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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Οι μικροσκοπικοί ευκαρυώτες, κατέχοντας μία σειρά δομικών και 

λειτουργικών χαρακτηριστικών, παίζουν σημαντικό ρόλο στα υδάτινα οικοσυστήματα. 

Μόλις πρόσφατα έχουν αρχίσει να γίνονται έρευνες των μικροσκοπικών ευκαρυωτικών 

οργανισμών και οι περισσότερες από αυτές επικεντρώνονται στα θαλάσσια 

οικοσυστήματα.

Στην παρούσα μελέτη, έγινε προσπάθεια να εκτιμηθεί η μοριακή ποικιλότητα 

των μικροσκοπικών ευκαρυωτών στη υδάτινη στήλη της λίμνης Κάρλας. Δείγμα νερού 

συλλέχθηκε το Μάρτιο του 2010. Χρησιμοποιήθηκαν μοριακές τεχνικές βασισμένες 

στη δημιουργία βιβλιοθηκών του φυλογενετικού γονιδίου 18S rRNA για την ανάλυση 

της ποικιλότητας. Οι βιβλιοθήκες που δημιουργήθηκαν αποτελούνταν από δύο 

κλάσματα των νάνο- και πικοευκαρυωτών. Αναλύθηκε ένα σύνολο 65 και 78 κλώνων 

και αποκαλύφθηκαν 27 και 32 μοναδικοί φυλότυποι από τις βιβλιοθήκες των νάνο- και 

πικοευκαρυωτών, αντίστοιχα. Κατασκευάστηκε το φυλογενετικό δένδρο, 

χρησιμοποιώντας τις αλληλουχίες των γονιδίων και οι φυλότυποι ομαδοποιήθηκαν σε 

11 μεγάλες ταξινομικές ομάδες. Η ταξινομική ομάδα των Cercozoa κυριάρχησε και στις 

δύο βιβλιοθήκες, ακολουθούμενη από την ταξινομική ομάδα των Chlorophyta. Η 

κοινότητα των μικροσκοπικών ευκαρυωτών φάνηκε να είναι μη εξειδικευμένη σε 

επίπεδο είδους και η ποικιλότητα που παρατηρήθηκε ήταν υψηλή. Χαρακτηριστική 

ήταν η παρουσία φυλοτύπων που σχετίστηκαν φυλογενετικά με είδη που παράγουν 

τοξίνες, καθώς και με παρασιτικά είδη.

Λέξεις κλειδιά: μικροσκοπικοί ευκαρυώτες, γονίδιο 18S rRNA, λίμνη Κάρλα.
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Το σωματικό μέγεθος του ανθρώπου ως είδος είναι μεγάλο σε σύγκριση με τους 

περισσότερους από τους υπόλοιπους έμβιους οργανισμούς. Ο Keddy (1989) αναφέρει 

ότι το σωματικό μέγεθος του είδους μας, επηρεάζει την αντίληψη που έχουμε για τη 

φύση και η βιολογική έρευνα στρέφεται περισσότερο στα σπονδυλωτά, θεωρώντας τα 

την πιο σημαντική ταξινομική ομάδα. Από την άλλη πλευρά, τα έντομα έχουν το 

μεγαλύτερο αριθμό ειδών στη βιόσφαιρα (Samways 1993) και οι περισσότερες έρευνες 

συνδυάζουν τη βιοποικιλότητα με μεγάλου μεγέθους οργανισμούς (Pace 1997). 

Ωστόσο, αν διαμελισθεί ένα έντομο και εξεταστεί στο μικροσκόπιο, θα παρατηρήσουμε 

εκατοντάδες είδη μικροοργανισμών, αλλά ακόμη και μία χούφτα χώματος περιέχει 

τόσους μικροοργανισμούς που ο ακριβής αριθμός τους παραμένει άγνωστος (Pace 

1997). Η ύπαρξη των μικροοργανισμών ανακαλύφθηκε πριν περίπου 300 χρόνια με την 

ανακάλυψη του μικροσκοπίου από το Leeuwenhoek και η μικροοργανισμική 

ποικιλότητα σε πολλά μέρη του πλανήτη μας παραμένει σχετικά άγνωστη. Εάν θέλουμε 

να κατανοήσουμε τη βιόσφαιρα είναι σημαντικό να πραγματοποιούνται έρευνες της 

μικροοργανισμικής κοινότητας στο περιβάλλον (Pace 1997).

1.1 Γενικά χαρακτηριστικά μικροσκοπικών ευκαρυωτών

Οι ευκαρυώτες (Eukarya) αποτελούν μία από τις τρείς επικράτειες (domains) 

της ζωής, με τις άλλες δύο να είναι τα Archaea και τα Bacteria (Woese et al. 1990). 

Κατά τη διάρκεια της εξέλιξης οι ευκαρυώτες έχουν αναπτύξει αρκετά δομικά και 

λειτουργικά χαρακτηριστικά. Ένα από αυτά είναι η ικανότητά τους να εγκολπώνουν 

τεμάχια τροφής ή άλλα κύτταρα, διαδικασία γνωστή ως φαγοκυττάρωση. Αυτό το
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πρότυπο τροφοληψίας διευκόλυνε το σχηματισμό μόνιμων σχέσεων μεταξύ 

διαφορετικών μορφών ζωής μέσω της ενδοσυμβίωσης και διεύρυνε τους 

χρησιμοποιούμενους οικολογικούς θώκους (Stanier 1970).

Οι υδρόβιοι μικροσκοπικοί ευκαρυωτικοί οργανισμοί απαντώνται τόσο σε 

θαλάσσια όσο και σε λιμναία οικοσυστήματα, καταλαμβάνοντας ένα σημαντικό μέρος 

της βιομάζας (Courties et al. 1994, Fogg 1995). Οι μικροσκοπικοί ευκαρυώτες είναι 

πιθανό να ανήκουν σε διαφορετικές λειτουργικές ομάδες και επομένως παίζουν 

σημαντικό ρόλο ως αυτότροφοι, ετερότροφοι ή μικτότροφοι οργανισμοί (Lepere et al. 

2007). Ανάλογα με το μέγεθός τους ταξινομούνται σε πικοευκαρυώτες με μέγεθος από 

0,2-2 μm, νανοευκαρυώτες με μέγεθος από 2-20 μm και μικροευκαρυώτες με μέγεθος 

20-200 μm (sensu Fenchel 1987). Στους μικροσκοπικούς ευκαρυώτες ανήκουν τα 

πικοφύκη (picoalgae) που συμμετέχουν στην πρωτογενή παραγωγή καθώς και τα 

μαστιγιοφόρα, άχρωμα ετερότροφα κύτταρα, τα οποία θεωρούνται οι σημαντικότεροι 

βοσκητές προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών κυττάρων και έχουν σημαντικό ρόλο στην 

ανοργανοποίηση του οργανικού υλικού (Caron et al. 1999a). Παρά το μικρό τους 

μέγεθος, έχει βρεθεί ότι τα πικοφύκη (< 2 μm, sensu Fenchel 1987) συνεισφέρουν 

τουλάχιστον στο 10% της παγκόσμιας πρωτογενούς παραγωγής των υδάτινων 

οικοσυστημάτων (Fouilland et al. 2004). Πειράματα σε συνθήκες έλλειψης και 

περίσσειας αζώτου έδειξαν ότι οι πικοευκαρυώτες βρίσκονται σε πλεονεκτική θέση 

έναντι των μεγαλύτερων κυττάρων ως προς την πρόσληψη του στοιχείου αυτού, 

εξαιτίας της μεγαλύτερης επιφάνειας προς όγκο (Fouilland et al. 2004). Στην ίδια 

μελέτη οι πικοευκαρυώτες φάνηκε να είναι πιο αποτελεσματικοί στην απορρόφηση των 

φωτονίων και συνεπώς στην αποτελεσματικότερη αξιοποίηση ενός θρεπτικού σε 

συνθήκες έλλειψης.
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Ετερότροφα και μικτότροφα μαστιγωτά, βλεφαριδωτά αλλά και δινομαστιγωτά 

μπορούν να βρεθούν από τις παγωμένες λίμνες της Ανταρκτικής (Laybourn-Parry et al. 

2000) έως το θαλασσινό νερό που βρίσκεται κάτω από τους πάγους του Αρκτικού 

Ωκεανού (Sherr et al. 1997). Η εξάπλωση των αυτότροφων πικοευκαρυωτών 

περιορίζεται στα ανώτερα 100-200 m (ευφωτική ζώνη) και μειώνεται σημαντικά με την 

αύξηση του βάθους (Hall & Vincent 1990). Οι συγκεντρώσεις των μικροσκοπικών 

ευκαρυωτών στην εύφωτη ζώνη των υδάτινων οικοσυστημάτων κυμαίνονται μεταξύ 

10 και 10 κύτταρα ανά ml νερού (Caron et al. 1999a) και αποτελούν δομικό λίθο στα 

θαλάσσια τροφικά πλέγματα (Diez et al. 2001b). Επιπλέον, ένα μεγάλο μέρος των 

μικροσκοπικών ευκαρυωτών, κυρίως Fungi και Perkinsozoa ανήκουν σε πιθανά 

παράσιτα του φυτοπλαγκτού (Lepere et al. 2008). Οι μελέτες επικεντρώνονται κυρίως 

στους μικροσκοπικούς ευκαρυώτες των θαλάσσιων τροφικών πλεγμάτων και συνεπώς 

η ποικιλότητα, η κατανομή και η αφθονία των μικροσκοπικών ευκαρυωτών που 

διαβιούν σε εσωτερικά ύδατα παραμένουν γενικώς άγνωστες (Lepere et al. 2007).

1.2 Γενικές ιδιότητες μικροοργανισμικών κοινοτήτων

Μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί σε βιοκοινότητες εσωτερικών αλλά και 

θαλάσσιων οικοσυστημάτων έπαιξαν σπουδαίο ρόλο στην ιστορία και την ανάπτυξη 

της επιστήμης της οικολογίας (Lindeman 1942, Hutchinson 1957, Paine 1980). Στις 

μικροοργανισμικές κοινότητες, η αύξηση μεμονωμένων κυττάρων οδηγεί στο 

σχηματισμό πληθυσμών. Πληθυσμοί οι οποίοι είναι μεταβολικά συγγενείς ονομάζονται 

μεταβολικές ομάδες ενώ σύνολα μεταβολικών ομάδων που αλληλεπιδρούν μεταξύ τους 

σχηματίζουν τις μικροοργανισμικές κοινότητες. Οι μικροοργανισμικές κοινότητες
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αλληλεπιδρούν με το περιβάλλον καθορίζοντας ολόκληρο το οικοσύστημα (Madigan et 

al. 2005).

Τα φυσικά ενδιαιτήματα των μικροοργανισμών παρουσιάζουν εξαιρετική 

ποικιλότητα. Όποιο ενδιαίτημα επιτρέπει την ανάπτυξη ανώτερων οργανισμών μπορεί 

επίσης να υποστηρίξει την ανάπτυξη των μικροοργανισμών. Ωστόσο, η ανάπτυξη 

μικροοργανισμών παρουσιάζει αξιοσημείωτη επιτυχία σε ακραίες περιβαλλοντικές και 

φυσικές-χημικές συνθήκες (Madigan et al. 2005) όπου δεν υπάρχουν ανώτεροι 

μικροοργανισμοί. Σημαντικές αλλαγές σε περιβαλλοντικές παραμέτρους θα 

προκαλέσουν μαζικές αλλαγές στη δομή των μικροοργανισμικών κοινοτήτων, αλλά 

ακόμα και ήπιες αλλαγές είναι γνωστό ότι επιφέρουν αλλαγές στη σύσταση της 

μικροοργανισμικής κοινότητας (Caron & Countway 2009). Ένα άλλο χαρακτηριστικό 

των μικροοργανισμικών κοινοτήτων δίνεται από τον όρο ‘‘σπάνια βιόσφαιρα’’ (rare 

biosphere) και αναφέρεται στο μεγάλο αριθμό ταξινομικών μονάδων που είναι 

παρόντες σε πολλές μικροοργανισμικές κοινότητες αλλά σε μικρές αφθονίες. Ο όρος 

αυτός έχει εμφανιστεί στην επιστημονική βιβλιογραφία σχετικά πρόσφατα και είναι 

απόρροια μελετών μικροοργανισμικής ποικιλότητας με τεχνικές που χρησιμοποιούν την 

ανάλυση αλληλουχιών DNA (Sogin et al. 2006). Ο παραπάνω όρος δεν περιορίζεται σε 

μία συγκεκριμένη ομάδα μικροοργανισμών ή σε συγκεκριμένες μικροοργανισμικές 

κοινότητες, καθώς και σε ιζήματα έχουν παρατηρηθεί αρκετές σπάνιες αλληλουχίες 

ανάμεσα σε ένα μικρό αριθμό επικρατουσών αλληλουχιών (Elshahed et al. 2008).

Μελέτες έχουν δείξει ότι υπάρχουν εποχικές αλλαγές στη δομή της κοινωνίας 

των μικροσκοπικών ευκαρυωτών σε σχέση με περιβαλλοντικές παραμέτρους, όπως η 

βόσκηση, αλλά και με τους πόρους του συστήματος (Cleven & Weisse 2001). Η δομή 

της κοινότητας μπορεί επίσης να αλλάξει από την παρουσία ή την απουσία ιών
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(Fuhrman 1999). Οργανισμοί όπως τα Cladocera και ειδικά το γένος της Daphnia είναι 

γνωστό ότι λειτουργούν ως βοσκητές σε ένα μεγάλο φάσμα σωματιδίων στην υδάτινη 

στήλη (Jurgens 1994). Ετερότροφα μαστιγωτά μπορούν επίσης να ασκούν άνωθεν (top- 

down) επιρροή στο τροφικό επίπεδο καταναλώνοντας βακτήρια κατά προτίμηση (Sakka 

et al. 2000) αλλά και μικρά ευκαρυωτικά φύκη (Parslow et al. 1986).

1.3 Δυσκολίες μελέτης μικροσκοπικών ευκαρυωτών

Το μικρό μέγεθος των μονοκύτταρων ευκαρυωτικών οργανισμών δυσχεραίνει 

την ταξινόμηση τους με βάση μορφολογικά χαρακτηριστικά που είναι ορατά με οπτικό 

ή ηλεκτρονικό μικροσκόπιο. Τα ταξινομικά κριτήρια όπως οι εξωτερικές κυτταρικές 

δομές (κυτταρικά τοιχώματα, περιβλήματα, μαστίγια) απουσιάζουν από τους μικρού 

μεγέθους εκπροσώπους των μονοκύτταρων ευκαρυωτών ή αλλοιώνονται κατά τη 

διάρκεια της δειγματοληψίας, συντήρησης και εξέτασής τους (Caron et al. 1999b). 

Επιπλέον, η μορφολογική ταξινόμηση έχει περιορισμούς διότι διαφορετικά είδη μπορεί 

να έχουν ίδια μορφολογικά χαρακτηριστικά (Laurin et al. 2008). Η μελέτη 

μονοκύτταρων μικροοργανισμών με μεθόδους καλλιέργειας εμπλουτισμού μπορεί να 

αλλοιώσει την ποικιλότητα και να υπερεκτιμήσει μικροοργανισμούς που δεν είναι 

άφθονοι στο υπό μελέτη οικοσύστημα (Lim et al. 1999). Η άποψη που σχηματίζουμε 

από καλλιεργητικές προσεγγίσεις για τη μικροοργανισμική ποικιλότητα απέχει από την 

πραγματικότητα καθώς αρκετοί μικροοργανισμοί είναι αδύνατο να καλλιεργηθούν με 

τις χρησιμοποιούμενες μεθόδους καλλιέργειας (Pace 1997). Τέλος, τα μορφολογικά 

χαρακτηριστικά και οι θρεπτικές απαιτήσεις που χαρακτηρίζουν ένα μικροοργανισμό 

αποτύγχαναν στον προσδιορισμό της εξελικτικής σχέσης μεταξύ των μικροοργανισμών.
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Συνεπώς, η γενική έλλειψη διακριτών μορφολογικών χαρακτηριστικών για 

αυτούς τους μονοκύτταρους οργανισμούς και η επιλεκτικότητα του εμπλουτισμού 

οδήγησε στην μελέτη των μικροσκοπικών οργανισμών με μοριακές τεχνικές 

εξαλείφοντας αρκετούς περιορισμούς. Πρωτοπόρος στην χρήση μοριακών τεχνικών 

ήταν ο Carl Woese o οποίος συγκρίνοντας αλληλουχίες που κωδικοποιούν τις 

ριβοσωμικές υπομονάδες συνέδεσε φυλογενετικά τους περισσότερους οργανισμούς 

αναθεωρόντας την γνώση που έχουμε για την εξέλιξη της ζωής. Μόλις πρόσφατα οι 

μοριακές τεχνικές χρησιμοποιήθηκαν για την μελέτη των μικροσκοπικών ευκαρυωτών 

στα υδάτινα οικοσυστήματα (Diez et al. 2001a, Moon van der Staay et al. 2001, 

Massana et al. 2002). Ωστόσο, πληροφορίες μοριακών αλληλουχιών φάνηκαν χρήσιμες 

και σε παλαιότερες μελέτες στον υπολογισμό δεικτών ποικιλότητας (Watve & Gangal 

1996, Nubel et al. 1999). Η κύρια μοριακή τεχνική βασίζεται στην ανάλυση του 

γονιδίου που είναι υπεύθυνο για την παραγωγή της μικρής ριβοσωμικής υπομονάδας 

(small subunit rRNA) με στόχο την εύρεση της μοριακής ποικιλότητας των 

μικροσκοπικών ευκαρυωτών σε διάφορα οικοσυστήματα (Massana et al. 2004, 

Takishita et al. 2007, Lefevre et al. 2008).

Το ριβοσωμικό RNA και τα αντίστοιχα γονίδιά του είναι τα πιο συχνά 

χρησιμοποιούμενα μόρια για την εξαγωγή συμπερασμάτων σχετικά με τις εξελικτικές 

σχέσεις μεταξύ ειδών (van de Peer et al. 1993). Οι Olsen και Woese (1993) τόνισαν τα 

πλεονεκτήματα των μορίων rRNA ως μοριακά ρολόγια, καθώς είναι μόρια σταθερά 

παρόντα σε όλα τα είδη που παράγουν πρωτεΐνες. Ο αριθμός των διαφορών στην 

αλληλουχία ενός μακρομορίου είναι ανάλογος με τον αριθμό των σταθερών 

μεταλλάξεων οι οποίες παγιώνονται στο DNA που κωδικοποιεί το μακρομόριο αυτό 

στους δυο υπό σύγκριση οργανισμούς (Madigan et al. 2005). Ο ρυθμός μετάλλαξης της
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υπό μελέτη αλληλουχίας πρέπει να μεταβάλλεται με τρόπο κατάλληλο για την 

μετρούμενη εξελικτική απόσταση. Οι van de Peer et al. (1993) σημειώνουν ότι η 

μεγάλη υπομονάδα του ριβοσωμικού RNA επειδή είναι μεγάλο μόριο έχει μεγαλύτερη 

πιθανότητα να υποστεί μετάλλαξη και συνεπώς είναι κατάλληλο μόριο για κοντινές 

εξελικτικές σχέσεις. Αντίθετα η μικρή ριβοσωμική υπομονάδα είναι ένα μοριακό ρολόι 

που δείχνει βαθύτερα στον εξελικτικό χρόνο και δίνει τις πιο διαφωτιστικές 

πληροφορίες για τους μικροοργανισμούς. Οι ριβοσωμικές υπομονάδες περιέχουν 

αρκετές περιοχές με εκτενώς συντηρημένες αλληλουχίες χρήσιμες για την επίτευξη 

σωστών στοιχίσεων ενώ χαρακτηρίζονται από σημαντική μεταβλητότητα σε άλλες 

περιοχές τους καθιστώντας τες εξαιρετικά φυλογενετικά χρονόμετρα (Madigan et al. 

2005)

1.4 Προσεγγίσεις στην ανάλυση ποικιλότητας μικροσκοπικών ευκαρυωτών

Το γονίδιο που χρησιμοποιείται για φυλογενετική ανάλυση στους 

ευκαρυωτικούς οργανισμούς είναι το 18S rRNA και μπορεί να ενισχυθεί και να 

κλωνοποιηθεί από περιβαλλοντικά δείγματα. Οι Ranjard et al. (2000) αναφέρουν ότι οι 

μοριακές προσεγγίσεις που χρησιμοποιούνται ώστε να ερευνηθεί η γενετική 

πληροφορία από μικροοργανισμικές κοινότητες του περιβάλλοντος, ονομάζονται 

αναλύσεις DNA ολόκληρης της κοινότητας. Μέσα σε λίγα χρόνια, η ανάλυση γονιδίων 

της μικρής ριβοσωμικής υπομονάδας που ενισχύονται άμεσα από περιβαλλοντικά 

δείγματα έχει αλλάξει πλήρως την θεώρηση που είχαμε για την βιόσφαιρα (Pace 1997). 

Συγκρινόμενη με την ανάλυση της βιοποικιλότητας πολυκύτταρων ζώων και φυτών η 

ανάλυση της μικροοργανισμικής ποικιλότητας αποτελεί πρόκληση. Δείκτες 

ποικιλότητας που χρησιμοποιούνται στην οικολογία των φυτών και των ζώων
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χρησιμοποιούνται επίσης από την επιστήμη της μικροοργανισμικής οικολογίας (Ludwig 

& Reynolds 1988). Αν και υπάρχει περιορισμός ως προς την χρήση τέτοιων δεικτών 

στην ανάλυση της μικροοργανισμικής κοινότητας, επειδή δεν μπορούμε να 

προσδιορίσουμε άμεσα το είδος, αρκετές μελέτες στο παρελθόν χρησιμοποίησαν 

τέτοιους δείκτες (Torsvik et al. 1989, Leach et al. 1992, Moyer et al. 1994). Συνεπώς, η 

χρήση φυλογενετικών δένδρων αποτελεί ένα χρήσιμο εργαλείο στην μελέτη 

μικροοργανισμικών κοινοτήτων. Μελέτες αλληλουχιών του γονιδίου 18S rRNA τόσο 

από καλλιεργημένα αλλά και μη καλλιεργημένα είδη, υποδηλώνουν ότι οι εξελικτικές 

αποστάσεις τους μπορούν να διαχωρίσουν μεγάλες κατηγορίες των Πρωτοζώων (Park 

et al. 2008). Οι Massana et al. (2004) αναφέρουν πως η δημιουργία βιβλιοθηκών με 

γονίδια της μικρής ριβοσωμικής υπομονάδας από περιβαλλοντικά δείγματα επιτρέπει 

τον προσδιορισμό της ποσοτικής σύστασης της μικροοργανισμικής κοινότητας και την 

εύρεση της φυλογενετικής ποικιλότητας. Επιπλέον, η ανάλυση αλληλουχιών του 

γονιδίου 18S rRNA μπορεί να δώσει τη σχετική συνεισφορά διαφορετικών ταξινομικών 

ομάδων σε ένα υδάτινο οικοσύστημα (Not et al. 2009)

1.5 Σκοπός της εργασίας

Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η εκτίμηση της ποικιλότητας του γονιδίου 

18S rRNA στη λίμνη Κάρλα στις αρχές της άνοιξης. Εκτιμήθηκε η ποικιλότητα τόσο 

των πικο- (0,2 -  2 μm) όσο και των νανοευκαρυωτών (2-20 μm). Η παρούσα μελέτη 

είχε ως σκοπό να συμβάλλει στην γνώση μας για την ποικιλότητα των μικροσκοπικών 

ευκαρυωτικών οργανισμών που διαβιούν στα εσωτερικά υδάτινα οικοσυστήματα.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 Η περιοχή της μελέτης

Η λίμνη Κάρλα (39° 29Ό2"Ν, 22° 51'41'Έ) είναι η περιοχή στην οποία 

διενεργήθηκε η δειγματοληψία. Η λίμνη βρίσκεται υπό καθεστώς πλήρωσης καθώς 

αποστραγγίστηκε το 1962 μέσω σήραγγας προς τον Παγασητικό Κόλπο αφήνοντας 

μόνιμες μικρής έκτασης ελώδεις περιοχές. Η δομή και η λειτουργία της λίμνης ήταν 

άμεσα συνδεδεμένη με τον ποταμό Πηνειό, καθώς τα πλημμυρικά φαινόμενα του 

Πηνειού παρείχαν νερό στην Κάρλα πλούσιο σε θρεπτικά συστατικά. Το παραπάνω 

στοιχείο σε συνδυασμό με την ποικιλότητα των ειδών ορνιθοπανίδας και ιχθυοπανίδας 

χαρακτήριζαν την λίμνη ως εύτροφη αλλά με μεγάλη σταθερότητα πριν από την 

αποξήρανσή της (Ananiadis 1956).

Η απόφαση για την επαναπλήρωση της λίμνης λήφθηκε στη δεκαετία του 1990 

εκτρέποντας νερό από τον ποταμό Πηνειό, όμως η πραγματική πλήρωσή της ξεκίνησε 

το Σεπτέμβριο του 2009, αφού πρώτα είχε κατασκευαστεί περιφερειακό φράγμα που 

περικλείει έκταση 38 km2. Η πρόσφατα αποκατασταθείσα λίμνη αντιπροσωπεύει ένα 

μοναδικό οικοσύστημα για τη μελέτη των μικροσκοπικών ευκαρυωτών, καθώς η 

οικολογική διαδοχή των βιοκοινοτήτων της διακόπηκε απότομα τη δεκαετία του ‘60 και 

επανεκκινήθηκε τεχνητά τον τελευταίο χρόνο. Ένα τέτοιο οικοσύστημα βρίσκεται υπό 

συνεχείς μεταβολές, μέχρι η λίμνη να σταθεροποιήσει τη στάθμη της. Αυτές οι 

μεταβολές σε συνδυασμό με την επικρατούσα κλιματική αλλαγή καθιστούν αυτό το 

οικοσύστημα μοναδικό για τη μελέτη του εποικισμού και την επακόλουθη εγκατάσταση 

μικροοργανισμών και μικροοργανισμικών κοινοτήτων σε φυσική κλίμακα.

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 13:24:28 EEST - 167.114.118.212



10

2.2 Δειγματοληψία -  Επεξεργασία δείγματος

Δείγμα νερού συλλέχθηκε επιφανειακά από την παρόχθια ζώνη της λίμνης κατά 

τον Μάρτιο του 2010. Την ημέρα της δειγματοληψίας η θερμοκρασία του νερού ήταν 

12,5ο C, το pH είχε τιμή 8,3, η αγωγιμότητα 55,6 mS και η αλατότητα 7,6 psu. Οι 

παραπάνω τιμές μετρήθηκαν με φορητό in situ ανιχνευτή WTW. Το δείγμα νερού 

διηθήθηκε σχεδόν αμέσως μετά τη συλλογή του χρησιμοποιώντας συσκευή διήθησης 

μέσω μεμβρανικού ηθμού. Πραγματοποιήθηκε προ-διήθηση χρησιμοποιώντας ηθμό με 

μέγεθος πόρων 180 μm ώστε να παρακρατηθούν μεγάλα τεμάχια οργανικού υλικού και 

ζωοπλαγκτού. Οι σχετικά μεγάλοι ευκαρυωτικοί οργανισμοί που τυχόν υπήρχαν 

παρακρατήθηκαν διενεργώντας μία ακόμα προ-διήθηση με ηθμό των 20 μm ώστε να 

αποφευχθεί το φράξιμο των ηθμών με μικρότερος πόρους. Αναφέρεται ότι κατά την 

διαδικασία διήθησης κύτταρα μεγαλύτερα από το μέγεθος των πόρων του ηθμού μπορεί 

να περάσουν και να παρακρατηθούν στον επόμενο ηθμό που θα χρησιμοποιηθεί, 

φράζοντάς το και παρακρατώντας οργανισμούς μικρότερους από τους επιθυμητούς 

(Diez et al. 2001b). Ακολούθησαν άλλες δυο διαδοχικές διηθήσεις χρησιμοποιώντας 

ηθμούς των 2 μm και 0,2 μm ώστε να συγκεντρώσουμε πάνω σε αυτά, τα επιθυμητά 

κλάσματα των νανοευκαρυωτών και πικοευκαρυωτών, αντίστοιχα. Η διαδικασία της 

διήθησης πραγματοποιήθηκε υπό κενό του οποίου όμως η πίεση ήταν μικρότερη από 

150 mm Hg ώστε να αποφευχθεί η καταστροφή των κυττάρων που επικάθονταν στο 

φίλτρο. Τα φίλτρα των 2 και 0,2 μm αποθηκεύτηκαν προσωρινά στους -24ο C μέχρι την 

περαιτέρω επεξεργασία τους.
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2.3 Απομόνωση DNA

Η απομόνωση του DNA πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας το τυποποιημένο 

UltraClean Soil DNA isolation kit (MoBio Laboratories) ακολουθώντας το πρωτόκολλο 

που προτείνει ο κατασκευαστής για μέγιστη απόδοση. Το πρωτόκολλο απομόνωσης 

βασίζεται στον συνδυασμό μηχανικής λύσης των κυττάρων με εξειδικευμένα σφαιρίδια, 

θέρμανσης και χρήσης απορρυπαντικών. Για την απομόνωση του DNA από το κλάσμα 

των νανοευκαρυωτών χρησιμοποιήθηκαν δυο φίλτρα των 2 μm όπου συνολικά είχαν 

διηθηθεί 350 ml νερού και άλλα δυο φίλτρα των 0,2 μm για το κλάσμα των 

πικοευκαρυωτών όπου συνολικά είχαν διηθηθεί 400 ml νερού. Τα φίλτρα τεμαχίστηκαν 

σε λεπτές λωρίδες χρησιμοποιώντας αποστειρωμένο νυστέρι. Το ολικό DNA 

φυλάχτηκε στους -24 °C μετά το τέλος της απομόνωσης. Η ποσοτικοποίηση έγινε με 

χρήση φασματοφωτομέτρου NanoDrop ND-1000 δίνοντας τιμές 10,6 ng^L για το 

κλάσμα των νανοευκαρυωτών και 13,3 ng^L για το κλάσμα των πικοευκαρυωτών.

2.4 Ενίσχυση φυλογενετικού γονιδίου 18S rRNA

Το ανακτώμενο DNA είναι μείγμα γονιδιωματικού DNA όλων των 

μικροοργανισμών που υπάρχουν στο ενδιαίτημα. Η ενίσχυση γίνεται με την αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυμεράσης (PCR). H αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης αποτελεί τον 

ταχύτερο τρόπο ώστε να ερευνήσουμε τους μικροοργανισμούς από ένα περιβαλλοντικό 

δείγμα (Saiki et al, 1988).

Για τον έλεγχο ενίσχυσης του γονιδίου 18S rRNA χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές 

EukA (5-AACCTGGTTGATCCTGCCAGT-3) και EukB (5- 

TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3) οι οποίοι είναι ειδικοί για ευκαρυωτικούς 

οργανισμούς (Medlin et al., 1988). Ο εκκινητής EukA προσδένεται στις θέσεις 2 έως 22
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του γονιδίου 18S rRNA του μύκητα Saccharomyces cerevisiae. Αντίστοιχα, ο 

εκκινητής EukB στο γονίδιο 18S rRNA του μύκητα S. cerevisiae προσδένεται στις 

θέσεις 1795 έως 1772 (Behnke et al., 2006). Το μείγμα της PCR τελικού όγκου 50 kL 

περιείχε περίπου 10,6 ng περιβαλλοντικού DNA για τους νανοευκαρυώτες και περίπου 

13,3 ng περιβαλλοντικού DNA για τους πικοευκαρυώτες, 10 kL buffer 5x (Green 

GoTaq Flexi buffer, Promega), 200 μΜ από κάθε 5'-τριφωσφορικό 

δεοξυριβονουκλεοτίδιο, 1,5 mM MgCl2, 0,5 μΜ από κάθε εκκινητή και 1,25 U Taq 

πολυμεράσης (GoTaq DNA polymerase, Promega). Το θερμοκρασιακό πρόγραμμα για 

την πραγματοποίηση της αντίδρασης PCR ήταν αρχική αποδιάταξη στους 95ο C για 15 

min, ακολουθούμενη από τρία στάδια:

a) της αποδιάταξης στους 95ο C για 45 sec

b) της υβριδοποίησης των εκκινητών στους 55ο C για 1 min και

c) της επιμήκυνσης των θυγατρικών κλώνων στους 72ο C για 2 min και 30 sec.

Ο θερμοκρασιακός κύκλος των τριών παραπάνω σταδίων επαναλήφθηκε για 30 

κύκλους. Έπειτα ακολούθησε το στάδιο της τελικής επιμήκυνσης στους 72ο C για 7 

min. Τα προϊόν της αντίδρασης διατηρήθηκε προσωρινά στους 10ο C και είχε μοριακό 

βάρος περίπου 1800 bp.

Σε μελέτες ανάλυσης των μικροοργανισμικών κοινοτήτων όπου η ενίσχυση 

φυλογενετικών γονιδίων γίνεται με PCR συχνά υπάρχει η ανεπιφύλακτη παραδοχή ότι 

η PCR ενεργεί χωρίς αποκλίσεις και άρα οι οργανισμοί που είναι αριθμητικά 

περισσότεροι στο περιβάλλον θα αναπαρασταθούν από επικρατείς κλώνους σε μία 

βιβλιοθήκη κλώνων (Polz & Cavanaugh, 1998). Ωστόσο, η τεχνική της PCR ενέχει 

αρκετούς τεχνικούς περιορισμούς και αποκλίσεις (von Wintzigerode et al. 1997, 

Spiegelman et al. 2005). Οι μήτρες DNA οι οποίες αγγίζουν συγκεντρώσεις κορεσμού
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στο μείγμα της PCR σταματούν αναγκαστικά να ενισχύονται ενώ οι υπόλοιπες 

συνεχίζουν την ενίσχυσή τους καθώς η χημική κινητική των επιμέρους αντιδράσεων 

της PCR είναι πολύπλοκη (Sardelli 1993). Στους αρχικούς κύκλους της PCR, χαμηλή 

συγκέντρωση μήτρας DNA μπορεί να επηρεάσει την προσκόλληση των εκκινητών 

(Polz & Cavanaugh 1998). Ο αριθμός κύκλων που πραγματοποιείται μια αντίδραση 

PCR μπορεί επίσης να επιφέρει αποκλίσεις. Η αποτελεσματικότητα της ενίσχυσης 

μειώνεται όσο αυξάνονται οι κύκλοι καθώς μειώνονται οι συγκεντρώσεις των 

εκκινητών, των τριφωσφορικών δεοξυριβονουκλεοτιδίων αλλά και η δραστικότητα του 

ενζύμου (Ruano et al. 1991, Sardelli 1993). Οι Suzuki & Giovannoni (1996) εκτιμούν 

ότι υπάρχει πιθανότητα μια νεοσυντιθέμενη αλυσίδα να επανασυνδεθεί με τα ομόλογα 

τμήματά της οδηγώντας σε σχηματισμό χιμαιρών (ανεπιθύμητων προϊόντων της PCR) 

όταν ο αριθμός των κύκλων είναι μεγάλος.

Συνεπώς, για να παρακαμφθούν οι αποκλίσεις της PCR ακολούθησε 

βελτιστοποίηση των κύκλων (cycle optimization) και το παραπάνω πρωτόκολλο 

επαναλήφθηκε στους 19, 21, 23, 25, 27 και 29 κύκλους. Το πρωτόκολλο ολοκληρώθηκε 

με τον μικρότερο αριθμό κύκλων στους οποίους ανιχνεύθηκε το επιθυμητό προϊόν και 

ήταν 27 κύκλοι για το δείγμα των νανοευκαρυωτών και 25 κύκλοι για το δείγμα των 

πικοευκαρυωτών.

Μετά το πέρας της ενίσχυσης του επιθυμητού γονιδίου το αποτέλεσμα της όλης 

αντίδρασης οπτικοποιήθηκε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1% σε διάλυμα 

1x ΤΑΕ και η συσκευή ηλεκτροφόρησης που έφερε το πήκτωμα αφέθηκε για 30 min 

στα 90 Volts. Η χρώση του πηκτώματος έγινε σε διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου.
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2.5 Καθαρισμός προϊόντων PCR

Ο καθαρισμός των προϊόντων της PCR είναι ένα βήμα το οποίο πρέπει να 

πραγματοποιηθεί πριν ακολουθήσουν άλλες εφαρμογές επί του δείγματος που 

ενισχύθηκε. Στην προκειμένη περίπτωση ο καθαρισμός πραγματοποιήθηκε ώστε να 

αυξηθούν οι πιθανότητες απόδοσης της κλωνοποίησης. Ο καθαρισμός του DNA 

πραγματοποιήθηκε με το τυποποιημένο kit Montage (Millipore, USA) ακολουθώντας 

τις υποδείξεις του κατασκευαστή. Η τεχνική που χρησιμοποιήθηκε επιτρέπει την 

συμπύκνωση των προϊόντων από κάθε αντίδραση PCR και απομακρύνει εκκινητές και 

τριφωσφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια που δεν αξιοποιήθηκαν κατά την PCR. Ο 

έλεγχος του καθαρισμού έγινε με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1%.

2.6 Δημιουργία βιβλιοθηκών DNA

Τα καθαρά προϊόντα της PCR από το δείγμα DNA των νανοευκαρυωτών και 

των πικοευκαρυωτών χρησιμοποιήθηκαν ώστε να κατασκευαστούν αντίστοιχα δυο 

βιβλιοθήκες κλώνων με τα γονίδια 18S rRNA. Χρησιμοποιήθηκε το τυποποιημένο 

Topo XL PCR cloning kit (Invitrogen Co.) και ο μετασχηματισμός πραγματοποιήθηκε 

με ηλεκτροώσμωση (electroporation) με βάση το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Κατά 

τη μέθοδο της ηλεκτροώσμωσης εφαρμόζεται υψηλή τάση στο βακτηριακό εναιώρημα, 

με αποτέλεσμα να προκαλούνται προσωρινές οπές στο κυτταρικό περίβλημα από τις 

οποίες περνά το DNA. Το βακτηριακό εναιώρημα στην συγκεκριμένη περίπτωση ήταν 

κύτταρα Escherichia coli. Η Taq πολυμεράση που χρησιμοποιήθηκε στην PCR 

προσθέτει στα 3'-άκρα του προϊόντος της PCR μια δεόξυαδενίνη. Το kit περιείχε 

ευθυγραμμισμένο φορέα κλωνοποίησης με μια βάση δεόξυθυμίνης στα 3'- άκρα του 

και συνεπώς το ένθεμα που προέκυψε από την PCR μπορεί να δεσμοποιηθεί
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αποτελεσματικά με το φορέα. Ο φορέας κλωνοποίησης φέρει γονίδιο ανθεκτικότητας 

στην καναμυκίνη καθώς και το θανατογόνο γονίδιο ccdB της E.coli. Τα παραπάνω 

γονίδια αποτελούν χρήσιμους δείκτες ώστε από το βακτηριακό πληθυσμό να 

επιλέξουμε τα κύτταρα που μετασχηματίσθηκαν καθώς το θανατογόνο γονίδιο 

αδρανοποιείται όταν το ένθεμα δεσμοποιηθεί στο φορέα και το γονίδιο της 

καναμυκίνης προσδίδει ανθεκτικότητα στο μέσο επίστρωσης που θα 

χρησιμοποιήσουμε.

Προσθήκη του προϊόντος της PCR έγινε στα πλασμίδια (φορείς κλωνοποίησης) 

και το μείγμα επωάστηκε στους 25ο C για 5 min ώστε να ενσωματωθεί το επιθυμητό 

γονίδιο στα πλασμίδια. Μετά το πέρας των 5 min διάλυμα αλάτων προστέθηκε ώστε να 

τερματιστεί η αντίδραση της ενσωμάτωσης. Ακολούθησε μετασχηματισμός των 

βακτηριακών κυττάρων με την διαδικασία της ηλεκτροώσμωσης και κατόπιν παρήχθη 

θρεπτικό μέσο ανάρρωσης στα κύτταρα και επωάστηκαν στους 37ο C για 1 h. Τρυβλία 

με θρεπτικό μέσο Luria-Bertani agar και καναμυκίνη συγκέντρωσης 50 Kg/ml 

επιστρώθηκαν ασηπτικά χρησιμοποιώντας τρεις διαφορετικές ποσότητες (40 kL, 60 kL 

και 100 kL) από το βακτηριακό εναιώρημα και επωάστηκαν στους 37ο C για 16 h. Η 

ίδια διαδικασία κλωνοποίησης πραγματοποιήθηκε τόσο για τα γονίδια 18S rRNA των 

νανοευκαρυωτών όσο και για τα γονίδια 18S rRNA των πικοευκαρυτών.

2.7 Έλεγχος αποικιών

Οι αποικίες που αναπτύχθηκαν στα τρυβλία LB agar με καναμυκίνη θεωρούνται 

μετασχηματισμένες και τα πλασμίδια τους ορθώς ανασυνδυασμένα. Ωστόσο, 

διενεργήθηκε έλεγχος ώστε να είμαστε απόλυτα βέβαιοι για τους κλώνους που έχουν 

λάβει το πλασμίδιο μαζί με το ένθεμα. H παρουσία του ενθέματος (γονίδιο 18S rRNA)
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ελέγχθηκε με colony PCR χρησιμοποιώντας το ζεύγος εκκινητών M13F (5'- 

GTAAAACGACGCCCAG-3 ') και M13R (5 -CAGGAAACAGCTATGAC-3'). Οι 

εκκινητές είναι ειδικοί για το φορέα κλωνοποίησης που χρησιμοποιήσαμε και 

πλαισιώνουν εκατέρωθεν το ένθεμα. Η τεχνική της colony PCR έχει την διαφορά ότι 

αντί να προστεθεί μήτρα DNA προστίθεται μικρή ποσότητα βακτηριακής αποικίας. Το 

θερμοκρασιακό πρόγραμμα που ακολουθείται επιτρέπει πρώτα την λύση των 

βακτηριακών κυττάρων και έπειτα την αποδιάταξη του DNA.

Το μείγμα της PCR τελικού όγκου 20 kL περιείχε 4 kL buffer 5x (Green GoTaq 

Flexi buffer, Promega), 40 μΜ από κάθε 5'-τριφωσφορικό δεοξυριβονουκλεοτίδιο, 1,5 

mM MgCl2, 0,5 μΜ από κάθε εκκινητή και 0,5 U Taq πολυμεράσης (GoTaq DNA 

polymerase, Promega). Το θερμοκρασιακό πρόγραμμα για την πραγματοποίηση της 

αντίδρασης PCR ήταν αρχική αποδιάταξη στους 94ο C για 4 min, ακολουθούμενη από 

τρία στάδια:

a) της αποδιάταξης στους 94ο C για 30 sec

b) της υβριδοποίησης των εκκινητών στους 52,5ο C για 30 sec και

c) της επιμήκυνσης των θυγατρικών κλώνων στους 72ο C για 1min και 30 sec.

Ο θερμοκρασιακός κύκλος των τριών παραπάνω σταδίων επαναλήφθηκε για 25 

κύκλους. Έπειτα ακολούθησε το στάδιο της τελικής επιμήκυνσης στους 72ο C για 7 

min. Το προϊόν της PCR είχε μοριακό βάρος περίπου 2000 bp.

2.8 Απομόνωση πλασμιδίου

Μετά τον έλεγχο των αποικιών ως προς την παρουσία του γονιδίου 18S rRNA 

δημιουργήθηκαν ασηπτικά υγρές καλλιέργειες των βακτηριακών κλώνων που ήταν
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θετικοί στην τεχνική της colony PCR. Οι υγρές καλλιέργειες είχαν 1,4 ml υγρού 

θρεπτικού μέσου Luria-Bertani και καναμυκίνη συγκέντρωσης 50 μμ/ml. Η επώασή 

τους πραγματοποιήθηκε στους 37ο C για 18 h στις 180 rpm. Σκοπός της δημιουργίας 

των υγρών καλλιεργειών ήταν η ποσοτικοποίηση του πλασμιδίου που βρίσκεται στους 

βακτηριακούς κλώνους. Επίσης, δημιουργήθηκε απόθεμα των υγρών καλλιεργειών σε 

γλυκερόλη, όπου 100 kL κάθε υγρής καλλιέργειας και 100 kL γλυκερόλης 50% 

αναμίχθηκαν και αποθηκεύτηκαν στους -80ο C.

Η απομόνωση του πλασμιδίου πραγματοποιήθηκε με το τυποποιημένο 

Nucleospin Plasmid QuickPure kit (Macherey-Nagel GmbH and Co. KG, Germany) 

όπως προτείνει ο κατασκευαστής. Τα πρωτόκολλο απομόνωσης των πλασμιδίων 

βασίζεται στην λύση των βακτηριακών κυττάρων με χρήση ανιονικού απορρυπαντικού. 

Προσθήκη ρυθμιστικού διαλύματος ουδετεροποιεί το pH και δημιουργεί κατάλληλες 

συνθήκες ώστε το πλασμιδιακό DNA να προσδεθεί σε ειδική στήλη Si02. 

Μακρομοριακά κυτταρικά συστατικά, άλατα, μεταβολίτες και νουκλεάσες 

απομακρύνονται με ρυθμιστικό διάλυμα. Τέλος, το πλασμιδιακό DNA εκλούεται με 

ελαφρά αλκαλικό διάλυμα υπό συνθήκες χαμηλής ιοντικής ισχύος. Τα απομονωμένα 

πλασμίδια φυλάχτηκαν στους -20ο C.

2.9 Αλληλούχιση

Τα γονίδια αλληλουχήθηκαν με ηλεκτροφόρηση τριχοειδούς αγγείου στην 

εταιρεία Macrogen Inc. (Seoul, Korea) σε συσκευή αλληλούχισης τριχοειδούς αγγείου 

με τη χρήση του BigDye Terminator kit (Applied Biosystems Inc.). Για κάθε κλώνο 

λήφθηκαν τρεις αλληλουχίες με επικάλυψη περίπου 200 βάσεων και μήκος ανάγνωσης 

περίπου 950 βάσεις. Η επικάλυψη των τμημάτων βοήθησε στην συνένωση των
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κομματιών και στην απόκτηση της αλληλουχίας του ενισχυμένου γονιδίου από κάθε 

κλώνο. Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν ήταν οι M13F (5'- 

GTAAAACGACGCCCAG-3 '), 1179rE (5 -CCCGTGTTGAGTCAAATT-3') και

M13R (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3').

2.10 Υπολογισμός κάλυψης της βιβλιοθήκης (Clone coverage)

Οι βιβλιοθήκες των κλώνων πρέπει να είναι αντιπροσωπευτικές του 

περιβάλλοντος που μελετάται έτσι ώστε να μπορέσουμε αργότερα να βγάλουμε ασφαλή 

συμπεράσματα. Αν από μια βιβλιοθήκη αναλυθούν λιγότεροι κλώνοι από ότι πρέπει η 

ποικιλότητα δεν θα αντιπροσωπεύει την ποικιλότητα του υπό μελέτη περιβάλλοντος 

(Kemp & Aller 2004). Οι Kemp & Aller (2004) πρότειναν μία διαδικασία 

χρησιμοποιώντας τους δείκτες SChao1 (Chao 1984) και SACE (Chao et al. 1993), με την 

οποία βιβλιοθήκες κλώνων ελέγχονται και αποφασίζεται αν το μέγεθος του 

υποδείγματος της βιβλιοθήκης είναι αντιπροσωπευτικό

(http://www.aslo.org/lomethods/free/2004/0114a.html).

O δείκτης Good’s C χρησιμοποιήθηκε ως κύριος δείκτης στην παρούσα μελέτη. 

Είναι ένας μη παραμετρικός δείκτης εκτίμησης του ποσοστού των φυλοτύπων μιας 

βιβλιοθήκης με άπειρους κλώνους που θα αντιπροσωπεύεται σε ένα μικρότερο 

υποδείγμα της βιβλιοθήκης. Όπως τον όρισε ο Good (1953), o δείκτης δίνεται από τον 

τύπο [1-(ni/N)], όπου ni είναι ο αριθμός των φυλοτύπων που εμφανίζονται μόνο μία 

φορά στη βιβλιοθήκη (singletons) και N είναι ο συνολικός αριθμός κλώνων.

2.11 Υπολογισμός δεικτών ποικιλότητας

Η εκτίμηση της ποικιλότητας μπορεί να γίνει χρησιμοποιώντας δείκτες, 

ορισμένοι από τους οποίους ενσωματώνουν σε μια ενιαία αριθμητική τιμή τον αριθμό
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των ειδών και τη σχετική αφθονία των ειδών. Στην προκειμένη περίπτωση 

χρησιμοποιήσαμε τον δείκτη Shannon (Shannon & Weaver 1949) που δίνεται από τον 

τύπο:

5

: =1

όπου,

Η'= ο μέσος βαθμός αβεβαιότητας στην πρόβλεψη του είδους στο οποίο ανήκει ένα 

άτομο που συλλαμβάνεται τυχαία από ένα δείγμα S ειδών και Ν ατόμων.

S = ο αριθμός των ειδών του δείγματος και

pi = η σχετική πληθυσμιακή πυκνότητα του είδους i. Η σχετική πυκνότητα είναι ο 

αριθμός ατόμων του είδους i προς το συνολικό αριθμό ατόμων του δείγματος (Ν).

Η τιμή του Η' κυμαίνεται μεταξύ μηδενός και μιας μέγιστης τιμής που 

εξαρτάται από τον αριθμό των ειδών που παρατηρήθηκαν. Όταν Η'= 0, στο δείγμα 

υπάρχει μόνο ένα είδος, ενώ όταν ο δείκτης αυξάνει σημαίνει ότι έχουμε πολλά είδη ή 

ισομερή κατανομή των ειδών. Το μέγιστο που μπορεί να λάβει ο δείκτης είναι Hmax= 

lnS (S = ο αριθμός των ειδών του δείγματος). Ο δείκτης Η' μεγιστοποιείται όταν όλα τα 

είδη του δείγματος αντιπροσωπεύονται από τον ίδιο αριθμό ατόμων.

Εκτός του δείκτη Shannon χρησιμοποιήθηκε και ο δείκτης ομοιογένειας ή 

ισομερούς κατανομής J (Pielou 1969) o οποίος δίνεται από τον τύπο [Η '/Η^Χ], όπου H' 

ο εκτιμηθείς δείκτης ποικιλότητας Shannon και Η ^  o δείκτης ποικιλότητας όταν όλα 

τα είδη του δείγματος αντιπροσωπεύονται από ίσο αριθμό ατόμων στο δείγμα.

O δείκτης Shannon παρουσιάζει κάποια προβλήματα όπως το ότι δεν εκτιμά τις 

αποστάσεις μεταξύ των διαφορετικών ταξινομικών ομάδων στις οποίες ανήκουν τα είδη
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και πως επηρεάζεται από το κριτήριο ομοιότητας που χρησιμοποιείται για την 

ομαδοποίηση των φυλοτύπων (Watve & Gangal 1996). Παρά τους περιορισμούς του ο 

δείκτης επιλέχθηκε καθώς είναι ένας δείκτης που συχνά χρησιμοποιείται στην επιστήμη 

της Οικολογίας. Ο δείκτης Shannon δείχνει με μεγαλύτερη ακρίβεια τις αλλαγές στην 

αφθονία των σπάνιων ειδών αποτελώντας ένα χρήσιμο δείκτη στην εκτίμηση της 

μικροοργανισμικής ποικιλότητας (Hill et al. 2003).

2.12 Φυλογενετική ανάλυση

Παρά τις πειραματικές προσπάθειες να αποφύγουμε την δημιουργία χιμαιρών, 

όλες οι αλληλουχίες ελέγχθηκαν για την ανίχνευση τους. Χρησιμοποιήθηκε το 

πρόγραμμα Pintail (www.cardiff.ac.uk/biosi/research/biosoft/) που βασίζεται στον 

συνονόματο αλγόριθμο που περιγράφηκε από τους Aschelford et al. (2005). O 

αλγόριθμος βασίζεται στον υπολογισμό εξελικτικών αποστάσεων μεταξύ της υπό 

ελέγχου και μίας συγγενικής αξιόπιστης αλληλουχίας. Εάν η εξελικτική απόστασή τους 

διαφέρει κατά μήκος του γονιδίου, η αλληλουχία υπό έλεγχο πιθανότατα έχει προέλθει 

από φυλογενετικά απομακρυσμένες πατρικές αλληλουχίες και αποτελεί χίμαιρα. Οι 

χίμαιρες που εντοπίστηκαν, αποκλείστηκαν από περαιτέρω υπολογισμούς.

Οι αλληλουχίες στοιχήθηκαν χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα πολλαπλής 

στοίχισης CLUSTALW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/dustalw2/index.html) και 

χρησιμοποιώντας το κριτήριο ομοιότητας (>98%) (Stackebrandt & Goebel 1994) οι 

κλώνοι ομαδοποιήθηκαν και θεωρήθηκαν μέλη του ίδιου φυλότυπου. Με την βοήθεια 

του προγράμματος BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) κάθε αλληλουχία 

συγκρίθηκε με διαθέσιμες αλληλουχίες στις βάσεις δεδομένων του National Center for
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Biotechnology Information (NCBI) και βρέθηκαν οι συγγενικά κοντινότεροι φυλότυποι 

της κάθε αλληλουχίας.

Η κατασκευή του φυλογενετικού δένδρου έγινε χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα 

MEGA έκδοση 4 (Tamura et al. 2007). Η τοπολογία του δένδρου βασίσθηκε στην 

μέθοδο του κοντινότερου γείτονα (Neighbour- Joining) και έγινε διόρθωση κατά Jukes- 

Cantor. Η αρχή της μεθόδου του κοντινότερου γείτονα περιγράφεται από τους Saitou & 

Nei (1987). Η μέθοδος βασίζεται στην εύρεση φυλοτύπων ανά ζεύγη (γειτόνων) και 

στη μεταξύ τους σύνδεση ώστε να ελαχιστοποιείται το ολικό μήκος κλαδιού του 

δένδρου. Η παραπάνω ελαχιστοποίηση πραγματοποιείται σε κάθε στάδιο ομαδοποίησης 

των φυλότυπων έχοντας ξεκινήσει από ένα δένδρο αστεροειδούς τοπολογίας. Για τον 

υπολογισμό της απόστασης του κάθε ζεύγους και συνεπώς την ελαχιστοποίηση και 

αναταξινόμηση τους χρησιμοποιείται μία μήτρα αποστάσεων. Έλεγχος της στατιστικής 

εγκυρότητας της τοπολογίας του δένδρου έγινε με την μέθοδο bootstrap. Με τη μέθοδο 

αυτή επιλέγονται κάθε φορά αλληλουχίες, οι χαρακτήρες τους επανατοποθετούνται και 

η όλη διαδικασία επαναλαμβάνεται (στην προκειμένη περίπτωση 1000 φορές). Με 

βάση τις επανατοποθετήσεις των χαρακτήρων κατασκευάζονται δένδρα και τα 

αποτελέσματα αποτελούν μέτρο της στατιστικής εγκυρότητας, ωστόσο η μέθοδος 

εμφανίζει περιορισμούς (Felsenstein 1985).
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Ένα σύνολο από 65 και 78 κλώνους από τις βιβλιοθήκες των νάνο- και 

πικοευκαρυωτών, αντίστοιχα, απέμεινε για ανάλυση μετά την απαλλαγή από τις 

χιμαιρικές αλληλουχίες. Οι κλώνοι αυτοί ομαδοποιήθηκαν σε 27 και 32 φυλότυπους, 

αντίστοιχα, χρησιμοποιώντας κριτήριο ομοιότητας 98%. Οι φυλότυποι που είχαν έναν 

αντιπροσωπευτικό κλώνο (singletons) αποτελούσαν το 48,1% των φυλότυπων που 

βρέθηκαν στη βιβλιοθήκη των νανοευκαρυωτών και το 53,1% στη βιβλιοθήκη των 

πικοευκαρυωτών.

3.1 Κάλυψη της βιβλιοθήκης

Έλεγχος ως προς την κάλυψη των βιβλιοθηκών πραγματοποιήθηκε 

χρησιμοποιώντας το δείκτη του Good’s C (1953). Οι τιμές που έδωσε ο δείκτης ήταν 

0,8 για το κλάσμα των νανοευκαρυωτών και 0,78 για το κλάσμα των πικοευκαρυωτών. 

Αυτό σημαίνει ότι το υποδείγμα που πήραμε καλύπτει το 80% και 78% των 

βιβλιοθηκών για τους νάνο- και πικοευκαρυώτες αντίστοιχα. Κατασκευάστηκαν επίσης 

διαγράμματα, των οποίων οι καμπύλες προσφέρουν μία εκτίμηση για την ποικιλότητα 

των φυλότυπων σε σχέση με την δειγματοληπτική προσπάθεια που καταβλήθηκε. 

Δειγματοληπτική προσπάθεια στην συγκεκριμένη περίπτωση είναι ο αριθμός των 

κλώνων που αλληλουχήθηκαν. Οι καμπύλες όπως φαίνονται στο Σχήμα 1 και Σχήμα 2 

τείνουν να γίνουν ασυμπτωτικές.
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Σχήμα 1. Κάλυψη της βιβλιοθήκης των νανοευκαρυωτών.

Σχήμα 2. Κάλυψη της βιβλιοθήκης των πικοευκαρυωτών

3.2 Ανάλυση φυλοτύπων

Ο Πίνακας 1 και ο Πίνακας 2 παρουσιάζουν τους φυλοτύπους που βρέθηκαν 

στη βιβλιοθήκη των νανοευκαρυωτών και των πικοευκαρυωτών, αντίστοιχα.

Οι κυρίαρχοι φυλότυποι (>50%) στη βιβλιοθήκη των νανοευκαρυωτών άνηκαν στην 

ταξινομική ομάδα των Cercozoa (με σχετική αφθονία 43%) και στην ταξινομική ομάδα 

των Haptophyceae (με σχετική αφθονία 6,2%). Οι φυλότυποι (KRL01N21, KRL01N41, 

KRL01N33) που άνηκαν στην ταξινομική ομάδα των Cercozoa σχετίστηκαν με 

φυλότυπους ακαλλιέργητων οργανισμών. O φυλότυπος KRL01N21 είχε χαμηλότερη 

ομοιότητα (96%) με το γένος Ebria ενώ για τους φυλότυπους KRL01N41 και
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KRL01N33 παρατηρήθηκε ομοιότητα (92% και 86% αντίστοιχα) με το γένος 

Protaspis. Ο φυλότυπος που ανήκει στα Haptophyceae βρέθηκε λα είναι στενά 

συσχετισμένος (99%) με το είδος Prymnesium nemamethecum.

Στο κλάσμα των πικοευκαρυωτών ο κυρίαρχος φυλότυπος (KRL01P10) 

σχετίστηκε στενά (99%) με το είδος Cyclotella meneghiniana με σχετική αφθονία 

15,4%. Οι φυλότυποι KRL01P41 και KRL01P42 βρέθηκε να ανήκουν στα Cercozoa 

και σχημάτιζαν τη δεύτερη αφθονότερη ομάδα με το άθροισμα της σχετικής αφθονίας 

τους να είναι 20,5%. Οι παραπάνω φυλότυποι σχετίστηκαν (97%) με φυλότυπους 

ακαλλιέργητων μικροοργανισμών. Μακρινότερη συσχέτιση βρέθηκε με το είδος Ebria 

tripartita (96%) και Protaspis obliqua (93%) για τους φυλότυπους KRL01P41 και 

KRL01P42, αντίστοιχα. Ο φυλότυπος KRL01P18 άνηκε στο 50% των επικρατών 

φυλοτύπων με σχετική αφθονία (9%) και σχετίστηκε στενά (99%) με το είδος

Scenedesmus communis.
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Πίνακας 1. Στοιχεία φυλοτύπων βιβλιοθήκης νανοευκαρυωτών. Η εύρεση ταξινομικής ομάδας 
έγινε με βάση την κατάταξη της GenBank. Αστερίσκος (*): απουσία δεδομένων 
για περιβάλλον απομόνωσης ή την εύρεση αυτού σε καλλιέργειες παγκόσμιων 
τραπεζών φύλαξης μικροοργανισμών.

Φυλότυπος Σχ·
αφθονία

(%)

Πλησιέστερος συγγενής
(% ομοιότητα) [κωδικός GenBank]

Περιβάλλον
απομόνωσης Πιθανή

ταξινομική ομάδα
K RL01N21 17,1 C ercozoa  sp. C C -2009a (97% ) [FJ824126] Θ αλάσσιο (άμμος) C ercozoa

K RL01N41
15,4

U ncultured  m arine eukaryote clone N O R 46.27 (97% ) 
[DQ314814]

Θ αλάσσιο (Α ρκτικός) C ercozoa

K RL01N 33
10,8

U ncultured  cercozoan cloneB 12 5um  (98% ) 
[FN263034]

Υ φάλμυρο (Βαλτική) C ercozoa

K RL01N 43 6,2 Prym nesium  nem am ethecum  (99% ) [AM 491004] * H aptophyceae
K RL01N 46 3,1 Pseudopedinella  elastica  (98% ) [U14387] * Stram enopiles

K RL01N 47
3,1

C hlam ydom onas sp. IC E -W  (98% ) [AY731083]
Εσω τερικά ύδατα 

(πάγος Α νταρκτικής)
C hlorophyta

K RL01N 69
3,1

C hlorella  sorokiniana  strain Prag A 14 (99% ) 
[X74001]

* C hlorophyta

K RL01N 89 3,1 Treubaria schm idlei (98% ) [U73474] * C hlorophyta
K R L 01N 4t 3,1 D idinium  nasutum  (99% ) [U57771] * A lveolata

K RL01N 25
3,1

C yclotella m eneghiniana  clone p567 (99% ) 
[AJ535172]

* Stram enopiles

K RL01N 56
3,1

C olpodella  edax  (99% ) [AY234843]
Εσω τερικά ύδατα 

(λίμνη Ρω σίας)
A lveolata

K RL01N 38
3,1

U ncultured  C hytridiom ycota clone T1P1A eD 10 
(92% ) [GQ995313]

Έ δαφ ος
(παγετώ νες H im alaya)

Fungi

K RL01N 39
3,1

U ncultured  katablepharidophyte clone 3c-E7 (99% ) 
[FN690517]

Θ αλάσσιο πάγο 
(θάλασσα B othnian)

K atablepharidophyta

K RL01N 52
3,1

U ncultured  alveolate clone PA C8SP2005 (97% ) 
[EU162630]

Εσω τερικά ύδατα 
(λίμνη Pavin)

A lveolata

K R L 01N 2t 1,5 P rotaspis obliqua  isolate2 (93% ) [FJ824122] Θ αλάσσιο ( άμμος) C ercozoa
K RL01N 32 1,5 P erid in ium  fo lia ceu m  (97% ) [Y10567] * Stram enopiles

K RL01N 40
1,5

U ncultured  fungus clone PFH 1A U 2004 (96% ) 
[DQ244009]

Εσω τερικά ύδατα 
(λίμνη Pavin)

Fungi

K RL01N 50
1,5

U ncultured  m arine eukaryote clone NA1 1F3 (98% ) 
[EF526885]

Θ αλάσσιο (ανοξικό 
φιόρδ)

C hoanoflagellata

K RL01N 57
1,5

E im eriidae environm ental sam ple clone 
E lev 18S 1206 (90% ) [EF024716]

Έ δαφ ος (ριζόσφαιρα 
ιτιάς)

C ercozoa

K RL01N 62
1,5

P aulsenella  vonstoschii (97% ) [AJ968729]
Θ αλάσσιο 

(θάλασσα W adden)
A lveolata

K RL01N 72
1,5

U ncultured  freshw ater cercozoan clone 
PC F1A U 2004 (98% ) [D Q243991]

Εσω τερικά ύδατα 
(λίμνη Pavin)

C ercozoa

K RL01N 76 1,5 Scenedesm us com m unis (99% ) [X73994] * C hlorophyta

K RL01N 83
1,5

C odonosigidae environm ental sam ple clone 
A m b 18S 1490 (91% )[EF02401]

Έ δαφ ος (ριζόσφαιρα 
ιτιάς)

C hoanoflagellata

K RL01N 95 1,5 Scenedesm us ovalternus  (99% ) [X81966] * C hlorophyta

K RL01N 113
1,5

Strom bom onas acum inata  strain S716 (99% ) 
[EU624029]

* E uglenozoa

K RL01N 90 1,5 Eukaryote m arine clone M E 1-17 (99% ) [AF363186] Θ αλάσσιο (Μ εσόγειος) Stram enopiles
K RL01N 103 1,5 C hlam ydom onas sp. M B IC 10592  (98% ) [AB058371] * C hlorophyta
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Πίνακας 2. Στοιχεία βιβλιοθήκης πικοευκαρυωτών. Η εύρεση ταξινομικής ομάδας έγινε με 
βάση την κατάταξη της GenBank. Αστερίσκος (*): απουσία δεδομένων για 
περιβάλλον απομόνωσης ή την εύρεση αυτού σε καλλιέργειες παγκόσμιων 
τραπεζών φύλαξης μικροοργανισμών.

Φ υλότυπος Σχ.
αφθονία(% )

Π λ η σ ιέ σ τ ε ρ ο ς  σ υ γ γ ε ν ή ς
(% ομοιότητα) [κωδικός GenBank]

Π ε ρ ιβ ά λ λ ο ν
α π ο μ ό ν ω σ η ς

Π ιθ α ν ή
τ α ξ ιν ο μ ικ ή

ο μ ά δ α

K RL01P10
15,3

C yclotella m eneghiniana clone  p567 (99% ) 
[AJ535172]

* Stram enopiles

K RL01P41 11,4 C ercozoa  sp. C C -2009a (97% ) [FJ824126] Θ αλάσσιο (άμμος) C ercozoa
K RL01P18 8,9 Scenedesm us com m unis (99% ) [X73994] * C hlorophyta

K RL01P42
8,9

U ncultured  m arine eukaryote clone N O R 46.27 (97% ) 
[DQ314814]

Θ αλάσσιο
(Α ρκτικός Ω κεανός)

C ercozoa

K RL01P131
5,0

P aulsenella  vonstoschii (97% ) [AJ968729]
Θ αλάσσιο 

(θάλασσα W adden)
A lveolata

K RL01P3
3,8

C olpodella  edax  (99% ) [AY234843]
Εσω τερικά ύδατα 

(λίμνη Ρωσίας)
A lveolata

K RL01P118
3,8

U ncultured  katablepharidophyte clone 3c-E7 (99% ) 
[FN690517]

Θ αλάσσιο πάγο 
(θάλασσα B othnian)

K atablepharidophyta

K RL01P119 2,6 C oleps hirtus  (99% ) [U97109] * A lveolata
KRL01P45 2,6 C arteria radiosa  (96% ) [D86500] * C hlorophyta
K RL01P31 2,6 C hlorellaceae sp. TP-2008 (99% ) [FM 205843] * C hlorophyta

K RL01P38
2,6

U ncultured  freshw ater cercozoan clone PC F1A U 2004 
(98% ) [DQ243991]

Εσω τερικά ύδατα 
(λίμνη Pavin)

C ercozoa

K RL01P51
2,6

U ncultured  fungus clone C CW 24Z (93% ) 
[AY230211]

Α λμυρός βάλτος Fungi

K RL01P91
2,6

C ryptom onas sp. M 4 2 0  (99% ) [AJ007280]
Θ αλάσσια& Εσωτ.

Ύ δατα
C ryptophyta

K RL01P121
2,6

C odonosigidae environm ental sam ple clone 
A m b 18S 1490 (91% ) [EF024012]

Soil (aspen 
rhizosphere)

C hoanoflagellata

K RL01P44 2,6 C hlorophyte sp. I-155 clone A 1(97% ) [EF432529] * C hlorophyta
K RL01P6 1,3 C losteriopsis acicularis  (99% ) [Y17470] * C hlorophyta

KRL01P53
1,3

D erm ocystidium  s p . (95% ) [U21336]
Εσωτ. ύδατα 

(ξενιστής: Salvelinus  
fon tina lis)

M esom ycetazoa

K RL01P78
1,3

Scenedesm us p ectina tus var. pectina tus  (99% ) 
[AB037092]

* C hlorophyta

KRL01P95 1,3 C olacium  sp. Jjockji033107A  (99% ) [FJ719601] * Euglenozoa

K RL01P114
1,3

Thalassiosira pseudonana strain  C CM P 1007 (99% ) 
[DQ093367]

Θ αλάσσια & Εσωτ. 
Ύ δατα

Stram enopiles

K RL01P141 1,3 O ocystis sp. A N  2/29-4  (99% ) [AY195966] Εσω τερικά ύδατα C hlorophyta

K R L01P217
1,3

U ncultured  C hytridiom ycota clone T4P1A eE08 
(92% ) [GQ995419]

Έ δαφ ος
(παγετώ νες
H im alaya)

Fungi

K RL01P219
1,3

U ncultured  alveolate clone PA C8SP2005 (98% ) 
[EU162630]

Εσω τερικά ύδατα 
(λίμνη Pavin)

A lveolata

K RL01P224
1,3

U ncultured  eukaryote clone kor 250804 14 
(95% )[FJ15733]

Εσω τερικά ύδατα 
(λίμνη Κ ορώ νεια)

Fungi

KRL01P15 1,3 P rotaspis grandis  (95% ) [DQ303924] Θ αλάσσιο C ercozoa
KRL01P75 1,3 D idinium  nasutum  (99% ) [U57771] * A lveolata

K RL01P106
1,3

U ncultured  fungus clone PFH 1A U 2004 (96% ) 
[DQ244009]

Εσω τερικά ύδατα 
(λίμνη Pavin)

Fungi

K RL01P155 1,3 Pseudopedinella  elastica  (98% ) [U14387] * Stram enopiles

K RL01P195
1,3

U ncultured  m arine eukaryote clone SA2 1E12 (98% ) 
[EF527125]

Θ αλάσσιο (ανοξικό 
φιόρδ)

C hlorophyta

K RL01P208
1,3

Skele tonem a costatum  strain B211 (99% ) 
[DQ396523]

Θ αλάσσιο (Κ όλπος 
N aples)

Stram enopiles

K RL01P209 1,3 Euglena sp. B ibong100404-2 (93% )[FJ719610] * Euglenozoa
K RL01P234 1,3 P erid in ium  balticum  (99% )[Y 10566] * Stram enopiles
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Τόσο στη βιβλιοθήκη των νανοευκαρυωτών όσο και στη βιβλιοθήκη των 

πικοευκαρυωτών βρέθηκαν αρκετοί φυλότυποι των οποίων ο πλησιέστερος συγγενής 

είχε απομονωθεί από θαλάσσιο περιβάλλον. Άλλα περιβάλλοντα απομόνωσης 

αποτέλεσαν εσωτερικά ύδατα, υφάλμυρα οικοσυστήματα και έδαφος σε κάποιες 

περιπτώσεις. Μοναδική ήταν η περίπτωση όπου το περιβάλλον απομόνωσης ήταν 

αλμυρός βάλτος (KRL01P51) και επίσης μοναδική η περίπτωση όπου ο πλησιέστερος 

μικροοργανισμός απομονώθηκε από τον ξενιστή του (KRL01P53). Η έλλειψη 

στοιχείων για τα περιβάλλοντα απομόνωσης όλων των οργανισμών δεν μας επιτρέπει 

την ποσοτικοποίηση των φυλοτύπων κατά περιβάλλον απομόνωσης πλησιέστερου 

συγγενή.

Το κριτήριο ομοιότητας (>98%) χρησιμοποιήθηκε ώστε να συγκριθούν οι 

φυλότυποι μεταξύ των δύο βιβλιοθηκών (νάνο- και πικοευκαρυωτών) με αποτέλεσμα 

να βρεθούν 14 όμοιοι φυλότυποι στις δύο βιβλιοθήκες. Η σύγκριση των δύο 

βιβλιοθηκών δίνεται στον Πίνακα 3.
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Πίνακας 3. Όμοιοι φυλότυποι στις δύο βιβλιοθήκες. Εκατέρωθεν της μεσαίας στήλης είναι οι 
όμοιοι φυλότυποι των δύο βιβλιοθηκών και συσχετίζονται με τον φυλότυπο της μεσαίας 
στήλης. Με κόκκινο δίνονται οι περιπτώσεις όπου οι σχετικές αφθονίες είναι μεγαλύτερες στο 
κλάσμα των πικοευκαρυωτών

Β ιβλ ιο θή κ η  
ν αν ο ευκα  ρυ ω τώ ν

Σχ·
αφθονία(%)

Π λησιέστερος συγγενής (% ομοιότητα) 
[κωδικός GenBank]

Σχ·
αφθονία(%)

Β ιβλ ιο θή κ η
π ικο ευκα ρ υ ίο τ ίό ν

K RL01N21 16 .9 C ercozoa  sp. C C -2009a (97% ) [FJ824126] 11,4 K RL01P41

K RL01N41 15 .4

U ncultured  m arine eukaryote clone N O R 46.27 (97% ) 
[DQ314814] 8.9 KRL01P42

K RL01N 25 3 .0 8 C yclotella  m eneghiniana  clone p567 (99% ) [AJ535172] 15,3 K RL01P10

K RL01N 39 3 .0 8

U ncultured  katablepharidophyte clone 3c-E7 (99% ) 
[FN690517] 3,8 K R L01P118

K RL01N 46 3 .0 8 P seudopedinella  elastica  (98% ) [U14387] 1,3 K RL01P155
K R L01N 4t 3 .0 8 D idinium  nasutum  (99% ) [U57771] 1,3 KRL01P75
K RL01N 56 3 .0 8 C olpodella  edax  (99% ) [AY234843] 3,8 K RL01P3
K RL01N 69 3 .0 8 C hlorella  sorokiniana  strain Prag A 14(99% ) [X74001] 2,6 K RL01P31

K RL01N 40 1 .54

U ncultured  fungus clone PFH 1A U 2004 (96% ) 
[DQ244009] 1,3 K R L01P106

K RL01N 62 1 .54 P aulsenella  vonstoschii (97% ) [AJ968729] 5,0 KRL01P131

K RL01N 72 1 .54

U ncultured  freshw ater cercozoan clone PC F1A U 2004 
(98% ) [D Q243991] 2,6 K RL01P38

K RL01N 76 1 .54 Scenedesm us com m unis (99% ) [X73994] 8.9 K RL01P18

K RL01N 83 1 .54

C odonosigidae environm ental sam ple clone 
A m b 18S 1490 (91% ) [EF02401] 2,6 KRL01P121

K RL01N 95 1 .54 Scenedesm us  sp. (99% ) [X81966] και [AB037092] 1.3 K RL01P78
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3.3 Ταξινομικές ομάδες των δύο βιβλιοθηκών

Με βάση τις ομαδοποιήσεις των αλληλουχιών σε ταξινομικές ομάδες 

δημιουργήθηκε ο Πίνακας 4 ο οποίος είναι διαιρεμένος στην βιβλιοθήκη των νάνο- και 

πικοευκαρυωτών και φαίνεται η σχετική αφθονία της κάθε ταξινομικής ομάδας στην 

κάθε βιβλιοθήκη.

Πίνακας 4. Σχετικές αφθονίες της κάθε ταξινομικής ομάδας στο εκάστοτε κλάσμα.

Βιβλιοθήκη νανοευκαρυωτών Βιβλιοθήκη πικοευκαρυωτών
# φυλοτύπω ν Σχ. αφθονία (% ) # φυλοτύπω ν Σχ. αφθονία (% )

C ercozoa 6 47,7 4 24,4

C hlorophyta 6 13,8 8 21,8

A lveolata 4 10,8 5 14,1

Stram enopiles 4 9,2 5 20,5

H aptophyceae 1 6,2 0 0,0

Fungi 2 4,6 4 6,4

K atablepharidophyta 1 3,1 1 3,8

C hoanoflagellata 2 3,1 1 2,5

Euglenozoa 1 1,5 2 2,6

C ryptophyta 0 0,0 1 2,5

M esom ycetazoa 0 0,0 1 1,3

Σύνολο 27 100,0 32 100,0

Όπως προκύπτει από τον Πίνακα 4 η ταξινομική ομάδα των Cercozoa κυριαρχεί 

και στις δύο βιβλιοθήκες αποτελώντας την αφθονότερη ομάδα των μικροσκοπικών 

ευκαρυωτών στο περιβάλλον της παρούσας μελέτης. Δεύτερη αφθονότερη ταξινομική 

ομάδα είναι τα Chlorophyta, ωστόσο ο αριθμός φυλοτύπων που παρατηρήθηκαν (14 

συνολικά) είναι μεγαλύτερος από τον αριθμό φυλοτύπων (10 συνολικά) που βρέθηκαν 

στα Cercozoa. Δύο ακόμα ταξινομικές ομάδες είναι σχετικά άφθονες, τα Alveolata και 

τα Stramemnopiles, όμως οι σχετικές αφθονίες τους διαφέρουν μεταξύ των δύο 

κλασμάτων. Στην βιβλιοθήκη των νανοευκαρυωτών τα Alveolata έχουν μεγαλύτερη 

σχετική αφθονία από τα Stramenopiles, ενώ το αντίθετο συμβαίνει στην βιβλιοθήκη
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των πικοευκαρυωτών. Τέλος, οι ταξινομικές ομάδες των Cryptophyta και 

Mesomycetazoa δεν έχουν κανένα αντιπρόσωπο στην βιβλιοθήκη των 

νανοευκαρυωτών, ενώ δεν υπάρχει κανένας αντιπρόσωπος των Haptophyceae στην 

βιβλιοθήκη των πικοευκαρυωτών.

3.4 Ανάλυση ποικιλότητας

Η ποικιλότητα αναλύθηκε χρησιμοποιώντας τον δείκτη Shannon και τον δείκτη 

ισομερούς κατανομής J. Η τιμή που έδωσε ο δείκτης Shannon για την βιβλιοθήκη των 

νανοευκαρυωτών ήταν 2,9 και η αντίστοιχη τιμή του δείκτη J για την ίδια βιβλιοθήκη 

ήταν 0,9. Στην βιβλιοθήκη των πικοευκαρυωτών ο δείκτης Shannon πήρε την τιμή 3,1 

και ο δείκτης J την τιμή 0,9. Η μέγιστη τιμή του δείκτη Shannon που θα μπορούσαμε να 

παρατηρήσουμε στην βιβλιοθήκη των νανοευκαρυωτών είναι Hmax = 3,29 και στην 

βιβλιοθήκη των πικοευκαρυωτών είναι Hmax = 3,46.

3.5 Παρουσίαση φυλογενετικού δένδρου

Το φυλογενετικό δένδρο κατασκευάστηκε χρησιμοποιώντας τις αλληλουχίες 

του φυλογενετικού γονιδίου 18S rRNA και των δύο βιβλιοθηκών, τις αλληλουχίες των 

πλησιέστερων συγγενών καθώς και αλληλουχίες που στηρίζουν την δομή του δένδρου 

και βοηθούν στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων. Επίσης, χρησιμοποιήθηκε μία 

απομακρυσμένη αλληλουχία (outgroup) από τις υπόλοιπες αλληλουχίες των γονιδίων 

που βρέθηκαν για να εντοπιστεί η ρίζα του φυλογενετικού δένδρου. Συνολικά 

στοιχήθηκαν 137 φυλότυποι ώστε να δημιουργηθεί το δένδρο το οποίο δίνεται σε 

τέσσερα σχήματα για βέλτιστη απεικόνιση. Στο Σχήμα 3 δίνεται το φυλογενετικό 

δένδρο όπου φαίνονται όλες οι ταξινομικές ομάδες στις οποίες ανήκουν οι φυλότυποι
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που βρέθηκαν. Στα υπόλοιπα σχήματα (Σχ. 4, Σχ. 5 και Σχ. 6) δίνονται ξεχωριστά οι 

επιμέρους ομάδες ώστε να φανεί ποιοι φυλότυποι εμπίπτουν στην κάθε ομάδα.

Τα ποσοστά επανάληψης των ομαδοποιήσεων των κλάδων που έγιναν με τον 

ίδιο τρόπο χρησιμοποιώντας το bootstrap test δίνονται δίπλα σε κάθε κλάδο. Το 

φυλογενετικό δένδρο δίνεται υπό κλίμακα με το μήκος των κλάδων να αντιπροσωπεύει 

τις εξελικτικές αποστάσεις μεταξύ των φυλότυπων. Οι περιβαλλοντικές αλληλουχίες 

από την λίμνη Κάρλα ομαδοποιήθηκαν με τον παραπάνω τρόπο στις εκάστοτε ομάδες. 

Οι φυλότυποι που ανήκουν στη βιβλιοθήκη των νανοευκαρυωτών δίνονται με έντονα 

πράσινα γράμματα, ενώ με κόκκινα έντονα γράμματα δίνονται οι φυλότυποι που 

ανήκουν στη βιβλιοθήκη των πικοευκαρυωτών. Οι παρενθέσεις δίπλα στους 

φυλότυπους που βρέθηκαν, δίνουν τον αριθμό των κλώνων που ανήκουν στο 

συγκεκριμένο φυλότυπο από τους συνολικούς κλώνους που αναλύθηκαν.

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
17/10/2023 13:24:28 EEST - 167.114.118.212



32

Σχήμα 3. Το φυλογενετικό δένδρο όπου φαίνονται συνεπτυγμένες οι ταξινομικές ομάδες που 
βρέθηκαν στην λίμνη Κάρλα. Η μπάρα αποτελεί μέτρο των νουκλεοτιδικών 
αντικαταστάσεων (δύο αλλαγές ανά 100 νουκλεοτιδικές θέσεις)

Η κατασκευή του φυλογενετικού δένδρου χρησιμοποιώντας τις αλληλουχίες και 

των δύο βιβλιοθηκών αποκάλυψε ότι οι αλληλουχίες ανήκουν σε 11 μεγάλες 

ταξινομικές ομάδες. Οι ταξινομικές ομάδες που βρέθηκαν είναι Fungi, 

Choanoflagellata, Mesomycetazoa, Katablepharidophyta, Cryptophyta, Chlorophyta, 

Haptophyceae, Stramenopilies, Cercozoa, Alveolata και Euglenophyta (Σχ.3). Τα 

σχήματα που ακολουθούν στις επόμενες σελίδες (Σχ. 4, Σχ. 5 και Σχ. 6) αποτελούν το 

ίδιο φυλογενετικό δένδρο αλλά δίνονται ανεπτυγμένες οι ταξινομικές ομάδες.
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Σχήμα 4. Η τοπολογία του δένδρου όπου φαίνονται ανεπτυγμένες οι ομάδες των Fungi,

Choanoflagellata, Mesomycetazoa, Katablepharidophyta και Cryptophyta.
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Σχήμα 5. Η τοπολογία του δένδρου με ανεπτυγμένες τις ομάδες των Chlorophyta, 

Haptophyceae και Stramenopilies.
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Σχήμα 6. Η τοπολογία του δένδρου με ανεπτυγμένες τις ομάδες των Cercozoa, Alveolata και 

Euglenophyta
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Όλοι οι φυλότυποι βρέθηκαν ομαδοποιημένοι κοντά σε προηγουμένως 

χαρακτηρισμένους μικροοργανισμούς ή σε αλληλουχίες περιβαλλοντικών δειγμάτων.

Αναλύοντας τις ανεπτυγμένες ομάδες του Σχήματος 4 προκύπτει ότι στην ομάδα 

των Fungi ομαδοποιήθηκαν συνολικά έξι αλληλουχίες. Στον ίδιο κλάδο βρέθηκαν και 

αλληλουχίες χαρακτηρισμένων ειδών όπως τα Rhizophlyctis rosea και Trtiparticalcar 

arcticum που ανήκουν στα Chytridiomycota, καθώς και αλληλουχίες των ειδών 

Basidiobolus microspores και Basidiobolus haptosporus. Ωστόσο, οι αλληλουχίες που 

βρέθηκαν φάνηκε να έχουν μεγαλύτερη συσχέτιση με φυλότυπους ακαλλιέργητων 

μικροοργανισμών του κλάδου των Fungi. Στον κλάδο των Choanoflagellata βρέθηκαν 

τρείς αλληλουχίες που συσχετίστηκαν στενά με φυλότυπους ακαλλιέργητων 

μικροοργανισμών παρά με αλληλουχίες χαρακτηρισμένων ειδών. Ωστόσο, αλληλουχίες 

χαρακτηρισμένων ειδών όπως τα Desmarella moniliformis, Monosiga ovata και 

Acanthocoepsis unguiculata τοποθετήθηκαν στον ίδιο κλάδο. Στον κλάδο των 

παρασιτικών Mesomycetazoa βρέθηκε μία αλληλουχία η οποία συσχετίστηκε με το 

γένος Dermocystidium. Αλληλουχίες που ανήκουν σε άλλα παρασιτικά γένη όπως τα 

Psorospermium, Icthyophonus και Amoebidium ομαδοποιήθηκαν στον ίδιο κλάδο. Στον 

κλάδο των Katablepharidophyta βρέθηκαν δύο αλληλουχίες να σχετίζονται στενά με το 

είδος Katablepharis japonica. Στενά σχετισμένη με το γένος Cryptomonas βρέθηκε μία 

αλληλουχία και τοποθετήθηκε στον κλάδο των Cryptophyta.

Οι ανεπτυγμένες ομάδες στο Σχήμα 5 είναι τα Chlorophyta, Haptophyceae και 

Stramenopiles. Στον κλάδο των Chlorophyta βρέθηκαν 14 αλληλουχίες και 

παρατηρήθηκαν εσωτερικοί κλάδοι που αντιπροσωπεύουν επιμέρους ταξινομικές 

ομάδες, όπως τα Trebouxiophyceae, τα Chlorophyceae και τα Prasinophyceae. Παρά το 

γεγονός ότι η επιστημονική κοινότητα έχει αποδεχθεί τις εξελικτικές αυτές γραμμές, οι
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σχέσεις μεταξύ των εξελικτικών αυτών γραμμών είναι ασαφείς (Proschold & Leliaert, 

2007) και συνεπώς δεν απεικονίζονται στο Σχήμα 5. Αντιπροσωπευτικές αλληλουχίες 

χαρακτηρισμένων ειδών που βρίσκονται στον κλάδο των Chlorophyta και με τις οποίες 

σχετίστηκαν οι αλληλουχίες που βρέθηκαν είναι τα είδη Chlorella sorokiniana, 

Closteriopsis acicularis, Carteria radiosa, Treubaria schmidle, Oocystis marsoniii 

καθώς και τα γένη Scenedesmus και Chlamydomonas. Στον κλάδο των Haptophyceae 

εμπίπτει μία αλληλουχία η οποία σχετίστηκε στενά με την αλληλουχία του Prymnesium 

nemamethecum. Στον ίδιο κλάδο ανήκουν αλληλουχίες του γένους Prymnesium και 

Chrysochromulina. Στον κλάδο των Stramenopiles εμπίπτουν εννέα αλληλουχίες εκ 

των οποίων οι οκτώ είναι στενά συσχετισμένες με χαρακτηρισμένους μικροσκοπικούς 

ευκαρυώτες όπως τα είδη Pseudopedinella elastica, Skeletonema costatum, 

Thalassiosira pseudonana, Cyclotella meneghiniana και Peridinium balticum. Μία από 

τις εννέα αλληλουχίες συσχετίστηκε στενότερα με αλληλουχία ακαλλιέργητου 

μικροοργανισμού και μακρινότερα με αλληλουχία του χαρακτηρισμένου 

μικροοργανισμού Pirsonia guinardiae.

Στο Σχήμα 6 είναι ανεπτυγμένες οι ταξινομικές ομάδες των Cercozoa, Alveolata 

και Euglenophyta. Στον κλάδο των Cercozoa εμπίπτουν 10 αλληλουχίες οι οποίες ως 

επί το πλείστον τους φαίνεται να έχουν κοντινότερη σχέση με αλληλουχίες 

ακαλλιέργητων μικροοργανισμών παρά με χαρακτηρισμένους μικροσκοπικούς 

ευκαρυώτες. Ωστόσο, στον ίδιο κλάδο εμπίπτουν αλληλουχίες από χαρακτηρισμένα 

Cercozoa όπως τα είδη Platyreta germanica, Cercomonas plasmodialis, Ebria tripartita 

και είδη του γένους Protaspis. Εντός του κλάδου της ταξινομικής ομάδας των Cercozoa 

παρατηρείται ένας νέος εξελικτικός κλάδος. Ο κλάδος των Alveolata περιέχει εννέα 

αλληλουχίες που σχετίζονται με αλληλουχίες χαρακτηρισμένων ειδών όπως τα
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Didinium nasutum, Coleps hirtus, Colpodella edax, και Pfiesteria piscicida. Τέλος, o 

κλάδος των Euglenophyta είναι φανερά απομακρυσμένος από τους υπόλοιπους κλάδους 

και περιέχει τρείς αλληλουχίες συσχετισμένες με αλληλουχίες χαρακτηρισμένων ειδών 

που ανήκουν στα γένη Colacium, Euglena καθώς και Strombomonas.

Αναλύθηκαν δύο βιβλιοθήκες κλώνων αποτελούμενες από το κλάσμα των 

πικοευκαρυωτών και των νανοευκαρυωτών από την υδάτινη στήλη της λίμνης Κάρλας. 

Τα κλάσματα αυτά επιλέχθηκαν ώστε τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας να είναι 

συγκρίσιμα με άλλες παρόμοιες μελέτες τόσο σε εσωτερικά (Lefranc et al. 2005, 

Richards et al. 2005, Lepere et al. 2006, Lefevre et al. 2008, Wu et al. 2009, Genitsaris 

et al. 2009) όσο και σε θαλάσσια οικοσυστήματα (Diez et al. 2001b, Moon van der 

Staay et al. 2001, Massana et al. 2004, Dominique et al. 2006, Park et al. 2008, Not et 

al. 2009).

Οι τιμές του δείκτη κάλυψης των δύο βιβλιοθηκών ήταν αρκετά υψηλές ώστε να 

έχουμε αντιπροσωπευτική εικόνα της ποικιλότητας του υπό μελέτη οικοσυστήματος και 

αναλύοντας περισσότερους κλώνους ελάχιστοι νέοι φυλότυποι θα αποκαλύπτονταν.

3.6 Εμφάνιση όμοιων φυλοτύπων

Κατά την ανάλυση των αποτελεσμάτων παρατηρήθηκαν όμοιοι φυλότυποι τόσο 

στο κλάσμα των νάνο- όσο και στο κλάσμα των πικοευκαρυωτών. Παρά τις 

προσπάθειές μας να το αποφύγουμε, ένα γνωστό πρόβλημα το οποίο αναφέρεται στη 

βιβλιογραφία είναι το φράξιμο των πόρων ενός ηθμού κατά τη διαδικασία της 

διήθησης. Το φράξιμο οδηγεί στην παρακράτηση οργανισμών μικρότερων από τους 

επιθυμητούς (Diez et al. 2001b). Το παραπάνω δεδομένο εξηγεί την παρουσία κάποιων 

πικοευκαρυωτών στο κλάσμα των νανοευκαρυωτών αλλά και υποδηλώνει το πρόβλημα
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της κλασματικής διήθησης. Παρατηρώντας τον Πίνακα 3, οι περιπτώσεις όπου η 

σχετική αφθονία κάποιων όμοιων φυλοτύπων είναι μεγαλύτερη στο κλάσμα των 

πικοευκαρυωτών αλλά εμφανίζονται και στο κλάσμα των νανοευκαρυωτών (δίνονται 

με κόκκινο), επιβεβαιώνουν τον παραπάνω ισχυρισμό.

Ωστόσο, είναι γνωστά παραδείγματα μικροσκοπικών ευκαρυωτικών 

οργανισμών του ίδιου είδους που αλλάζουν τόσο το μέγεθος, όσο και τη γενικότερη 

εξωτερική μορφολογία τους. Περιβαλλοντικά ερεθίσματα όπως η θερμοκρασία, η 

διαθεσιμότητα τροφής και η παρουσία θηρευτών οδηγούν σε αυτές τις αποκλίσεις. 

Αναφέρονται χαρακτηριστικά βιβλιογραφικά παραδείγματα για τα είδη Didinium 

nasutum και Scenedesmus communis με τα οποία σχετίστηκαν αλληλουχίες όμοιες και 

στις δύο βιβλιοθήκες. O Hewett (1988) αναφέρει ότι το μέγεθος του D. nasutum 

αυξάνει όταν στο περιβάλλον το μέγεθος της λείας είναι μεγάλο, φαινόμενο που 

παρατηρείται και σε άλλα πρωτόζωα τα οποία θηρεύουν. Ο Trainor (1992) αναφέρει ότι 

το είδος S. communis αλλάζει τη δομή του σώματος και σχηματίζει αποικίες που 

διαφέρουν μορφολογικά ανάλογα με τη θερμοκρασία. Η μορφολογική διαφορά των 

αποικιών στο γένος Scenedesmus ήταν τέτοια που παλαιότερα οδήγησε σε 

λανθασμένη ταξινόμηση αυτών των αποικιών (Trainor 1992). Διαφορετικές μορφές 

μπορεί να παρατηρηθούν και όταν ένα είδος επιδεικνύει περίπλοκο κύκλο ζωής, κάτι 

που συμβαίνει στα παρασιτικά είδη (Cachon & Cachon 1987). Χαρακτηριστικό 

παράδειγμα αποτελεί to είδος Pfiesteria piscicida. Στο είδος αυτό παρατηρούνται 24 ή 

και παραπάνω στάδια ζωής, τα οποία διαφέρουν σε μέγεθος και μπορεί να είναι 

μικρότερα από 10 μm αλλά να αγγίζουν και τα 400 μm (Burkholder & Glasgow 1997). 

Τέλος, αναφέρεται και η περίπτωση του είδους Colpodella edax, το οποίο έχει δύο 

στάδια ζωής, τροφοζωίτες με μαστίγια και κύστεις, με τις κύστες να έχουν σφαιρικό
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σχήμα και μικρότερο μέγεθος (Leander et al. 2003). Συνεπώς, οι όμοιοι φυλότυποι που 

βρέθηκαν στα δύο κλάσματα μπορεί να αντιπροσωπεύουν διαφορετικό μορφότυπο 

αλλά και διαφορετικό στάδιο στον κύκλο ζωής ενός μικροοργανισμού.

3.7 Χαρακτηριστικά των ταξινομικών ομάδων που βρέθηκαν

Η κατασκευή του φυλογενετικού δένδρου αποτελεί ένα τρόπο ώστε να 

αποκομίσουμε βιολογική πληροφορία που βοηθά στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων. 

Στην προκειμένη περίπτωση το φυλογενετικό δένδρο κατασκευάστηκε ώστε να 

ομαδοποιήσουμε τις αλληλουχίες σε ταξινομικές ομάδες με απώτερο σκοπό την 

αποκάλυψη της δομής της βιοκοινότητας των μικροσκοπικών ευκαρυωτών. Οι 

αλληλουχίες που ήταν όμοιες και στις δύο βιβλιοθήκες συμπεριλήφθηκαν σκοπίμως 

στο φυλογενετικό δένδρο, καθώς όπως αναφέρθηκε παραπάνω οι όμοιοι φυλότυποι 

στις δύο βιβλιοθήκες μπορεί να αναπαριστούν διαφορετικό μορφότυπο ή στάδιο στο 

κύκλο ζωής ενός δεδομένου μικροοργανισμού. Συνεπώς, οι όμοιες αλληλουχίες που 

βρίσκονται σε διαφορετικό κλάσμα ενδέχεται να έχουν διαφορετική οικολογική 

σημασία και άρα η απεικόνισή τους στο δένδρο είναι θεμιτή. Αναφέρονται οι 

ταξινομικές ομάδες με τα χαρακτηριστικά που τις συνοδεύουν τόσο αυτές όσο και τους 

φυλότυπους που ομαδοποιήθηκαν σε αυτές.

Cercozoa. Τα Cercozoa βρέθηκε να είναι η κυρίαρχη ταξινομική ομάδα και στις 

δύο βιβλιοθήκες με αρκετά μεγάλη διαφορά από τις υπόλοιπες ταξινομικές ομάδες. Οι 

οργανισμοί αυτοί είναι ετερότροφοι και περιλαμβάνουν τόσο βακτηριοφάγα είδη όσο 

και αρπακτικά, τα οποία φαγοκυτταρώνουν διάφορα διάτομα στα θαλάσσια 

οικοσυστήματα (Schnepf & Kuhn 2000). Τα περισσότερα από τα Cercozoa 

καθορίζονται με βάση μοριακά χαρακτηριστικά και επιδεικνύουν τεράστια
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μορφολογική, οικολογική και γενετική ποικιλότητα (Keeling 2001). Η κατηγορία 

αυτών των μικροοργανισμών εμφανίζεται σε πολλά διαφορετικά περιβάλλοντα (Romari 

& Vaulot 2004). Αλληλουχίες που σχετίστηκαν με Cercozoa έχουν βρεθεί και στην 

θάλασσα όπως στην Ανταρκτική, στη Μεσόγειο Θάλασσα, στο Βόρειο Ατλαντικό αλλά 

όχι στο ισημερινό επίπεδο του Ειρηνικού (Diez et al. 2001b, Moon-van der Staay et al. 

2001). Σε εσωτερικά ύδατα τα Cercozoa έχουν βρεθεί να είναι κυρίαρχα (Lepere et al. 

2006) αλλά ποτέ δεν ήταν κυρίαρχα στο θαλάσσιο περιβάλλον (Diez et al. 2001b, 

Moon-van der Staay et al. 2001, Dawson & Pace 2002, Romari & Vaulot 2004). Η 

ταξινομική ομάδα των Cercozoa δε βρέθηκε σε ολιγότροφο σύστημα ενώ η παρουσία 

της συνδέθηκε με ολιγομεσότροφη και εύτροφη λίμνη (Lefranc et al. 2005).

Ο φυλότυπος KRL01N33 σχετίστηκε με τον φυλότυπο Β12 (ομοιότητα 98%) 

που βρέθηκε σε ίζημα υφάλμυρων νερών της Βαλτικής θάλασσας. Στην ερευνά τους οι 

Piwosz και Pernthaler (2010) αναφέρουν ότι ο φυλότυπος Β12 βρέθηκε στη μεσόφαση 

μεταξύ οξυγονομένου και μη οξυγονομένου νερού, υποθέτωντας ότι ανήκει σε βενθικό 

ευκαρυωτικό οργανισμό ο οποίος τυχαία μπορεί να βρεθεί στην στήλη του νερού 

(tychoplaktonic). O φυλότυπος B12 βρέθηκε κατά τη διάρκεια του καλοκαιριού και η 

παρουσία του μειώθηκε όταν η θερμοκρασία του νερού έπεσε κάτω από τους 17°C 

(Piwosz & Pernthaler 2010). Τα Cercozoa έχουν την ικανότητα να σχηματίζουν κύστεις 

(Hoppenrath & Leander 2006), ένα χαρακτηριστικό που πιθανόν τους επιτρέπει να 

βρεθούν σε ανοξικά ιζήματα (Piwosz & Pernthaler 2010). O φυλότυπος KRL01N57 

είχε μακρινή σχέση με τον φυλότυπο Elev_18S_1206 ο οποίος βρέθηκε σε χώμα και 

συγκεκριμένα στη ριζόσφαιρα του είδους Populus tremuloides από τους Lesaulnier et 

al. (2008). Οι φυλότυποι KRL01N21 και KRL01P41 σχετίστηκαν (ομοιότητα 97%) με 

τον φυλότυπο Cercozoa sp. CC-2009a. Η αλληλουχία του γονιδίου 18S rRNA του
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φυλότυπου Cercozoa sp. CC-2009a ανήκει στο νεοχαρακτηρισμένο είδος Botuliforma 

benthica (Chantangsi & Leander 2010). Στην έρευνα των Chantangsi & Leander (2010) 

το είδος B. benthica βρίσκεται στον ίδιο κλάδο με to είδος Ebria tripartita. Οι 

φυλότυποι KRL01N21 και KRL01P41 της παρούσας μελέτης βρίσκονται και αυτοί 

στον ίδιο κλάδο με το είδος Ebria tripartita (βλ. Σχ. 6). Παρόλο που το δείγμα στο 

οποίο βρέθηκε ο φυλότυπος Cercozoa sp. CC-2009a ήταν θαλάσσια άμμος το είδος B. 

benthica ακολουθεί ένα περιστροφικό πρότυπο κολύμβησης. Το είδος Ebria tripartita 

τρέφεται με φυτοπλαγκτόν και ιδιαίτερα με διάτομα του γένους Skeletonema και 

Thalassiosira (Hargraves 2002). Οι φυλότυποι KRL01N72 και KRL01P38 

συσχετίστηκαν στενά με τον φυλότυπο PCF1AU2004 και ομαδοποιήθηκαν σε ένα νέο 

εξελικτικό κλάδο των Cercozoa. Ο φυλότυπος PCF1AU2004 βρέθηκε σε λίμνη της 

Γαλλίας και ομαδοποιήθηκε σε ένα καινούριο κλάδο των Cercozoa (Novel clade III) 

στην έρευνα των Lefevre et al. (2007). Οι φυλότυποι KRL01N41 και KRL01P42 

σχετίστηκαν (ομοιότητα 97%) με τον φυλότυπο NOR46.27 ο οποίος βρέθηκε στον 

Αρκτικό Ωκεανό σε βάθος 5m και σε αλατότητα 33,49 psu. Στον κλάδο των Cercozoa 

ομαδοποιήθηκαν και είδη του γένους Protaspis με τα οποία παρατηρήθηκε μακρινή 

σχέση με τον φυλότυπο KRL01P15. To γένος Protaspis αποτελείται από κοινούς 

θηρευτές στα θαλάσσια βενθικά οικοσυστήματα (Hoppenrath & Leander 2006).

Chlorophyta. Τα Chlorophyta αποτέλεσαν τη δεύτερη αφθονότερη ταξινομική 

ομάδα και στις δύο βιβλιοθήκες παρόλο που ο αριθμός φυλοτύπων που βρέθηκε είναι 

μεγαλύτερος από τον αντίστοιχο των Cercozoa. Το δεδομένο αυτό υποδηλώνει ότι η 

ποικιλότητα (σε αριθμό ειδών) των Chlorophyta είναι μεγαλύτερη από την ποικιλότητα 

των Cercozoa, παρά το γεγονός ότι τα Cercozoa είναι αφθονότερα. Τα Chlorophyta 

είναι φωτοσυνθετικοί ευκαρυωτικοί οργανισμοί. Τα Chlorophyta είναι χαρακτηριστική
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ταξινομική ομάδα οικοσυστημάτων με υψηλά ποσά θρεπτικών συστατικών (Lepere et 

al. 2007). Τα Chlorophyta βρέθηκε να κυριαρχούν και σε βιβλιοθήκη κλώνων της 

λίμνης Κορώνειας, μία υπερεύτροφη, ρυπασμένη και έντονα τροποποιημένη λίμνη 

(Genitsaris et al. 2009).

Οι περισσότεροι από τους φυλότυπους που ομαδοποιήθηκαν στα Chlorophyta 

σχετίστηκαν στενά με αλληλουχίες χαρακτηρισμένων ειδών σε αντίθεση με την μελέτη 

των Fawley & Buchheim (2004) στην οποία μόνο ελάχιστες αλληλουχίες σχετίστηκαν 

με χαρακτηρισμένα είδη. Οι Fawley & Buchheim (2004) μελέτησαν τρία διαφορετικά 

λιμναία οικοσυστήματα και από τους 93 φυλότυπους που βρήκαν συνολικά, μόνο 

τέσσερις συσχετίστηκαν με χαρακτηρισμένα είδη υποθέτοντας ότι τα μικροφύκη 

εμφανίζουν κρυπτικά είδη. Χαρακτηρισμένα είδη που ανήκουν στα γένη Closteriopsis, 

Scenedesmus και Chlorella αποτελούν κοινά αλλά όχι άφθονα είδη του φυτοπλαγκτού 

(An et al. 1999, Ustinova et al. 2001, Bashan et al. 2008). Ο φυλότυπος KRL01P18 

(σχετική αφθονία 9% στη βιβλιοθήκη των πικοευκαρυωτών) συσχετίστηκε (99%) με 

είδος του γένους Scenedesmus, καθώς και οι φυλότυποι KRL01N76, KRL01P78 και 

KRL01N95. To γένος Scenedesmus μπορεί να αποτελέσει ένα μεγάλο κλάσμα της 

συνολικής βιομάζας του φυτοπλαγκτού και βρίσκεται τόσο σε εσωτερικά όσο και σε 

υφάλμυρα ύδατα, ειδικά όταν το περιβάλλον είναι πλούσιο σε θρεπτικά συστατικά (An 

et al. 1999). Ο φυλότυπος KRL01N69 σχετίστηκε (99%) με το είδος Chlorella 

sorokiniana. To είδος αυτό μπορεί να αντέξει σε υψηλές θερμοκρασίες και εντάσεις 

φωτός και έχει δειχθεί ότι μπορεί να απομακρύνει αποτελεσματικά τα αμμωνιακά 

άλατα NH4+ που βρίσκονται στο νερό (Bashan et al. 2008). Ο φυλότυπος KRL01P45 

σχετίστηκε με το είδος Carteria radiosa. Μελέτη σε εύτροφη λίμνη της Ανταρκτικής 

έδειξε ότι τα Chlorophyta συμπεριλαμβανομένου του γένους Carteria αποτέλεσαν
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μεγάλο ποσοστό του πληθυσμού των μικροοργανισμών που βρέθηκαν κατά την εαρινή 

άνθιση (Buttler 1999). Ο φυλότυπος KRL01P195 σχετίστηκε (98%) με τον φυλότυπο 

SA2_1E12 ο οποίος απομονώθηκε από τους Behnke et al. (2010) από ανοξικό φιόρδ. Ο 

φυλότυπος KRL01P195 βρέθηκε στον ίδιο κλάδο με είδος του γένους Tetraselmis. Οι 

Tardio et al. (2003) αναφέρουν ότι είδη του γένους Tetraselmis ήταν αυτά τα οποία 

έδειξαν το μέγιστο βαθμό πολλαπλασιασμού σε βέλτιστες συνθήκες εμπλουτισμού με 

φώσφορο.

Alveolata. H ταξινομική ομάδα των Alveolata αποτελεί μία από τις κυρίαρχες 

ομάδες σε διάφορες θάλασσες του παγκόσμιου ωκεανού (Park et al. 2008, Not et al. 

2009). Οι Diez et al. (2001b) βρήκαν ότι τα Alveolata ήταν η δεύτερη σε αφθονία 

ταξινομική ομάδα στην Μεσόγειο και στο Β. Ατλαντικό και οι Moon-van der Staay et 

al. (2001) ότι αποτελούν σημαντική ταξινομική ομάδα και στο ισημερινό επίπεδο του 

Ειρηνικού Ωκεανού. Τα Alveolata μπορούν να βρεθούν σε διάφορα περιβάλλοντα όπως 

ολιγότροφα, εύτροφα και ανοξικά. Οι Dominique et al. (2006) αναφέρουν ότι τα 

Alveolata κυριάρχησαν σε έναν ολιγότροφο σταθμό δειγματοληψίας τους, ωστόσο η 

συγκεκριμένη ταξινομική ομάδα έχει βρεθεί και σε εύκρατα παράκτια ύδατα όπου 

υπάρχουν σημαντικές ποσότητες θρεπτικών συστατικών (Romari & Vaulot 2004). Οι 

Behnke et al. (2006) βρήκαν ότι σε ένα θαλάσσιο ανοξικό φιορδ στο οποίο 

παρατηρούνται διαβαθμίσεις O2/H2S τα Alveolata ήταν και εκεί η κυρίαρχη ομάδα 

μεταξύ των πρωτόζωων. Όσο γνωρίζουμε, αλληλουχίες που ανήκουν σε Alveolata 

παρατηρούνται σε λιμναία οικοσυστήματα (Richards et al. 2005, Lepere et al. 2008) σε 

μικρότερες όμως σχετικές αφθονίες σε σύγκριση με τα θαλάσσια οικοσυστήματα. 

Εξαίρεση αποτελεί η έρευνα των Lefevre et al. (2008) όπου τα Alveolata κυριάρχησαν 

στην υπό μελέτη λίμνη, ωστόσο σημειώνουν ότι η εμφάνισή τους ακολουθούσε εποχικό
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πρότυπο. Στην ίδια έρευνα αναφέρεται ότι στα Alveolata ανήκουν γένη όπως το γένος 

Colpodella, τα οποία είναι υποχρεωτικά παράσιτα στα υδάτινα οικοσυστήματα.

Οι φυλότυποι KRL01P3 και KRL01N56 σχετίστηκαν στενά (99%) με το είδος 

Colpodella edax. To είδος χαρακτηρίζεται από κύτταρα (<10Km) τα οποία θηρεύουν 

πρωτόζωα μεγαλύτερα από τα ίδια, ωστόσο μπορεί να αποτελούν και παράσιτα των 

Chlorophyta ή των Cryptophyta (Brugerolle 2002). Το είδος διαπερνά το κύτταρο με τη 

βοήθεια ενός ρύγχους (rostrum) και απομυζά το κυτταρόπλασμα μέσα σε λίγα λεπτά 

(Brugerolle 2002). Το πρότυπο θρέψης είναι γνωστό ως μυζοκύττωση (myzocytosis) 

και οι Lefevre et al. (2008) το θεωρούν χαρακτηριστικό του παρασιτισμού. O 

φυλότυπος PAC8SP2005 που βρέθηκε από τους Lefevre et al. (2008) σε λίμνη της 

Γαλλίας ομαδοποιήθηκε στα Alveolata και μάλιστα σε ένα καινούριο κλάδο των 

Perkinsozoa. Με τον φυλότυπο PAC8SP2005 σχετίστηκαν οι φυλότυποι KRL01N52 

(ομοιότητα 97%) και KRL01P219 (ομοιότητα 98%). Ο φυλότυπος KRL01P119 

σχετίστηκε (99%) με το είδος Coleps hirtus το οποίο προτιμά μεσότροφα ύδατα και δεν 

είναι πολυάριθμο σε εύτροφα οικοσυστήματα (Beaver & Crisman 1989). Η σχετική 

αφθονία του είδους που παρατηρήσαμε στην βιβλιοθήκη των πικοευκαρυωτών ήταν 

2,6%. Το γένος Coleps αποτελεί θηρευτή του γένους Cryptomonas (Pedros-Alio et al. 

1995). Οι φυλότυποι KRL01N4t και KRL01P75 συσχετίστηκαν με το είδος Didinium 

nasutum, έναν ετερότροφο αρπακτικό οργανισμό. Το πρότυπο θήρευσης που ακολουθεί 

βασίζεται στη χρήση τοξικών κύστεων (toxicysts) για να παγιδεύσει και να παραλύσει 

το θήραμα του, το οποίο αργότερα το εγκολπώνει με το πρόσθιο κυτταρόστομά του 

(Wessenberg & Antipa 1970). Οι φυλότυποι KRL01N62 και KRL01P131 

συσχετίστηκαν (97%) με το είδος Paulsenella vonstoschii, ωστόσο η τοπολογία του 

δένδρου τους εμφανίζει πιο κοντά στο είδος Pfiesteria piscicida. Οι Kuhn & Medlin
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(2005) έδειξαν ότι τόσο το είδος Paulsenella vonstoschii όσο και το είδος Pfiesteria 

piscicida ανήκουν στην τάξη Peridiniales. Τα δύο αυτά είδη δρουν παρασιτικά και 

έχουν παρόμοιο πρότυπο τροφοληψίας (myzocytosis) και κύκλο ζωής (Steidinger et al. 

2001). Το γένος Paulsenella έχει θαλάσσιους εκπροσώπους που τρέφονται με θαλάσσια 

διάτομα (Schnepf et al. 1985) και το είδος P. vonstoschii έχει παρατηρηθεί σχεδόν να 

εξαλείφει έναν πληθυσμό διατόμων (Drebes & Schnepf, 1988).

Stramenopiles. Τα Stramenopiles αποτελούν ταξινομική ομάδα των 

πικοευκαρυωτών αρκετά συνηθισμένη στα θαλάσσια οικοσυστήματα (Diez et al. 

2001b, Massana et al. 2004), εντοπίζονται όμως και σε λιμναία οικοσυστήματα 

(Lefranc et al. 2005, Lefevre et al. 2008, Lepere et al. 2008). Οι Moon van der Staay et 

al. (2001) τονίζουν ότι τα Stramenopiles έχουν ρόλους κλειδιά στους ωκεανούς 

(ιδιαίτερα τα διάτομα) και περιλαμβάνουν τόσο αυτότροφες όσο και ετερότροφες 

ομάδες. Οι Lefevre et al., 2008 αναφέρουν ότι η παρουσία των Stramenopiles στην 

ερευνά τους αυξήθηκε κατά τη διάρκεια της άνοιξης και του καλοκαιριού.

Οι φυλότυποι KRL01P10 και KRL01N25 συσχετίστηκαν (99%) με το είδος 

Cyclotella meneghiniana, με τον φυλότυπο KRL01P10 να είναι κυρίαρχος στην 

βιβλιοθήκη των πικοευκαρυωτών. Το είδος C. meneghiniana είναι από τα πιο κοινά 

είδη διατόμων που απαντώνται σε μεγάλη ποικιλία εσωτερικών υδάτων αλλά έχει την 

τάση να γίνει άφθονο σε ρυπασμένα περιβάλλοντα (Finlay et al. 2002). Παγκόσμια έχει 

καταγραφεί ως άφθονο ή σε αξιοσημείωτες συχνότητες εμφάνισης σε πέντε 

ρυπασμένους ποταμούς και σε τέσσερις υπερεύτροφες λίμνες (Finley et al. 2002). Ο 

φυλότυπος KRL01P208 συσχετίστηκε (99%) με την αλληλουχία του γονιδίου 18S 

rRNA του είδους Skeletonema costatum που βρέθηκε στον κόλπο Naples από τους 

Sarno et al. (2005). Στον κόλπο Naples το είδος συνεισφέρει σημαντικά στην
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φυτοπλαγκτική άνθιση κατά το τέλος της άνοιξης (Ribera d’Alcala' et al. 2004). 

Γενικά, αναφέρεται ως είδος με αντοχές σε ένα εύρος περιβαλλόντων, αλλά ευδοκιμεί 

σε παράκτια ύδατα πλούσια σε θρεπτικά συστατικά (Hasle 1973). O φυλότυπος 

KRL01P208 σχετίστηκε (99%) με το είδος Thalassiosira pseudonana. To γένος 

Thalassiosira αποτελείται κυρίως από θαλασσινά είδη (180 είδη), ενώ τουλάχιστο 12 

είδη έχουν βρεθεί σε εσωτερικά ύδατα (Round et al. 1990, Silva & Hasle 1994). Ο 

φυλότυπος KRL01P234 σχετίστηκε (99%) με το είδος Peridinium balticum και ο 

φυλότυπος KRL01N32 σχετίστηκε (97%) με το είδος Peridinium foliaceum. Το γένος 

Peridinium περιλαμβάνει είδη τα οποία πιθανόν σχετίζονται με την παραγωγή τοξινών 

(Rengefors & Legrand 2001). Οι Kempton et al. (2002) αναφέρουν ότι το είδος P. 

foliaceum (με την νέα ονομασία Kryptoperidinium foliaceum) είναι ένα είδος που 

προκαλεί ερυθρές παλίρροιες στη Ν.Καρολίνα. O φυλότυπος KRL01N90 συσχετίστηκε 

με τον θαλασσινό φυλότυπο ME1-17 (99%) ο οποίος έχει προέλθει από την Μεσόγειο 

και ομαδοποιήθηκε σε νέο κλάδο των Stramenopiles από τους Diez et al. (2001b).

Haptophyceae. Τα Haptophyceae αποτελούν μία ταξινομική ομάδα 

φωτοσυνθετικών μικροσκοπικών ευκαρυωτών, η οποία στις περισσότερες μελέτες τόσο 

σε θαλάσσια όσο και σε εσωτερικά ύδατα παρουσίασε σχετικά μικρή συχνότητα 

εμφάνισης (Diez et al. 2001b, Moon van der Staay et al. 2001, Lefranc et al. 2005, 

Richards et al. 2005, Lepere et al. 2008, Not et al. 2009). Εξαίρεση αποτελεί η έρευνα 

των Genitsaris et al. (2009) όπου το Prymnesium parvum αποτέλεσε το κυρίαρχο 

μορφοείδος στην υπερεύτροφη λίμνη Κορώνεια. Ο φυλότυπος KRL01N43 

συσχετίστηκε στενά (99%) με το είδος Prymnesium nemamethecum και η τοπολογία 

του δένδρου ομαδοποιεί τον φυλότυπο αυτό εξίσου κοντά στα είδη Prymnesium 

pateliferrum και Prymnesium parvum. To γένος Prymnesium εμφανίζεται και σε
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θαλάσσιο περιβάλλον (Diez et al 2001b, Not et al. 2009) υποδεικνύοντας ότι τα είδη 

του γένους αυτού αντέχουν σε μεγάλο εύρος αλατότητας. Τα Haptophyceae έχουν 

ανθεκτικά στάδια ζωής (Paddock 1968) και το γένος Prymnesium σχηματίζει κύστες 

(Beltrami et al. 2007). Είδη του γένους Prymnesium σχηματίζουν ανθίσεις σε υφάλμυρα 

και εσωτερικά ύδατα και μπορεί να έχουν τεράστιο αντίκτυπο στο βιογεωχημικό κύκλο, 

την οικολογία αλλά και την οικονομία (Edvardsen & Medlin 2007). Μαζικοί θάνατοι 

ψαριών αλλά και πουλιών έχουν αποδοθεί σε ανθίσεις ειδών του γένους Prymnesium 

(Lindholm et al. 1999, Moustaka-Gouni et al. 2004).

Fungi. Η ομάδα των Fungi που βρίσκεται στα εσωτερικά ύδατα απαρτίζεται 

από ποικίλες ταξινομικές ομάδες με εξίσου ποικίλο τρόπο ζωής (Sigee 2005). 

Αποτελείται από σαπροτροφικούς οργανισμούς αλλά και από γνωστά παράσιτα του 

φυτοπλαγκτού στα εσωτερικά ύδατα και η ταξινομική ομάδα των Chytridiomycota 

εμπλέκεται στη ρύθμιση του πληθυσμού των διατόμων (Ibelings et al. 2004, Lefevre et 

al. 2008). Οι Ibelings et al. (2004) αναφέρουν ότι επιλεκτικός παρασιτισμός των Fungi 

σε συγκεκριμένο είδος μπορεί να τερματίσει απότομα φυτοπλαγκτικές ανθίσεις και να 

ευνοήσει την ανάπτυξη άλλων ειδών που ανταγωνίζονται τους ίδιους πόρους. Η ομάδα 

των Chytridiomycota μπορεί να προσβάλει πάνω από το 90% των κυττάρων που 

μπορούν να λειτουργήσουν ως ξενιστές και κάθε προσβολή έχει ως αποτέλεσμα τον 

θάνατο του ξενιστή (Canter & Lund 1951). Η ταξινομική ομάδα των Fungi, που 

αποτελείται αποκλειστικά από ετερότροφους μικροσκοπικούς ευκαρυώτες, έχει βρεθεί 

σε ολιγότροφη, μεσότροφη και εύτροφη λίμνη, αποτελώντας την κυρίαρχη ομάδα στην 

ολιγότροφη λίμνη (Lefranc et al. 2005). H παρουσία των μυκήτων σε μεσότροφη λίμνη 

της Γαλλίας ήταν εντονότερη την εαρινή/καλοκαιρινή περίοδο (Lefevre et al. 2008). 

Καθώς η παρουσία των μυκήτων είναι σχετικά μικρή στα πελαγικά θαλάσσια
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οικοσυστήματα (Diez et al. 2001b, Massana et al. 2004, Yuan et al. 2004) oi Lepere et 

al. (2006) ισχυρίζονται ότι η παρουσία των Fungi αποτελεί χαρακτηριστικό των 

λιμναίων οικοσυστημάτων.

Οι φυλότυποι KRL01N40 και KRL01P106 σχετίστηκαν (96%) με το φυλότυπο 

PFH1AU2004 ο οποίος βρέθηκε σε ολιγομεσότροφη λίμνη της Γαλλίας. Ο φυλότυπος 

PFH1AU2004 τοποθετήθηκε στον κλάδο των Chytridomycota από τους Lefevre et al. 

(2007). Οι φυλότυποι KRL01N38 και KRL01P217 συσχετίστηκαν (92%) με τον 

φυλότυπο T4P1AeE08 [GQ995419] ο οποίος βρέθηκε στην μελέτη των Freeman et al. 

(2009). Η μελέτη των Freeman et al. (2009) δεν περιλαμβάνει το όνομα του φυλοτύπου 

στη τοπολογία του φυλογενετικού δένδρου που παρουσιάζεται, ωστόσο σημειώνει ότι 

όλες οι αλληλουχίες της μελέτης έχουν κατατεθεί στη GenBank με αριθμούς 

GQ995246 - GQ995438 και GQ995439 - GQ995448, συμπεριλαμβάνοντας και τον 

παραπάνω φυλότυπο. Οι παραπάνω αλληλουχίες έχουν βρεθεί σε έδαφος παγετώνων, 

ένα περιβάλλον που χαρακτηρίζεται από τους Freeman et al. (2009) ως παγερό, 

εκτεθειμένο σε υψηλή υπεριώδη ακτινοβολία το καλοκαίρι και με δραματικές 

διακυμάνσεις υγρασίας. Στην παραπάνω μελέτη το 70% των αλληλουχιών των Fungi 

άνηκε σε Chytridiomycota, παρόλο που όπως αναφέρεται τα Chytridiomycota απαιτούν 

στήλη νερού για την αναπαραγωγή τους. Η παρουσία των Chytridiomycota στο 

περιβάλλον των παγετώνων αποδίδεται στην υπάρχουσα υγρασία (Freeman et al. 2009). 

Αξίζει να αναφερθεί ότι στον κλάδο των Chytridiomycota οι μελέτες είναι 

περιορισμένες και οι περιγραφές για τα είδη αυτού του κλάδου είναι ανεπαρκείς 

(Shearer et al. 2004). Ο φυλότυπος KRL01P224 σχετίστηκε (95%) με τον φυλότυπο 

kor_250804_14 ο οποίος βρέθηκε στην υπερεύτροφη λίμνη Κορώνεια από τους 

Genitsaris et al. (2009). O φυλότυπος KRL01P51 σχετίστηκε (93%) με τον φυλότυπο
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CCW24, ο οποίος βρέθηκε στην υδάτινη στήλη ανοξικού θαλάσσιου περιβάλλοντος με 

αλατότητα 31,6 psu και συγκέντρωση οξυγόνου 0.06 mg/ml (Stoeck & Epstein 2003).

Katablepharidophyta. Η ταξινομική ομάδα των Katablepharidophyta 

αποτελείται από ετερότροφα μαστιγωτά, τα οποία αρχικά είχαν ταξινομηθεί ως 

Cryptophyta και μόλις πρόσφατα αποδείχθηκε ότι αποτελούν ξεχωριστή ομάδα, 

αδελφική των Cryptophyta (Okamoto & Inouye 2005). H τοπολογία του φυλογενετικού 

δένδρου που κατασκευάστηκε συμφωνεί με το παραπάνω δεδομένο. Οι Okamoto et al. 

(2009), αναθεωρώντας την ήδη υπάρχουσα βιβλιογραφία, αναφέρουν ότι η ταξινομική 

ομάδα των Katablepharidophyta αποτελείται από κοσμοπολίτικα είδη τα οποία έχουν 

σημαντικό ρόλο ως θηρευτές τόσο σε θαλάσσια όσο και σε εσωτερικά οικοσυστήματα. 

Οι φυλότυποι KRL01P118 και KRL01N39 συσχετίστηκαν (99%) με τον φυλότυπο 3c- 

E7 o οποίος όπως φαίνεται από τις πληροφορίες της GenBank [FN690517] 

απομονώθηκε από θαλάσσιο πάγο.

Choanoflagellata. Η ταξινομική ομάδα των Choanoflagellata βρίσκεται τόσο σε 

εσωτερικά (Lepere et al. 2006, Lefranc et al. 2005) όσο και σε θαλάσσια ύδατα (Moon 

van der Staay et al. 2001). H ταξινομική ομάδα αυτή παρατηρήθηκε σε μέτριες 

συγκεντρώσεις θρεπτικών (Lepere et al. 2007) ενώ δεν παρατηρήθηκε στην εύτροφη 

λίμνη της μελέτης των Lefranc et al. (2005). Η ταξινομική ομάδα των Choanoflagellata 

αποτελείται από επιφυτικούς οργανισμούς οι οποίοι εξαρτώνται τόσο από την παρουσία 

μικροφυκών (Camas et al. 1998), όσο και από την ποιότητα των διαθέσιμου οργανικού 

υλικού, καθώς αρκετά μέλη της είναι προσαρμοσμένα στη χρήση διαλυμένου 

οργανικού υλικού και κολλοειδών οργανικών σωματιδίων (Sherr et al. 1997)

Οι φυλότυποι KRL01N83 και KRL01P121 σχετίστηκαν με τον φυλότυπο 

Amb_18S_1490 ο οποίος βρέθηκε στη ριζόσφαιρα του είδους Populus tremuloides από
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τους Lesaulnier et al. (2008). Ο φυλότυπος KRL01N50 συσχετίστηκε στενά (98%) με 

τον φυλότυπο NA1_1F3. Ο φυλότυπος NA1_F3 απομονώθηκε από τη μεσόφαση 

μεταξύ οξυγονομένου και μη οξυγονομένου θαλασσινού νερού από ένα ανοξικό φιόρδ 

(Behnke et al. 2010)

Euglenophyta. Μέλη της ταξινομικής ομάδας των Euglenophyta διαβιούν σε 

αλμυρά, υφάλμυρα και εσωτερικά ύδατα και μπορεί να είναι φαγότροφοι, οσμώτροφοι 

ή αυτότροφοι μικροοργανισμοί (Linton et al. 2010). Στον κλάδο των Euglenophyta 

βρέθηκαν τρεις φυλότυποι που ανήκουν σε τρία διαφορετικά γένη (Euglena, 

Strombomonas και Colacium). Τα γένη Euglena, Strombomonas και Colacium είναι 

όλα γένη που φωτοσυνθέτουν (Triemer & Farmer 2007). Αξίζει να σημειωθεί ότι είδη 

που ανήκουν στο γένος Colacium είναι επιβιώτες και σχηματίζουν αποικίες πάνω σε 

άλλους υδρόβιους οργανισμούς (Al-Dhaheri & Willey 1996). Ο φυλότυπος KRL01P95 

σχετίστηκε (99%) με είδος του γένους Colacium.

Cryptophyta. Η ταξινομική ομάδα των Cryptophyta βρίσκεται τόσο σε 

εσωτερικά (Lefranc et al. 2005, Lepere et al. 2006, Genitsaris et al. 2009, Wu et al., 

2009) όσο και σε θαλάσσια οικοσυστήματα (Not et al. 2009, Massana et al. 2004). Οι 

Lepere et al. (2007) εντόπισαν Cryptophyta σε χαμηλές αλλά και υψηλές 

συγκεντρώσεις θρεπτικών σε συνδυασμό με παρουσία ή απουσία ψαριών. Οι Lefranc et 

al. (2005) σημειώνουν ότι τα Cryptophyta βρέθηκαν σε λίμνες διαφορετικής 

κατάστασης (ολιγότροφη, ολιγομεσότροφη και εύτροφη). Οι Wu et al. (2009) 

εντόπισαν μέλη της ταξινομικής ομάδας των Cryptophyta σε όλες τις λίμνες που 

μελέτησαν, όπου η κάθε μια είχε διαφορετική αλατότητα και υψόμετρο. Cryptophyta 

έχουν αναφερθεί και σε λίμνες της Ανταρκτικής (McKnight et al. 2000, Marshall & 

Laybourn-Parry 2002). Όπως φαίνεται από τα ανωτέρω βιβλιογραφικά παραδείγματα
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Cryptophyta απαντώνται σε αρκετά διαφορετικά περιβάλλοντα. Ο μοναδικός 

φυλότυπος Κ^01Ρ91που βρέθηκε σε αυτή την ταξινομική ομάδα συσχετίστηκε (99%) 

με είδος του γένους Cryptomonas.

Mesomycetazoa. Η ταξινομική ομάδα των Mesomycetazoa αποτελείται από 

προαιρετικά ή υποχρεωτικά παράσιτα (Mendoza et al. 2002). Στα Mesomycetazoa 

έχουν περιγραφεί δύο τάξεις, εκ των οποίων η τάξη των Dermocystida αποτελείται 

αποκλειστικά από παθογόνους μικροοργανισμούς τόσο των ψαριών (Dermocystidium 

sp.) όσο των θηλαστικών και των πουλιών (Mendoza et al. 2002). Ο φυλότυπος 

KRL01P53 ομαδοποιήθηκε στην ταξινομική ομάδα των Mesomycetazoa και 

σχετίστηκε (95%) με είδος του γένους Dermocystidium. Το γένος Dermocystidium 

παρασιτεί σε ιχθύδια εσωτερικών υδάτων κυρίως όταν η θερμοκρασία του νερού είναι 

χαμηλή (Hoglund et al. 1997).

Να σημειωθεί ότι οι παραπάνω ταξινομικές ομάδες παρατηρήθηκαν και οπτικά 

με βάση τα μορφολογικά τους χαρακτηριστικά σε μη συντηρημένο, φρέσκο δείγμα 

νερού (M. Moustaka-Gouni, αδημοσίευτα δεδομένα). Παρατηρήθηκαν σχεδόν όλα τα 

είδη της ταξινομικής ομάδας των Chlorophyta και κάποια είδη της ομάδας των Fungi. 

Βρέθηκαν επίσης είδη που ανήκουν στα γένη Coleps, Skeletonema, Thalassiosira αλλά 

και είδη του γένους Prymnesium και Pfiesteria που είναι γνωστά ότι παράγουν τοξίνες. 

Άλλοι οργανισμοί οι οποίοι βρέθηκαν και επιβεβαιώνουν τα αποτελέσματα των 

μοριακών τεχνικών που χρησιμοποιήθηκαν ανήκουν στα γένη Cyclotella, Colpodella, 

Peridinium, Cryptomonas, Ebria καθώς και Euglena.
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4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Η ποικιλότητα του φυλογενετικού γονιδίου 18S ήταν υψηλή. Οι δείκτες 

Shannon τόσο στην βιβλιοθήκη των νανοευκαρυωτών όσο και στη βιβλιοθήκη των 

πικοευκαρυωτών βρέθηκαν να είναι πολύ κοντά στη μέγιστη τιμή που θα μπορούσε να 

πάρει ο δείκτης υποδηλώνοντας αυξημένη ποικιλότητα των μικροσκοπικών 

ευκαρυωτών στην λίμνη Κάρλα. Ο λόγος της παρατηρούμενης προς την μέγιστη 

ποικιλότητα είναι σχεδόν ταυτόσημος για τις δύο βιβλιοθήκες οδηγώντας στο 

συμπέρασμα ότι υπάρχει ισοκατανομή στην αφθονία των ειδών. Η παρατηρούμενη 

ποικιλότητα, το γεγονός ότι κάθε κλάσμα είχε φυλότυπους που είχαν έναν 

αντιπροσωπευτικό κλώνο (singletons) αλλά και η παρουσία 11 μεγάλων ταξινομικών 

ομάδων υποδηλώνει μία μη εξειδικευμένη κοινότητα μικροσκοπικών ευκαρυωτών σε 

επίπεδο είδους.

Η σύνθεση της κοινότητας των μικροσκοπικών ευκαρυωτών φαίνεται να είναι 

αρκετά περίπλοκη εφόσον βρέθηκαν 11 μεγάλες ταξινομικές ομάδες. Οι ταξινομικές 

ομάδες που βρέθηκαν στην υδάτινη στήλη της λίμνης Κάρλας παρουσιάζουν 

διαφοροποιήσεις ως προς το πρότυπο θρέψης, τα ενδιαιτήματα που διαβιούν αλλά και 

το επίπεδο τροφικής κατάστασης στο οποίο ευημερούν. Όπως προκύπτει από τη 

βιβλιογραφία, όλες οι ταξινομικές ομάδες εμφανίζονται τόσο σε εσωτερικά όσο και σε 

θαλάσσια οικοσυστήματα, στην υδάτινη στήλη του νερού αλλά και στο ίζημα. Αρκετοί 

φυλότυποι της λίμνης Κάρλας σχετίστηκαν με φυλότυπους που έχουν βρεθεί σε 

υδάτινα οικοσυστήματα διαφορετικής αλατότητας και θερμοκρασίας αλλά και σε ίζημα 

ή χώμα. Ακραία περιβάλλοντα υπό συνθήκες ανοξίας και έδαφος παγετώνων 

αποτελούν ενδιατήματα κάποιων μικροσκοπικών ευκαρυωτών, οι αλληλουχίες των 

οποίων συσχετίστηκαν με φυλότυπους της παρούσας μελέτης. Φυλότυποι που
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εμπίπτουν στα Cercozoa, Alveolata, Chlorophyta, Fungi και Choanoflagellata 

συσχετίστηκαν με αλληλουχίες μικροσκοπικών ευκαρυωτών που απομονώθηκαν σε 

ανοξικά περιβάλλοντα.

Η λίμνη Κάρλα αποτελεί ένα νεοσχηματιζόμενο οικοσύστημα το οποίο 

βρίσκεται υπό συνεχείς μεταβολές. Κάποιοι μικροοργανισμοί πιθανόν απέμειναν στις 

ελώδεις εκτάσεις και στο ίζημα αυτών, μετά την ξήρανση της λίμνης, καθώς είναι 

γνωστός ο σχηματισμός ανθεκτικών κύστεων στα Cercozoa (Hoppenrath & Leander 

2006), στα Haptophyceae (Beltrami et al. 2007) και στα Alveolata (Leander et al. 

2003). Ωστόσο, νέοι μικροσκοπικοί ευκαρυώτες εποικίζουν το νεοσχηματιζόμενο 

οικοσύστημα. Ένας πιθανός τρόπος προέλευσης των μικροσκοπικών ευκαρυωτών στη 

λίμνη είναι η μεταφορά τους μέσω εισροής υδάτων από τον ποταμό Πηνειό, καθώς η 

λίμνη Κάρλα δέχεται ύδατά του για τον επαναπλημμυρισμό της. Η αερομεταφορά 

μικροσκοπικών ευκαρυωτών αποτελεί έναν ακόμα τρόπο ώστε αυτοί να βρεθούν στην 

υδάτινη στήλη της λίμνης. Μονοκύτταρα φύκη υπάρχουν στην ατμόσφαιρα και μπορεί 

να προέρχονται από υδάτινα περιβάλλοντα ή από χερσαίες εκτάσεις (Carson & Brown 

1976). Οι μετεωρολογικές συνθήκες αποτελούν βασικό παράγοντα της εξάπλωσης τους 

(Brown et al. 1964). Οι Chrisostomou et al. (2009) πραγματοποίησαν μία έρευνα για 

αερομεταφερόμενους φυτοπλαγκτονικούς μικροοργανισμούς πάνω από τη 

φραγμαλίμνη του Πολυφύτου. Η πλειοψηφία των αερομεταφερόμενων 

φυτοπλαγκτονικών μικροοργανισμών ήταν Chlorophyta (αναφέρονται τα γένη 

Chlorella και Scenedesmus), αλλά και ταξινομικές ομάδες όπως Cryptophyta, 

Euglenophyta και Bacillariophyta. Όλες οι παραπάνω ταξινομικές ομάδες βρέθηκαν και 

στην υδάτινη στήλη της φραγμαλίμνης του Πολυφύτου. Η ταξινομική ομάδα των 

Chlorophyta έχει βρεθεί να είναι κυρίαρχη και σε άλλες αεροβιολογικές μελέτες
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(Brown et al. 1964, Schlichting 1969) και αποτελεί τους πρώτους εποικιστές σε 

τεχνητές λίμνες (Williams et al. 1994). Αλληλουχίες που ομαδοποιήθηκαν στις 

ταξινομικές ομάδες των Chlorophyta, Cryptophyta, Euglenophyta καθώς και διάτομα 

απομονώθηκαν από την υδάτινη στήλη της λίμνης Κάρλας. Μικροσκοπικοί ευκαρυώτες 

θαλασσινής προέλευσης έχουν επίσης καταγραφεί να αερομεταφέρονται (Stevenson & 

Collier 1962, Maynard 1968). Μεταφορά μικροσκοπικών ευκαρυωτών μπορεί επίσης 

να πραγματοποιηθεί με τα παρυδάτια πουλιά (Proctor 1959) καθώς και με είδη 

υδρόβιων εντόμων (Revill et al. 1967). Η παρουσία φυλοτύπων στην υδάτινη στήλη της 

λίμνης Κάρλας που συσχετίστηκαν με φυλότυπους μικροσκοπικών ευκαρυωτών 

διαφορετικών οικολογικών απαιτήσεων εξηγείται από τους παραπάνω τρόπους.

Τα Cercozoa και τα Chlorophyta ήταν οι ομάδες που κυριάρχησαν και στις δύο 

βιβλιοθήκες. H παρουσία της ταξινομικής ομάδας των Cercozoa έχει συσχετιστεί με 

ολιγομεσότροφα και εύτροφα οικοσυστήματα (Lefranc et al. 2005), ενώ τα Chlorophyta 

είναι χαρακτηριστική ταξινομική ομάδα οικοσυστημάτων με υψηλές συγκεντρώσεις 

θρεπτικών συστατικών (Lepere et al. 2007, Genitsaris et al. 2009). Οι φυλότυποι που 

ομαδοποιήθηκαν στα Chlorophyta ξεπερνούν σε αριθμό τους φυλοτύπους όλων των 

υπόλοιπων ταξινομικών ομάδων, γεγονός που εκτός από την υψηλή ποικιλότητα της 

ταξινομικής αυτής ομάδας, υποδηλώνει ότι το οικοσύστημα έχει συμπτώματα 

ευτροφισμού. Επιπλέον, ο φυλότυπος που κυριάρχησε στη βιβλιοθήκη των 

πικοευκαρυωτών συσχετίστηκε με το είδος Cyclotella meneghiniana, το οποίο έχει την 

τάση να γίνεται άφθονο σε ρυπασμένα περιβάλλοντα (Finlay et al. 2002). Η ταξινομική 

ομάδα των Cercozoa ήταν η αφθονότερη, αποτελεί όμως μία ομάδα που εμφανίζεται σε 

πολλά διαφορετικά περιβάλλοντα (Romari & Vaulot 2004). Ο νέος εξελικτικός κλάδος
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που εμφανίστηκε στην ομάδα των Cercozoa αφήνει την υπόνοια ύπαρξης άγνωστων 

μικροσκοπικών ευκαρυωτών που ανήκουν στην ομάδα αυτή.

Οι αλληλουχίες που βρέθηκαν στην παρούσα μελέτη σχετίστηκαν με 

αλληλουχίες ταξινομικών ομάδων που παίζουν διαφορετικό ρόλο στο τροφικό πλέγμα. 

Τα Chlorophyta, Euglenophyta και Haptophyceae περιλαμβάνουν είδη περισσότερα εκ 

των οποίων είναι φωτοσυνθετικοί οργανισμοί. Τα Cercozoa περιλαμβάνουν ετερότροφα 

είδη που θηρεύουν βακτήρια και διάτομα (Schnepf & Kuhn 2000). Διάτομα του γένους 

Skeletonema, Thalasiossira και Cyclotella συσχετίστηκαν με φυλότυπους της λίμνης 

Κάρλας. Τα Katablepharidophyta περιλαμβάνουν ετερότροφα μαστιγωτά (Okamoto & 

Inouye 2005) και το γένος Coleps (Alveolata) αποτελεί θηρευτή του γένους 

Cryptomonas (Pedros-Alio et al. 1995). Η ταξινομική ομάδα των Stramenopiles 

αποτελείται από αυτότροφες και ετερότροφες ομάδες (Moon van der Staay et al. 2001). 

Κάποιοι φυλότυποι συσχετίστηκαν και με παρασιτικά είδη όπως το είδος Colpodella 

edax που μπορεί να παρασιτεί σε Chlorophyta ή Cryptophyta (Brugerolle 2002) και το 

είδος Paulsenella vonstoschii που θηρεύει επί των διατόμων (Drebes & Schnepf 1988). 

Η ταξινομική ομάδα των Fungi αποτελείται από σαπροτροφικούς οργανισμούς, γνωστά 

παράσιτα του φυτοπλαγκτού αλλά και των διατόμων (Ibelings et al. 2004, Lefevre et al. 

2008). Το γένος Dermocystidium περιλαμβάνει είδη αποκλειστικά παθογόνα για τα 

ψάρια (Mendoza et al. 2002).

Τόσο οι τεχνικές μοριακής ανίχνευσης όσο και η μορφολογική παρατήρηση 

συνηγορούν στην παρουσία ειδών που είναι γνωστά ότι παράγουν τοξίνες. 

Χαρακτηριστικό είναι το γεγονός ότι βρέθηκαν φυλότυποι τριών διαφορετικών ειδών 

που παράγουν τοξίνες, ταυτόχρονα την ίδια περίοδο στο οικοσύστημα. Παραδείγματα 

αποτελούν είδη του γένους Prymnesium και του γένους Pfiesteria στα οποία έχουν
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αποδοθεί αρκετοί θάνατοι ψαριών σε παράκτια οικοσυστήματα (Burkholder et al. 

2001). Το είδος Pfiesteria piscicida έχει βρεθεί σε εύρος θερμακρασιών και 

αλατοτήτων σε παράκτιες τοποθεσίες (Rublee et al. 2005), καθώς επίσης έχει βρεθεί 

αντοχή στην αλατότητα σε πειράματα καλλιεργειών (Sullivan & Andrerson 2001). Οι 

Rhodes et al. (2006) αναφέρουν ότι η θερμοκρασία και η αλατότητα επηρεάζουν 

ελάχιστα την παρουσία του είδους καθώς ανιχνεύθηκε σε αλατότητες 0,1-17,8 psu και 

θερμοκρασία 3,2 °C - 25,5 °C. H παραγωγή τοξινών όμως από το γένος Pfiesteria 

αυξάνεται σε υψηλά φορτία θρεπτικών (Burkholder & Glasgow 1997, Glasgow et al. 

2001). Φυλότυποι συσχετίστηκαν επίσης με είδη του γένους Peridinium τα οποία 

πιθανόν σχετίζονται με την παραγωγή τοξινών (Rengefors & Legrand, 2001).

Η λίμνη Κάρλα αποξηράνθηκε οδηγώντας τα νερά της στον Παγασητικό κόλπο 

μέσω σήραγγας. Η τυχόν απελευθέρωση νερού μέσω της σήραγγας ενδέχεται να 

οδηγήσει τους παραπάνω μικροσκοπικούς ευκαρυώτες στο θαλάσσιο οικοσύστημα του 

Παγασητικού. Ωστόσο, οι Logares et al. (2009) επισημαίνουν ότι παρόλο που φαίνεται 

ως πιθανό σενάριο να συμβαίνει τακτική ανταλλαγή μικροοργανισμών μεταξύ 

θαλάσσιων και εσωτερικών οικοσυστημάτων (μέσω εκβολικών συστημάτων, 

κατακρημνισμάτων και αερομεταφοράς) είναι δύσκολο να προσδιορίσουμε την 

μακροπρόθεσμη επιτυχία της εγκατάστασης στο νέο ενδιαίτημα. Αρκετές 

φυλογενετικές αναλύσεις σε διάφορους μικροοργανισμούς (Archaea, Bacteria, Eykarya 

και ιούς) υποδεικνύουν ότι το διαχωριστικό όριο μεταξύ θαλάσσιων και εσωτερικών 

οικοσυστημάτων αποτελεί ένα σημαντικό φραγμό του εποικισμού (Logares et al. 2009).
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6. ABSTRACT

Microscopic eukaryotes having various structural and functional features are 

fundamental components in aquatic ecosystems. Research on microscopic eukaryotes 

have only recently been carried out, with most of them being focused on marine 

ecosystems. In the present study, the molecular diversity of microscopic eukaryotes in 

the water body of lake Karla was estimated. Water sample was collected in March 2010. 

Molecular techniques based on clone libraries of 18S rRNA genes were used to estimate 

the diversity of this phylogenetic gene. Two clone libraries of the nano- and 

picoeukaryotes’ fraction were constructed. A number of 65 and 78 clones remained for 

analysis and were attributed to 27 and 32 phylotypes of the nano- and pikoeukaryotes’ 

fractions respectively. The phylogenetic tree was constructed using the sequences of the 

genes and the phylotypes were grouped in 11 major groups. The dominant group was 

that of Cercozoa, followed by the group of Chlorophyta. Microscopic eukaryotes 

seemed to form a non-specialized community and the observed diversity was high. A 

special characteristic of the community was the presence of phylotypes affiliated to 

toxin-producing and parasitic species.

Keywords: microscopic eukaryotes, 18S rRNA gene, lake Karla.
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Μ ο ρ ια κ ή  π ο ικ ιλ ό τ η τ α  ν ά ν ο -  κ α ι π ικ ο ε υ κ α ρ υ ω τ ώ ν  σ τη  Λ ίμ ν η  Κ ά ρ λ α  

Ανδρέαο Ο ικονόιιοί)1. Μ αρία Μ ουστάκα-Γ ούνη2, Κ ω νσταντίνος Α. Κ ορμ ός1*

1 Τμήμα Ιχθυολογίας &  Υδατικού Π εριβάλλοντος, Σχολή Γ εω πονικώ ν Ε πιστημώ ν, Π ανεπιστήμιο
Θ εσσαλίας. E-m ail: kkorm as@ uth.gr 

2 Τμήμα Β ιολογίας, Α ριστοτέλειο  Π ανεπιστήμιο  Θ εσσαλονίκης

Π α ρ ο υ σ ιά ζ ο ν τ α ι τ α  π ρ ο κ α τ α ρ κ τ ικ ά  α π ο τ ε λ έ σ μ α τ α  γ ια  τη  μ ο ρ ια κ ή  π ο ικ ιλ ό τ η τ α  τω ν  
μ ικ ρ ο σ κ ο π ικ ώ ν  ε υ κ α ρ υ ω τ ώ ν  σ τη ν  λ ίμ ν η  Κ ά ρ λ α , τ η ς  ο π ο ία ς  η  ε π α ν α π λ ή ρ ω σ η  ξ ε κ ίν η σ ε  τ ο  2 0 0 9  
μ ε τά  α π ό  π ε ρ ίπ ο υ  6 0  χ ρ ό ν ια  π ο υ  ή τ α ν  α π ο ξ η ρ α μ έ ν η . Π ιο  σ υ γ κ ε κ ρ ιμ έ ν α , α ν α λ ύ θ η κ ε  η  
π ο ικ ιλ ό τ η τ α  τ ο υ  γ ο ν ιδ ίο υ  18S rR N A  μ ε  P C R  ε ν ίσ χ υ σ η  κ α ι κ α τα σ κ ε υ ή  β ιβ λ ιο θ η κ ώ ν  κ λ ώ ν ω ν  γ ια  
τη ν  ο μ ά δ α  το υ  ν α ν ο π λ α γ κ τ ο ύ  (2  — 2 0  μ η ι)  κ α ι το υ  π ικ ο π λ α γ κ τ ο ύ  (0 ,2  — 2  μ ιη )  τ η ς  υ δ ά τ ιν η ς  
σ τ ή λ η ς  τ ο  Μ ά ρ τ ιο  2 0 1 0 . Ε λ έ γ χ θ η κ α ν  σ υ ν ο λ ικ ά  6 9  κ α ι 82  κ λ ώ ν ο ι  α π ό  το  κ λ ά σ μ α  τω ν  
ν α ν ο ε υ κ α ρ υ ω τ ώ ν  κ α ι π ικ ο ε υ κ α ρ υ ω τ ώ ν , α ν τ ίσ το ιχ α , κ α ι έ γ ιν ε  μ ε ρ ικ ή  α λ λ η λ ο ύ χ ισ η  (ca . 8 5 0  b p ). 
Σ τ ο υ ς  ν α ν ο ε υ κ α ρ υ ώ τ ε ς  β ρ έ θ η κ α ν  4 2  μ ο ν α δ ικ ο ί φ υ λ ό τ υ π ο ι (6 0 ,8 %  τ ω ν  ε λ ε γ χ θ έ ν τ ω ν ) . Η  
σ ύ γ κ ρ ισ η  τ ω ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  μ ε  ή δη  γ ν ω σ τ έ ς  α λ λ η λ ο υ χ ίε ς  έ δ ε ιξ ε  ό τ ι  ο  ε π ικ ρ α τ ή ς  φ υ λ ό τ υ π ο ς  ε ίχ ε  
ο μ ο ιό τ η τ α  9 5 %  μ ε  E b r ia  tr ip a r ti te  (σ χ ε τ ικ ή  α φ θ ο ν ία  1 5 ,9 % ) κ α ι α κ ο λ ο υ θ ο ύ σ α ν  τ α  P ro ta sp is  
o b liq u a  (ο μ ο ιό τ η τ α  9 3 % , σ χ ε τ ικ ή  α φ θ ο ν ία  5 ,7 % ), C ry o th e c o m o n a s  lo n g ip e s  ( ο μ ο ιό τ η τ α  9 4 % , 
σ χ ε τ ικ ή  α φ θ ο ν ία  4 ,3 % ) κ α ι P rym n e s iu m  p a rv u m  ( ο μ ο ιό τ η τ α  10 0 % , σ χ ε τ ικ ή  α φ θ ο ν ία  4 ,3 % ). Σ το  
κ λ ά σ μ α  τ ω ν  π ικ ο ε υ κ α ρ υ ω τ ώ ν  β ρ έ θ η κ α ν  4 4  μ ο ν α δ ικ ο ί φ υ λ ό τ υ π ο ι (5 3 ,6 %  τ ω ν  ε λ ε γ χ θ έ ν τ ω ν ) . Ο  
ε π ικ ρ α τ ή ς  φ υ λ ό τ υ π ο ς  σ ε  α υ τ ό  το  κ λ ά σ μ α  ε ίχ ε  ο μ ο ιό τ η τ α  9 9 %  μ ε  C y c lo te lla  cf. sc a ld e n s is  
(σ χ ε τ ικ ή  α φ θ ο ν ία  9 ,7 % ). Α κ ο λ ο υ θ ο ύ σ α ν  τ α  E b r ia  tr ip a r ti ta  (ο μ ο ιό τ η τ α  9 5 % , σ χ ετ ικ ή  α φ θ ο ν ία  
8 ,5 3 % ) κ α ι P ro ta sp is  o b liq u a  (ο μ ο ιό τ η τ α  9 3 % , σ χ ε τ ικ ή  α φ θ ο ν ία  6 ,0 9 % ). Ε π ίσ η ς  β ρ έ θ η κ α ν  
α ρ κ ε τ ο ί φ υ λ ό τ υ π ο ι χ υ τ ρ ιδ ιο μ υ κ ή τ ω ν  κ α ι έ ν α ς  π ο υ  σ χ ε τ ίζ ε τ α ι μ ε  τ ο  γ έ ν ο ς  C r y p to sp o r id iu m . 
Α ρ κ ε τ ο ί  α π ό  τ ο υ ς  φ υ λ ό τ υ π ο υ ς  σ χ ε τ ίζ ο ν τ α ν  μ ε  τ ο ξ ικ ά  ή  π α ρ α σ ιτ ικ ά  ε ίδ η . Σ υ ν ο λ ικ ά , 13 
φ υ λ ό τ υ π ο ι ή τ α ν  κ ο ιν ο ί κ α ι  σ τ ις  δ ύ ο  ο μ ά δ ε ς  ε ν ώ  κ α ι σ τ α  δ ύ ο  κ λά σ μ ια τα  β ρ έ θ η κ α ν  α ρ κ ε τ ο ί 
φ υ λ ό τ υ π ο ι ο ι  ο π ο ίο ι δ ε ν  ε ίχ α ν  γ ν ω σ τ ο ύ ς  σ υ γ γ ε ν ε ίς  κ α θ ώ ς  ε π ίσ η ς  κ α ι α ρ κ ε τ ο ί μ ο ρ φ ό τ υ π ο ι ο ι 
ο π ο ίο ι ε π ίσ η ς  δ εν  ή τα ν  σ ίγ ο υ ρ η  η  τ α ξ ιν ο μ ικ ή  τ ο υ ς  θ έ σ η . Τ α  σ τ ο ιχ ε ία  α υ τ ά  υ π ο δ η λ ώ ν ο υ ν  ε ίτε  
τη ν  ύ π α ρ ξ η  ά γ ν ω σ τ ω ν  ε υ κ α ρ υ ω τ ικ ώ ν  μ ικ ρ ο ο ρ γ α ν ισ μ ώ ν  ή τ η ν  ύ π α ρ ξ η  π ο λ ύ π λ ο κ ω ν  κ ύ κ λ ω ν  
ζ ω ή ς  γ ια  μ ε ρ ικ ο ύ ς  γ ν ω σ τ ο ύ ς  μ ικ ρ ο σ κ ο π ικ ο ύ ς  ε υ κ α ρ υ ώ τ ε ς .
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