλφτερεσ τιμζσ 

ιςοκατανομισ, με κοινότθτεσ του ιηιματοσ από πολλζσ παράκτιεσ περιοχζσ (Zinger et al. 

2011; Zhu et al. 2013; Zinger et al. 2014).  

 Σισ τελευταίεσ δεκαετίεσ ζχουν πραγματοποιθκεί αρκετά πειράματα εμπλουτιςμοφ 

τθσ ςτιλθσ του νεροφ με κρεπτικά ςε ελεγχόμενεσ ςυνκικεσ παρουςία ι απουςία 
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κθρευτϊν (π.χ. ετερότροωων νανομαςτιγωτϊν) ςε διαωορετικζσ κλίμακεσ μεγζκουσ *π.χ. 

(Carlson and Ducklow 1996; Cherrier et al. 1996; Kirchman and Rich 1997; Rivkin and 

Anderson 1997; Zohary and Robarts 1998; Pinhassi et al. 1999; Church et al. 2000; Eilers et 

al. 2000; Kirchman et al. 2000; Carlson et al. 2002; Carlson et al. 2004; Kirchman et al. 2005; 

Allers et al. 2007; Lekunberri et al. 2012)]. ε κάποια από αυτά, όταν εξετάηονται οι αλλαγζσ 

ςτισ κοινότθτεσ του βακτθριοπλαγκτοφ, ζχει παρατθρθκεί ότι θ αωκονία κάποιων από τισ 

ταξινομικζσ ομάδεσ αλλάηει ανάλογα με το χρόνο επϊαςθσ ανεξάρτθτα τθσ πειραματικισ 

μεταχείριςθσ (π.χ. τθν προςκικθ κρεπτικϊν) (Eilers et al. 2000; Allers et al. 2007; Lekunberri 

et al. 2012).  

 το Κεωάλαιο Β παρατθρικθκε μια ζντονθ αλλαγι ςτισ βακτθριακζσ κοινότθτεσ 

ανάλογα τθν θμζρα τθσ δειγματολθψίασ τόςο ζντονθ ϊςτε τα δείγματα ςτο ςφνολό τουσ 

κατθγοριοποιικθκαν πρϊτα ςφμωωνα με τθν πειραματικι θμζρα από τθν οποία 

προζρχονταν. Αυτό ουςιαςτικά ςθμαίνει ότι οι αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ λόγω πειραματικισ 

διαδικαςίασ ιταν πολφ μεγαλφτερεσ από τισ αλλαγζσ λόγω τθσ προςκικθσ ωϊςωορου. Δεν 

μπορεί βζβαια να αποκλειςτεί και το ενδεχόμενο οι αλλαγζσ αυτζσ να είναι ςυνδυαςμόσ 

τθσ πειραματικισ μεταχείριςθσ και των αλλαγϊν ςτο χρόνο που κα ςυνζβαιναν οφτωσ ι 

άλλωσ εάν οι κοινότθτεσ βρίςκονταν ςτο ωυςικό τουσ περιβάλλον. Πράγματι, υπάρχουν 

εργαςίεσ οι οποίεσ αναωζρουν ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτθ δομι των κοινοτιτων του 

βακτθριοπλαγκτοφ τθσ ανϊτερθσ ςτιλθσ του νεροφ τθσ κάλαςςασ ακόμα και ςε επίπεδο 

θμερϊν (Hewson et al. 2006; Ottesen et al. 2011; Yao et al. 2011). 

 Παρομοίωσ, όπωσ ωαίνεται από τα αποτελζςματα του Κεωαλαίου Δ, οι αλλαγζσ ςτισ 

κοινότθτεσ με τθν αφξθςθ του χρόνου επϊαςθσ ιταν επίςθσ πολφ ςθμαντικζσ και όςον 

αωορά το ίηθμα. Αυτό αντικατοπτρίηεται τόςο ςτο επίπεδο τθσ δομισ και τθσ ςφςταςθσ τθσ 

κοινότθτασ όςο και ςτθ λειτουργικότθτά τθσ. Οι παράμετροι τθσ α-ποικιλότθτασ των 

κοινοτιτων ζδειξαν μια μείωςθ ςτο χρόνο θ οποία ιταν ανεξάρτθτθ των ςυνκθκϊν 

επϊαςθσ και τθσ περιοχισ προζλευςθσ των ιηθμάτων και το ίδιο ίςχυε για τθν ομοιότθτα 

μεταξφ των κοινοτιτων ςτο χρόνο. Επίςθσ, ανεξαρτιτωσ περιοχισ προζλευςθσ και 

ςυνκθκϊν επϊαςθσ παρατθρικθκε μείωςθ ςτο οξειδοαναγωγικό δυναμικό τθσ επιωάνειασ 

του ιηιματοσ και αφξθςθ τθσ παραγωγισ υδρόκειου, γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι με τθν 

αφξθςθ του χρόνου επϊαςθσ οι ςυνκικεσ ςτθν επιωάνεια του ιηιματοσ γινόταν ολοζνα και 

πιο ανοξικζσ. Σο ωαινόμενο παρατθρικθκε ακόμα και ςτουσ μικρόκοςμουσ ςτουσ οποίουσ 
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υπιρχε παροχι αζρα ςτθ ςτιλθ του νεροφ και το διαλυμζνο οξυγόνο ςτθ ςτιλθ ιταν πάντα 

ςε υψθλά επίπεδα. Παρόμοια ωαινόμενα αφξθςθσ τθσ παραγωγισ υδρόκειου με το χρόνο 

επϊαςθσ ανεξαρτιτωσ μεταχείριςθσ ζχουν παρατθρθκεί και ςε άλλα πειράματα επϊαςθσ 

ιηθμάτων ςε πυρθνοδειγματολιπτεσ (Valdemarsen et al. 2009, 2010) με τθ διαωορά ότι ςε 

εκείνα τα πειράματα ςθμειϊκθκε ςθμαντικι αφξθςθ κάτω από ςυνκικεσ οργανικοφ 

εμπλουτιςμοφ, κάτι που δεν παρατθρικθκε ςτθν παροφςα εργαςία. 

 Ωσ διαταραχι για μια κοινότθτα ορίηεται ζνα αιτιολογικό γεγονόσ το οποίο α) 

αλλάηει το άμεςο περιβάλλον με πικανζσ επιπτϊςεισ ςτθν κοινότθτα ι β) απευκείασ 

αλλάηει μια κοινότθτα (Rykiel Jr 1985; Glasby and Underwood 1996). Επομζνωσ, θ 

προςκικθ κρεπτικϊν μπορεί να χαρακτθριςτεί ωσ διαταραχι που ανικει ςτθν πρϊτθ 

κατθγορία κακϊσ κατά τθν προςκικθ αλλάηει το άμεςο περιβάλλον τθσ κοινότθτασ με 

τζτοιο τρόπο ϊςτε να είναι πολφ πικανόν να αλλάξει και θ κοινότθτα (λόγω τθσ μεγάλθσ 

ςυνάωειασ των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ με τθν πρόςλθψθ κρεπτικϊν - δείτε 

Κεωάλαιο Α). Επίςθσ, θ ανκεκτικότθτα των μικροβιακϊν κοινοτιτων ςε μια διαταραχι 

ορίηεται ωσ ο βακμόσ ςτον οποίο θ δομι και θ ςφςταςθ μιασ κοινότθτασ παραμζνει 

ςτακερι μετά από τθ διαταραχι (Allison and Martiny 2008) και ποικίλει ανάλογα με τθν 

διάρκεια τθν ζνταςθ και τθν ςυχνότθτα τθσ διαταραχισ (Shade et al. 2012) (Εικόνα Ε.1.) με 

τισ βραχυπρόκεςμεσ (pulse) διαταραχζσ να επιωζρουν λιγότερεσ αλλαγζσ και γρθγορότερθ 

ανάκαμψθ τθσ κοινότθτασ από τισ μακροπρόκεςμεσ (press) διαταραχζσ. Θ ωφςθ του 

εμπλουτιςμοφ ωσ διαταραχι ςφμωωνα με τον παραπάνω διαχωριςμό ιταν διαωορετικι 

ςτα πειράματα τθσ διατριβισ αυτισ και το ίδιο ιςχφει και για τισ αλλαγζσ ςτθ δομι και τθ 

ςφςταςθ τθσ κοινότθτασ.  
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Εικόνα Ε.1. Οι διαφορζσ ςτθ φφςθ των διαταραχϊν ανάλογα με τθ διάρκεια και οι πικανζσ 

αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ ωσ απόκριςθ αυτϊν. Οι κοινότθτεσ είναι πιο πικανό να 

ςτακεροποιθκοφν ςτθν αρχικι τουσ ςφςταςθ μετά από βραχυπρόκεςμεσ διαταραχζσ (πάνω) 

παρά μετά από μακροπρόκεςμεσ (κάτω). Εικόνα από (Shade et al. 2012). 

 το πείραμα του Κεωαλαίου Β, θ ωφςθ του εμπλουτιςμοφ ιταν βραχυπρόκεςμθ 

κακϊσ θ προςκικθ του P ζγινε μία ωορά ςτθν αρχι του πειράματοσ. Παράλλθλα, τα 

ωαινόμενα περιοριςμοφ αποτελοφν κι άλλθ μια κατθγορία διαταραχισ που αυξάνουν το 

εφροσ των τιμϊν τθσ ομοιότθτασ Bray-Curtis (BC) αλλά, όπωσ αναωζρκθκε παραπάνω, δεν 

υπάρχει τρόποσ να ποςοτικοποιθκεί. Παρόλα αυτά, οι κοινότθτεσ των μεςοκόςμων με 

προςκικθ P ςτθν τρίτθ πειραματικι θμζρα ιταν (ζςτω και ελαωρϊσ) ςθμαντικά πιο όμοιεσ 

ςε ςχζςθ με τισ υπόλοιπεσ (Εικόνα Ε.2.).  
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Εικόνα Ε.2. Γραφικι αναπαράςταςθ των διαφορετικϊν διαταραχϊν ςτο πείραμα του Κεφαλαίου 

Β με τρόπο ανάλογο τθσ Εικόνασ E.1. Η κυρτι γραμμι που ςυμβολίηει τθν αφξθςθ τθσ ομοιότθτασ 

των κοινοτιτων μετά τθν προςκικθ P είναι υποκετικι και παρουςιάηεται για ςυγκριτικοφσ 

λόγουσ.  

Αυτό υποδθλϊνει ότι οι κοινότθτεσ του βακτθριοπλαγκτοφ ςτο πείραμα ζδειξαν μεγάλθ 

ανκεκτικότθτα ςτθν προςκικθ P, παρά το γεγονόσ ότι προζρχονταν από τθν Ανατολικι 

Μεςόγειο όπου θ παραγωγικότθτα του βακτθριοπλαγκτοφ περιορίηεται από τον ωϊςωορο. 

Σο γεγονόσ αυτό πικανϊσ υπογραμμίηει τθν ικανότθτα των κοινοτιτων του 

βακτθριοπλαγκτοφ από τθν περιοχι αυτι να αωομοιϊνουν γριγορα μεγάλεσ ποςότθτεσ 

προςτικζμενου ωϊςωορου χωρίσ ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτθ δομι τουσ. Αξίηει πάντωσ να 

αναωερκεί ότι τα αρχικά επίπεδα μετά τθν προςκικθ (100 nM) ιταν ςυγκρίςιμα με τισ 

ςυγκεντρϊςεισ ςτο πεδίο που ζχουν καταγραωεί για τθν Ανατολικι Μεςόγειο (Zohary and 

Robarts 1998). Ζτςι, ο προςτικζμενοσ ωϊςωοροσ ςτο πείραμα αυτό ίςωσ δεν ιταν αρκετόσ 

ϊςτε να προκαλζςει αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ, παρά τθν αφξθςθ ςτθν βιομάηα και 

παραγωγικότθτα του βακτθριοπλαγκτοφ μετά τθν προςκικθ (Sebastian et al. 2012). 

Τπάρχουν, πάντωσ, πειράματα παρόμοιασ κλίμακασ ςτα οποία θ προςκικθ ωϊςωορου 

πραγματοποιικθκε ςε τελικι ςυγκζντρωςθ τθσ τάξεωσ των μmol χωρίσ να παρατθρθκοφν 

αλλαγζσ ςτθν δομι των κοινοτιτων του βακτθριοπλαγκτοφ (Lekunberri et al. 2010; Teira et 

al. 2011). Εναλλακτικά, μια αλλαγι ςτο περιοριςτικό κρεπτικό μεταξφ των διαωορετικϊν 
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ταξινομικϊν ομάδων του βακτθριοπλαγκτοφ κα μποροφςε πικανϊσ να ζχει ακολουκιςει 

τθν αρχικι αφξθςθ τθσ βιομάηασ μετά τθν προςκικθ ωϊςωορου, όπωσ πρόςωατα 

παρατθρικθκε ςε παρόμοιο πείραμα προςκικθσ κρεπτικϊν ςτθν Ανατολικι Μεςόγειο 

(Sebastián and Gasol 2013). 

 το πείραμα του Κεωαλαίου Γ θ διαταραχι ανάμεςα ςτα δείγματα ελζγχου και ςτα 

"επθρεαςμζνα" δείγματα είναι ο εμπλουτιςμόσ με κρεπτικά. Αντίκετα με τα άλλα δυο 

πειράματα, οι αλλαγζσ εδϊ εξετάςτθκαν ςε χωρικι κι όχι ςε χρονικι κλίμακα. Προωανϊσ θ 

ωφςθ τθσ διαταραχισ ςτθν περίπτωςθ αυτι είναι μακροπρόκεςμθ, κακϊσ ο εμπλουτιςμόσ 

ςυμβαίνει ςυνεχϊσ και επιπροςκζτωσ θ διάρκεια και θ ςυχνότθτά του μεταβάλλονται από 

περιοχι ςε περιοχι αλλά και ςτο χρόνο μζςα ςτθν ίδια περιοχι (π.χ. ςε περιόδουσ όπου θ 

μονάδα ιχκυοκαλλιζργειασ ςτθ θτεία υπολειτουργεί). Σο γεγονόσ αυτό, ςε ςυνδυαςμό με 

τθ διαωορετικότθτα ςτισ πθγζσ των κρεπτικϊν και τθν μορωολογία τθσ ακτογραμμισ ςε 

κάκε περιοχι, κα αναμενόταν να προκαλζςει διαωορετικζσ αλλαγζσ ςτισ κοινότθτεσ ςε 

κάκε περιοχι, όπωσ και παρατθρικθκε για το ςφνολο τθσ κοινότθτασ κάκε περιοχισ 

(Εικόνα Ε.3.).  

 

Εικόνα Ε.3. Γραφικι αναπαράςταςθ των αλλαγϊν ςτισ κοινότθτεσ ςτο πείραμα του Κεφαλαίου Γ. 

Με πράςινθ κουκίδα ςυμβολίηονται τα δείγματα ελζγχου ενϊ με κόκκινεσ τα "επθρεαςμζνα" 

δείγματα. Τα ερωτθματικά ςυμβολίηουν τθν αβεβαιότθτα ςτθ διάρκεια, ςυχνότθτα και φφςθ του 

οργανικοφ εμπλουτιςμοφ ςε κάκε περιοχι.  
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 Παρά το γεγονόσ αυτό, παρατθρικθκε ζνα επαναλαμβανόμενο μοτίβο ςτισ αλλαγζσ 

των ςυχνοτιτων πζντε ταξινομικϊν ομάδων με μεγάλθ αωκονία ςτα επθρεαςμζνα 

δείγματα από κάκε περιοχι. Οι αλλαγζσ αυτζσ ιταν ςθμαντικζσ κακϊσ μποροφςαν να 

εξθγιςουν το μεγαλφτερο ποςοςτό τθσ μεταβλθτότθτασ τθσ κοινότθτασ μεταξφ 

"επθρεαςμζνων" δειγμάτων και δειγμάτων ελζγχου ςε κάκε περιοχι και ιταν ςθμαντικά 

ςυςχετιςμζνεσ με τισ περιςςότερεσ από τισ περιβαλλοντικζσ παραμζτρουσ που ςχετίηονταν 

με τον εμπλουτιςμό. Επίςθσ, οι ςτρατθγικζσ επιβίωςθσ που ζχουν αναπτφξει οι ομάδεσ 

αυτζσ, όπωσ περιγράωονται από τθ βιβλιογραωία, ςυμβαδίηουν με τισ παρατθριςεισ μασ. 

Σα Pelagibacteraceae (γνωςτά και ωσ SAR11) αποτελοφν μια οικογζνεια άκρωσ 

ολιγότροωων βακτθρίων με ευρεία κατανομι ςε όλουσ τουσ ωκεανοφσ τθσ Γθσ (Rappe et al. 

2002). Θ ςυχνότθτα των Pelagibacteraceae ζχει δειχκεί να μειϊνεται ςε περιπτϊςεισ 

αυξθμζνου DOC (Teira et al. 2009; Dinasquet et al. 2013), αυξθμζνθσ πυκνότθτασ 

βακτθριακϊν κυττάρων ςτθ ςτιλθ του νεροφ (Teira et al. 2009) και αυξθμζνων επιπζδων 

χλωροωφλλθσ-α (Williams et al. 2013), ςε ςυμωωνία με τα αποτελζςματά μασ. Ο 

ωυλογενετικόσ κλάδοσ των SAR86 ζχει επίςθσ ευρεία κατανομι ςτθν εφωωτθ ηϊνθ των 

ωκεανϊν και μοιράηεται πολλά χαρακτθριςτικά ςε επίπεδο γονιδιϊματοσ με τθν οικογζνεια 

των Pelagibacteraceae (Dupont et al. 2012). Τπάρχουν, πάντωσ, κάποιεσ εργαςίεσ που 

δείχνουν αφξθςθ ςτουσ πλθκυςμοφσ και τθ δραςτθριότθτα τθσ ομάδασ αυτισ ςε νερά με 

αυξθμζνα επίπεδα κρεπτικϊν και χλωροωφλλθσ-α (Alonso-Gutiérrez et al. 2009; Tada et al. 

2011) ενϊ άλλεσ ζδειξαν το αντίκετο (Teira et al. 2009; Morris et al. 2012). Σα 

αποτελζςματά μασ ςυμωωνοφν με τισ τελευταίεσ, κακϊσ παρατθριςαμε μείωςθ ςτθν 

αωκονία των SAR86 ςτισ "επθρεαςμζνεσ" περιοχζσ, όμοια με τθ μείωςθ των 

Pelagibacteraceae ςτισ περιοχζσ αυτζσ. Θ αωκονία τθσ οικογζνειασ των Alteromonadaceae 

ζχει ςυςχετιςτεί κετικά με αυξθμζνα επίπεδα οργανικοφ άνκρακα (Allers et al. 2007; 

McCarren et al. 2010; Dinasquet et al. 2013), ενϊ οι αωκονίεσ των Rhodobacteraceae και 

Cryomorphaceae με τθν αποςφνκεςθ οργανικισ φλθσ προερχόμενθσ από το ωυτοπλαγκτόν 

κατά τα τελευταία ςτάδια  ωυτοπλαγκτονικϊν ανκιςεων (Pinhassi et al. 2004; Grossart et 

al. 2005; Allers et al. 2007; Tada et al. 2011; Tada et al. 2012). Σα αποτελζςματά μασ 

επιβεβαιϊνουν τισ παρατθριςεισ αυτζσ, κακϊσ θ ςυχνότθτα των Alteromonadaceae 

βρζκθκε αυξθμζνθ κυρίωσ ςτα "επθρεαςμζνα" δείγματα από τθ θτεία όπου τα επίπεδα 

του DOC ιταν τα υψθλότερα, ενϊ θ ςυχνότθτα των Rhodobacteraceae είχε τθ μεγαλφτερθ 

αφξθςθ ςτα "επθρεαςμζνα" δείγματα από τον Άγιο Νικόλαο όπου τα επίπεδα τθσ 
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χλωροωφλλθσ-α ιταν τα υψθλότερα και όπου ωυτοπλαγκτονικζσ ανκιςεισ ζχουν ςυμβεί 

ςτο παρελκόν. Παραδόξωσ, τα Cryomorphaceae είχαν τθ μεγαλφτερθ αφξθςθ ςτα 

"επθρεαςμζνα" δείγματα από τθ θτεία, ενϊ μία άλλθ μεγάλθ ςε αωκονία οικογζνεια που 

ανικει ςτο Φφλο των Bacteroidetes, τα Flavobacteriaceae, ζδειξαν μεγάλθ αφξθςθ ςτα 

"επθρεαςμζνα" δείγματα από τον Άγιο Νικόλαο. Παρόλο που οι ομοιότθτεσ ςε επίπεδο 

γονιδιϊματοσ πολλϊν Bacteroidetes υποδεικνφουν τθν ίδια ςτρατθγικι επιβίωςθσ  θ οποία 

ςχετίηεται με τθν αποςφνκεςθ ςωματιδιακισ οργανικισ φλθσ (Fernandez-Gomez et al. 

2013), παραμζνει απροςδιόριςτοσ ο λόγοσ που ςτθ μελζτθ αυτι διαωορετικζσ οικογζνειεσ 

του Φφλου των Bacteroidetes αυξικθκαν ςε ςυχνότθτα ςε διαωορετικζσ "επθρεαςμζνεσ" 

περιοχζσ. Μια υπόκεςθ κα ιταν ότι αυτό κα μποροφςε να ςχετίηεται με τθ 

διαωορετικότθτα των πθγϊν τθσ αποςυντικζμενθσ ςωματιδιακισ φλθσ ςτισ δυο περιοχζσ, 

πικανϊσ λόγω τθσ αποςφνκεςθσ του μακροωφκουσ Posidonia oceanica κοντά ςτθν 

ιχκυοκαλλιζργεια ςτθ θτεία (Apostolaki et al. 2010). Άλλθ μια ζνδειξθ που ςυνθγορεί ςτθν 

παρουςία του ωαινομζνου αυτοφ ςτθ θτεία είναι θ αυξθμζνθ ςυχνότθτα τθσ οικογζνειασ 

των Colwelliaceae ςτθν περιοχι αυτι, κακϊσ θ ομάδα αυτι ζχει δειχκεί ότι ςυμμετζχει 

ςτθν αποςφνκεςθ ιςτϊν μακροωυκϊν (Fernandes et al. 2012). 

 το πείραμα του Κεωαλαίου Δ, θ ωφςθ των διαταραχϊν ιταν τόςο βραχυπρόκεςμθ 

όςο και μακροπρόκεςμθ. Οι μακροπρόκεςμεσ διαταραχζσ, οι οποίεσ υπιρχαν κακ' όλθ  τθ 

διάρκεια του πειράματοσ, ιταν ο περιοριςμόσ όλων των κοινοτιτων λόγω τθσ πειραματικισ 

διάταξθσ και ο αεριςμόσ τθσ ςτιλθσ του νεροφ ςτα treatments 2 και 3 ενϊ θ 

βραχυπρόκεςμθ ιταν ο οργανικόσ εμπλουτιςμόσ μζςω προςκικθσ διαλυμζνθσ 

ιχκυοτροωισ με ζνταςθ 0.155 g day-1  που πραγματοποιοφνταν ανά δφο θμζρεσ από τθν 

αρχι ζωσ και τθν τριακοςτι θμζρα του πειράματοσ ςτα treatments 3 και 4 (Εικόνα Ε.4.Α). Θ 

επίδραςθ των ωαινομζνων περιοριςμοφ, όπωσ αναωζρκθκε ςτο Κεωάλαιο Δ, ωαίνεται ςτθ 

διαρκι μείωςθ των παραμζτρων τθσ α-ποικιλότθτασ και ςτθ μείωςθ τθσ ομοιότθτασ μεταξφ 

των κοινοτιτων. Επίςθσ, ωάνθκε ότι ο οργανικόσ εμπλουτιςμόσ είχε πιο ςθμαντικι 

επίδραςθ ςτθ δομι και ςτθ ςφςταςθ των κοινοτιτων από τον αεριςμό τθσ ςτιλθσ του 

νεροφ, κακϊσ θ μζςθ ομοιότθτα μεταξφ των treatments 1 και 2 (χωρίσ εμπλουτιςμό 

ανεξαρτιτωσ αεριςμοφ) και 3 και 4 (με εμπλουτιςμό ανεξαρτιτωσ αεριςμοφ) ιταν 

ςθμαντικά μεγαλφτερεσ από όλεσ τισ άλλεσ ςυγκρίςεισ μεταξφ των treatments (Εικόνα 

Δ.3.6.Δ).  Ζτςι, θ επίδραςθ τθσ προςκικθσ οργανικοφ εμπλουτιςμοφ μπορεί να εκτιμθκεί αν 
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ςυγκρικεί θ αλλαγι ςτθ μζςθ ομοιότθτα των δειγμάτων με και χωρίσ οργανικό 

εμπλουτιςμό ςε ςυνάρτθςθ με τθ χρονικι απόςταςθ (Εικόνα Ε.4.Β).  

 

Εικόνα Ε.4. Α: Γραφικι αναπαράςταςθ των διαφορετικϊν ωσ προσ τθ διάρκεια διαταραχϊν ςτο 

πείραμα του Κεφαλαίου Δ με τρόπο ανάλογο τθσ Εικόνασ E.1. Β: Η αλλαγι ςτθ μζςθ ομοιότθτα 

των δειγμάτων με (κόκκινα ςθμεία) και χωρίσ (πράςινα ςθμεία) οργανικό εμπλουτιςμό ςε 

ςυνάρτθςθ με τθ χρονικι απόςταςθ.  

Θ μζςθ ομοιότθτα των δειγμάτων χωρίσ οργανικό εμπλουτιςμό (πράςινα ςθμεία) ιταν ίςθ 

(για χρονικι απόςταςθ 2,3,4 και 5) ι μεγαλφτερθ (για χρονικι απόςταςθ 0,1,6 και 7) από 

αυτι των δειγμάτων με οργανικό εμπλουτιςμό (κόκκινα ςθμεία). Παρατθρικθκε δθλαδι 

μια τάςθ αποςτακεροποίθςθσ τθσ κοινότθτασ όςον αωορά τθ ςφςταςι τθσ, δθλαδι μείωςθ 

τθσ ομοιότθτασ με τθν αφξθςθ του χρόνου επϊαςθσ, ςτουσ μικρόκοςμουσ που επωάςτθκαν 

κάτω από ςυνκικεσ οργανικοφ εμπλουτιςμοφ. Οι κοινότθτεσ του καλάςςιου ιηιματοσ είναι 

πολφ λιγότερο μελετθμζνεσ κάτω από ςυνκικεσ διαταραχισ από ότι οι κοινότθτεσ άλλων 

οικοςυςτθμάτων, π.χ. τθσ ςτιλθσ του νεροφ ι του εδάωουσ (Shade et al. 2012). Γενικότερα 

όμωσ, ο εμπλουτιςμόσ (με κρεπτικά ι οργανικι φλθ) ζχει εξεταςτεί ςε πολλζσ μελζτεσ ςε 

άλλα ςυςτιματα και ζχει ωανεί ότι, όπωσ και ςτθ δικιά μασ μελζτθ, οι κοινότθτεσ είναι 

ευαίςκθτεσ ςε αυτοφ του είδουσ τθν διαταραχι (Allison and Martiny 2008; Shade et al. 

2012).  

 Ο βακμόσ όμωσ τθσ ευαιςκθςίασ ςτον οργανικό εμπλουτιςμό δεν ιταν ο ίδιοσ για 

τισ κοινότθτεσ από κάκε περιοχι. Οι κοινότθτεσ από τθν Παντάναςςα και το Γιόωυρο, 

ζχαςαν γριγορα τθν "ταυτότθτά" τουσ, κακϊσ από τθν 12θ πειραματικι θμζρα και μετά θ 
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ομαδοποίθςθ των δειγμάτων από τισ δυο αυτζσ περιοχζσ γινόταν ανάλογα με τισ ςυνκικεσ 

επϊαςθσ κι όχι ανάλογα με τθν περιοχι προζλευςθσ. Απεναντίασ, για τισ κοινότθτεσ από το 

Φόδελε θ ομαδοποίθςθ ανά περιοχι προζλευςθσ ιταν ςθμαντικι για όλεσ τισ χρονικζσ 

ςτιγμζσ εκτόσ από τθν 28θ πειραματικι θμζρα (t7) (Εικόνα Δ.3.8.). Αυτό κα μποροφςε να 

εξθγθκεί τόςο με βάςθ τθ βιογεωχθμία του ιηιματοσ όςο και με βάςθ τθ δομι τθσ 

βακτθριακισ κοινότθτασ τθσ περιοχισ αυτισ in situ. Καταρχιν, αν υποκζςουμε ότι και οι 

τρεισ περιοχζσ είχαν αρχικά τθν ίδια "ωζρουςα ικανότθτα" διαχείριςθσ οργανικοφ υλικοφ, 

τότε το ίηθμα από το Φόδελε είναι αναμενόμενο να παρουςιάςει μικρότερεσ αλλαγζσ ςτθν 

κοινότθτα μετά τθν προςκικθ οργανικοφ υλικοφ λόγω τθσ μικρότερθσ αρχικισ του 

περιεκτικότθτασ. Επιπροςκζτωσ, θ ανοργανοποίθςθ του προςτικζμενου οργανικοφ υλικοφ 

ςτο Φόδελε ωαίνεται να ιταν πιο αποτελεςματικι από ότι ςτισ άλλεσ δυο περιοχζσ κακϊσ 

τα επίπεδα οργανικισ φλθσ ςτο ίηθμα δε διζωεραν ςθμαντικά ςτουσ μικρόκοςμουσ με και 

χωρίσ προςκικθ οργανικοφ υλικοφ, αντίκετα από ότι παρατθρικθκε για τισ άλλεσ δυο 

περιοχζσ (Εικόνα Δ.3.3.). Από πλευράσ βακτθριακισ κοινότθτασ, αυτό κα μποροφςε να 

ςχετίηεται με τθν αυξθμζνθ αρχικι ποικιλότθτα τθσ κοινότθτασ από το Φόδελε ςε ςχζςθ με 

τισ κοινότθτεσ από τισ άλλεσ δυο περιοχζσ (Εικόνα Δ.3.5.). Ο οικολογικόσ μθχανιςμόσ πίςω 

από τθ κετικι ςυςχζτιςθ μεταξφ ποικιλότθτασ και αντίςταςθσ ςε κάποιου είδουσ 

διαταραχι ζχει προτακεί ότι ςχετίηεται με τθ λεγόμενθ "Τπόκεςθ Αςωαλείασ" (Insurance 

Hypothesis) (Yachi and Loreau 1999), ςφμωωνα με τθν οποία θ ποικιλότθτα εξαςωαλίηει ςε 

ζνα ςφςτθμα αυξθμζνθ λειτουργικότθτα μετά από κάποια διαταραχι επειδι ο αυξθμζνοσ 

αρικμόσ ειδϊν προςδίδει περιςςότερθ "αςωάλεια" ότι κάποια κα ςυνεχίςουν να είναι 

λειτουργικά ακόμθ και μετά τθ διαταραχι. Πολλζσ εργαςίεσ ζχουν πειραματικά αποδείξει 

ότι κοινότθτεσ με αυξθμζνθ γενετικι ποικιλότθτα είναι πικανότερο να περιζχουν τάξα με 

ςυμπλθρωματικά λειτουργικά χαρακτθριςτικά [π.χ. (Tilman et al. 1997; Lavorel and Garnier 

2002; Tilman et al. 2006)] και τθν ικανότθτα για γριγορθ ανάκαμψθ μετά από μια 

διαταραχι, μειϊνοντασ το χρόνο ανάκαμψθσ τθσ κοινότθτασ [π.χ. (Flöder et al. 2010)]. Για 

τισ βακτθριακζσ κοινότθτεσ ςυγκεκριμζνα, ζχει βρεκεί κετικι ςυςχζτιςθ τθσ αντίςταςθσ ςε 

κάποια διαταραχι τόςο με τον πλοφτο ειδϊν τθσ κοινότθτασ (Griffiths et al. 2000; Van Elsas 

et al. 2012) όςο και με τθν ιςοκατανομι τθσ (Wittebolle et al. 2009). 
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