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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Στην παρούσα εργασία µελετήθηκε η φυλογενετική ποικιλότητα των κυανοβακτηρίων 

σε ιζήµατα της λίµνης της Καστοριάς, που είναι γνωστή για την ύπαρξη κυανοβακτη-

ρίων από παλαιότερες έρευνες. Πραγµατοποιήθηκε συλλογή ιζήµατος από τρεις σταθ-

µούς, της λίµνης της Καστοριάς, τον µήνα Οκτώβριο του 2005. Αποµονώθηκε DNA 

από το ίζηµα και ακολούθησε ενίσχυση του γονιδίου 16s rRNA µε ειδικούς εκκινητές 

µε την τεχνική της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης, PCR (Polymerase Chain 

Reaction). Έπειτα πραγµατοποιήθηκε κλωνοποίηση των προϊόντων της PCR, επεξερ-

γασία των αποικιών και αλληλούχιση. Έγινε ανάλυση των αλληλουχιών που προέ-

κυψαν και συγκρίθηκαν µε γνωστές αλληλουχίες της βάσης δεδοµένων της GenBank 

µέσω του προγράµµατος  BLAST µε σκοπό να βρεθούν οι κοντινότεροι συγγενείς φυ-

λότυποι. Τέλος, κατασκευάστηκε φυλογενετικό δέντρο των 16s RNA γονιδίων µε το 

λογισµικό MEGA5. Προσδιορίστηκαν, πέντε είδη κυανοβακτηρίων εκ των οποίων τα 

τέσσερα ανήκαν στην τάξη Nostocales ενώ, το πέµπτο φαίνεται να είναι πλαστίδιο µι-

κροφύκους. Βρέθηκαν επίσης, και αντιπρόσωποι από τα φύλλα των Verrucomicrobia, 

Acidobacteria, Chloroflexi και Firmicutes. Το γεγονός ότι, δεν ανακτήθηκαν κυανοβα-

κτήρια σε µεγάλη αφθονία, δύο χρόνια µετά την άνθιση του νερού, υποδηλώνει ότι είτε 

δεν µπορούν να διατηρηθούν στο ίζηµα, είτε βρίσκονται σε κυτταρικές µορφές που δεν 

µπορούν να ανιχνευθούν µε τις µεθόδους που εφαρµόζονται. 

  

Λέξεις κλειδιά: Cyanobacteria, 16S rRNA, ίζηµα, λίµνη, Καστοριά  
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Γενικά 

 

Στη δυτική Μακεδονία, στο Νοµό Καστοριάς γύρω από την οµώνυµη πόλη, α-

πλώνεται η λίµνη της Καστοριάς, σε υψόµετρο 630 m, µε νεφροειδές σχήµα που οφεί-

λεται στην εισχώρηση της λοφώδους χερσονήσου. 

Η πόλη της Καστοριάς είναι κτισµένη στον ισθµό της λίµνης (Εικ. 1.1), η οποία 

αποτελεί κατάλοιπο παλιάς εκτεταµένης λίµνης που είχε έκταση 164 km2 και µέγιστο 

βάθος µεγαλύτερο από 50 m. Η λίµνη της Καστοριάς είναι καρστική τεκτονικής προέ-

λευσης και υπολογίζεται ότι σχηµατίστηκε πριν από 10.000.000 έτη. Οι γεωγραφικές 

της συντεταγµένες στο κέντρο είναι, γεωγραφικό πλάτος 40ο 31' Β και γεωγραφικό µή-

κος 21ο 18' Α.  (Stankovic 1931).  

 

 

Εικόνα 1.1 : Η λίµνη της Καστοριάς και η πόλη.  
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Η αρχική λίµνη έχει µειωθεί αρκετά και η σηµερινή της έκταση είναι 26 µε 28 

km2, ενώ το µέγιστο βάθος υπολογίζεται περίπου στα 9,5 m, το µέσο βάθος της είναι 

γύρω στα 4 m και ο όγκος του νερού 100 Km3. Το υψόµετρο της µέσης στάθµης της 

βρίσκεται στα 629,50 m και η περίµετρος της πλησιάζει τα 31 km. (Mourkides and 

Tsiouris 1984).   

Η λεκάνη απορροής της λίµνης (Εικ. 1.2), έκτασης 278 Km2 οριοθετείται ως εξής: 

Βόρεια, από το όρος Βέρνο µε ψηλότερη κορυφή το Βίτσι (2128 m) και τα υψώµατα 

Σπυριδάκη, κορυφή Συκαβίτσας και Αγία Παρασκευή. Νότια, από τα υψώµατα Πετρώ-

δες, Μικρό Βουνό και Κορησός. Ανατολικά, από τα υψώµατα Φαλακρό, Στενά Κλει-

σούρας και Πύργος. ∆υτικά από τα υψώµατα Κορυφή, Αγία Τριάδα, Καζάνι και Περ-

τσέλη. 

Στην περιοχή υπάρχουν εννέα ρέµατα που καταλήγουν στην λίµνη της Καστοριάς. 

Το µεγαλύτερο είναι το ρέµα του Ξηροπόταµου, που καταλαµβάνει το µεγαλύτερο µέ-

ρος του ανατολικού τµήµατος της λεκάνης απορροής και εκβάλει στη λίµνη ανάµεσα 

στις κοινότητες Μαυροχωρίου και Πολυκάρπης του ∆ήµου Μακεδνών. Εκτός αυτού, 

στο ανατολικό τµήµα υπάρχουν τα ρέµατα Ίστακου και Φωτεινής. Στο δυτικό τµήµα 

υπάρχουν τα ρέµατα Αποσκέπου και Φουντουκλή, ενώ στο βόρειο τµήµα τα ρέµατα 

Μεταµόρφωσης, Τοιχιού, Αγίου Αθανασίου και Βυσσινιάς. Η λίµνη τροφοδοτείται ε-

κτός από τα ρέµατα και το νερό της βροχής και από πολλές υπολίµνιες πηγές. Στο νότιο 

τµήµα µια διώρυγα (ρέµα Γκιόλι) συνδέει τη λίµνη µε τον ποταµό Αλιάκµονα, στον ο-

ποίον παροχετεύεται η πλεονάζουσα ποσότητα των νερών της µε χρήση ηλεκτρικού 

θυροφράγµατος, που τον χειµώνα 2009-2010 αποδείχτηκε ανεπαρκές, αφού δεν µπόρε-

σε να αποµακρύνει την πλεονάζουσα ποσότητα των νερών που συγκεντρώθηκαν από 

τις υπερβολικές βροχοπτώσεις και χιονοπτώσεις, µε συνέπεια να πληµµυρίσει η πόλη. 
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Σχεδόν κάθε χειµώνα για µια εβδοµάδα ως και 15-20 µέρες η λίµνη παγώνει (Παυλό-

πουλος και συν. 2009) 

 

 

Εικόνα 1.2 : Όρια λεκάνης απορροής της λίµνης της Καστοριάς. 
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1.2 Περιβαλλοντικά προβλήµατα της λίµνης 

 

Τα αστικά και περιαστικά λύµατα, τα οποία µέχρι το 1990 κατέληγαν αυτούσια 

στη λίµνη, µαζί µε τα λιπάσµατα που πιθανώς ρίχνονται ακόµη και σήµερα στις παρα-

λίµνιες καλλιέργειες, προκάλεσαν σοβαρό πρόβληµα ρύπανσης µε συνέπεια, την υπέρ-

µετρη ανάπτυξη της υδρόβιας βλάστησης και του φυτοπλαγκτού (πρασίνισµα της λί-

µνης), ειδικά την περίοδο του καλοκαιριού και του φθινοπώρου, µε αποτέλεσµα τη µεί-

ωση της διαύγειας του νερού, αλλά και του διαλυµένου οξυγόνου. 

Από το 1990 λειτουργεί µονάδα δευτεροβάθµιου βιολογικού καθαρισµού των λυ-

µάτων της πόλης και των παραλίµνιων χωριών (Εικ. 1.3), µε αποτέλεσµα την σταδιακή 

αναβάθµιση της ποιότητας του νερού αλλά και της ζωής του υγρότοπου.  

Σύµφωνα µε τη µελέτη ευτροφισµού και ποιότητας νερού που εκπονήθηκε από το 

∆ηµοκρίτειο Πανεπιστήµιο Θράκης το Φεβρουάριο του 1994, στα πλαίσια του προ-

γράµµατος "Εξυγίανση και Αξιοποίηση της Λίµνης Καστοριάς", µε βάση 15 δειγµατο-

ληψίες που πραγµατοποιήθηκαν από το ∆εκέµβριο του 1992 έως το ∆εκέµβριο του 

1993 (δυο χρόνια µετά την έναρξη λειτουργίας του βιολογικού καθαρισµού), η λίµνη 

της Καστοριάς πρέπει να χαρακτηρισθεί εύτροφη µε βάση τη διαφάνεια ενώ µε βάση 

τον ολικό φωσφόρο και τη χλωροφύλλη α το ανώτατο όριο των τιµών που παρατηρή-

θηκαν υπερβαίνουν την εύτροφη κατηγορία και εµπίπτουν στην υπερεύτροφη (Οικονο-

µόπουλος 1994). Κατά τη δεκαετία 1995-2005, η βιοµάζα των κυανοβακτηρίων παρου-

σίασε διακριτές αλλαγές, καθώς, ελαττώθηκαν σταδιακά µε τη πάροδο του χρόνου ως 

απόκριση στη µείωση των εξωτερικών φορτίων θρεπτικών, χωρίς όµως την απουσία 

ανθίσεων νερού κατά τη θερινή περίοδο του έτους (Κατσιάπη 2007). 
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Εικόνα 1.3 : Μονάδα δευτεροβάθµιου βιολογικού καθαρισµού των λυµάτων της  Καστοριάς.  

 

Τα λιπάσµατα και φυτοφάρµακα που χρησιµοποιούνται ακόµη σε µεγάλη κλί-

µακα στις γεωργικές καλλιέργειες στην παραλίµνια ζώνη,  ρυπαίνουν το έδαφος και τον 

υπόγειο υδροφόρο ορίζοντα έχοντας σαν τελικό αποδέκτη τη λίµνη. Αυτά µαζί µε ένα 

µέρος των λυµάτων της πόλης της Καστοριάς και των λοιπών παραλίµνιων οικισµών 

που δεν καταλήγουν στο βιολογικό καθαρισµό αλλά πέφτουν χωρίς καµία επεξεργασία 

στη λίµνη, έχουν ως αποτέλεσµα την παράταση του φαινοµένου του ευτροφισµού της 

λίµνης Καστοριάς και την εµφάνιση της άνθισης των φυκών (Εικ. 1.4) (Οικονοµόπου-

λος 1994). 

 

Εικόνα 1.4 : Άνθιση φυτοπλαγκτού στη λίµνη της Καστοριάς  (Αύγουστος 2010). 
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1.3 Φυτοπλαγκτό των λιµνών 

 

Η πρωτογενής παραγωγή των λιµνών στηρίζεται στα φύκη, στα µακρόφυτα και 

στα φωτοσυνθετικά βακτήρια. Η κοινωνία του φυτοπλαγκτού αποτελεί τη σηµαντικό-

τερη οµάδα φωτοσυνθετικών οργανισµών στην πελαγική ζώνη των λιµνών και αποδίδει 

το 70% περίπου του παραγόµενου στην ατµόσφαιρα της γης οξυγόνου (Reynolds 

1984). 

Το φυτοπλαγκτό συνίσταται από µικροσκοπικά φύκη µε παθητική µετακίνηση 

µέσω του ανέµου ή των ρευµάτων, προσαρµοσµένα να ζουν σε αιώρηση ή επίπλευση 

στα υδάτινα συστήµατα. Το φυτοπλαγκτό των λιµνών αποτελείται από κυανοβακτήρια 

και από φύκη (Εικ. 1.5) σχεδόν κάθε κύριας οµάδας (χλωροφύκη, διάτοµα, απτοφύκη, 

κρυπτοφύκη, ξανθοφύκη, δινοφύκη, ευγληνοφύκη και χρυσοφύκη) (Wetzel 1983).  

 

Εικόνα 1.5 : Φυτοπλαγκτό στη λίµνη της  Καστοριάς  (Αύγουστος 2010). 
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1.4 Κυανοβακτήρια 

 

Τα κυανοβακτήρια ή κυανοφύκη ή κυανοπράσινα φύκη ή κυανόφυτα αποτελούν 

τη µεγαλύτερη, την πιο ποικιλόµορφη και την πιο ευρύτερα εξαπλωµένη οµάδα φωτο-

συνθετικών προκαρυωτικών οργανισµών. Είναι οι µοναδικοί προκαρυωτικοί οργανι-

σµοί, που διεξάγουν οξυγενή φωτοσύνθεση παρόµοια µε αυτή των ανώτερων φυτών 

στα περισσότερα εσωτερικά νερά και που µπορούν να έχουν σηµαντικές επιπτώσεις 

στην ποιότητα του νερού και τη λειτουργία των υδρόβιων οικοσυστηµάτων.  

Περιλαµβάνουν περίπου 2000 είδη σε πάνω από 150 γένη, µε ένα ευρύ φάσµα 

µορφών και µεγεθών (Chorus and Bartram 1999). Τα κυανοβακτήρια διαθέτουν κυττα-

ρικό τοίχωµα βασισµένο σε ένα στρώµα πεπτιδογλυκάνης, που τα κατατάσσει στα αρ-

νητικά κατά Gram βακτήρια (Castenholz 2001) .  

Θεωρούνται οι πρώτοι οργανισµοί στη Γη που µπόρεσαν να εξελιχθούν παρουσία 

O2. Σ’ αυτά τα βακτήρια αποδίδεται η οξυγόνωση της ατµόσφαιρας. Υπάρχουν παντού 

στη φύση σε ενδιαιτήµατα χερσαία, θαλάσσια, και του γλυκού νερού. Γενικά, είναι πιο 

ανθεκτικά σε ακραία περιβάλλοντα απ’ ότι τα φύκη και συχνά είναι οι µόνοι ή οι κύριοι 

φωτότροφοι οργανισµοί που παράγουν οξυγόνο στις θερµές πηγές, σε αλατούχες λί-

µνες, και σε άλλα ακραία περιβάλλοντα.  

Τα κυανοβακτήρια αναπτύσσονται επίσης σε λίµνες µε γλυκό νερό, ιδιαίτερα σε 

εκείνες που είναι πλούσιες σε θρεπτικά συστατικά. Τις περισσότερες φορές, είναι τα 

πρώτα φυτά που εποικίζουν γυµνές περιοχές βράχων και εδάφους επειδή διαθέτουν 

προσαρµογές που τους επιτρέπουν να εποικίζουν άγονα υποστρώµατα όπως ηφαι-

στειακή στάχτη, αµµώδεις εκτάσεις στην έρηµο και βράχια (Pentecost and Whitton 

2000, Wynn-Williams 2000). Έχει παρατηρηθεί σε όλη σχεδόν την ηπειρωτική Ελλάδα 
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η ανάπτυξη τοξικών, δυνητικά τοξικών και µη τοξικών ειδών κυανοβακτηρίων (Εικ. 

1.6). 

Τα κυρίαρχα περιβάλλοντα που απαντούν τα κυανοβακτήρια είναι τα λιµναία και 

θαλάσσια οικοσυστήµατα. Η ικανότητα τους να εποικίζουν ακραία περιβάλλοντα γενι-

κά είναι εντυπωσιακή. Επιβιώνουν σε ακραίες υψηλές και χαµηλές θερµοκρασίες 

(Wynn-Williams 2000), σε θερµές πηγές (Ward and Castenholz 2000), υπεράλµυρα πε-

ριβάλλοντα όπως η Νεκρά Θάλασσα (Oren 2000), αρκτικές και ανταρκτικές λίµνες, χι-

όνι και πάγο (Vincent 2000). 

Ο σχηµατισµός κυανοβακτηριακής άνθισης οφείλεται σε έναν συνδυασµό αβιοτι-

κών και βιοτικών παραγόντων. Στους αβιοτικούς παράγοντες ανήκουν η υψηλή θερµο-

κρασία του νερού, τα αυξηµένα φορτία θρεπτικών αλάτων, η στρωµάτωση της στήλης 

του νερού, ο χαµηλός λόγος αζώτου/φωσφόρου καθώς και το υψηλό pH, ενώ στους βι-

οτικούς παράγοντες ανήκουν οι ιδιότητες των ίδιων των κυανοβακτηρίων, όπως η επι-

λεκτική θήρευση που ασκεί το ζωοπλαγκτό και η παραγωγή τοξινών (Reynolds and 

Walsby 1975). 

Οι κυανοβακτηριακές ανθίσεις του νερού µειώνουν την αξία του οικοσυστήµατος 

στο οποίο εµφανίζονται και δηµιουργούν προβλήµατα οικολογικά, δηµόσιας υγείας και 

οικονοµικά (Carmichael 1994). Ένας µεγάλος αριθµός κυανοβακτηρίων που συµµετέ-

χουν σε αυτές τις ανθίσεις έχει την ικανότητα να παράγει τοξίνες ως προϊόντα του µε-

ταβολισµού του (Sivonen and Jones 1999).  
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Τα είδη από τα οποία έχουν αποµονωθεί τοξίνες ανήκουν στα γένη: Anabaena, 

Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Haphalophon, Lyngbya, Microcystis, Nodularia, 

Nostoc, Oscillatoria, Planktothrix, Shcizothrix, Umezakia (Carmichael 1992, Sivonen 

and Jones 1999), Anabaenopsis (Lanaras and Cook 1994) και Aphanocapsa (Domingos 

et al. 1999).  

 

Εικόνα 1.6 : Χάρτης της Ελλάδας ο οποίος δείχνει τη θέση των γλυκών υδάτων στις οποίες 

έχουν παρατηρηθεί: α) τοξικά γένη κυανοβακτηρίων (µαύρους κύκλους), β) δυ-

νητικά γένη τοξικών κυανοβακτηρίων (Γραµµωτοί κύκλοι), γ) µη τοξικά γένη 

κυανοβακτηρίων (λευκοί κύκλοι) (Cook et al. 2004). 
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1.5 Μέθοδοι προσδιορισµού µικροοργανισµών - PCR 

 

 Ο προσδιορισµός των µικροοργανισµών µέχρι πρόσφατα πραγµατοποιούνταν 

µέσω της ανάπτυξης τους σε καλλιέργειες. Η τεχνική αυτή έχει διαπιστωθεί πως είναι 

αρκετά χρονοβόρα και ανεπαρκής για την αποκάλυψη της πλειονότητας των µικροορ-

γανισµών του περιβάλλοντος, καθώς ορισµένοι µικροοργανισµοί απαιτούν ιδιαίτερες 

συνθήκες για την ανάπτυξη τους (Amann et al. 1995). Εξαιτίας περιβαλλοντικού stress 

(UV, θερµοκρασία, αλατότητα) καλλιεργούµενα βακτήρια εισέρχονται σε φάση όπου 

δεν µπορούν να σχηµατίσουν αποικίες σε τρυβλία. 

Σήµερα η ανίχνευση των µικροοργανισµών γίνεται µέσω της εύρεσης της αλλη-

λουχίας του 16s rRNA γονιδίου τους και σύγκρισή τους µε ήδη γνωστές αλληλουχίες  

(Εικ. 1.7). Κάποιες περιοχές από το µόριο αυτό µπορούν να χρησιµοποιηθούν για φυ-

λογενετική ανάλυση, εφόσον δεν είναι συντηρητικές (Olsen et al. 1986). 

H αλληλούχιση του 16S rDNA γονιδίου µπορεί να αποτελέσει µία καλή βάση για 

την αποτίµηση των γενών των κυανοβακτηρίων, καθώς µπορεί να είναι σύµφωνη µε 

τους φαινοτυπικούς χαρακτήρες και τους χαρακτήρες υπερδοµής των γενών (Komarek 

2003). 
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Σχήµα 1.7 : Απεικόνιση της µεθοδολογίας ανάλυσης της φυλογενετικής ποικιλότητας των κυα-

νοβακτηρίων (Amann et al. 1995). 

 

1.6 Σκοπός και αντικείµενο της έρευνας 

 

Η παρούσα εργασία έχει ως στόχο την ανάλυση της φυλογενετικής ποικιλότητας 

των κυανοβακτηρίων σε ιζήµατα της λίµνης της Καστοριάς, µε τη χρήση µοριακών µε-

θόδων. Στο ίζηµα αναµένεται η συγκέντρωση κυανοβακτηρίων που διαβιούν στη λίµνη 

και ειδικότερα από ανθίσεις κυανοβακτηρίων παλαιότερων ετών, καθώς το ίζηµα θεω-

ρείται δεξαµενή κυτταρικού υλικού που καθιζάνει. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1 ∆ειγµατοληψία 

 

Τα δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή του πειράµατος συλλέχθη-

καν τον Οκτώβριο του 2005 (Kormas et al. 2010) από τρεις σταθµούς στη λίµνη της 

Καστοριάς. Οι δύο δειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν στη παραλιακή ζώνη ενώ η 

τρίτη στην πελαγική ζώνη σε βάθος 3 m. Για τις αναλύσεις της παρούσας διατριβής τα 

τρία δείγµατα αναµείχθηκαν µεταξύ τους. Η συλλογή του ιζήµατος από την παραλιακή 

ζώνη πραγµατοποιήθηκε σε βάθος 10 cm µε σύριγγα, ενώ για τη συλλογή του ιζήµατος 

στην πελαγική ζώνη χρησιµοποιήθηκε πυρηνολήπτης Ekman. Κατά τη διάρκεια της 

δειγµατοληψίας καταγράφηκε στο πεδίο η θερµοκρασία του περιβάλλοντος και  του 

ιζήµατος, µε τη βοήθεια φορητού ψηφιακού θερµοµέτρου. Οι µετρήσεις των φυσικοχη-

µικών παραµέτρων που αφορούσαν τη θερµοκρασία, διαλυµένο οξυγόνο, νιτρικά, αµ-

µωνιακά και φώσφορικά ιόντα παραχωρήθηκαν από το ∆ήµο Καστοριάς (Πίν. 1) (Κο-

ντογιάννη 2006). 

Πίνακας 1: Φυσικοχηµικές µετρήσεις του περιβάλλοντος (Κοντογιάννη 2006) 

ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΣΤΑ 3m 14,2 oC 

∆ΙΑΛΥΜΕΝΟ ΟΞΥΓΟΝΟ ΣΤΗΝ ΕΠΙ-

ΦΑΝΕΙΑ 

5,200 mg/l 

∆ΙΑΛΥΜΕΝΟ ΟΞΥΓΟΝΟ ΣΕ ΒΑΘΟΣ 

3m 

5,230 mg/l 

NO3- 
-N 0,017 mg/l 

NH3- N 0,010 mg/l 

ΦΩΣΦΟΡΟΣ 0,220 mg/l 
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 Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν σε φορητό ψυγείο και µεταφέρθηκαν στο εργαστή-

ριο για οµογενοποίηση και κατόπιν αποθήκευση στους -20 oC.  

 

 

2.2 Αποµόνωση DNA από το ίζηµα 

 

Για την αποµόνωση του DNA χρησιµοποιήθηκε το Ultra Clean Mega Soil DNA 

Kit (MoBio, USA) σύµφωνα µε τις υποδείξεις του κατασκευαστή, µε τη µόνη διαφορά 

ότι στο τελευταίο βήµα αντί για 8 ml Solution S5 χρησιµοποιήθηκαν 6 ml, τα οποία 

προστέθηκαν σταδιακά σε 3 δόσεις (2 ml τη φορά) και ακολούθησε φυγοκέντρηση 3 

min µετά την κάθε προσθήκη. Μετά τη διαδικασία έγινε έλεγχος της ποσότητας του 

DNA που υπάρχει στο δείγµα µε τη βοήθεια του µηχανήµατος nanodrop και τα δείγµα-

τα αποθηκεύτηκαν στους -20 οC. 

 

2.3 PCR (Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης) ενίσχυση του γονιδίου 16s 

rRNA  

 

Το µίγµα που χρησιµοποιήθηκε για την πραγµατοποίηση της αντίδρασης PCR εί-

χε την παρακάτω αναλογία αντιδραστηρίων (Πίν. 2) :  
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Πίνακας 2: Μίγµα για την πραγµατοποίηση της PCR 

Template 1µl 

dNTPs 1µl 

Buffer 5x 10µl 

MgCl2 3µl 

CyA106F 0,5µl 

CyA781Rmix* 0,5µl 

Taq 0,25µl 

PCR-H2O 33,75µl 

*CYA781Rmix(0,25µl CyA781R(a) and 0,25µl CyA781R(b) 

Οι εκκινητές (primers) που χρησιµοποιήθηκαν για την ειδική ενίσχυση του γονιδίου 

ήταν (Nϋbel et al. 1997) :  

CYA106F  5’-CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA-3’ 

CYA781R(a)  5’-GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT-3’   

CYA781R(b)  5’-GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT-3’ 

Πραγµατοποιήθηκε PCR για 35 κύκλους µε τις παρακάτω συνθήκες (Πίν. 3). 
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  Πίνακας 3: Συνθήκες PCR  

Hot Start 5min 94 oC 

Αποδιάταξη 30sec 94 oC 

Ισχυροποίηση 30sec 57 oC 

Επιµήκυνση 30sec 72 oC 

 5min 72 oC 

 

Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε πήκτωµα αγαρόζης συγκέντρωσης 1,2% σε διάλυµα 

TAE 1X σε συνθήκες 80V, 45 min. Για την χρώση χρησιµοποιήθηκε EtBr (βρωµιούχο 

αιθίδιο). 

Βασικός σκοπός ήταν µε όσο το δυνατό λιγότερους κύκλους να γίνει ανίχνευση 

του επιθυµητού προϊόντος, προκειµένου να ελαχιστοποιηθούν οι εγγενείς περιορισµοί 

της PCR (Spiegelman et al. 2005) και η διαφορετική εκπροσώπηση των γονιδίων του 

16S rRNA µε χαµηλό και υψηλό αριθµό αντιγράφων. Αυτό πραγµατοποιήθηκε µε τη 

διαδικασία της βελτιστοποίησης των κύκλων σύµφωνα µε την οποία ακολουθούνται οι 

ίδιες συνθήκες για διαφορετικό αριθµό κύκλων.  
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2.4  Κλωνοποίηση  

 

Πριν τη διαδικασία της κλωνοποίησης, έγινε  καθαρισµός των προϊόντων PCR, µε 

kit Montage PCR (Millipore, USA) , σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή. Από 

το µείγµα των προϊόντων της PCR χρησιµοποιήθηκαν 250 µl  και συµπληρώθηκαν 200 

µl PCR-H2O. Η τελική επαναδιάλυση του καθαρισµένου DNA έγινε στα 25 µl.  

Για την πραγµατοποίηση της κλωνοποίησης των γονιδίων που προέκυψαν από την 

PCR ακολουθήθηκαν πιστά οι οδηγίες του κατασκευαστή από το TOPO XL PCR Clon-

ing Kit  (Invitrogen, Η.Π.Α). Μετά τον καθαρισµό χρησιµοποιήθηκαν 2 µL από το 

προϊόν που προέκυψε και προστέθηκαν σε αυτά 0,5 µL πλασµιδίου και το µίγµα επωά-

στηκε 5 min σε θερµοκρασία δωµατίου. Κατά τη διάρκεια της επώασης γίνεται ενσω-

µάτωση του γονιδίου στα πλασµίδια. Έτσι, ο χρόνος επώασης είναι πολύ σηµαντικός, 

γιατί εάν ξεπεράσει τα 5 min, µειώνεται η απόδοση της ενσωµάτωσης του γονιδίου.  

Η αντίδραση τερµατίστηκε µε τη προσθήκη 0,5 µl 6X TOPO Cloning Stop Solu-

tion και ανάµιξη για µερικά δευτερόλεπτα σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια α-

κολούθησε το στάδιο του µετασχηµατισµού των βακτηριακών κυττάρων του είδους Es-

cherichia coli. Για την πραγµατοποίηση του µετασχηµατισµού χρησιµοποιήθηκαν 2 µL 

από τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια, τα οποία τοποθετήθηκαν σε κύτταρα E. coli και 

αφού έγινε η ανάµιξη τους τοποθετήθηκαν σε κυψελίδα. Μέσα σε ηλεκτροεκενωτή 

(electroporator 2510, Eppendorf. Η.Π.Α)  πραγµατοποιήθηκε ηλεκτροεκκένωση µε τά-

ση 1800 Volt  κατά την οποία τα πλασµίδια εισέρχονται στα κύτταρα του E. coli. Αφού 

βγήκε η κυψελίδα από τον ηλεκτροεκκενωτή προστέθηκαν σε αυτή 450 µl θρεπτικού 

µέσου S. O. C., αναµίχθηκαν καλά, τοποθετήθηκαν σε σωλήνα τύπου eppendorf 1,7 µl 

και µεταφέρθηκαν για 1 ώρα στους 37 οC µε σκοπό να προσαρµοστούν τα κύτταρα στις 
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νέες συνθήκες, αλλά και για να εκφραστεί το γονίδιο της ανθεκτικότητας στη καναµυ-

κίνη, για να µπορέσει να γίνει η επίστρωση.      

Η επίστρωση πραγµατοποιήθηκε σε τρυβλία µε θρεπτικό υλικό Luria-Bertani και 

µέσο επιλογής καναµυκίνη, προκειµένου να αναπτυχθούν µόνο τα µετασχηµατισµένα 

κύτταρα εφόσον αυτά περιέχουν το γονίδιο ανθεκτικότητας στη καναµυκίνη. Η επί-

στρωση σε τρυβλία στην παρούσα µελέτη έγινε σε τρία τρυβλία µε διαφορετικούς ό-

γκους αρχικού εµβολίου (το πρώτο είχε 30 µl κυττάρων, το δεύτερο 60 µl και το τρίτο 

90 µl), σε ασηπτηκές συνθήκες και ακολούθησε επώαση για 18 h στους 37 οC.  

 

 

2.5 Επεξεργασία αποικιών µετά την κλωνοποίηση 

 

Μετά την ανάπτυξη των µετασχηµατισµένων κυττάρων E.coli έγινε επιλογή των 

κλώνων και µεταφέρθηκαν σε τρυβλίο, όπου αναπτύχθηκαν, ώστε να χρησιµοποιηθούν 

αργότερα ως εµβόλιο σε υγρές καλλιέργειες. Αφού ελεγχθούν για την ύπαρξη του σω-

στού ενθέµατος, µετά για τον έλεγχο αυτού πραγµατοποιήθηκε PCR (Πίν. 4, Πίν. 5) και 

χρησιµοποιήθηκε ως µήτρα DNA υλικό απευθείας από τις αποικίες που αναπτύχθηκαν. 
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Πίνακας 4: Μίγµα για PCR για τον έλεγχο των κλώνων 

dNTPs 2µl 

Buffer 5x 4µl 

MgCl2 1,2µl 

M13F 0,2µl 

M13R 0,2µl 

Taq 0,08µl 

PCR-H2O 12,32µl 

 

Οι κύκλοι της αντίδρασης ήταν 25 και το ζεύγος των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκε 

M13F (5’-GTAAAACGACGCCCAG-3’) - M13R ( 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-

3’) οι οποίοι είναι ειδικοί για το συγκεκριµένο πλασµίδιο. 

 

Πίνακας 5: Συνθήκες για την PCR των κλώνων 

Hot Start 5min 94oC 

Αποδιάταξη 45sec 94oC 

Ισχυροποίηση 45sec 52,5oC 

Επιµήκυνση 2min 72oC 

 10min 72oC 

 

Μετά την PCR ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 1,2% σε διά-

λυµα TAE 1Χ σε συνθήκες 80V και µετά χρώση σε EtBr και έλεγχος του αποτελέσµα-

τος σε λάµπα υπεριώδους φωτός (UV).  
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2.6 Υγρές καλλιέργειες 

 

Κάθε κλώνος που είχε το σωστό σε µέγεθος ένθεµα εµβολιάστηκε σε υγρή καλ-

λιέργεια (θρεπτικό υλικό Luria-Bertani και µέσο επιλογής καναµυκίνη 50 µg/ml).  Οι 

υγρές καλλιέργειες τοποθετήθηκαν για 20 h στον επωαστήρα ανάδευσης στους  37 οC 

ώστε να οξυγονώνονται. Με την ολοκλήρωση των 20 ωρών, ακολούθησε, η διαδικασία 

για την αποµόνωση του πλασµιδίου µε Plasmid DNA Purification, Nucleospin Plasmid 

Kit (Macherey-Nagel, Germany), ώστε να ληφθούν καθαρά πλασµίδια, σύµφωνα µε τις 

οδηγίες του κατασκευαστή.   

 

 

2.7 Αλληλούχιση DNA (sequencing)  

 

Η αλληλούχιση είναι η τεχνική που χρησιµοποιείται για να καθοριστεί η νουκλεο-

τιδική αλληλουχία ενός τµήµατος DNA. Η αλληλούχιση των γονιδίων έγινε µε ηλε-

κτροφόρηση τριχοειδούς αγγείου σε συσκευή αλληλούχισης ΑΒΙ 3700 (Applied 

Biosystems Inc., Η.Π.Α) από την εταιρεία Macrogen (Korea). Για την αλληλούχιση 

χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές του πλασµιδίου οι οποίοι βρίσκονται εκατέρωθεν της θέ-

σης εισαγωγής του γονιδίου στο πλασµίδιο. Για κάθε γονίδιο προέκυψαν δύο αλληλου-

χίες οι οποίες µε κατάλληλη επεξεργασία έδωσαν την τελική αλληλουχία του γονιδίου 

που είχε εισαχθεί.  
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2.8 Φυλογενετική ανάλυση  

 

Από την αλληλούχιση που προηγήθηκε προέκυψαν οι αλληλουχίες για κάθε γο-

νίδιο, οι οποίες συγκρίθηκαν µε άλλες γνωστές αλληλουχίες της GENBANK µε τη βο-

ήθεια του προγράµµατος BLAST, µε σκοπό να βρεθούν οι κοντινότεροι συγγενείς 

σύµφωνα µε τη πρωτογενή δοµή των γονιδίων. ∆ηµιουργήθηκαν οµάδες, βάσει οµοιό-

τητας 98% και οι µοναδικοί φυλότυποι τοποθετήθηκαν στο πρόγραµµα MEGA5, όπου 

ακολούθησε η ευθυγράµµιση τους,  µε τους ήδη γνωστούς συγγενείς, σύµφωνα µε το 

λογισµικό ClustalW, επεξεργασία µε τη µέθοδο αποστάσεων Neighbour-Joining και 

διόρθωση µε τη µέθοδο Jukes Cantor και στη συνέχεια τοποθέτηση των αλληλουχιών 

σε φυλογενετικό δέντρο.  

Η µέθοδος Neighbour Joining αποτελεί µία µέθοδο αποστάσεων. Με αυτή τη µέ-

θοδο, οι αποστάσεις εκφράζονται ως το ποσοστό των περιοχών που διαφέρουν ανάµεσα 

σε δύο αλληλουχίες σε µία πολλαπλή ευθυγράµµιση. Αποτελεί µία αλγοριθµική µέθοδο 

στην οποία χρησιµοποιούνται υπολογισµοί που περιλαµβάνουν τον χειρισµό µίας µή-

τρας αποστάσεων που προκύπτει από τις πολλαπλές ευθυγραµµίσεις. Όποτε ξεκινάει 

µία ευθυγράµµιση, υπολογίζεται για κάθε ζεύγος αλληλουχιών η απόσταση ή το ποσο-

στό των διαφορών και καταγράφονται τα στοιχεία στη µήτρα των αποστάσεων (Hall 

2001).  
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3. Αποτελέσµατα 

 

Στην εικόνα 3.1, στους 7 πρώτους διαδρόµους παρατίθενται τα αποτελέσµατα από 

τους κύκλους 15, 20, 25, 30, 35, θετικός µάρτυρας 35α 
αντίστοιχα,  της PCR   που 

πραγµατοποιήθηκε για την βελτιστοποίηση των κύκλων. Στον τελευταίο διάδροµο βρί-

σκεται ο µοριακός δείκτης. 

 

 

Εικόνα 3.1 : Βελτιστοποίηση κύκλων από 35 σε 15 κύκλους, παρουσιάζεται η πορεία µείωσης 

των κύκλων. Ladder είναι ο µοριακός δείκτης που χρησιµοποιήθηκε.   

 

Το συµπέρασµα που προέκυψε από τη βελτιστοποίηση των κύκλων από 35 σε 

15 είναι ότι το βακτηριακό DNA εντοπίζεται στους 25 κύκλους, το οποίο και χρησιµο-

ποιήθηκε για τη διαδικασία της  κλωνοποίησης.         

Αφού εντοπίστηκε ο ελάχιστος αριθµός των κύκλων PCR, στους οποίους υπήρ-

χε το επιθυµητό προϊόν, προχωρήσαµε στον καθαρισµό των προϊόντων, ώστε να πραγ-
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µατοποιηθεί µε επιτυχία η κλωνοποίηση, όπως αυτή περιγράφεται στο κεφάλαιο «µε-

θοδολογία». Η ποσότητα του DNA που πήραµε από το καθαρό προϊόν της PCR ελέγ-

χθηκε µε τη χρήση του Nanodrop και ήταν 51,1 ng/µl. Με την επώαση των τρυβλίων, 

έγινε έλεγχος των αποικιών των κλώνων µε την πραγµατοποίηση  PCR, και χρησιµο-

ποιήθηκαν ως εκκινητές το ζεύγος M13F και M13R. Αυτοί  οι εκκινητές είναι ειδικοί 

για τη σωστή ενσωµάτωση του γονιδίου (Εικ. 3.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.2 : Έλεγχος των αποικιών των κλώνων µε την πραγµατοποίηση  PCR 

 

Οι αποικίες που προέκυψαν αναπτύχθηκαν σε υγρές καλλιέργειες και ακολού-

θησε καθαρισµός πλασµιδίου. Μετά την αλληλούχιση που πραγµατοποιήθηκε οι φυλό-

τυποι των βακτηρίων που προέκυψαν ταξινοµήθηκαν σε ένα συγκεντρωτικό πίνακα 

(Πίν. 6). Από τις αλληλουχίες που προέκυψαν και µε τη διαδικασία που αναφέρεται στη 

µεθοδολογία κατασκευάστηκε το δέντρο των φυλοτύπων (Εικ. 3.3).   



Πίνακας 6 :Απεικόνιση των ταξινοµικών οµάδων που παρατηρήθηκαν. 

Κλώνος Ταξινοµική οµάδα Πλησιέστερη συγγενική αλλη-

λουχία 

Οµοιότητα% 

 

Συχνότητα Περιγραφή/ Ενδιαίτηµα 

KS-C3 Cyanobacteria TDNP_USbc97_2_47_65 

(FJ516953) 

98% 28,94% Ανώτερο ίζηµα υγρότοπου 

KS-C17 Cyanobacteria  Anabaena circinalis ACMB13 

(EU636199) 

99% 5,26%  

KS-C2 Cyanobacteria Aphanizomenon gracile UA-

DFA16 (FJ895128) 

99% 2,63% Λίµνη Vela 

KS-C5 Cyanobacteria Nodularia sphaerocarpa  

BECID36 (AJ781147) 

99% 2,63%  

KS-C18 Cyanobacteria 2G4-44 (EU160341) 

Tolypothrix sp. PCC 7415 

(AM230668) 

96% 2,63% χώµα ριζόσφαιρων 
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KS-C10 Verrucomicrobia  FGL7S_B67 (FJ437926) 96% 5,26% Επιφανειακά ιζήµατα λιµνών 

KS-C19 Verrucomicrobia  TDNP_USbc97_32_3_124 

(FJ516959)  

95% 5,26% Ανώτερο ίζηµα υγρότοπου 

KS-C1 Verrucomicrobia Kas152B (EF203172) 98% 2,63% Ίζηµα από τη λίµνη της Καστοριάς 

KS-C6 Verrucomicrobia  CBNH_072904_C53 

(FJ807402) 

96% 2,63% Ίζηµα 

KS-C9 Verrucomicrobia  IC-31 (AB255059) 97% 2,63% διαβρωµένο σκυρόδεµα 

KS-C14 Verrucomicrobia P. palm C 85 (AJ441222) 95% 2,63% Eκκρίσεις βλέννας Paralvinella palmiformis 

KS-C27 Verrucomicrobia  D48 (EU580470) 98% 2,63% Λίµνη Constance 

KS-C31 Verrucomicrobia  FGL7S_B74 (FJ437926) 97% 2,63% Ιζήµατα από την επιφάνεια λιµνών 

KS-C33 Verrucomicrobia  FGL7S_B5 (FJ437926) 98% 2,63% Ιζήµατα από την επιφάνεια λιµνών 

KS-C34 Verrucomicrobia  TDNP_USbc97_32_3_124 

(FJ516959) 

97% 2,63% Ανώτερο ίζηµα υγροτόπου 
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KS-C37 Verrucomicrobia  FGL7S_B108 (FJ437926) 98% 2,63% Ιζήµατα από την επιφάνεια λιµνών 

KS-C38 Verrucomicrobia  m43 (AY444967) 97% 2,63% Βιοφίλµ σε µεµβράνη µεταφοράς οξυγόνου 

KS-C39 Verrucomicrobia  FGL7S_B129 (FJ437926) 97% 2,63% Ιζήµατα από την επιφάνεια λιµνών 

KS-C44 Verrucomicrobia  TDNP_Bbc97_32_3_94 

(FJ516798) 

86% 2,63% Ανώτερο ίζηµα υγρότοπου 

KS-C21 Chloroflexi FCPT649 (EF516877) 97% 2,63% Χώµα λιβαδιών 

KS-C22 Chloroflexi 2004-4-2-072307 (EU234541) 95% 2,63% Ίζηµα επιφάνειας ποταµών 

KS-C23 Chloroflexi UH-10 (AB265904) 98% 2,63% Ανοξικό έδαφος ρυζιού 

KS-C11 Acidobacteria t30d34H84 (FM956161) 97% 2,63% Έδαφος ρυζιού 

KS-C30 Acidobacteria HM53 (AM909878) 96% 2,63% Ριζόσφαιρα εδάφους  

KS-C26 Firmicutes AUVE_06B12 (EF651269) 97% 2,63% Καλλιεργήσιµο έδαφος 

 

 



 KS C31

 clone FGL7S-B74 surface lake sediment (FJ437928)

 KS C34

 clone TDNP-USbc97-32-3-124 wetland upper sediment (FJ516959)

 KS C37

 clone FGL7S-B108 surface lake sediment (FJ437948)

 KS C44

 KS C33

 KS C19

 KS C10

 KS C38

 Luteolibacter pohnpeiensis (AB331895)

 Luteolibacter algae (AB331893)

 KS C1

 Clone Kas152B L. Kastoria surface sediment (EF203197)

 KS C27

 Clone D48 Lake Constance (EU580510)

 KS C14

 Clone P. palm C 85 Paralvinella palmiformis mucus secretion (AJ441222)

 KS C39

 Clone FGL7S B129 surface lake sediment (FJ437954)

 KS C9

 Prosthecobacter debontii (AJ966882)

 Opitutus terrae (AJ229235)

 KS C6

 clone CBNH 072904 C53 sediment (FJ807435)

 KS C11

 clone t30d34H84 rice field soil (FM956161)

 KS C30

 Clone HM53 rizosphere soil (AM909878)

 KS C22

 Clone 2004-4-2-072307 surface river sediment (EU234541)

 KS C21

 clone FCPT649 grassland soil (EF516883)

 KS C23

 Anaerolinea thermolimosa (AB109437)

 Leptolinea tardivitalis (AB109438)

 Levilinea saccharolytica (AB109439)

 Haslea nipkowii (AF514850)

 KS C3

 KS C2

 Aphanizomenon sp. TR183 (AJ133155)

 KS C17

 Anabaena circinalis (EU636199)

 KS C5

 Nodularia sphaerocarpa (AJ781147)

 KS C18

 Calothrix sp. PCC 7101 (AB325535)

 KS C26

 clone AUVE 06B12 cropland (EF651269)

 Thermotoga maritima NC000853

99

100

99

100

97

91

66

100

100

100

100

100

100

100

100

99

86

85

100

100

98

81

52

44

61

99

100
96

56

99

80

97

97

95

64

52

93

77

79

21

45

99

75

40

59

26

28

47

0,02  

Εικόνα 3.3 : Φυλογενετικό δέντρο των σχέσεων των 16s rRNA γονιδίων των µοναδικών κυα-

νοβακτηριακών φυλοτύπων που ανιχνεύθηκαν σε ίζηµα της λίµνη της Καστοριάς, βασισµένο 

στη µέθοδο neighbour-joining όπως καθορίζεται από την ανάλυση αποστάσεων Jukes-Cantor. 

Οι αριθµοί στις παρενθέσεις είναι αριθµοί καταχώρησης της GenBank. Οι φυλότυποι που βρέ-

θηκαν επισηµαίνονται µε µαύρο ρόµβο. Η κλίµακα αντιπροσωπεύει 2% φυλογενετική απόστα-

ση.   

Firmicutes 

Acidobacteria 

Chloroflexi  

Cyanobacteria 

Verrucomicrobia  
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4. Συζήτηση 

Στην παρούσα εργασία διερευνήθηκε η µοριακή ποικιλότητα κυανοβακτηρίων σε 

δείγµατα ιζήµατος από τη λίµνη της Καστοριάς, η οποία είναι γνωστό ότι φιλοξενεί αν-

θίσεις τοξικών κυανοβακτηρίων εδώ και πολλά χρόνια (Lanaras et al. 1989, Cook et al. 

2004, Moustaka-Gouni et al. 2006, Gkelis et al. 2005). Πληροφορίες σχετικά µε τη 

σύνθεση και τη δυναµική των κοινοτήτων των κυανοβακτηρίων στη λίµνη της Καστο-

ριάς υπάρχουν από τις αρχές του 20ου αιώνα (Stancovic 1931, Vardaka et al. 2000, 

Cook et al. 2004, Vardaka et al. 2005, Moustaka-Gouni et al. 2007, Κατσιάπη 2007) 

µέχρι σήµερα. Τα κυανοβακτήρια απαντώνται κυρίως σε υδάτινα οικοσυστήµατα κάθε 

τύπου, αρκετά όµως συναντώνται στο έδαφος και σε άλλα χερσαία περιβάλλοντα, όπου 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στις κύριες λειτουργίες των οικοσυστηµάτων και στην ανακύ-

κλωση των θρεπτικών στοιχείων (Mur et al. 1999).  

Τα κυανοβακτήρια είναι παρόντα στη στήλη του νερού τόσο κατά την περίοδο 

καλοκαίρι-φθινόπωρο, η οποία χαρακτηρίζεται από την επικράτηση των κυανοβακτη-

ρίων στο λιµναίο φυτοπλαγκτό (Reynolds 1993, Reynolds 2002), όσο και την περίοδο 

του χειµώνα (Βαρδάκα 2001).  

Τέσσερις από τους φυλότυπους που βρέθηκαν (Πίν. 6) ανήκουν στο φύλο των 

Cyanobacteria. ∆ύο φυλότυποι συνδέονται µε τα βενθικά γένη, Tolypothrix και το εν 

δυνάµει τοξικό, Nodularia sphaerocarpa (Komárek et al.1993) και οι άλλοι δύο σχετί-

ζονται µε τα πλαγκτικά και τοξικά είδη Aphanizomenon gracile και Anabaena 

circinalis, τα οποία αναφέρονται στη βιβλιογραφία ως εν δυνάµει τοξικά κυανοβακτή-

ρια (Sivonen and Jones 1999, Ostuca et al. 1999).   
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Ο φυλότυπος KS-C5 ανήκει στο φύλο Cyanobacteria και έχει ως κοντινότερο 

γνωστό το είδος Nodularia sphaerocarpa. Τα είδη Nodularia εµφανίζονται κυρίως σε 

θάλασσες και υφάλµυρους βιοτόπους, αλατούχα παράκτια και εσωτερικά ύδατα, και 

βάλτους που κυµαίνονται από εύκρατες σε υποτροπικές περιοχές. Το βενθικό Ν. 

sphaerocarpa είναι ένα είδος γλυκού νερού και εµφανίζεται κυρίως στις εύκρατες ζώ-

νες (Ευρώπη), στα παράλια των λιµνών και σε ασβεστολιθικά υποστρώµατα (Lopes et 

al. 2009).    

Ο φυλότυπος KS-C18 ανήκει στο φύλο Cyanobacteria και έχει ως κοντινότερο 

γνωστό το βενθικό είδος Tolypothrix. Τα είδη Tolypothrix εµφανίζονται κυρίως στα πα-

ράλια µη µολυσµένων δεξαµενών, σε λίµνες, ρεύµατα ή ακόµα και µεταξύ άλλων αλ-

γών (Prasad and Srivastava 2004).    

Ο φυλότυπος KS-C2 ανήκει στο φύλο Cyanobacteria και έχει ως κοντινότερο 

γνωστό το είδος Aphanizomenon gracile. Το είδος αυτό είναι επιβλαβές και εντοπίζεται 

στην Ευρώπη: Βέλγιο (Willame et al. 2006), Γαλλία (Willame et al. 2006), Λουξεµ-

βούργο (Willame et al. 2006), Ρουµανία (Caraus 2002) και στην Αυστραλία και Νέα 

Ζηλανδία (Day et al. 1995). Συναντάται κυρίως, στην παραλιακή ζώνη και σε µέσο βά-

θος από την επιφάνεια του νερού 4 m. Παράγει τρεις τοξίνες, την συλινδροσπερµοψίνη, 

η οποία µπορεί να προκαλέσει όγκους στο ήπαρ, την ανατοξίνη και τη σαξιτοξίνη  οι 

οποίες επηρεάζουν το νευρικό σύστηµα (Ballot et al. 2010). Τα είδη του γένους Apha-

nizomenon είναι ευαίσθητα σε συνθήκες ανάµειξης και χαµηλού φωτός και ευνοούνται 

σε υψηλές θερµοκρασίες (Reynolds et al. 2002).  

Ο φυλότυπος KS-C17 ανήκει στο φύλο Cyanobacteria και έχει οµοιότητα µε το 

είδος Anabaena circinalis. Το είδος Anabaena circinalis παράγει νευροτοξίνες, ανατο-

ξίνες, παραλυτικό δηλητήριο οστρακοειδών, αλλοιώνει τη γεύση και την οσµή του πό-
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σιµου νερού και ανθίζει επιφανειακά. Το παραλυτικό δηλητήριο οστρακοειδών, συµπε-

ριλαµβάνοντας τη σαξιτοξίνη και τη νεοσαξιτοξίνη, ανήκει στα αλκαλοειδή που είναι 

ισχυρός αναστολέας των διαύλων νατρίου στους νευρικούς άξονες που προκαλεί στα-

διακή παράλυση και το θάνατο από αναπνευστική ανεπάρκεια (Fergusson and Saint  

2000). Το Anabaena circinalis είναι αρκετά ανθεκτικό και µπορεί να παραµείνει για 

µεγάλα χρονικά διαστήµατα (Bobbi 1997). 

Από τα εν δυνάµει τοξικά κυανοβακτήρια ένα είδος ήταν κυρίαρχο (Nodularia 

sphaerocarpa) και υπολειπόµενα τα άλλα δύο (Aphanizomenon gracile, Anabaena 

circinalis). Τα είδη αυτά σχετίζονται µε τον πλαγκτικό και τοξικό τύπο της οµάδας 

Nostoc, είδη από τα οποία έχουν αποµονωθεί τοξίνες. Τα είδη αυτά έχουν αναφερθεί 

στο φυτοπλαγκτόν της λίµνης στο παρελθόν, κατά τη περίοδο 1996 -1997 (Βαρδάκα 

2001), 1999 (Moustaka et al. 2007), 2005 (Κατσιάπη 2007) και το 2008 (Πετροπούλου 

2008). Ωστόσο, όµως, στο ίζηµα που µελετήθηκε στη παρούσα εργασία δεν ταυτοποιή-

θηκαν γένη όπως Microcystis και Cylinodrospermopsis, γένη τα οποία βρέθηκαν σε πα-

λαιότερες µελέτες. Το γεγονός ότι δεν ανιχνεύθηκαν αυτά τα γένη µπορεί να οφείλεται 

στην έλλειψη αυτών των κυανοβακτηρίων στη λίµνη της Καστοριάς το 2005 (έτος λή-

ψης του ιζήµατος) και επίσης ενδέχεται τα νηµάτια τους να µην ήταν ανιχνεύσιµα δύο 

χρόνια µετά από την άνθιση τους. Το 2004, τα είδη άνθισης σε αυτή τη λίµνη φαίνεται 

να παράγουν σπάνια ακινέτες (Moustaka-Gouni et al. 2009) και αυτό µπορεί να οδήγη-

σε σε ένα µικρό εµβόλιο στο ίζηµα για την αύξηση του επόµενου έτους. Επιπλέον η κα-

τανοµή ακινετών στο ίζηµα µπορεί να είναι ετερόκλητη δεδοµένου ότι µπορούν να 

συσσωρευτούν σε ζώνες απόθεσης (Padisk 2003). 

Ένας από τους φυλότυπους που παρουσιάζει ενδιαφέρον και έχει βρεθεί σε µεγά-

λη συχνότητα είναι το ακαλλιέργητο βακτήριο TDNP_USbc97_2_47_65 το οποίο φαί-
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νεται να ανήκει στα κυανοβακτήρια. Στην πραγµατικότητα όµως συνδέεται µε το πλα-

στίδιο του διατόµου Haslea nipkowii (Othsuka 2005). Είναι πιο πιθανό αυτός ο φυλό-

τυπος να ανήκει σε διάτοµο παρόµοιο µε το H. nipkowii. Αυτό το διάτοµο εντοπίστηκε 

µικροσκοπικά σε δείγµατα ιζήµατος από τη λίµνη της Καστοριάς (Kormas et al. 2010).  

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν σε αυτό το πείραµα είναι κατάλληλοι για τον 

εντοπισµό των κυανοβακτηρίων (Nϋbel et al. 1997). Παρόλα αυτά, οι εκκινητές φαίνε-

ται να εντοπίζουν όχι µόνο τις αλληλουχίες από τα κυανοβακτήρια, αλλά και τις αλλη-

λουχίες και από άλλα φύλα, όπως τα Verrucomicrobia.  

Τα Verrucomicrobia ανακτώνται όχι µόνο σε µέτριες θερµοκρασίες, αλλά και σε 

ψυχρές θερµοκρασίες στα βαθιά της θάλασσας και στην Ανταρκτική (Schlesner et al. 

2006). Το φύλο Verrucomicrobia φαίνεται να συνδέεται µε τις ανθίσεις των κυανοβα-

κτηρίων όχι µόνο στη µελέτη µας, αλλά έχει βρεθεί και σε άλλες εύτροφες λίµνες (Wu 

et al. 2007, Ye et al. 2009).Υπάρχει σηµαντική ποικιλοµορφία και εξηγείται από το γε-

γονός ότι η λίµνη από την οποία συλλέχθηκε το ίζηµα είναι ρηχή και εύτροφη, συνθή-

κες οι οποίες ευνοούν την ανάπτυξη χιλιάδων ειδών βακτηρίων.  

Ο φυλότυπος KS-C10 παρουσιάζει οµοιότητα µε ακαλλιέργητο βακτήριο 

FGL7S_B67, το οποίο ανήκει στα Verrucomicrobia και έχει εντοπιστεί σε επιφανειακά 

ιζήµατα λιµνών, αντίστοιχα και ο φυλότυπος KS-C19  έχει οµοιότητα µε ακαλλιέργητο 

βακτήριο TDNP_USbc97_32_3_124, το οποίο ανήκει στα Verrucomicrobia και έχει 

βρεθεί σε ανώτερο ίζηµα υγρότοπου. Ο φυλότυπος KS-C1 ανήκει στο φύλο 

Verrucomicrobia και έχει ως πλησιέστερη συγγενική αλληλουχία τον κλώνο Kas152B ο 

οποίος εντοπίστηκε σε ίζηµα της λίµνης της Καστοριάς, µε γενικούς βακτηριακούς 

primers (Κοντογιάννη 2006). Στο ίδιο φύλο µε µικρότερα ποσοστά οµοιότητας ανήκει 

και ο φυλότυπος  KS-C14 ο οποίος έχει συγγενική αλληλουχία µε εκκρίσεις βλέννας 
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Paralvinella palmiformis η οποία εµφανίζει χαµηλά επίπεδα ιστού αποτοξίνωσης γεγο-

νός που υποδηλώνει ότι µπορεί να προσαρµοστεί σε λιγότερο σοβαρές υδροθερµικές 

συνθήκες (Copley et al. 2003). Οι παραπάνω φυλότυποι ήταν οι πιο άφθονοι από το σύ-

νολο των φυλοτύπων των Verrucomicrobia, ενώ βρέθηκαν και µοναδικοί φυλότυποι µε 

οµοιότητα µε άγνωστων εκπροσώπων του φύλου (Πίν. 6).  

Άλλες ταξινοµικές οµάδες που βρέθηκαν, ήταν τα Chloroflexi. Ο φυλότυπος KS-

C23 έχει οµοιότητα µε αλληλουχία βακτηρίου που ανήκει στο φύλο Chloroflexi και το 

οποίο έχει εντοπιστεί σε ανοξικό έδαφος ρυζιού (Hori et al. 2006). Τα Chloroflexi πα-

ράγουν ενέργεια από το φως και ονοµάστηκαν έτσι λόγο της πράσινης χρωστικής τους. 

Είναι νηµατοειδή και απαντώνται συχνά σε µονάδες επεξεργασίας ενεργού ιλύος των 

λυµάτων σε σχετικά µικρό αριθµό (Kragelund et al. 2007).  

Επίσης ανιχνεύθηκαν και δύο φυλότυποι, που ανήκουν στα Acidobacteria. Ο φυ-

λότυπος KS-C11 έχει οµοιότητα µε αλληλουχία βακτηρίου που ανήκει στο φύλο Aci-

dobacteria και το οποίο έχει εντοπιστεί σε έδαφος ρυζιού (Qiu et al. 2009). Τα Acido-

bacteria είναι από τις πιο άφθονες βακτηριακές οµάδες που διανέµονται στο περιβάλ-

λον. Ανιχνεύονται σε περιβάλλοντα τα οποία διαφέρουν σηµαντικά ως προς τα φυσικά 

και βιογεωχηµικά χαρακτηριστικά τους, όπως το έδαφος, τα ιζήµατα, γλυκού νερού και 

θαλασσών. 

Τέλος, ο φυλότυπος KS-C26 έχει οµοιότητα µε αλληλουχία βακτηρίου που ανή-

κει στο φύλο Firmicutes και έχει εντοπιστεί σε καλλιεργήσιµο χωράφι (Coleman et al. 

2007). Το φύλο Firmicutes αποτελεί µια από τις µεγαλύτερες οµάδες των βακτηρίων, 

καθώς κυριαρχείται από µία σειρά πετυχηµένων γενών, όπως Lactobacillus, Mi-

coplasma, Lacillus, Clostridium. Γένη τα οποία µπορούν να προσβάλλουν τον άνθρω-

πο, τα φυτά και τα ζώα. Η λίµνη της Καστοριάς δέχονταν για πολλά χρόνια λύµατα της 
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πόλης και των παραλίµνιων οικισµών, ενώ αγροτικές καλλιέργειες αναπτύσσονταν 

στην εγγύς λεκάνη απορροής. Για τους παραπάνω λόγους ίσως αιτιολογείτε, η ανίχνευ-

ση του συγκεκριµένου φύλου στο ίζηµα της λίµνης της Καστοριάς.   

 Συµπερασµατικά, στο πείραµα που πραγµατοποιήθηκε εντοπίστηκαν κυανοβα-

κτήρια, τα οποία είχανε βρεθεί σε παλαιότερες εργασίες στη στήλη νερού και ανιχνεύ-

θηκαν και στο ίζηµα, καθώς αποτελεί µακροχρόνια αποθήκη οργανικού υλικού. Κάποια 

όµως δεν βρέθηκαν και αυτό, µπορεί να οφείλεται πιθανώς στο ότι τα κυανοβακτήρια 

βρίσκονται σε µικρή σχετική αφθονία ή ότι δεν διατηρούνται για αρκετά χρονικά δια-

στήµατα στο ίζηµα. 

Άλλος ένας λόγος, είναι ίσως η κατάρρευση του πληθυσµού των κυανοβακτηρίων 

στο ίζηµα. Τα αίτια κατάρρευσης του πληθυσµού των κυανοβακτηρίων, έχουν συσχετι-

στεί µε την παρουσία ιών, γνωστών και ως κυανοφάγοι, οι οποίοι µπορούν να δρουν σε 

κάθε περίοδο του έτους (Gons et al. 2002). Το αιφνίδιο φαινόµενο της εξαφάνισης κυα-

νοβακτηρίων έχει καταγραφεί σε πολλές κυρίως ρηχές λίµνες (Gons et al. 2002). Θα 

ήταν πολύ ενδιαφέρον στο µέλλον να γίνουν περαιτέρω πειράµατα ώστε να µας δώσουν 

περισσότερες πληροφορίες σχετικά µε την πιθανή παρουσία των κυανοφάγων στο ίζη-

µα της λίµνης της Καστοριάς. 

Εν κατακλείδι, αποκαλύψαµε τη κυανοβακτηριακή ποικιλοµορφία κατά τη διάρ-

κεια της άνθισης νερού µιας εύτροφης λίµνης, όπως αυτή αποτυπώνεται στο ίζηµα, 

χρησιµοποιώντας κυανοβακτηριακούς εκκινητές PCR. Όταν µελετήσαµε την µοριακή 

ποικιλότητα των κυανοβακτηρίων στο ίζηµα δύο χρόνια µετά την άνθιση του νερού, 

δεν ανακτήθηκαν κυανοβακτήρια σε µεγάλη αφθονία, γεγονός που υποδηλώνει ότι είτε 

δεν µπορούν να διατηρηθούν στο ίζηµα είτε βρίσκονται σε κυτταρικές µορφές που δεν 

µπορούν να ανιχνευθούν µε τις µεθόδους που εφαρµόζονται. 
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6. Abstract 

 

The phylogenetic diversity of cyanobacteria in sediments of Lake Kastoria was 

studied. Lake Kastoria is a place which according to previous studies is known for the 

persistent occurrence of cyanobacteria. Sediment was collected from three stations in 

Lake Kastoria in October 2005 two years after a massive cyanobacterial bloom. DNA 

was isolated from the sediment, followed by cycle-optimised PCR amplification of the 

16S rRNA genes with cyanobacteria specific primers. Afterwards, a pooled clone li-

brary was constructed after cloning the purified PCR products. Genes were sequenced 

using capillary electrophoresis and the relative phylotypes were compared with those 

Genbank database with the use of BLAST. A phylogenetic tree was constructed by us-

ing the MEGA5 software. Five phylotypes of cyanobacteria were specified, four of 

which belong to the Nostocales while one of them was an algal plastid. We also found 

phylotypes of the phyla Verrucomicrobia, Acidobacteria, Chloroflexi and Firmicutes 

leaves. The molecular diversity of the cyanobacteria in the sediment two years after the 

water boom, retrieved relatively cyanobacteria, suggesting that they either cannot be 

preserved in the sediment or they are found in cellular forms that cannot be detected by 

the methods applied. 
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